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Prefacio 

 

XXVII. PARA DETENER LA SANGRE QUE SALE POR LA BOCA O POR OTRA PARTE 

 

Tla xihualhuia, iztaccihuatl, nonan. 

¿Tle ticma? 

Ca ye axcan ticpopoloz 

in xoxouhqui coacihuiztli, 

yayauhqui coacihuiztli. 

Iztaccihuatl, nonan, 

¿tle ticma? 

Ye tonmocalaquiz chicomoztoc. 

Tictlamachtlaliz tlatlauhqui cihuatl, 

tictlamachtzizquiz in tototl, in spiritu, 

in ye tlateuhyotia, in ye tlapolocayotia. 

Niman, axcan. 

Amo quin moztla, amo quin huiptla. 

 

 

Conjuros médicos. Hernando Ruiz de Alarcón 
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Resumen 

 

El amplio uso de compuestos estrogénicos y su gran distribución a nivel mundial, tanto en métodos 

anticonceptivos como en la terapia de reemplazo hormonal, llevados a cabo a través de su 

administración con diversas formulaciones farmacéuticas, ha sido vinculado con el desarrollo de 

importantes efectos adversos, entre los que destacan el desarrollo de cáncer de mama y 

cervicouterino, y el desarrollo de diversos eventos tromboembólicos debidos a una alteración en la 

coagulación sanguínea. En el presente estudio, se analizaron los efectos del etinilestradiol (EE) y del 

17ß-estradiol (E2) sobre el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina parcial activado 

(TTPa), así como algunos factores de la coagulación (FVII, FX, FXI y FXII) y el fibrinógeno (FI) en 

ratas Wistar macho. En nuestro modelo se realizó la estandarización con reactivos utilizados en la 

clínica. Las ratas fueron administradas por vía subcutánea durante tres días consecutivos con EE, E2 

(1, 3, 10 y 30 mg/ Kg) o propilenglicol (0.3 mL, vehículo, V). 

 

El EE produjo incrementos significativos (p<0.05) sobre TP (8, 13, 15 y 10%) y TTPa (32, 35 y 28%); 

mientras que el estradiol no tuvo efecto en estos parámetros. En lo que respecta los factores, el EE 

disminuyó significativamente  la actividad de factor VII (-10, -13 y -10%), X (-10, -9, -15 y -14%) y XI 

(-15, -14, -19 y -17%), mientras que el E2 sólo produjo aumento en la actividad del FXI. El EE produjo 

un aumento de 15% (p<0.05) sobre las concentraciones de fibrinógeno, pero no el E2. Nuestros  

resultados en la estandarización nos permitieron realizar las determinaciones en las muestras de 

ratas con reactivos para pruebas de coagulación en humano. Por otra parte, los resultados del efecto 
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de estos dos esteroides sobre la hemostasia de la rata muestran importantes diferencias. En nuestro 

modelo y con este diseño experimental, el EE presenta efectos anticoagulantes a diferencia de lo 

que se ha publicado, a su vez el E2 solo produce un modesto efecto procoagulante. Las diferencias 

que encontramos en los efectos observados por el E2 y EE pueden deberse principalmente a 

diferencias farmacocinéticas, específicamente el tiempo de vida media. La investigación dirigida a la 

evaluación de los efectos de estos fármacos es necesaria para contribuir en la prevención de sus 

efectos adversos. 
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Introducción 

 

Los estrógenos como el estradiol, la estrona y el estriol, son hormonas esteroides de 18 átomos de 

carbono, biosintetizadas a partir del colesterol y que comparten con otros esteroides al 

ciclopentanoperhidrofenantreno o gonano como núcleo químico básico. (Ing y O´Malley, 1995). Las 

hormonas esteroides comparten como intermediario en su biosíntesis al colesterol (figura 1). La 

fuente de colesterol puede ser por síntesis de novo (desde acetato) o del colesterol unido a 

lipoproteínas. 

 

Los estrógenos y los progestágenos son hormonas que producen importantes efectos fisiológicos. 

En mujeres, éstos comprenden acciones vinculadas con el desarrollo de caracteres sexuales 

secundarios, que son efectos neuroendócrinos como el control de la ovulación, la preparación cíclica 

de las vías de reproducción para la fecundación e implantación, efectos en cerebro, sistema 

cardiovascular, hemostasia así como en el metabolismo de minerales, carbohidratos, proteínas y 

lípidos, entre otros. Los progestágenos están implicados de forma casi exclusiva en la preparación 

final del útero para la gestación y de las mamas para la lactancia. (Guyton, 2000). 

 

De manera general los efectos de los estrógenos son regulados a través de la interacción del 

estrógeno con receptores específicos que se encuentran en el citoplasma (α o β) o en la membrana 

celular, denominados efectos genómicos o no genómicos, respectivamente. (Ing y O´Malley, 1995). 
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La  disminución de niveles  de estrógenos durante  la menopausia está  asociada con la aparición de 

cambios vasomotores, atrofia urogenital, disminución de la memoria, así como el aumento del riesgo 

de enfermedades coronarias  y crónico-degenerativas como la osteoporosis y la enfermedad de 

Alzheimer. (Maturana et al, 2007). 

