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1. Resumen

El uso de anticonceptivos hormonales esta relacionado con distintos cambios
metabalicos, clinicos e inmunolégicos. El presente estudio tuvo como objetivo principal
analizar el efecto de la exposicion de analogos de progesterona contenidos en métodos
anticonceptivos hormonales sobre la produccidén de citocinas en leucocitos, asi como
las variaciones en la proliferacion celular tras la exposicidén a medroxiprogesterona, un
analogo de progesterona de uso anticonceptivo.

Para este fin, se estudiaron muestras de sangre de 20 mujeres sanas de 18 a 25 afos
de edad. Se realizd una historia clinica completa, incluyendo antecedente gineco-
obstétricos para realizar la seleccion de candidatas y se tom6 una muestra sanguinea
de 10 mL por puncidén venosa para aislar los leucocitos mononucleares. Las células
fueron cultivadas por 24 horas para posteriormente ser expuestas durante 3 o 24 horas
a medroxiprogesterona a concentraciones de 2.5 mg/mL, 5§ mg/mL o 10 mg/mL,
simulando las concentraciones promedio de la hormona que se encuentran en sangre
durante su administracion in vivo. Las concentraciones de las citocinas TNF-alfa e IL-10
se cuantificaron en sobrenadante del cultivo celular por medio de la técnica de ELISA 'y
se analizo la proliferacion celular por citometria de flujo.

Los resultados mostraron que las concentraciones de TNF-alfa tendieron a disminuir en
relacion al tiempo de exposicion a la hormona, y en el caso de IL-10, las cantidades
detectadas fueron minimas y sin un patrén especifico. En cuanto a la proliferacion
celular no se observaron cambios en la proliferacion celular, pero si un posible aumento
de las células en proceso de apoptosis. Lo que nos pudiera indicar un posible efecto
del farmaco sobre las células del sistema inmunoldgico.



2. Introduccion

Las normas actuales de nuestro pais se centran en proporcionar acceso libre y
adecuado a métodos anticonceptivos a todas las personas sexualmente activas.
Este acceso permite poder llegar a mejores condiciones de bienestar individual,
familiar y social, asi como mantener estandares internacionales dentro de lo
estipulado para planificacion familiar por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).
La OMS se enfoca en la necesidad de lograr el acceso y la calidad de la salud
sexual y reproductiva, a fin de satisfacer las necesidades de las diversas
poblaciones, en particular las mas vulnerables. En nuestro pais, segun la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE), son las
mujeres adolescentes, de las cuales 77 de cada 1,000 tienen un embarazo no
planeado’.

Dentro de la poblacién mexicana, hay poco menos de 33.4 millones de mujeres en
edad fértil, que representan al 53.9% de la poblacién femenina total, las cuales son
el blanco de estos programas®. Como parte del programa nacional de planificacién
familiar establecido en el Diario Oficial de la Federacion, se encuentran disponibles
diversos métodos anticonceptivos para su aplicacion y distribucion de forma gratuita
y educada. Ademas, dentro del mercado se encuentran todos los métodos
anticonceptivos de venta libre e indiscriminada. Esto ha asegurado un acceso de
cualquiera de estos métodos al 76.5% a mujeres sexualmente activas®.

Debido a su vasta e indiscriminada distribucion, los efectos de los anticonceptivos
mas comunes en el cuerpo de las usuarias han sido estudiados ampliamente,
encontrandose relaciones patologicas en particular con los estrégenos. Sin embargo,
la investigacion sobre los mas recientes o los menos usados no se ha extendido
hasta poder comprender de forma completa sus efectos fuera de lo esperado.

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto de la exposicion de
medroxiprogesterona, un analogo de progesterona usado como anticonceptivo
hormonal, sobre la produccion en leucocitos de las dos principales citocinas en su
categoria, IL-10 como la citocina antiinflamatoria y TNF-alfa como proinflamatoria,
asi como sobre la proliferacion de estas células.

Para esto, se aislaron células mononucleares de sangre periférica de mujeres de
entre 18 y 25 afos, las cuales fueron cultivadas para ser divididas en dos grupos y
expuestas durante 3 y 24 horas, respectivamente, al farmaco a concentraciones de
2.5 mg/mL, 5 mg/mL y 10 mg/mL, posteriormente, se separo el sobrenadante del
cultivo celular y las células. Con el sobrenadante se cuantificaron las citocinas ya
mencionadas mediante la técnica de ELISA, esperando aumento de la concentracion
de la citocina anti-inflamatoria y disminucion de la concentracion de la citocina pro-
inflamatoria. A su vez, con las células recolectadas se estudio la proliferacion celular
posterior a la estimulacién, esperando una disminucion en esta.



Siendo la homeostasis del sistema inmunoldgico algo tan esencial para la interaccion
adecuada del cuerpo con su medio ambiente, la importancia de este estudio radica
no solo en un mas profundo entendimiento del papel que juegan las citocinas y sus
productores en el resto de los sistemas, sino en una comprensién adecuada de los
posibles riesgos a los que se expone la poblacién femenina al decidir utilizar estos
meétodos, asi como en motivar el desarrollo de nuevas alternativas para la
anticoncepcion tanto femenina como masculina.



3. Marco tedrico
3.1 Anticoncepcién

La planificacion familiar a través del uso de métodos anticonceptivos ha sido uno de
los grandes avances del siglo XX y es fundamental para la salud publica. La
anticoncepcion se define como cualquier practica, método o dispositivo usado para
prevenir el embarazo en mujeres sexualmente activas, los cuales han sido
disefiados para actuar previniendo la fecundacién o la implantacion del évulo
fecundado en el utero.

Historicamente, los métodos anticonceptivos han evolucionado desde hace miles de
afos, desde el consumo de mercurio por mujeres chinas o los amuletos de pata de
comadreja europeos, a la abstinencia o calendario de fertilidad, llegando hasta el
condén de latex y los métodos farmacolégicos actuales®.

En Meéxico, de acuerdo a la Encuesta Nacional de la Dinamica Demografica
(ENADID 2014), el mayor numero de embarazos ocurren en edades tempranas,
entre los 20 y 24 afios de edad, siendo Chiapas el estado de mayor fecundidad.
Ademas, México es el pais con la tasa mas alta de embarazos en adolescentes
dentro de los paises pertenecientes a la OCDE?, por lo que se han hecho esfuerzos
para incluir la anticoncepcion dentro de las regulaciones gubernamentales,
inicialmente por el aumento poblacional y posteriormente para mejorar salud
materna e infantil. Por ende, el articulo cuarto de la Constitucion Politica de los
Estados Unidos Mexicanos describe a la planificaciéon familiar como el derecho de
toda persona a decidir, de manera libre, responsable e informada, sobre el numero y
el espaciamiento de sus hijos. Ademas, la Norma Oficial Mexicana 005 (NOM 005-
SSA2-1993, de los Servicios de Planificacion Familiar) se describe el procedimiento
para la seleccion adecuada, prescripcion y aplicacion de los métodos
anticonceptivos, con la meta de acceder a mejores condiciones de bienestar
individual, familiar y social®.

El 76.5% de la poblacién sexualmente activa del grupo etario entre los 20 y 49 afos
de edad, usa algun método anticonceptivo,-mientras que en la poblacién de mayor
riesgo, las adolescentes entre 15 y 19 afos, sélo el 59% usa algun método
anticonceptivo’.

Los métodos anticonceptivos usados en nuestro pais en la actualidad comprenden
los de barrera, como el condon masculino y el femenino, los farmacolégicos y el
dispositivo intrauterino de cobre. Dentro de los métodos farmacologicos encontramos
los basados en estrégenos y progestagenos®.

3.2 Progesterona

La progesterona es un progestageno, hormona sintetizada en el ovario, testiculos,
placenta y glandulas suprarrenales. Quimicamente, su estructura (C21H3002)



comprende 4 hidrocarburos ciclicos interconectados, con grupos funcionales de
cetona y oxigenados, asi como 2 sustituyentes metilo, y tiene un peso molecular de
314.46 g/mol.®

Se sintetiza a partir del colesterol, el cual sufre una oxidacion doble para producir
20,22-hidroxicolesterol, posteriormente oxidandose y produciendo la pregnenolona,
el precursor principal de la progesterona. La progesterona es a su vez el precursor
de la aldosterona, cortisol y la androstenediona, la cual puede a su vez, ser
convertida en testosterona y estrona (Figura 1).
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Figura 1: Proceso de sintesis de la progesterona (Tomado de Dewick P. 2002).

Comunmente conocida como la hormona del embarazo, la progesterona tiene
diversos efectos, incluyendo: estimular la actividad de la lipasa, favorecer depdsito
de grasa, aumentar la concentracion de insulina, favorece el almacén de glucégeno
y la cetogénesis, altera la funcidn de los centros respiratorios, compite con la
aldosterona por el receptor de mineralocorticoides en el tubulo renal se encarga del
desarrollo alveololobulillar de la mama, de la secrecion de hormona luteinizante y
provoca cambios secretores en el endometrio, entre otras funciones.
Farmacologicamente, a través de los progestagenos sintéticos, se usa
principalmente para tratamiento de sustitucién y de anticoncepcién hormonal, en la
forma de amenorrea y anovulacion prolongada, asi como del retraso de parto
prematuro®.