 

 

Figura 1. Biosíntesis de las hormonas esteroides. Tomado  y modificado de Goodman & Gilman, 2009. 

 

Los efectos fisiológicos de los estrógenos sobre diferentes sistemas tanto en edad fértil como 

durante la menopausia ha propiciado la investigación dirigida al diseño de fármacos sintéticos y 

semisintéticos con actividad estrogénica para su uso en el humano, estos fármacos comprenden al 

etinilestradiol, mestranol, estrógenos conjugados, tamoxifen, raloxifen, entre otros. El uso que se ha 

dado  a  estos  compuestos  es  diverso y  depende tanto de sus  características  farmacodinámicas 
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como farmacocinéticas y comprenden principalmente la terapia sustitutiva estrogénica, terapia 

anticonceptiva (conjuntamente con una progestina sintética), el tratamiento de endometriosis, la 

prevención de cáncer de mama, la pérdida ósea, etc. (Breckwoldt et al. 1995). 

 

El derivado etinil del estradiol es un estrógeno potente y a diferencia de los estrógenos naturales es 

activo cuando se administra por la vía oral (figura 2). 

!!

!

!!!!!!!!!!!!!!!!! !

!

Figura 2. Estructura química del 17ß-estradiol y el 17α-etinilestradiol 

 

Sistema hemostático 

El sistema hemostático se ha dividido clásicamente en hemostasia primaria y secundaria. En la 

hemostasia primaria participan fundamentalmente las plaquetas a través de los procesos de 

adhesión, reclutamiento, activación y agregación para formar el tapón hemostático plaquetario inicial. 

En la hemostasia secundaria, también llamada cascada de MacFarlane o cascada de la coagulación, 

participan los factores de la coagulación,  fosfolípidos, lipoproteínas y calcio iónico. Estos factores 

han   sido   denominados   por   números  romanos   del  I   al   XIII,  de  acuerdo   al   orden  de   su  
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descubrimiento (Harmening, 2001; tabla 1, figura 3). Los parámetros utilizados en el laboratorio para 

explicar alteraciones en esta cascada son principalmente el tiempo de protrombina (TP), el tiempo 

de tromboplastina parcial activado (TTPa) y el tiempo de trombina (TT). (Furie, 2009; Butenas y 

Mann, 2002; Pérez-Gómez y Bover, 2007; Quintana, 2002). 

Factor Sinónimo PM (KDa) Sitio de síntesis Función 

I Fibrinógeno 340 Hígado Estructural 

II Protrombina 72 Hígado Serina proteasa 

III Factor tisular, tromboplastina tisular 37 
Monocitos, Endotelio 
no vascular 

Cofactor/Iniciador 

IV Calcio    

V Factor lábil, proacelerina 300 Hígado Cofactor 

VII Proconvertina, factor estable 53 Hígado Serina proteasa 

VIII Globulina o factor antihemofílico A 300 Hígado Cofactor 

IX Factor Christmas o antihemofílico B 57 Hígado Serina proteasa 

X Factor Stuart Prower 67 Hígado Serina proteasa 

XI Factor antihemofílico C 160 Hígado Serina proteasa 

XII Factor de Hageman 80 Hígado Serina proteasa 

PK Precalicreína o Factor de Fletcher 120 Hígado Serina proteasa 

HMWK Cininógeno de alto peso molecular 100 Hígado Cofactor 

XIII Factor estabilizador de la fibrina 300 
Hígado, 
Megacariocitos 

Transglutaminasa 

 
Tabla 1. Nomenclatura y función de los factores de la coagulación. Tomado y modificado de Harmening, 
2001. 
 

El sistema hemostático representa un mecanismo de defensa que actúa para preservar la integridad 

de la presión sanguínea en el sistema circulatorio (Furie, 2009). La hemostasia es un sistema 

fisiológico que detiene la salida de la sangre, al sellar provisionalmente el sitio de daño vascular e 

iniciar posteriormente los mecanismos de reparación, el coágulo forma un sistema bien estructurado 

en la herida, el cual es  suficientemente lábil para ser removido después de la reparación. (Martínez  
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y Quintana, 1996; Monroe y Hoffman, 2006). 

 

S-48 Gac Méd Méx Vol.138 Suplemento No. 1, 2002

necesaria para el inicio de la coagulación, hoy en día esta
tromboplastina tisular se conoce como; Factor tisular o
Factor III. En el transcurso de los años se fueron descu-
briendo los factores de la coagulación y se les asignó un
número romano de acuerdo al orden de su descubri-
miento (Factor I al XIII), de éstos el Factor VI no ha sido
asignado, el Factor IV es mejor conocido como iones
calcio y otros no recibieron un número romano como el
cininógeno de alto peso molecular y la precalicreína. En
los 60 dos grupos por separado proponen un nuevo
modelo de la coagulación,5,6 sugieren que la coagulación
se lleva a cabo mediante un mecanismo en cascada por
medio de la amplificación enzimática, en este modelo la
coagulación es separada en dos vías; la intrínseca y la
extrínseca. Le dan una mayor importancia a la vía
intrínseca como la iniciadora de la coagulación (factor
XII), ambas vías convergen en la vía común y son
capaces de activar al factor X para la generación de
trombina (Figura 1). Actualmente, la cascada de la
coagulación es de utilidad en el laboratorio para explicar
las alteraciones en el Tiempo de Tromboplastina Parcial
activado (TTPa), el tiempo de protrombina (TP) y el
tiempo de trombina (TT).1,2,7

La cascada de la coagulación no es útil para explicar
la hemostasia in vivo, esto se debe a las observaciones
clínicas en los pacientes con deficiencia del factor XII, el
cininógeno de alto peso molecular y la precalicreína los
cuales no causan hemorragia. En la actualidad está
demostrado que estos factores intervienen principal-
mente en la respuesta inflamatoria, en la fibrinólisis y en
la generación de cininas más que en la coagulación
sanguínea,7 a diferencia de estos factores de contacto la
disminución del factor VIII y IX que causan las hemofilias
A y B respectivamente, se asocian con fenómenos
hemorrágicos, al igual que estos factores las deficien-
cias de los factores X, V y VII también producen hemo-
rragias.8 En relación con la deficiencia del factor XI es
menos predecible para producir sangrados y conduce a
un cuadro clínico menos severo que las deficiencias de
los factores VIII y IX.

Basados en estas observaciones clínicas otros in-
vestigadores se dieron a la tarea de entender el mecanis-
mo de la hemostasia in vivo, estas investigaciones se
enfocaron en descifrar que factor de la coagulación inicia
el mecanismo de la hemostasia proponiendo que el
Factor Tisular (FT) de origen extravascular inicia la
coagulación sanguínea y forma rápidamente el complejo
FT/VIIa.9-11

El Factor Tisular (FT), es un receptor celular y
cofactor de los factores VII y VIIa. El Factor tisular está
compuesto de 263 aminoácidos de los cuales 219 se
localizan en el dominio extracelular, 23 en la porción
transmembranal y 21 en el dominio intracelular.12 El FT
tiene una estructura única y es la única proteína

procoagulante integral de la membrana con homología
al receptor de la citocina tipo-2, con una gran similitud
con el de inteferón-gama.13 El gen del FT está localiza-
do en el cromosoma 1p21-p22 y consiste de 6 exones
y 5 intrones. En 1994,14,15 fue descubierta la estructura
cristaloide por rayos X del FT a una resolución de 2.2 o
2.4 Angstroms (Figura  2). El FT es de origen

VIA INTRINSECA
XII

IX

X

XI

XIII

VIIIa

IXa

Xa

Xla

XIIa

VIIa

XIIIa

Polimerización
de la fibrina

Fibrinógeno Fibrina

Protrombina Trombina

X

VIA EXTRINSECA

FT

Va

VÍA COMÚN

Fig. 1. Cascada de la Coagulación (1960’s). Vía intrínseca iniciada
por el Factor XII, Vía extrínseca iniciada por el Factor Tisular (FT)
y el factor VIIa, las dos vías convergen en la vía común en donde
ambas vías activan al factor X y forman el complejo Factor Xa y
Va. La cascada de la coagulación aún sigue siendo útil y aplicable
en el laboratorio para explicar las alteraciones de los tiempos de
la coagulación.

Fig. 2 Estructura cristaloide del complejo iniciador de la coagulación;
Factor Tisular/Factor VIIa.

 

 
Figura 3. Representación esquemática de la activación de los factores de la cascada de lacoagulación. 
Los factores circulan como proteínas inactivas (cimógenos) hasta que se activan a enzimas por proteólisis 
parcial. Tomado de Quintana, S., 2002. 
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Antecedentes del presente estudio 

 

Durante las últimas décadas, se ha incrementado el uso de fármacos con actividad estrogénica y 

progestacional (principalmente sintéticas), los cuales son de gran utilidad en la terapia 

anticonceptiva, en mujeres fértiles para el  control natal y en la terapia de reemplazo hormonal en 

mujeres posmenopáusicas para restaurar los efectos benéficos de los estrógenos.  

 

Aunque el uso de estrógenos ha contribuido en forma significativa en el control de la natalidad y en 

la calidad de vida en mujeres posmenopáusicas, existen numerosos estudios prospectivos y 

retrospectivos que han demostrado una relación directa entre el uso de estrógenos y un aumento en 

la incidencia de eventos tromboembólicos así como cáncer de mama y cáncer cérvico-uterino 

(Breckwoldt et al, 1995). 

 

Además se ha demostrado que el efecto tromboembólico está relacionado directamente con el tipo 

de estrógeno y de la generación de la progestina que se utilice, así como de la forma farmacéutica 

administrada y el tiempo de uso de la formulación (Kwang et al, 1999; Rosendaal et al, 2003). 