Su mecanismo de accion inicia al ingresar a las células que expresan receptores de
progesterona en el nucleo o citoplasma, como el epitelio mamario, el endometrio o
los queratinocitos, y unirse, activando posteriormente la transcripcion genética. La
vida media de la progesterona en plasma es de 5 minutos, almacenandose en tejido
graso, con metabolismo completo a través del higado, el cual la degrada hasta
pregnandiol, que se conjuga con acido glucordnico y se excreta por la orina.



Los progestagenos sintéticos, los cuales son de importancia anticonceptiva, incluyen
los compuestos de 21 carbonos, como la medroxiprogesterona, los cuales estan mas
estrechamente relacionados a su precursor’. Este analogo de la progesterona se
encuentra disponible en comprimidos orales o en forma de inyeccion intramuscular.

3.2.1 Medroxiprogesterona

Este analogo de la progesterona es comercializado como acetato de
medroxiprogesterona, también conocido como acetato de 17-a-hidroxi-6-a-
metilprogesterona, y comunmente abreviado como MPA. Es una progestina
esteroidea con mayor potencia quimica que su precursor'°.

Se usa como anticonceptivo y para tratar la amenorrea secundaria, sangrado uterino
anormal, dolor asociado con endometriosis, carcinomas de células renales vy
endometriales, parafilia en hombres, formas dependientes de GnRH de pubertad
precoz, asi como para prevenir cambios endometriales asociados con los
estrogenos'®.

Se difunde libremente en las células diana del tracto reproductor femenino, la
glandula mamaria, el hipotalamo y la hipdfisis y se une al receptor de progesterona y
al receptor alfa de estrégeno. Una vez ahi, reduce la frecuencia de liberacion de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) del hipotalamo, las cuales a su vez,
previenen la maduracion folicular y ovulacion y resulta en adelgazamiento
endometrial, ademas atenua el aumento de la hormona Iluteneizante (LH)
preovulatoria'.

Posterior a su aplicacion, la concentracion sérica se incrementaron durante
aproximadamente 3 semanas, hasta alcanzar las concentraciones plasmaticas
maximas de 1 a 7 ng/mL. La union a proteinas plasmaticas es en promedio del 86%
y se realiza principalmente con la albumina sérica. Su vida media en el organismo es
de 50 d|’1a13 por via parenteral y 30 dias por via oral, con biodisponibilidad inmediata
del 99%"".

Este analogo es extensamente metabolizado en el higado por las enzimas P450. Su
metabolismo es principalmente en al anillo A o por reduccién de las cadenas
laterales. La pérdida del grupo acetilo, la hidroxilacién en las posiciones 2, 6,y 21, o
una combinacion de estas posiciones, que da como resultado mas de 10
metabolitos. Sus concentraciones disminuyen exponencialmente hasta que se
vuelven indetectables (<100 pg/mL) entre los 120 a 200 dias luego de la inyeccién®".

Se encuentran disponible internacionalmente como preparado oral, en tabletas de
25 mg, 5 mg, 10 mg y 100 mg, generalmente en conjunto con algun estrégeno
conjugado en menor gramaje. También existe la forma inyectable por via
intramuscular, en 150 mg/mL, ocasionalmente con algun estrégeno conjugado.



En México se encuentra disponible como suspension inyectable de 150 mg/mL
(DEPO-PROVERA®), tableta de 10 mg y 5 mg (PROVERA®), como suspension
inyectable de acetato de medroxiprogesterona con estradiol 5mg/25mg/5mL
(CYCLOFEMINA®) vy tabletas de estrogenos conjugados y acetato de
medroxiprogesterona (PREMELLE®) con concentracién de 62.5 mg/2.5 mg para
terapia de reemplazo hormonal?.

Como parte del cuadro basico y catalogo de medicamentos del Sector Salud, solo se
encuentra como grageas combinadas con estrogenos conjugados para terapia de
reemplazo hormonal'?. Las contraindicaciones para su uso incluyen embarazo
conocido o sospechado o como una prueba de diagnostico para embarazo,
tromboflebitis activa o historia actual o pasada de trastornos tromboembdlicos;
enfermedad cerebro vascular, neoplasia maligna de mama conocida o sospechada,
hipersensibilidad conocida al acetato de medroxiprogesterona o cualquiera de sus
otros ingredientes, enfermedad hepatica o sangrado vaginal no diagnosticado".

Porcentualmente, los efectos secundarios presentados en mas del 5% de las
pacientes durante ensayos clinicos incluyen dolor de cabeza (16.5%), dolor o
malestar abdominal (11.2%), aumento de peso de mas de 5 kg a los 24 meses
(37.7%), nerviosismo (10.8%), vértigo (5.6%), disminucion de la libido (5.5%),
sangrado (57.3% a los 12 meses, 32.1 % a los 24 meses) y amenorrea (55% a los
12 meses, 68 % a los 24 meses). Los presentados entre el 1 y 5% de pacientes
durante ensayos clinicos incluyen astenia o fatiga (4.2%), dolor de espalda (2.2%),
dismenorrea (1.7%), sensacion de calor (1.0%), nauseas (3.3%), distension (2.3%),
edema (2.2%), calambres en las piernas (3.7%), artralgia (1.0%), depresién (1.5%),
insomnio (1.0%), acné (1.2%), alopecia (1.1%), erupciones (1.1%), leucorrea (2.9%),
dolor de mama (2.8%) y vaginitis (1.2 %)%

Algunos efectos secundarios presentados posterior a la comercializacion del acetato
de medroxiprogesterona, no en combinacion con estrogenos, incluyen: dolor de
torax, reacciones alérgicas, fiebre, dolor en el sitio de inyeccién, escalofrios,
hinchazén axilar, sincope, taquicardia, tromboflebitis, trombosis venosa profunda,
embolia pulmonar, venas varicosas, cambios en el apetito, alteraciones
gastrointestinales, ictericia, sed excesiva, sangrado rectal, anemia, discrasias
sanguineas, osteoporosis, paralisis, paralisis facial, parestesia, somnolencia, disnea
y asma, ronquera, hirsutismo, sudoracion excesiva y mal olor corporal, piel seca,
esclerodermia, cancer cervical, cancer de mama, ausencia de retorno de la fertilidad,
embarazo inesperado, inhibicidén de la lactancia, cambios en el tamafio de los senos,
bultos en los senos o sangrado de los pezones, galactorrea, melasma, cloasma,
aumento de la libido, hiperplasia uterina, infecciones genitourinarias, quistes
vaginales y dispareunia’?.

La probabilidad de un aumento de riesgo relativo a padecer algun tipo de cancer
posterior al uso de métodos anticonceptivos hormonales es alta. En el caso de
acetato de medroxiprogesterona, la OMS reporta un riesgo relativo aumentado de
2.19% de cancer de mama en mujeres cuya primera exposicion a la droga fue dentro



de los 4 anos previos y que tenian menos de 35 afios de edad. Sin embargo, el
riesgo relativo general de las que alguna vez la usaron fue solamente 1.2%".

El Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos reporta una tasa de incidencia
anual promedio en cancer de mama de 26.7 por cada 100,000 casos, para mujeres
de todas las razas, pero de edad de 30 a 34 anos. Un riesgo relativo de 2.19%,
aumenta el riesgo posible de 26.7 a 58.5 casos por cada 100,000 mujeres. El riesgo
atribuible, por lo tanto, es 31.8 por cada 100,000 mujeres por afio’.

Ademas, un aumento de riesgo relativo de cancer invasor de células escamosas del
cuello uterino se ha asociado con su uso en las mujeres que fueron expuestas por
primera vez antes de la edad de los 35 afios (riesgo relativo de 1.22 a 1.28 casos por
cada 100,000). La tasa global de cancer invasor de células escamosas del cuello
uterino en las mujeres que nunca usaron acetato de medroxiprogesterona se estimé
en 1.11 casos por cada 100,000

3.3 El sistema inmunolégico y la progesterona

Se reconoce ampliamente que los cambios en los niveles de esteroides ovaricos
modulan la gravedad de las enfermedades autoinmunes y la funcién inmunoldgica
en mujeres adultas jovenes. Ademas, se conoce el rol critico que juega la
progesterona en el sistema endocrino, y aunque se sabe que esta involucrada en
otros sistemas, no se conoce en toda su extensién'. Se han identificado varios
mecanismos potenciales, incluyendo la alteracion de la actividad de Th1 y Treg, sin
embargo los blancos especificos no se han identificado, ya que la progesterona
puede sefalar a través de distintos receptores, los cuales han sido estudiados
principalmente por su capacidad de supresién de liberacién de citocinas'®.

En el caso del sistema inmunoldgico, el embarazo nos permite observar en qué
procesos forma parte importante esta hormona cuando esta en cantidades
aumentadas, ya que de forma regular, su influencia no es particularmente
identificable entre los numerosos factores que intervienen en una respuesta
inmunolodgica. Las respuestas inmunes humorales aumentan durante el embarazo,
mientras que las respuestas inmunitarias mediadas por células y la gravedad de los
trastornos autoinmunes mediados por células tienden a ser regulados a la baja'®. Se
conoce que la progesterona es parte importante del proceso de embarazo al
asegurar el mantenimiento del embarazo, en parte regulando la respuesta
inflamatoria, inhibiendo la citotoxicidad de las células NK, las cuales pueden dafiar el
trofoblasto, regulando la produccion de citocinas, y estimulando la tolerancia del
sistema inmunoldgico al producto’”.