 

Desde la década de los 60 se conoce que la administración de los estrógenos en la terapia 

anticonceptiva está relacionada con el incremento en el riesgo de trombosis venosa, embolismo 

pulmonar, infarto al miocardio y apoplejía (Jordan 1961; Lorentz 1962, Boyce et al, 1963). Este 

riesgo  permanece   aunque  en  menor  grado  en  las  formulaciones  actuales  donde  la  dosis  del  
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estrógeno ha disminuido considerablemente (15-30 µg). El riesgo de tromboembolismo  es mayor en 

el primer año de uso (mayor de 1 en 1000 por año), cuando se utilizan progestinas de tercera 

generación y cuando existe predisposición genética o factores de riesgo adquiridos como la 

obesidad, la diabetes, el tabaquismo, etc. (Rosendaal, 1999, 2001, 2002, 2003). En la terapia de 

reemplazo hormonal se observa también un incremento en la incidencia de trombosis venosa 

profunda aunque en menor proporción que en mujeres en edad reproductiva (Lemaitre et al, 2002; 

Pradhan et al, 2002; Million Women Study Collaborators, 2002). 

 

Los efectos adversos derivados del uso de estrógenos, se relacionan principalmente con un estado 

de hipercoagulabilidad, cambios en la biosíntesis de factores anticoagulantes, alteración del 

metabolismo de las lipoproteínas, disminución de la actividad fibrinolítica y cambios sobre la 

respuesta inflamatoria y el sistema inmune (Kwang et al, 1999; Banfi et al, 1999; Dahm et al, 2003, 

2005; Nilsson, 2007). 

 

Los trabajos en investigación básica, señalan que la estimulación estrogénica en células endoteliales 

de cordón umbilical (HUVEC) y de hepatoma humano (Hep-G2) con estradiol u otros compuestos 

como los moduladores del receptor de estrógenos (tamoxifen, raloxifen, toremifen), induce la 

expresión de factores de coagulación (fibrinógeno, FVII, FXII) y disminuye la expresión de 

inhibidores de la coagulación como el inhibidor del factor tisular (TFPI)  (McIntyre et al, 1985; Etingin 

et al, 1991; Healy y Gelehrter, 1994 ; Roy et al, 1994; Citarella et al, 1996; Wu y Thiagarajan, 1996; 

Bilsel et al, 2000; Dahm et al, 2003, 2005, 2006). 
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En  experimentos  con  animales  de  laboratorio se  ha demostrado  que  la  administración  aguda o 

crónica del estradiol o el etinilestradiol, puede modificar las vías de la coagulación. Estos cambios 

incluyen una disminución del tiempo de coagulación total, alteración de los tiempo de protrombina y 

tiempo de parcial de tromboplastina, inducción de la expresión genética de factores de la 

coagulación, inhibición de la expresión de factores anticoagulantes, etc. (García-Manzano et al, 

2002; Kurata et al, 2003; Shirk et al, 2005; Unruh et al, 2005, Lemini et al, 2007; Cleuren et al, 2010). 

 

!
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Justificación 

 

Estudios epidemiológicos indican que el uso de anticonceptivos orales incrementa el riesgo absoluto 

de trombosis venosa de 0.8 por cada 10,000 mujeres no menopáusicas que no utilizan este método 

a 3.0 por cada 10,000 mujeres usuarias. 

 

Debido al amplio uso que se le da a este tipo de fármacos y su riesgo absoluto y relativo en la 

trombosis, es necesario conocer los mecanismos a través de los cuales están actuando para 

producir este efecto adverso y si existen diferencias entre los diferentes fármacos. 

 

Actualmente no existe en la literatura un estudio comparativo del estradiol (E2) y el etinilestradiol 

(EE) sobre el sistema hemostático en un modelo animal que nos permita entender y explorar estos 

efectos sobre la hemostasia debido a que la mayoría de los trabajos publicados sólo se enfocan en 

un solo fármaco, preferentemente sobre el E2, aunque éste se utiliza poco en la clínica.  

!



 Hipótesis 

Químico Farmacéutico Biólogo 

!

12!

 

Hipótesis 

 

Los estrógenos de uso clínico como el etinilestradiol y 17β-estradiol producen cambios en la 

hemostasia secundaria en el modelo de rata Wistar macho. 

!
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Objetivos 

 

Objetivo general 

Realizar un estudio comparativo del efecto de dos fármacos con actividad estrogénica, utilizados en 

la terapéutica: el 17α-etinilestradiol y el 17β-estradiol, sobre el sistema hemostático de la rata Wistar 

macho. 

 

Objetivos específicos 

a) Realizar las curvas de estandarización de todos los parámetros a evaluar utilizando reactivos para 

humano. 

 

b)  Determinar el efecto de 17α-etinilestradiol y 17β-estradiol sobre el tiempo de protrombina (TP) y 

el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa). 

 

c)  Determinar el efecto del 17α-etinilestradiol y 17β-estradiol sobre la vía extrínseca de la 

coagulación a través de la determinación del factor de la coagulación VII (FVII). 

 

d) Determinar el efecto producido por el 17α-etinilestradiol y 17β-estradiol sobre la vía común de la 

coagulación, mediante la determinación del factor de la coagulación X (FX) y el fibrinógeno (FI). 

 

e) Determinar el efecto producido por el 17α-etinilestradiol y 17β-estradiol sobre la vía intrínseca de 

la coagulación a través de la determinación de los factores de la coagulación XI y XII (FXI y FXII). 
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Materiales y métodos 

 

Reactivos 

El 17β-estradiol (E2), 17α-etinilestradiol (EE), propilenglicol, tribromo etanol (anestésico) e hidrato de 

amileno fueron adquiridos en Sigma-Aldrich®. Los plasmas deficientes de factores (VII, X, XI y XII), 

así como la tromboplastina C plus, Actin FS®, plasma estándar humano, cloruro de calcio (CaCl2), 

buffer Veronal y el buffer de imidazol  se compraron en Dade Behring®. 

 

Materiales 

El sistema Vacutainer (equipo alado 23G x 3/4", tubo con vacío con 3.2 % de citrato de sodio) fue 

adquirido en Becton Dickinson®. Las cubetas para el coagulómetro semiautomático Fibrintimer- 

BFTII®, fueron compradas a Dade Behring®. La centríguga para el procesamiento de los plasmas 

fue adquirida a Heraus® (Labofuge 400 R). El refrigerador para el almacenamiento de las muestras 

congeladas fue adquirido a Mabe®. 

 

Animales 

Se utilizaron ratas Wistar macho adultos (250-300 g), procedentes del bioterio de la Facultad de 

Medicina de la UNAM que se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12 h x 12 h con agua y 

alimento ad libitum y temperatura controlada entre 20-23 °C. Todos los experimentos se realizaron 

bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana de protección de animales (NOM-062-Z00-1999) 

y la Comisión de Bioética de la Facultad de Medicina. 
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Manejo de animales y tratamiento farmacológico 

Los animales fueron distribuidos por el método de cuadrados latinos en función a su peso corporal 

en lotes de 3 a 5 animales por grupo. Cada grupo recibió un tratamiento por vía subcutánea de E2 o 

EE disueltos en propilenglicol en dosis de 1, 3, 10 y 30 mg/ Kg/ día, durante tres días consecutivos. 

Los grupos control fueron administrados solo con propilenglicol (vehículo; 0.3 mL/ animal/ día). Cada 

experimento se realizó por triplicado. 

 

Toma de la muestra 

Cada animal fue anestesiado con tribromo etanol (0.22 g/ Kg) por vía intraperitoneal. La toma de la 

muestra sanguínea se realizó 24 horas después de la última administración (entre las 8:00-10:30 

horas del día); la sangre se obtuvo a través de la bifurcación de la arteria ilíaca por medio de un 

sistema Vacutainer® 23G conteniendo citrato de sodio al 3.2 %. El plasma se obtuvo mediante la 

centrifugación de las muestras sanguíneas a 3000 rpm a temperatura ambiente, durante 10 minutos. 

El sobrenadante fue separado del paquete celular y las muestras se congelaron a -20 °C en un 

refrigerador comercial hasta el momento de las determinaciones. Después de la toma de las 

muestras, los animales fueron eutanizados con un exceso de anestesia y se enviaron a la unidad de 

cremación. 

 

Determinación de las pruebas hemostáticas 

La determinación de las pruebas hemostáticas se realizó basándonos en la estandarización de los 

métodos clásicos modificados por García-Manzano (2001). 
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Determinación del tiempo de protombina (TP) 

El tiempo de protrombina fue realizado mediante el método de Quick (1954); cada muestra 

plasmática (100µL) se incubó a 37 °C durante un minuto y la reacción se activó con el reactivo de 

tromboplastina. 

 

Determinación del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) 

La prueba de TTPa se realizó utilizando 50 µL de plasma que se mezcló con 50 µL de Actin FS®, se 

incubó durante 120 segundos a 37 °C y la reacción se activó con CaCl2 utilizando el método de 

Proctor y Rapaport (1961). 

 

Estandarización y curvas de calibración para la determinación de la actividad de los factores 

de coagulación 

Para determinar el efecto de los esteroides evaluados, fue necesario asegurar que los reactivos 

utilizados en la clínica pudieran usarse en un modelo de rata. Para esto fue necesario realizar las 

curvas de estandarización con diluciones de plasma estándar humano Dade Behring® y diluciones 

con el plasma de 10 ratas macho adultos sin tratamiento. 

 

Curva estándar de factores VII y X 

La curva estándar para los factores de la vía extrínseca y vía común tales como FVII y FX, se realizó 

mediante diferentes diluciones del plasma deficiente del factor a evaluar (1:20, 1:40, 1:200, 1:2000). 
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Curva estándar de factores XI y XII 

La curva estándar para los factores de la vía intrínseca como el FXI y FXII, se realizó con diferentes 

diluciones del plasma deficiente del factor a evaluar (1:5, 1:10, 1:50, 1:500). 

 

Curva estándar de fibrinógeno 

La curva estándar del fibrinógeno (FI), se realizó con diluciones de plasma humano estándar Dade 

Behring®  (1:5, 1:10, 1:20) utilizando el método de Clauss (1957). 

 

Determinación de los factores de coagulación (métodos coagulométricos) 

 

Determinación de factor XI y XII 

La muestra problema en una dilución de 1:5 se mezcló con el plasma deficiente del factor a evaluar 

(XI o XII) y se adicionó Actin (fosfolípidos), posteriormente se incubó durante 120 s a 37°C y la 

reacción se activó con cloruro de calcio (Proctor y Rapaport, 1961). El tiempo en segundos, que 

tardó en detenerse la reacción se graficó como la curva estándar y la extrapolación del tiempo 

resultó en la actividad en porcentaje de cada factor. 