Durante la menopausia, el estado contrario al ya discutido, las mujeres muestran
cantidad disminuida de linfocitos T, directamente relacionado a la desaparicion de
hormonas ovaricas; sin embargo, esta disminucidn no empeora la respuesta
inmunolégica'®. En cuanto a la progesterona en particular, no hay informacion
suficiente que diferencie entre los efectos causados por la falta de progesterona



contra la falta de estrogenos, ya que fisiologicamente actuan al unisono. Ademas,
las concentraciones elevadas de progesterona en la sangre causan un curso mas
grave y una persistencia mas prolongada de las bacterias en las enfermedades
infecciosas'®.

3.4 Citocinas

Las citocinas son proteinas pequefas, de menos de 30 KDa, que pueden
encontrarse unidas a membrana o libres, secretadas por células, principalmente del
sistema inmunoldgico, como las células T, células dendriticas y macrofagos, entre
otras, para interactuar con otras células y con su medio. Su produccién se inicia en
la transcripcidn, la cual es altamente regulada por diversos factores, incluyendo el
tipo de célula secretora y los estimulos celulares especificos, para posteriormente
ser sintetizadas en el reticulo endoplasmico, y enviadas al aparato de Golgi, en
donde son glicosiladas y empaquetadas para poder ser secretadas por la célula®.

La senalizacion puede ser autdcrina, enddcrina o paracrina, siendo esta ultima la
mas comun. El término citocina es amplio y engloba las diferentes variedades que se
han observado a lo largo del tiempo, incluyendo las linfocinas, mastocinas y
quimiocinas, estas ultimas pertenecen a la familia de los quimiotrayentes, cuya
funcion es atraer células a regiones donde su funcion es necesaria?'.

Al ser las principales proteinas secretadas por las células inmunoldgicas, tienen
muchos efectos biologicos, incluyendo la modulacion de la diferenciacion del linaje
hematopoyético, la activacidon de linfocitos y fagocitos, el balance entre las
respuestas mediadas por células y la produccién de anticuerpos. Pueden ademas
actuar como mediadores de la inflamacion y regular la intensidad y duracion de la
respuesta inmune, entre muchas otras importantes funciones que determinan la
respuesta inmunoldgica, la evolucion de una patologia, el rechazo de un érgano
trasplantado, la eficacia de las vacunas, etc?".

Las citocinas caracterizadas hasta este punto pertenecen a uno de seis grupos,
basandose en receptores membranales especificos: la familia de la interleucina 1
(IL-1), la familia de la hematopoyetina (citocina clase 1), la familia del interferon
(citocina clase IlI), la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), la familia de la
interleucina 17 (IL-17) y la familia de las quimiocinas®.

3.41IL-10

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria, la cual es producida por diversas células,
incluyendo macrdéfagos activados y linfocitos T. Su funcion principal es inhibir las
funciones de linfocitos Th1, Th2, B, células NK, macréfagos y células dendriticas, las
cuales son necesarias para la optima defensa del sistema inmunologico contra
patdgenos, pero que pueden causar dafio a tejidos si se activan sin control®. Sin
embargo, también muestra propiedades inmunoestimuladoras, especialmente en
células B y T CD8+ activadas. Su capacidad para inducir la diferenciacion de un



subconjunto de células T reguladoras y la importancia de la IL-10 para la funcion in
vivo de las células T reguladoras apoya la evidencia de que esta citocina es crucial
en el control de las respuestas inmunes, siendo particularmente importante el
momento en el que se produce la citocina para asegurar una respuesta inmune
adecuada pero con resolucion segura de la infeccion, al disminuir la produccion de
citocinas pro-inflamatorias antes de que se cause dafo a los tejid0324.

Su relacion con la progesterona a nivel fisiolégico no esta descrita, al no ser un
factor influyente inmediato. Sin embargo, su relacion con estados fisioldgicos
alterados, como el embarazo, y como respuesta a infecciones sistémicas o estados
inflamatorios cronicos si ha sido documentada. Hay evidencia que el tratamiento con
progesterona en complicaciones de esclerosis multiple en modelos murinos puede
ayudar a reducir la severidad de la enfermedad y el dafio axonal, al notar que
aumenta la concentracion de IL-10 y disminuye la de otras citocinas
proinflamatorias?.

En cuanto a su rol en el embarazo, en el que la progesterona se encuentra
naturalmente elevada, los niveles de esta citocina se elevan de igual forma,
ayudando a mantener el embarazo y disminuyendo al momento del parto,
encontrandose el alza principalmente en embarazos que concluyen en parto
pretérmino, y en particular en aquellos causados por infeccion, siendo este no la
causa, sino la consecuencia del estado inflamatorio elevado®. Regularmente la IL-
10 inhibe el parto pretérmino usando diversos mecanismos, incluyendo el desarrollo
de linfocitos T, células dendriticas tolerogénicas, activacion de JAK1/STATS3,
regulaciéon de COX2 e inhibicién de parto pretérmino causado por lipopolisacaridos?’.

En lo referente a su papel con los métodos anticonceptivos, su efecto parece
depender de la linea celular estudiada, ya que en células epiteliales ectocervicales
tratadas para simular infeccion, la administracion de medroxiprogesterona causoé
aumento de citocinas proinflamatorias y disminucion de IL-10, dependiendo de la
dosis administrada in vitro®.

3.4.2 TNF-alfa

El TNF-alfa es wuna citocina proinflamatoria secretada principalmente por
macrofagos, células NK y linfocitos, causando activacién de la respuesta inmune en
casos de dafio celular o infecciones. Ademas, forma parte del proceso de
angiogézgesis, cicatrizacion, disminuye la sefalizacion insulinica y aumenta la
lipdlisis=”.

Las hormonas sexuales femeninas juegan un papel importante en la variacion de la
prevalencia de enfermedades autoinmunes, siendo mayor en mujeres.
Principalmente, los estrogenos estimulan un estado proinflamatorio, permitiendo el
aumento de estas citocinas. Sin embargo, la progesterona provoca la disminucion en
la produccion de TNF-alfa y de mRNA de TNF-alfa, siendo esto importante para
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regular la respuesta inflamatoria en tejidos proximales a la produccion de
progesterona®.

Durante el embarazo, ya mencionado como un estado fisiologico de elevacion de la
hormona, el papel que juega esta citocina depende del momento del embarazo,
teniendo que mantener un balance particular para que el embarazo se lleve acabo
sin eventualidades. Los niveles en plasma de la citocina y de su receptor soluble se
elevan hasta llegar al segundo trimestre, durante la proliferacion placentaria,
disminuyendo posteriormente®'. La administracion de progesterona en casos de
amenaza de aborto aumenta las cantidades solubles de los receptores de TNF-alfa,
causando reversion del estado de riesgo. Sin embargo, cantidades elevadas de
TNF-alfa en comparacion con IL-10 se encuentran en estados patologicos de riesgo,
como preeclampsia y eclampsia, causando un estado inflamatorio similar a lo
ocurrido en infeccién sistémica®.

La administracion de altas dosis de medroxiprogesterona en pacientes con
neutropenia inducida por quimioterapia demostré que aumenta ligeramente la
produccién de TNF-alfa, asi como la neutropenia®. Sin embargo, su administracion
posterior a trauma disminuy¢ significativamente la cantidad de TNF-alfa, ofreciendo
nuevos prospectos de tratamiento®.

3.5 Proliferacion celular

La proliferacion celular se define como el comportamiento ciclico de las células en el
que pasan a través de las cuatro fases del ciclo celular, y el numero de células que
estan activas®. El ciclo se puede dividir en dos etapas distintas: interfase y la fase M.
La fase M incluye todos los pasos involucrados en la division celular mitdtica,
mientras la interfase se divide en etapas G1, S y G2. Cuando las células se
encuentran en la etapa S o de sintesis, es cuando se denominan proliferantes y las
que se encuentran en fase GO se llaman células quiescentes*®. Para poder encontrar
las células proliferantes, se puede analizar cuales de ellas se encuentran en fase de
sintesis por medio de la medicion de la cantidad de ADN en las mismas mediante
citometria de flujo.

3.5.1 Progesterona en el ciclo celular

El control de la proliferacién celular es un balance entre los efectos de distintas
moléculas regulatorias que en el ambiente de la célula proveen con sefiales que
estimulan o inhiben la replicacion celular®’. En modelos animales, la progesterona
actua como agente diferenciador celular, para preparar al utero para el embarazo, y
en humanos, el estroma uterino prolifera bajo la progesterona, en preparacién para
la implantacion del blastocistos y eventual transformaciéon del estroma en la
placenta®®.

En el caso de células mamarias cancerigenas, parece que esta hormona estimula la
proliferacion, pudiendo detenerse el proceso al bloquear los receptores de la
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hormona®. Ademas, la suplementacion con progesterona en mujeres
postmenopausicas ha demostrado ser una de las posibles causas de aumento de
tasa de cancer mamario, al estimular la proliferacion de tejido mamario y la
expansion no proliferativa de células sanas o transformadas, con evidencia de que la
accion de la hormona en tejidos depende del tipo de célula, la cantidad y el ciclo
celular, siendo particularmente sensible el tejido endometrial*®*’.