 

Determinación de factores VII y X 

La muestra problema en una dilución de 1:20 se mezcló con el plasma deficiente del factor a evaluar 

(VII o X). La muestra se incubó durante 60 s a 37 °C, la reacción se activó con el reactivo de 

tromboplastina (método de Quick, 1954). El tiempo en segundos, que  tardó en detenerse la reacción  
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se graficó como la curva estándar y la extrapolación del tiempo resultó en la actividad en porcentaje 

de cada factor. 

 

Determinación del fibrinógeno 

La muestra problema en una dilución 1:5 se incubó 120 s a 37 °C, la reacción se activó con el 

reactivo de trombina. Los segundos obtenidos se graficaron en la curva estándar y los valores 

extrapolados representan la concentración de fibrinógeno en mg/ml (método de Clauss, 1957). 

 

Todas las muestras obtenidas en el presente trabajo se procesaron en un coagulómetro Fibrintimer-

BFT II®. Los experimentos se realizaron al menos por duplicado y cada muestra se determinó por 

triplicado. Los grupos tratados fueron comparados con respecto a su propio control (vehículo = 

100%) y entre ellos. 

 

!
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Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico se realizó mediante el uso del software de gráficos y estadística Sigma Plot 

10 y Sigma Stat 3.0, respectivamente. Los datos se graficaron como el promedio ± el error 

estándar de la media (eem). El análisis de los datos se realizó mediante análisis de varianza 

(ANOVA), prueba de Dunnett y Dunn apropiadas para cada caso. Una p<0.05 se consideró como 

estadísticamente significativa. 
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Resultados 

 

a) Estandarización de los factores de coagulación VII, X, XI, XII y FI (fibrinógeno) 

 

Para determinar la actividad de los diferentes factores de la coagulación se realizaron las curvas 

estándar graficando el tiempo de coagulación contra la actividad que corresponde a cada dilución 

que se utiliza dependiendo de que factor se esté analizando. Para corroborar que los reactivos 

utilizados en pruebas en humanos podían utilizarse en nuestro modelo animal fue necesario realizar 

esta estandarización para rata macho intacta (sin tratamiento). 

 

En las siguientes figuras (4, 5, 6 y 7) podemos observar los resultados de la estandarización de los 

plasmas de rata con los reactivos para humano y sus respectivos coeficientes de correlación (R).  

 

Las curvas de calibración nos permitieron asegurar que los reactivos de uso humano podían ser 

utilizados en nuetro modelo animal. Estos resultados nos permitieron continuar con las pruebas 

hemostáticas propuestas en los objetivos planteados. 

 

Para el caso del fibrinógeno sólo se realizó la curva estándar en humano (1:5, 1:10, :20) debido a 

que en nuestro equipo no fue posible detectar el coágulo de plasma de rata en diluciones mayores 

de 1:5 (figura 8). Sin embargo con la dilución 1:5 pudimos realizar las pruebas necesarias para 

determinar las concentraciones de fibrinógeno en nuestro modelo. 
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Figura 4. Estandarización del FVII en plasma humano y de rata,  con diluciones de 1:20, 1:40, 1:200 y 
1:2000. Cada punto representa el promedio de al menos 10 ratas sin tratamiento por triplicado ± eem. 
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Figura 5. Estandarización del FX en plasma humano y de rata,  con diluciones de 1:20, 1:40, 1:200 y 
1:2000. Cada punto representa el promedio de al menos 10 ratas sin tratamiento por triplicado ± eem. 
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Figura 6. Estandarización del FXI en plasma humano y de rata,  con diluciones de 1:5, 1:10, 1:50 y 
1:500. Cada punto representa el promedio de al menos 10 ratas sin tratamiento por triplicado ± eem. 
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!

Figura 7. Estandarización del FXII en plasma humano y de rata,  con diluciones de 1:5, 1:10, 1:50 y 
1:500. Cada punto representa el promedio de al menos 10 ratas sin tratamiento por triplicado ± eem. 
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Figura 8. Estandarización de fibrinógeno en plasma estándar humano con diluciones de 1:5, 1:10 y 
1:20. Cada punto representa el promedio de un pool de plasma humano estándar por triplicado ± eem. 
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b) Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol sobre TP, TTPa, factores VII, X, XI, XII y fibrinógeno 

 

En la figura 9 y 10 podemos observar el efecto de etinilestradiol y estradiol sobre el TP y TTPa, dos 

pruebas de coagulación ampliamente utilizadas en el laboratorio para monitorear efecto de fármacos 

anticoagulantes o estados protrombóticos. Los resultados nos muestran que el etinilestradiol 

aumenta el TP y el TTPa de manera significativa respecto al control (p<0.05) en todas las dosis 

administradas (8, 13, 15 y 10 %; figura 9) y (32, 35 y 28 %; figura 10), mientras que el estradiol no 

muestra efectos en ninguna de estas pruebas.  