3.5.2 Anticoncepcion y el ciclo celular

En el caso de las progestinas, se ha estudiado su uso en tratamiento para cancer de
endometrio, al disminuir la proliferacion celular*?; sin embargo, la mayoria de los
estudios apuntan a que en general aumentan la proliferacion celular, en particular de
células cancerigenas. Se ha encontrado un aumento inicial en la proliferacion al
administrar medroxiprogesterona a un cultivo celular, con la subsecuente
disminucién a las 72 horas posteriores*®. Sin embargo, su efecto en la proliferacién
de células en tejidos no asociados con estimulacion hormonal no ha sido
ampliamente estudiado, con vaga evidencia de que la exposicion a
medroxiprogesterona disminuye la proliferacion celular y por ende, la secrecion de
reguladores de la respuesta humoral contra patdégenos invasores, de particular
interés en pacientes infectados con VIH*.
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4. Planteamiento del problema

De acuerdo a la ENADID 2014, en México, de la poblacion sexualmente activa, el
76.5% de estas usa algun método anticonceptivo, comprendiendo el 12.5% los
basados en hormonas y entre la poblacion de mayor riesgo, las adolescentes de entre
15 y 19 afios sélo en 59% usan algin método anticonceptivo’. De acuerdo a la
ENSANUT 2012, el 32.2% de las mujeres inician su vida sexual activa entre los 15y 19
anos, y de estas el 6.1% utiliza un método hormonal como anticonceptivo de primera
vez, aumentando el porcentaje con un 4.1% que utilizan la pastilla anticonceptiva de
emergencia®.

El acetato de medroxiprogesterona (MPA) se usa como anticonceptivo y para tratar la
amenorrea secundaria, sangrado uterino anormal, dolor asociado con endometriosis,
carcinomas de células renales y endometriales, parafiia en hombres, formas
dependientes de GnRH de pubertad precoz, asi como para prevenir cambios
endometriales asociados con los estrogenos. Este analogo se encuentra disponible en
presentaciones de inyeccion intramuscular bimensual y en preparados orales.

Las interacciones de los anticonceptivos de progesterona con el sistema inmunologico
no se han estudiado de forma particular, aunque si se ha estudiado que la
progesterona producida por el cuerpo humano afecta el ciclo celular y la respuesta
inmunolodgica, al regular la secrecion de ciertas citocinas y receptores de ciclinas,
involucradas en el ciclo celular®®.

Las relaciones de los anticonceptivos hormonales con patologia de interés para la
salud publica han estado centradas en los métodos a base de estrégenos. En estos se
ha encontrado una relacién directa con la aparicion de cancer de ovario, mama y utero,
causando una inclinacion de uso hacia los basados en progesterona, aunque no hayan
sido estudiados extensamente en cuanto a estimulacion del ciclo celular o en su
relacion con la homeostasis del sistema inmunoldgico, por lo que surge la pregunta:

¢Cual es el efecto de la exposicion a acetato de medroxiprogesterona in vitro

sobre la produccién de citocinas y la proliferacion de células mononucleares de
sangre periférica de mujeres jévenes?
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Justificacion

En México, el 76.5% de las mujeres en edad fértil sexualmente activas son
usuarias de métodos anticonceptivos y pese a que se han relacionado con
diversas patologias, los basados en progesterona no se han estudiado
ampliamente, al considerarse inocuos.

Expandir el conocimiento que se tienen del papel que juega el uso de métodos
anticonceptivos hormonales en el sistema inmunoldgico, asi como la relacién
que podria tener fisiolégicamente el sistema enddcrino en este, es de vital
importancia para comprender adecuadamente el posible impacto del uso de
estos compuestos sobre la salud humana.

La alteracion de la homeostasis del sistema inmunoldgico, tanto en la produccion
de citocinas como en la proliferacién celular, puede traer consecuencias
importantes para la salud, por lo cual es necesaria una mejor comprension de
los posibles riesgos a los que se expone la poblacion femenina al hacer uso de
estos farmacos.

14



6. Hipotesis
Hipétesis alterna:
La exposicion de células mononucleares aisladas de sangre periférica a
acetato de medroxiprogesterona in vitro, aumentara la produccion de IL-10 y
disminuira la de TNF-alfa, provocando una reduccion en la proliferacion
celular.
Hipétesis nula:
La exposicion de células mononucleares aisladas de sangre periférica a

acetato de medroxiprogesterona in vitro, disminuira la produccion de IL-10 y
aumentara la de TNF-alfa, provocando un aumento en la proliferacion celular.
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7. Objetivos

General:

Determinar el efecto de la exposicion de células mononucleares de sangre
periférica a acetato de medroxiprogesterona in vitro, sobre la produccion de
citocinas y la proliferacion celular.

Especificos:

A.

Determinar la concentracion de las citocinas IL-10 y TNF-alfa en
sobrenadantes de cultivos de células mononucleares aisladas de sangre
periférica de mujeres jévenes, posterior a la exposicion en varios periodos
de tiempo y a diferentes concentraciones de acetato de
medroxiprogesterona, por medio de la técnica de ELISA.

Evaluar si existen variaciones en la proliferacion de las células
mononucleares después de la exposicibn a acetato de
medroxiprogesterona, mediante el método de incorporacién de yoduro de
propidio, analizado por citometria de flujo.
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8. Metodologia
8.1 Tipo de estudio
Experimental y comparativo
8.2Universo de estudio

Células mononucleares de sangre periférica de mujeres sanas de entre 18 y 25
anos de edad de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del
Estado de México.

8.3Muestra

Método de muestreo: No probabilistico, a conveniencia por ser un estudio piloto.
Tamaino de muestra: 20 mujeres.

8.4 Criterios de inclusion, exclusién y eliminacién

Criterios inclusion: Mujeres sanas de entre 18 y 25 afios de edad que
aceptaron participar, a las cuales se les realiz6 una historia clinica completa y
que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusiéon: Mujeres con antecedentes de cancer de mama, utero,
ovario, endometrio, etc., diabetes mellitus, eventos trombdticos previos,
hemofilia, hipertensioén, sangrado uterino anormal, enfermedades autoinmunes,
enfermedades renales o hepaticas, migrafias severas, enfermedades
autoinmunes, enfermedad tiroidea, enfermedad hormonal previa o alguna otra
enfermedad que al momento de la interrogacion se considerara que podria
interferir con el estudio. Mujeres que estuvieran usando métodos anticonceptivos
hormonales o que lo hubieran hecho en los ultimos 4 meses, mujeres que
consumieran alcohol o fumaran regularmente. Mujeres que estuvieran
amamantando, que tomaran algun medicamento con regularidad, que estuvieran
embarazadas o0 que sospecharan estar embarazadas.

Criterios de eliminacién: Mujeres que ya no desearan participar en el estudio al
momento de la toma de muestra, que no firmaron el consentimiento informado,
que se encontraran enfermas al momento de la toma de muestra, mujeres cuya
muestra no fue posible obtener o no fuera suficiente, se contaminara o se
obtuviera en condiciones no adecuadas.
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8.50peracionalizacién de las variables

Variable

Descripcion
conceptual

Definicion
operativa

Tipo

Unidad de
medida

Medroxipro-
gesterona

Analogo de la
progesterona que se
usa principalmente
como anticonceptivo y
cuyo efecto en el
sistema inmunoldgico
no ha sido estudiado
ampliamente.

Administracion de
acetato de
medroxiprogeste-
rona a las células
en cultivo por 3 o
24 horas y a
concentraciones
de 2.5,5.0010
mg/mL.

Cuantitativa
continua.

Horas
mg/mL

TNF-alfa

Citocina
proinflamatoria  que
causa activacion de
respuesta inmune
mediada por huésped
en caso de trauma o
infecciones.

Concentracion de
TNF-alfa
cuantificada en el
sobrenadante del
cultivo celular
mediante la
técnica de ELISA.

Cuantitativa
continua.

pg/mL

IL-10

Citocina
antiinflamatoria
asegura una
respuesta inmune
adecuada pero con
resolucién segura de
la infeccion.

que

Concentracion de
IL-10 cuantificada
en el
sobrenadante del
cultivo celular
mediante la
técnica de ELISA.

Cuantitativa
continua.

pg/mL

Proliferacion
Celular

Comportamiento
ciclico de las células
en el que pasan a
través de las cuatro
fases de el ciclo
celular para divisién
celular.

Cuantificacion de
la intensidad de
fluorescencia de
yoduro de
propidio en las
células expuestas
a la hormona, por
citometria de
flujo.

Cuantitativa
continua.

Unidades
arbitrarias
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8.6 Diseno experimental

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Neuroquimica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de México.

Se recolectaron datos de cada participante en forma de una historia clinica
modificada (Anexo 1), que incluyé las siguientes secciones: ficha de
identificacion (Nombre, edad, fecha de nacimiento, tipo de sangre), antecedentes
familiares patologicos (familiares directos que hayan padecido o padezcan
cancer de mama, utero, ovario, endometrio, que tengan historia de uso de
anticonceptivos hormonales) antecedentes personales patologicos (anamnesis
de todo lo antes mencionado), antecedentes gineco-obstétricos (fecha de
menarca, uso de anticonceptivos orales, fecha de ultima regla, caracteristicas
del periodo menstrual, embarazos, abortos), y variables clinicas (IMC, presion
arterial, estado general). Los datos personales se mantuvieron privados y cada
mujer firmo6 un formato de consentimiento que permitié usar sus datos de forma
anonima para estudios estadisticos y experimentales. Posterior a la recoleccion
de los datos, estos se analizaron y vaciaron en tablas preliminares, para tenerlos
en cuenta al momento del analisis final de los datos.