 

La comparación entre ambos fármacos (p<0.05) muestra una diferencia significativa para el tiempo 

de protrombina a dosis de 3, 10 y 30 mg/ Kg, mientras que para el tiempo de tromboplastina no se 

encuentra diferencia entre ellos a ninguna de las dosis administradas. 
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Figura 9. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/ kg) sobre el tiempo de protrombina 
(TP). Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 a 15 animales) por triplicado. 
*P<0.05 EE o E2 vs vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de Dunn. 
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Figura 10. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/ kg) sobre el tiempo de 
tromboplastina parcial activada (TTPa). Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 
a 15 animales) por triplicado. *P<0.05 EE o E2 vs vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de 
Dunn. 
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La vía extrínseca de la coagulación se exploró al evaluar el efecto del etinilestradiol y estradiol sobre 

la actividad del factor VII. En la figura 11 se observa que el etinilestradiol diminuye de manera 

significativa (p<0.05 vs control) la actividad del factor VII (-10, -13 y -10 %) mientras que la 

administración de estradiol no modifica este marcador hemostático. 

 

La comparación entre ambos fármacos (<0.05) para este factor, nos muestra que sólo a las dosis de 

3 y 10 mg/ Kg existe diferencia significativa entre ellos. 
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Figura 11. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/ kg) sobre la actividad del factor VII. 
Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 a 15 animales) por triplicado. *P<0.05 vs 
vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de Dunn. 
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Para evaluar la vía común se determinó el efecto de etinilestradiol y estradiol sobre la actividad del 

factor X y las concentraciones del fibrinógeno. En la figura 12 podemos observar la respuesta de la 

actividad del factor X por la administración de los esteroides, donde el etinilestradiol produjo una 

importante disminución de la actividad de este factor (10, -9, -15 y -14 %; p<0.05 vs control), 

mientras que el estradiol no produjo ningún efecto. En el caso del fibrinógeno sólo se observó un 

aumento significativo del 14 % con la dosis de 30 mg/ Kg de etinilestradiol, pero no con estradiol 

(figura 13). 

 

Al comparar ambos fármacos entre sí, puede observarse para el caso del factor X una diferencia 

significativa entre ellos a las dosis de 10 y 30 mg/ Kg. En el gráfico de fibrinógeno, puede observarse 

que no existe diferencia significativa entre ambos fármacos a ninguna de las dosis administradas. 
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Figura 12. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/ kg) sobre la actividad del factor VII. 
Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 a 15 animales) por triplicado. *P<0.05 vs 
vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de Dunn. 
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Figura 13. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/Kg) sobre el las concentraciones de 
fibrinógeno. Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 a 15 animales) por triplicado. 
*P<0.05 vs vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de Dunn. 
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La vía intrínseca se evaluó por la determinación del efecto del etinilestradiol y estradiol sobre la 

actividad de los factores XI y XII. El etinilestradiol produjo una disminución significativa del factor XI 

en todas las dosis administradas (-15, -14, -19 y -17 %; p< 0.05 vs control), mientras que el estradiol 

a diferencia de su efecto en los otros parámetros produjo un importante aumento en la actividad de 

este factor (10, 14, 24 y 24 %; p<0.05 vs control), como lo observamos en la figura 14. Para el caso 

del factor XII solo observamos una ligera disminución del 9 % con la dosis de 10 mg/ Kg de estradiol, 

en este caso el etinilestradiol no produjo ningún efecto, figura 15. 

 

Al comparar ambos fármacos entre sí, podemos ver que existe diferencia significativa entre ellos a 

todas las dosis para el caso del factor XI, para el caso del factor XII no se produjo ninguna diferencia 

entre ellos a ninguna de las dosis administradas. 
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Figura 14. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/kg) sobre la actividad del factor XI. 
Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 a 15 animales) por triplicado. *P<0.05 vs 
vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de Dunn. 
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Figura 15. Efecto de etinilestradiol y 17ß-estradiol (1, 3, 10, 30 mg/kg) sobre la actividad del factor XI. 
Cada punto representa el promedio ± eem de tres experimentos (9 a 15 animales) por triplicado. *P<0.05 vs 
vehículo, prueba de Dunnett. #P<0.05  EE vs E2, prueba de Dunn. 
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Discusión 

 

En el presente trabajo realizamos una comparación de los efectos de E2 y EE sobre la hemostasia 

en el modelo de rata Wistar macho. 

 

Los parámetros hemostáticos que se evaluaron incluyeron marcadores de la hemostasia secundaria 

tanto de la vía extrínseca, intrínseca y la vía común. Estos marcadores son ampliamente utilizados 

en la clínica para el monitoreo de pacientes con tratamiento de heparina y warfarina, así como 

aquellos que cursan con trombosis venosa o algún otro padecimiento de la coagulación. Los 

fármacos con actividad estrogénica se han utilizado principalmente en mujeres, sin embargo sus 

efectos adversos sobre la hemostasia también han sido observados en pacientes del género 

masculino (transexuales que utilizan EE y E2. Toorians et al; 2003). 