8.7 Toma de muestra

Se recolectaron 10 mL de sangre periférica por participante en un tubo con
heparina. Las participantes tenian un ayuno de 8 a 12 horas. Previo a la toma de
muestra, se explico el proceso y los posibles efectos secundarios, y se pidid que
se firmara el consentimiento informado (Anexo 2). La toma de muestra se realizé
en una zona bien iluminada, con la paciente comodamente sentada,
descansando el brazo en donde se realiz6 la venopuncion sobre un cojin. Se
colocd una liga y se localizo la vena cubital. Se realizé asepsia del area con un
algoddn con alcohol al 70%, con movimiento circulares del centro a la periferia.
Posterior al secado, se realizdé la venopuncién, con extraccion de 10 mL de
sangre, retirando la liga previo a retirar la aguja, y se hizo presion sobre la zona
de puncion hasta realizar hemostasia.

8.8 Aislamiento y cultivo de leucocitos mononucleares

Los leucocitos fueron aislados por un meétodo de gradiente de densidad y
centrifugacion. Los 10 mL de sangre se prepararon con Fycoll-Histopaque (1.07
g/dL) en proporcion 2:1, centrifugandose por 30 minutos a 1,500 rpm, sin freno.
Se separaron las células con pipeta Pasteur en un tubo de 10 mL y se afor6é a 10
mL con PBS, con posterior centrifugacion por 10 minutos. Se decanté el
sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 mL medio de cultivo
completo (AIM-V, 10% suero fetal bovino, L-glutamina y 1% antibioticos).

Los leucocitos obtenidos se contaron en camara de Neubauer, para poder
sembrar 1 X 10° células en placas de cultivo de 24 pozos, con medio de cultivo

19



AIM-V completo. Las células se dejaron 24 horas en cultivo, antes de la
exposicion al farmaco.

Se administré6 medroxiprogesterona a los cultivos en cantidades de 2.5 mg/mL, 5
mg/mL o 10 mg/mL, con un pocillo sin estimulo como control, basandonos en las
concentraciones promedio que se encuentran en sangre, los cuales suelen tener
una vida media general de 36 + 12 horas y tener una biodisponibilidad promedio
de 99% de lo administrado.

Las células se incubaron durante 3 o 24 horas, siguiendo el tiempo promedio en
que se detecta el pico inicial del farmaco y el pico maximo, ademas de asi
asegurar exposicion al farmaco. Posteriormente, las células se desprendieron
del pozo y se recolectd el contenido de cada pocillo en tubos de 1.5 mL,
centrifugando a 2,000 rpm, por 15 minutos, para retirar el sobrenadante y
etiquetarlo para congelacion y posterior cuantificacion de citocinas por la técnica
ELISA.

El boton celular se resuspendido en 500 yL de etanol frio al 50%. El tubo se
etiquetd y se congel6 para la posterior visualizacion del ADN por medio de la
incorporacion de yoduro de propidio por citometria de flujo.

8.9 Técnica de ELISA

Para la cuantificacion de IL-10 y TNF-alfa por ELISA, se emplearon los kits
comerciales ELISA MAX Standard Sets de BioLegend, con numero de catalogo
430201 de TNF-alfa y 430601 de IL-10, los cuales estan basados en el principio
de inmunoensayo competitivo que nos permite detectar y cuantificar, mediante el
uso de complejos inmunes, péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas.

La ELISA (ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas) es una técnica que
detecta y cuantifica péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas. El principio
basico es usar una enzima para detectar la union de un antigeno con un
anticuerpo. La enzima convierte un sustrato incoloro (cromogeno) en un
producto coloreado, que indica la presencia de esta union.

El procedimiento consistio en colocar 100 uL de anticuerpo de captura en la
placa para ELISA e incubarlo toda la noche con agitacion suave. Al siguiente dia,
se preparo la curva estandar en cada placa (a partir de la mayor concentracion
de TNF-alfa: 8 ng/200 mL e IL-10: 25 ng/200 mL). Se lavo la placa 4 veces con
al menos 300 pL de solucidn salina de fosfatos (PBS) por pocillo y se seco,
golpeando firmemente la placa boca abajo sobre papel absorbente. Todos los
lavados posteriores se realizaron de la misma forma. Para bloquear, se
agregaron 200 L de diluyente de ensayo por pozo. Se sellé la placa y se incubo
a temperatura ambiente durante 1 hora, con agitacion suave. Toda incubacion
posterior con agitacion se realizé6 de manera similar.
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Después del bloqueo, se agregaron 100 pyL de cada muestra y de la curva
estandar y se incubd por 2 horas a temperatura ambiente, en agitacion suave.
Se lavo la placa 4 veces con PBS y se adicionaron 100 yL de anticuerpo de
deteccion, dejandose incubar 2 horas a temperatura ambiente. Se repitio el
lavado 4 veces; se colocaron 100 pyL de solucion de deteccion y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente, se volvid a
lavar 5 veces (1 minuto por lavado) y se adicionaron 100 pL del substrato de
TMB, incubandose 30 minutos en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron 50 pL
de la solucion de paro (HCI 0.3M) y se leyé en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 450 nm.

8.10 Citometria de Flujo

La citometria de flujo tiene la capacidad de medir las caracteristicas opticas y de
fluorescencia de una célula o particula cuando pasan a través de una fuente de
luz. Para diferenciar las células se usan tinciones o anticuerpos, los cuales
permiten observar el tamafo, granularidad y fluorescencia.

Se realizd la tincion con yoduro de propidio, un fluorocromo que se intercala
entre las bases de los acidos nucleicos tanto de ADN como de ARN, para la
estimacion de la proliferacion celular con respecto a la cantidad de ADN. Para
esto, se utilizaron las células previamente preservadas en congelacion.

Se inicio efectuando 2 lavados con 1 mL de PBS, centrifugando por 10 minutos
para retirar el alcohol. Las células se resuspendieron en 250 yL de PBS y se
anadieron 6.15 pL de RNAsa, agitando suavemente por 5 minutos, para que el
fluorocromo no lo tifia y no se obtenga un falso positivo. Posteriormente, se
anadieron 15 pyL de yoduro de propidio, dejando actuar por media hora,
protegiendo de la luz. Finalmente, se realizd la lectura en el citometro de flujo BD
Accuri C6, seleccionando una zona con un minimo de 10,000 eventos vy
excluyendo células muertas.

8.11 Diseino de Analisis

Analisis Estadistico: Se llevé a cabo una prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov. Dado a que los datos no presentaron una distribucion normal, el
analisis estadistico se llevo a cabo con una prueba de Kruskal-Wallis para hacer
la comparacion entre todos los grupos y una prueba de Mann-Whitney para
comparar con el grupo control. Los datos se presentan en mediana y rango
intercuartil (Q7s5-Q2s5). Valores de p<0.05 fueron considerados como valores
estadisticamente significativos. Para la elaboracion de las graficas, se utilizé el
programa GraphpadPrism 7.0 y se agregaron algunas imagenes obtenidas del
programa BDAccuriC6 en donde se procesan los resultados del citdmetro de
flujo.
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9.

Implicaciones éticas

Para el desarrollo y aplicacion de esta investigacion se actud y basé conforme a
lo establecido en los principios éticos de la XVIII Asamblea Médica Mundial de
Helsinky en el afio 1964; siendo de vital importancia la explicacion y llenado de
la hoja de consentimiento informado a los participantes.

1. La investigacion busca el conocimiento para la mejora de la salud.

2. Se llevo a cabo de manera metodoldgica con técnicas estandarizadas para
evitar repeticiones innecesarias del experimento.

3. La seleccion de los participantes fue conforme a los requerimientos de la
investigacion, sin dar pie a prejuicios o discriminacion-

4. El riesgo para las participantes fue minimo, siendo tomadas las muestras de
acuerdo a protocolos estrictos en cuanto a técnicas e higiene.

5. Las participantes fueron informadas acerca de la investigacion para dar su
consentimiento voluntario por escrito antes de convertirse en participantes de la
investigacion.

6. Las participantes tuvieron el derecho de mantener protegida su privacidad, la
opcion de dejar, en cualquier momento y por cualquier razén, la investigacion y
tener un monitoreo de su bienestar.

7. Se conto con el aval del comité de Etica en Investigacién de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de México (Anexo 3).

10.Organizacion

Tesista
M.P.S.S. Fany Guadalupe Ochoa Arriaga

Directores de tesis
Irazu Contreras Garcia, Ph.D.
José Antonio Estrada Guadarrama, Ph.D.

11.Presupuesto y financiamiento

Este proyecto contd con financiamiento parcial por el Consejo Mexiquense de
Ciencia y Tecnologia (COMECyT), mediante el programa Jdévenes en la
Investigacion y Desarrollo Tecnologico en 2015.
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12.Resultados
12.1 Poblacion muestra

Se realiz6 una historia clinica completa a las 24 mujeres que decidieron participar en el
estudio, con la subsecuente eliminacion y/o exclusién de 4 mujeres con base en los
criterios establecidos. La edad promedio resulté en 20.6 £ 1.4 afios y con un indice de
masa corporal (IMC) promedio de 22 + 2.4 kg/m* El total de las mujeres que
participaron en el proyecto eran estudiantes, solteras y sin antecedentes personales o
familiares de importancia clinica.

12.2 Cuantificacion de la concentracion de citocinas

Para cuantificar las concentraciones de las citocinas TNF-alfa e IL-10 por medio de
ELISA, las células aisladas fueron expuestas por 3 horas o 24 horas a concentraciones
de 0 mg/mL, como control, 2.5 mg/mL, 5 mg/mL o 10 mg/mL de medroxiprogesterona,
las cuales simularon las concentraciones promedio que se encuentran en sangre de la
hormona durante su administracién in vivo.

Los valores de las medianas de las concentraciones de TNF-alfa, muestran una
tendencia a la disminucidon en las concentraciones de la citocina cuando aumenta el
tiempo de exposicion al farmaco y la concentracion de este. El resumen de los datos se
muestran en la Tabla 1y en la Figura 2A.

3 0 25 5 10 24 0 25 5 10
Horas mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL Horas mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL
Q25 50.15 42.35 45.88 42.35 Q25 47.94 45.44 43.68  43.53
Mediana Mediana
(pg/mL) 115 73.83 75.59 78.53 (pg/mL) 106.2 75.89 57.06 70
Q75 231.3 205.1 203.7 203.5 Q75 173.8 151.2 163.4 124

Tabla 1: Concentraciones de TNF-alfa (pg/mL) en sobrenadante de cultivo celular.
Cuantificacion mediante la técnica de ELISA en sobrenadante celular de células
mononucleares aisladas de sangre periférica y expuestas durante 3 o 24 horas con
distintas concentraciones de medroxiprogesterona (mg/mL). Los datos son mostrados
en mediana y rango intercuartil (Q75-Q2s). n=20.

En cuanto a la IL-10, las cantidades detectadas fueron muy pequefas o indetectables a
las 3 horas de exposicion (Tabla 2 y Figura 2B), sin embargo, se observa una
tendencia a la disminucién de la concentracion de la citocina con respecto a las células
que no fueron estimuladas a las 24 horas de exposicion.
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3 0 25 5 10 24 0 25 5 10

Horas mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL Horas mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL
Q25 0 0 0 0 Q25 0.1625 0 0 0.59
Mediana Mediana
(pg/mL) 0.77 0 0 0 (pg/mL) 9.205 5.53 6.555 7.58
Q75 4.27 1.25 4.02 5.71 Q75 27.52 26.47 23.36 74.71

Tabla 2: Concentraciones de IL-10 (pg/mL) en sobrenadante de cultivo celular.
Cuantificacion mediante la técnica de ELISA en sobrenadante celular de células
mononucleares aisladas de sangre periférica y expuestas durante 3 o 24 horas con
distintas concentraciones de medroxiprogesterona (mg/mL). Los datos son mostrados
en mediana y rango intercuartil (Q75-Q2s). n=20.

Se realiz6 también una comparacién entre los grupos con la misma cantidad de
hormona administrada pero diferente tiempo de exposicién a esta, encontrando en la
concentracion de TNF-alfa una diferencia de 8.8 pg/mL sin estimulacion, de 16.77
pg/mL con 2.5 mg/mL, de 18.53 pg/mL con 5 mg/mL, y de 6.53 pg/mL con 10 mg/mL
(Figura 2C). Mientras en IL-10, se observo una diferencia en la concentracion a la alza
entre las 3 y 24 horas, de 8.43 pg/mL sin estimulacion, mientras que con la
estimulacién a diferentes concentraciones del farmaco se observd un incremento del
100% en la concentracién de la citocina a las 24 horas, ya que los valores de las
concentraciones a 3 horas fueron muy bajos o indetectables (Figura 2D).
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Figura 2.
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Figura 2: Concentraciones de TNF-alfa e IL-10 producidas por leucocitos
expuestos a medroxiprogesterona. Las citocinas fueron cuantificadas por la técnica
de ELISA en sobrenadante de cultivo celular de leucocitos mononucleares aislados de
sangre periférica de mujeres sanas de 18 a 25 afos de edad y expuestos por 3 y 24
horas a diferentes concentraciones de medroxiprogesterona (0, 2.5, 5y 10 mg/mL). A)
Concentraciones de TNF-alfa (pg/mL) a 3 horas (izquierda) y a 24 horas (derecha). B)
Concentraciones de IL-10 (pg/mL) a 3 horas (izquierda) y a 24 horas (derecha) C) y D)
Comparacion entre concentraciones encontradas de TNF-alfa e IL-10 en los grupos con
diferente tiempo de exposicidn pero misma concentracion de la hormona. Los datos
estan representados en medianas con rango intercuartil 3-1 (Q75-Q25). n=20, *p<0.05,
24 horas comparado con 3 horas.
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12.3 Proliferacion celular

Por medio de citometria de flujo se busco el porcentaje de células tefiidas con yoduro
de propidio expuestas por 3 0 24 horas a concentraciones de 0 mg/mL, como control,
2.5 mg/mL, 5 mg/mL o 10 mg/mL de medroxiprogesterona, las cuales simularon las
concentraciones promedio que se encuentran en sangre de la hormona durante su
administracion in vivo.

Para su analisis, se determind la poblacion celular viva de acuerdo a la granularidad y
el tamafo, para posteriormente determinar el porcentaje de esas células que emitieron
fluorescencia al captar el yoduro de propidio, observandose estas en el cuadrante
superior derecho del grafico de puntos, con un grupo en la parte inferior derecha de
células con las mismas caracteristicas de tamafo y granularidad, pero que no captaron
yoduro de propidio o que lo perdieron durante el proceso (Figura 3A).

Los resultados del porcentaje de las células vivas con tincion y sin tincion se muestran
en las tablas 3 y 4. Para el caso de las células vivas con tincion de yoduro de propidio,
se observo poco cambio en el porcentaje celular a diferentes tiempos y diferentes
concentraciones, sin embargo, se puede apreciar una tendencia a la disminucién en la
poblacidn positiva para yoduro de propidio al aumentar la dosis administrada de
medroxiprogesterona y el tiempo de exposicion a la misma (Figura 3B, Tabla 3).

3 0 25 5 10 24 0 25 5 10
Horas mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL Horas mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL
Q25 92.13 89.9 86.74 88.56 Q25 89.02 87.4 90.13 90.8

Mediana Mediana
% 97.07 94.49 94.79 96.9 % 97.57 96.39 96.41 94.99
Q75 99.04 99.09 98.28 98.96 Q75 98.15 98.71 97.54 97.39

Tabla 3: Porcentajes celulares (%) a las 3 o 24 horas con distintas
concentraciones de medroxiprogesterona (mg/dL) en el cuadrante superior
derecho (vivas con tincion de yoduro de propidio). Los datos son mostrados en
mediana y rango intercuartil (Q75-Qzs). n=17.

Los resultados del cuadrante inferior derecho, vivas pero sin captar yoduro de propidio
se muestran en la tabla 4 y Figura 3C. Se observo un incremento en el porcentaje de
células vivas sin tincion, dependiente del tiempo de exposicion y concentracion del
farmaco.
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3 Horas 0 25 5 10 24 0 25 5 10
mg/mL | mg/mL  mg/mL mg/mL Horas | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Q25 0.96 0.915 1.725 1.045 Q25 1.855 1.295 2.465 2.61
Mediana Mediana
% 2.93 5.51 5.21 3.1 % 2.43 3.61 3.59 5.01
Q75 7.87 10.1 13.27 11.44 Q75 10.98 12.61 9.87 9.205

Tabla 4: Porcentajes celulares (%) a las 3 o 24 horas con distintas
concentraciones de medroxiprogesterona (mg/dL) en el cuadrante inferior
derecho (vivas sin tinciéon de yoduro de propidio). Los datos son mostrados en
mediana y rango intercuartil (Q75-Qas). N=17.

Ademas se determind la intensidad media de fluorescencia, como representada en los
histogramas. Los datos de esta medicion se resumen en la tabla 5, donde se muestra,
una tendencia a la disminucion sin ser estadisticamente significativo a las 3 horas de
exposicidon al farmaco. En las células expuestas durante 24 horas se encontr6 una
ligera tendencia a aumentar, en particular al ser estimuladas con 5 mg/mL, sin ser
estadisticamente significativo (Figura 3D, Tabla 5).

3 0 25 5 10 24 0 25 5 10
Horas mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL Horas mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL
Q25 475039 487872 468408 465589 Q25 463744 459413 471995 463596
Mediana Mediana
IMF 496969 | 497995 490167 483049 IMF 473621 | 476562 491950 487148

Q75 509497 507677 | 502588 499495 Q75 494609 498308 504900 498096

Tabla 5: Intensidad media de fluorescencia (IMF) expresada en unidades
arbitrarias (UA) a las 3 o 24 horas con distintas concentraciones de
medroxiprogesterona (mg/dL). Los datos son mostrados en mediana y rango
intercuartil (Q75-Qas). N=17.

También se realiz6 la comparacion entre los grupos con misma cantidad de hormona
administrada pero diferente tiempo de exposicién a esta, encontrando en el cuadrante
superior derecho diferencias a la alza de 0.5% para el grupo sin estimulo, 1.9% con 2.5
mg/mL, 1.62% con 5 mg/mL, y disminucion de 1.91% con 10 mg/mL (Figura 4A). En el
cuadrante inferior derecho, se encontré diminucion en el porcentaje a las 24 horas,
siendo de 0.5% para el grupo sin estimulo, 1.9% con 2.5 mg/mL, 1.62% con 5 mg/mL, y
aumento de 1.91% con 10 mg/mL, siendo esencialmente lo mismo que en el cuadrante
superior derecho (Figura 4B).