 

En este estudio el EE produjo cambios en las pruebas de orientación (TP y TTPa) a diferencia del 

E2 que en este diseño no tuvo ningún efecto. En las pruebas de orientación el EE presenta un efecto 

anticoagulante que difiere de otros resultados publicados previamente en donde disminuye el tiempo 

de coagulación total en ratas con una tendencia procoagulante (García-Manzano et al, 2002). El 

aumento de EE sobre TP coincide con lo observado por Bonnar y Sabra (1986) en un estudio en 

mujeres que recibieron diferentes preparaciones monofásicas de EE y diferentes progestinas. 

 

El  efecto  inhibitorio  de  EE sobre  la actividad del factor VII está  probablemente relacionado con la  
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evidencia de  que los estrógenos inhiben la  actividad transcripcional  del promotor del  factor VII. Un 

posible mecanismo para explicar la inhibición del factor VII por la presencia de estrógenos es que el 

receptor de estrógenos se une a sus elementos de respuesta en el DNA y previene la actividad 

transcripcional del gen que codifica para el factor VII (Bitondo et al, 2002). Otros grupos de 

investigación en humanos han demostrado un incremento de los niveles del factor VII en mujeres 

posmenopáusicas comparadas con mujeres premenopáusicas de edad similar y una relación 

inversa entre los niveles de factor VII y los niveles de E2 durante el ciclo menstrual (Scarabin, 1996; 

Kapiotis et al, 1998). En otro estudio se observó que el incremento de estrógenos durante el 

embarazo estaba asociado con el aumento en los niveles del factor VII. Las formulaciones de 

anticonceptivos orales que utilizan estrógenos sintéticos, generalmente resultan en un aumento de 

los niveles del antígeno del factor VII en plasma (Bonnar y Sabra, 1986; Quehenberger et al, 1996; 

Middeldorp et al, 2000). 

 

En este estudio demostramos que el EE también produjo un efecto inhibitorio sobre la actividad del 

factor XI, mientras que el E2 produjo el efecto opuesto. El aumento de la actividad del factor XI 

inducido por E2 puede estar relacionado con una actividad procoagulante, sin embargo es difícil 

explicar la actividad del EE. Existen muchas contribuciones acerca de la regulación de la actividad 

del factor XII por la administración de E2, pero no tenemos evidencias acerca del efecto del EE. En 

nuestro estudio no encontramos diferencias sobre el factor XII, que contrasta con otros estudios que 

apoyan la evidencia de que el E2 aumenta las concentraciones del factor XII a través de una 

regulación de la transcripción génica. Gordon et al; (1985, 1991) demostró en hígados de ratas que 

la estimulación con E2  (2-38 µg/ Kg/durante 7 días)  y prolactina  aumentaban las concentraciones 
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plasmáticas del  factor XII al aumentar la expresión del gen a nivel transcripcional y síntesis protéica 

o ambas. Por otro lado, Citarella et al; (1993, 1996) y Farsetti et al; (1995) analizaron la inducción 

del E2 (1.5 mg/Kg durante 1 y 5 días) sobre la transcripción del gen que codifica para factor XII, 

utilizando ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas y cotransfecciones en fibroblastos NIH3T3 de 

ratón y células de hepatoblastoma humano (HepG2). 

 

Nuestros resultados indican que los efectos de EE pueden estar relacionados con una disminución 

de la actividad de los factores de coagulación y esto implica la prevención en la formación de 

trombos. Estos resultados convergen con lo reportado por Mueck et al; (2001) donde demuestra que 

el EE ejerce una influencia positiva sobre varios marcadores que mejoran el tono vascular e impiden 

el desarrollo de aterosclerosis y trombosis venosa y mejoran el equilibrio de la homeostasis 

electrolítica. Por otro lado Cleuren et al; (2010) demostró que el EE aumenta los niveles de los 

transcriptos de los factores de coagulación en ratón a través del receptor alfa de estrógenos, así 

como al fibrinógeno. 

 

Las diferencias que encontramos en los efectos observados por E2 y EE pueden deberse 

principalmente a diferencias farmacocinéticas, específicamente el tiempo de vida media, ya que 

mientras que el E2 tiene un tiempo de vida media de aproximadamente 70 minutos, el EE tiene un 

tiempo de vida media de 12 h (8 h mínimo, 24 h máximo). 

 

Esta es la primera evidencia del efecto inhibitorio del EE en un modelo animal con las dosis 

utilizadas y los días de tratamiento (1-30 mg/Kg/día, durante 3 días). 
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La importancia del presente trabajo radica en que alrededor del mundo millones de mujeres utilizan 

la terapia anticonceptiva o de reemplazo hormonal, por lo que es necesaria la investigación dirigida 

a la evaluación de los efectos adversos de estos fármacos y contribuir a la prevención de los 

mismos. 
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Conclusiones 

 

Existen diferencias importantes en la hemostasia secundaria en las respuestas generadas por la 

administración del estrógeno natural E2 y un estrógeno sintético EE en el modelo de rata Wistar 

macho. 

 

El EE presentó en la mayoría de los casos un efecto de tipo inhibitorio al actuar a través de las vías 

extrínseca, intrínseca y común. 

  

En el presente diseño experimental utilizado, el E2 sólo mostró un modesto efecto procoagulante 

sobre el factor XI, que contrasta de manera importante con el efecto observado en el EE. 
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