La ultima comparacion realizada fue de la intensidad media de fluorescencia
encontrada, con aumento de 23,248 UA en el grupo sin estimulo y 21,433 UA con 2.5
mg/mL, pero con disminucion de la fluorescencia de 1,783 UA con 5 mg/mL y 4,099 UA
con 10 mg/mL (Figura 4C)
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Figura 3.
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Figura 3: Proliferacion celular de leucocitos expuestos a medroxiprogesterona.
Proliferacion celular de leucocitos mononucleares aislados de sangre periférica de
mujeres sanas de 18 a 25 afios de edad y expuestos por 3 y 24 horas a diferentes
concentraciones de medroxiprogesterona (0, 2.5, 5 y 10 mg/mL). A) Diagrama de
puntos representativo de poblacién celular viable seleccionada de acuerdo al tamarfio
(FSC) y granularidad (SSC) de las células (lzquierda); diagrama de puntos (en medio)
de la poblacidn de células viables seleccionadas tefidas con yoduro de propidio y
viables sin tincion; histograma (derecha) de células positivas a yoduro de propidio. B)
% de células vivas con tincion de yoduro de propidio a 3 (izquierda) y 24 horas
(derecha). C) % de células vivas sin tincién de yoduro de propidio a 3 (izquierda) y 24
horas (derecha). D) Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de yoduro de propidio de
las células con tincién. Los datos estan representados en medianas con rango
intercuartil 3-1 (Q75-Q25). N=17. YP (yoduro de propidio).
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Figura 4.
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Figura 4: Comparacién de células en ciclo celular a 3 y 24 horas de exposiciéon a
medroxiprogesterona. Comparacion en la proliferacion celular de leucocitos
mononucleares aislados de sangre periférica de mujeres sanas de 18 a 25 afos de
edad y expuestos por 3 y 24 horas a diferentes concentraciones de
medroxiprogesterona (0, 2.5, 5 y 10 mg/mL). A) Comparacion de células vivas con
yoduro de propidio a 3 y 24 horas. B) Comparaciéon de células vivas sin yoduro de
propidio a 3y 24 horas. C) Comparacion de la intensidad media (IMF) de fluorescencia
de las células vivas con yoduro de propidio. Los datos estan representados en
medianas con rango intercuartil 3-1 (Q75-Qz25). n=17. *p<0.05, 24 horas comparado con
3 horas. YP (yoduro de propidio).
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13.Discusion

Como ya fue mencionado, en México, el 76.5% de la poblacion sexualmente activa del
grupo etario entre los 20 y 49 anos de edad, usa algun método anticonceptivo y de este
porcentaje, el 6.1% utiliza un método hormonal como anticonceptivo de primera vez.
Entre los anticonceptivos usados se incluyen los basados en medroxiprogesterona el
cual se encuentra disponible en presentaciones de inyeccion intramuscular bimensual y
en preparados orales’.

Las interacciones de los anticonceptivos de progesterona con el sistema inmunologico
no se han estudiado de forma particular; sin embargo, se sabe que las células
mononucleares del sistema inmunologico presentan receptores hormonales, lo que les
permite ser influenciadas por estos y, por ende, sus analogos. En células epiteliales
ectocervicales tratadas para simular infeccion, la  administracion de
medroxiprogesterona causa aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias y
disminucién de IL-10, dependiendo de la dosis administrada in vitro.?® En nuestro caso,
no se observaron cambios estadisticamente significativos en ningun grupo, lo cual
puede tener que ver con las células estudiadas, ademas del tiempo de exposicion a
esta.

En estudios previos, el aumento o disminucion de la TNF-alfa ha dependido del estado
fisiologico o patolégico en que se encuentre el ambiente estudiado, con variaciones
constantes en sus niveles y sin estudios significativos in vifro que demuestren un
comportamiento especifico de la citocina al estar expuesta a medroxiprogesterona o
inclusive a progesterona. En nuestro caso, la cuantificacion de TNF-alfa demuestra una
tendencia constante a la disminucion de la citocina al aumentar la dosis y el tiempo de
exposicidn a medroxiprogesterona. La mayor concentracion de la citocina se encontré
en el grupo con exposicion aguda (3 horas), reflejando una posible dependencia no
solo en las células estudiadas, sino en el tiempo de exposicidén, con posibilidad de un
resultado estadisticamente significativo si la poblacion muestra hubiera sido mayor;
valdria la pena su estudio in vivo para observar si es constante esta disminucion y se
crea un estado antiinflamatorio en las usuarias.

En cuanto a IL-10, fisiolégicamente se eleva con el aumento de progesterona para
mantener un estado antiinflamatorio beneficioso en el embarazo, que es cuando se
presenta el alza de la hormona, con alteraciones en sus niveles en estados patoldgicos
como en el parto pretérmino®3*. En nuestro caso, sin embargo, los resultados fueron
poco satisfactorios, ya que la cantidad detectada de la citocina fue minima, inclusive
menor al rango de deteccion de nuestros kits de ELISA. Sin embargo, la tendencia
encontrada fue que con el mayor tiempo de exposicion hay tendencia a la disminucion
en la mediana pero con aumento en el tercer cuartil, principalmente durante la
exposicion prolongada. Este resultado no es comparable con resultados previos en
otras lineas celulares, pero tiene la posibilidad de que al aumentar el tiempo de
exposicidn y la muestra poblacional pudieran encontrarse lecturas significativas, en
particular al observar la comparacion entre los grupos con distinto tiempo de
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exposicidon, que sugieren que simulando una exposicion realmente crénica se podrian
observar resultados significativos.

En cuanto a la citometria de flujo, la cual fue realizada buscando una disminucion en la
proliferacion celular, los resultados no fueron los esperados pero si de interés. En
estudios previos se habia encontrado un aumento inicial en la proliferacion de células
de cancer con subsecuente disminucion a las 72 horas posteriores*’. Sin embargo, su
efecto en la proliferacion de células en tejidos no asociados con estimulacion hormonal
no ha sido ampliamente estudiado, con vaga evidencia de que la exposicion a
medroxiprogesterona disminuye la proliferacion celular y por ende la secrecion de
reguladores de la respuesta humoral contra patdégenos invasores, de particular interés
en pacientes infectados con VIH*

En nuestro caso, no se observo proliferacion celular per se, ya que en los histogramas
se encontré un unico pico de captacion de yoduro de propidio, el cual se adhiere al
ADN y nos permite cuantificar la disminucion de este en caso de division celular. Se
observaron algunas variaciones en la cantidad de yoduro de propidio en las células
analizadas, en ocasiones con ligero aumento o diminucion, pero sin un patron o
tendencia que nos oriente a algun resultado o estimacion de qué pasaria con una
poblacidn mas amplia. Tampoco hubo diferencias significativas entre los diversos
tiempos de exposicion.

Sin embargo, al observar las poblaciones de células vivas que captaron y no captaron
el yoduro de propidio, se encontré un aumento constante, aunque no significativo, en el
grupo celular que no captd el fluorocromo. Las células apoptoticas presentan
fragmentacién del DNA, que podria ser lo que se esta observando en esta situacion; no
obstante, existen diversos tipos de apoptosis que no involucran la fragmentacion del
ADN y en muchos casos podria no ser este proceso, ya que podria encontrarse el
mismo resultado en células necroticas, fragmentos de nucleo y cromosomas
amontonados, por lo cual es complicado estimar si podria tratarse de un nucleo
apoptético o de basura nuclear Ginicamente analizando con yoduro de propidio®’.

Es importante tomar en cuenta el ambiente en el que fue realizado el estudio, ya que
aunque pueden ser de gran relevancia cientifica el poder controlar ciertas variables y
las condiciones del ambiente para llevar a cabo un estudio in vitro, y por ende el
contexto en el que seran interpretados los resultados, las limitaciones son conocidas. Al
depender las células de que el ambiente en el que se desarrollen sea controlado a la
perfeccion para su adecuado desarrollo, las poblaciones celulares estan expuestas a
otras variables que en el cuerpo humano no, y viceversa. Con menos variables, los
resultados que se pueden obtener son en teoria mas limpios, pero no siempre
representativos de lo que sucederia con un modelo in vivo. En este caso, no solo la
limitante del ambiente juega un papel importante, sino también la poblacion muestra, ya
que es dificil que se alcance una muestra representativa de la poblacion femenina en
México si no se cuenta con los recursos para acceder a esta, siendo nuestra poblacion
unicamente quienes quisieron participar en el proyecto, de forma gratuita, dentro de la
poblacidén Universitaria en la Facultad de Medicina. Otra limitacién fueron los recursos
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financieros con los que se cuenta, que si bien fueron otorgados, se necesitarian
muchos mas para poder explorar mas opciones de citocinas que podrian alterarse con
la exposicidon a analogos de progesterona, asi como investigar otras variables, en
particular durante la proliferacién celular.

Es importante mencionar, que en este trabajo la seleccion de las citocinas fue
adecuada, ya que son las mas representativas en su rango y de las que mas
podriamos encontrar resultados con poco tiempo de exposicion basandonos en los
antecedentes cientificos. Aunque no se logré demostrar una disminucion en la
proliferacion celular, el yoduro de propidio dio pie a investigar la relacion que pudiera
tener esta hormona con la apoptosis, la cual no ha sido estudiada previamente.
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14.Conclusiones y perspectiva a futuro

La relevancia de este estudio radica en el uso amplio e indiscriminado de los métodos
anticonceptivos en la poblacidon mexicana. Pese a que se han relacionado con diversas
patologias, los basados en progesterona no se habian estudiado ampliamente al
considerarse inocuos. La alteracion de la homeostasis del sistema inmunolégico, tanto
de la produccion de citocinas como en la proliferacion celular, puede traer
consecuencias para la salud, por lo cual es necesaria una mejor comprensioén de los
posibles riesgos a los que se expone la poblacion femenina al hacer uso de estos
farmacos.

Aunque nuestros resultados no fueron concluyentes o estadisticamente significativos,
las tendencias observadas por TNF-alfa para disminuir comprueban nuestra hipoétesis,
aunque en el caso de IL-10 se observara que los resultados buscados se encontrarian
probablemente con un aumento en el tiempo de exposicion. Asi mismo, aunque la
proliferacion celular no pudo ser comprobada como se buscaba en la hipdtesis, tanto
nula como alterna, si ayudo a encontrar nuevas interrogantes y a sugerir que podria
enfocarse en apoptosis.

Por estos resultados y con estas mismas variables, podria llegarse a resultados
significativos si se aumentara la muestra poblacional. Sin embargo, las oportunidades
que presenta para crecimiento son mayores, por las interrogantes surgidas a lo largo
del proceso.

Hay posibilidad de aumentar la cantidad de citocinas cuantificadas, con tiempos de
exposicidon mas largos buscando observar los efectos de la exposicion, hasta cierto
punto, crénica. Ademas, existe la posibilidad de realizar el estudio en mujeres en las
que se controle la administracion de la hormona, el tiempo de exposicion a esta y asi
obtener resultados fidedignos de su actuar en el modelo in vivo.

En cuanto a la proliferacidn celular, solo el aumentar la poblacion muestra podria
ayudar a obtener resultados concluyentes; sin embargo, con la nueva interrogante de la
apoptosis, estudios futuros podrian centrarse en usar marcadores especificos para la
busqueda de fragmentos de ADN, eliminando otras variables y enfocandose en tiempos
prolongados de exposicion.

Como ya se ha expuesto, la planificacion familiar a través del uso de métodos
anticonceptivos ha sido uno de los grandes avances del siglo XX y fundamental para la
salud publica. Su uso amplio no debe ser moderado sin bases cientificas que nos
ayuden a orientar las politicas para la proteccion del paciente. Con estudios mas
profundos y prolongados, se podria llegar a conclusiones que ayudaran a escoger con
mayor veracidad el método anticonceptivo de preferencia para cada paciente, y evaluar
los riesgos personales de estos, con subsecuente mejoria en la salud de la poblacién y
continuando con las libertades establecidas en nuestro pais.
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16. Anexos

ANEXO 1: FORMATO DE HISTORIA CLINICA

Fecha:

Nombre de quien aplica:

1. Ficha de Identificacion y datos de contacto

Nombre Edad

Sexo

Nacionalidad Edo. Civil Fecha Nac.
Ocupacién Tipo Sanguineo
Lugar de Origen Lugar de residencia Teléfono

Correo electrénico Domicilio

2. Antecedentes Heredo-Familiares

Familiar directo que
padezca algun cancer
ginecologico
(incluyendo cancer de
mama). (¢, Quién?
¢,.Cuando? ; Qué tipo?)

Familiar directo que
haya fallecido por
algun cancer
ginecologico
(incluyendo cancer de
mama). (¢, Quién?
¢,Cuando? ; Qué tipo?)

Familiares directos
que hagan o hayan
hecho uso de/usen
actualmente métodos
anticonceptivos
hormonales. (¢ Cual?
¢, Cuanto tiempo?)

Familiar directo que
padezca/haya
padecido o fallecido
por cualquier tipo de
cancer, desbalance
hormonal, diabetes
mellitus, enfermedad
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tiroidea, etc.

Otros (enfermedades
quisticas benignas en
familiares directos)

3. Antecedentes personales patoldgicos

Antecedentes de algun
cancer ginecolégico
(cancer de mama,
ovario, endometrio,
utero, etc.)

Antecedentes de
tratamiento para
cualquier tipo de
cancer

Antecedentes de
diabetes mellitus,
eventos tromboticos,
hemofilia,
hipertension, sangrado
uterino anormal,
enfermedades
autoinmune,
enfermedades renales
o hepaticas,
enfermedad tiroidea,
enfermedad hormonal
previa o enfermedad
actual/antecedente
que podria interferir
con el estudio

4. Antecedentes personales no patolégicos

Tabaquismo SI/NO Cigarros Consumidos al dia ARos de consumo
Alcoholismo SI/NO Bebida alcohdlica consumida Frecuencia
Toxicomanias SI/NO Sustancia consumida Frecuencia

Alimentacion (enliste

alimentos consumidos en

un dia normal divididos
por Desayuno, Comida,
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Cena)

Deportes

Alergias/Hipersensibilidad

Otros

5. Antecedentes gineco-obstétricos

Menarca

Ciclo menstrual
(Regular/lrregular)

Vida sexual

FUR

Método anticonceptivo
actual y previo (Ninguno,
Hormonal, de Barrera >
Tiempo usandolo, marca,
experiencia, etc)

Embarazos/partos/cesareas

¢ Esta embarazada (o
sospecha) en la actualidad
0 amamantando?

Otros

6. Padecimiento actual

Al momento de la historia clinica

¢ Esta enferma al
momento del estudio?

Antibioticos

Medicamento de uso
regular

Al momento del estudio

¢ Esta enferma al
momento del estudio?

Antibioticos

Medicamento de uso
regular
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7. Signos vitales al momento de la historia clinica

FC

FR

TA

Glucosa

Temperatura

Peso

Altura

IMC

Al momento del estudio

FC

FR

TA

Glucosa

Temperatura

Peso

Altura

IMC




ANEXO 2 : FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Efecto de la exposicidon in vitro de medroxiprogesterona en la producciéon de
citocinas y proliferaciéon celular por células mononucleares aisladas de sangre
periférica de mujeres sanas de 18 a 25 afos”

El objetivo del presente proyecto de investigacion es analizar el efecto de la exposicion
de leucocitos en circulacion a acetato de medroxiprogesterona sobre la produccion de
citocinas en leucocitos y la proliferacion celular. La justificacion incluye un mas
profundo entendimiento del papel que juega el sistema enddcrino en el sistema
inmunolégico y que la alteracion de la homeostasis del sistema inmunoldgico, tanto de
su produccion de citocinas como de su proliferacion, puede traer consecuencias para la
salud, por lo cual es necesaria una comprensidon adecuada de los posibles riesgos a los
gue se expone la poblacion femenina.

Se tomara una muestra de sangre por puncion venosa de 10 mL con jeringa y aguja
desechable y estéril, la paciente puede presentar molestias leves al momento de
insertar la aguja en la piel y al retirarla. Posibles complicaciones del procedimiento
incluyen hematoma o equimosis en caso de desgarro venoso, infeccion en el sitio de
puncion o sincope por estimulacion vagal, asi como mareo o debilidad, se asegura al
paciente que se tomaran todas las medidas necesarias para evitar estas
complicaciones, como enguantado con técnica estéril, realizar asepsia y cuidados
generales a la paciente posterior a la extraccion.

He leido, comprendido y discutido la informacién anterior con el investigador
responsable del estudio y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
Mi participacién en este estudio es voluntaria y aleatoria, podré renunciar a participar
en cualquier momento, sin causa y sin responsabilidad alguna. Si durante el transcurso
de la investigacion, surge informacién relevante para continuar participando en el
estudio, el investigador debera entregar esta informacién. He sido informado y entiendo
que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos y/o educativos, manteniendo mi privacidad y datos personales
confidenciales. A su vez, he sido informado sobre los posibles riesgos que conlleva el
estudio, siendo esta una Investigacion con riesgo minimo. Si durante el transcurso de la
investigacion me surgen dudas respecto a la investigaciéon o sobre mi participacion en
el estudio, puedo contactarme con el investigador responsable.

Yo, Acepto participar en este estudio de
investigacion titulado “Efecto de la exposicion in vitro de medroxiprogesterona
en la produccién de citocinas y proliferacién celular por células mononucleares
aisladas de sangre periférica de mujeres sanas de 18 a 25 afos”

Firma del participante

Firma del Primer Testigo Firma del Primer Testigo
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Investigador:

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propositos de la
investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesidn de preguntas y respuestas, se procedido a firmar el
presente documento.

Firma del investigador

Fecha:
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ANEXO 3: Aprobacién del comité de ética en investigacion

Comité de Etica en Investigacion
Oficio No.oos/2015

o1 de Junio de 2015

DRA.IRAZU CONTRERAS GARCIA
INVESTIGADOR PRINCIPAL

PRESENTE

Por este medio le envid un cordial saludo, y en respuesta a su Solicitud de Evaluacion del
Protocolo de Investigacion “EFECTO DE LA EXPOSICION DE ANALOGOS DE
PROGESTERONA EN LA PRODUCCION DE CITOCINAS POR LEUCOCITOS EN
CIRCULACION", el Comité de Etica en Investigacidn dictamina como APROBADO el proyecto
antes mencionado.

Sin otro particular por el momento, agradezco su atencion dada a la presente.

PATRIA, CIENCIAY TRABAJO FACULTAD DE
“2014,70 Aniversario de la Autonomia ICLA-UAEM” .
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iexico 3

‘ SER
M. EN 1.C. JOAQUIN ROBERTO BELTRAN SALGAQOMITE DE EEFON
PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGIINVESTIGA

c.c.p Dra. en C.S.P. Lilia Patricia Bustamante Montes/ Directora de la Facultad de Medicina
c.c.p Archivo/JRBS*DRM
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