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1. RESUMEN

Los estrégenos tienen un efecto bifdsico en la coagulacién sanguinea. Dosis
elevadas administradas por via intraperitoneal a ratén macho, alargan el tiempo de
coagulacién por un periodo hasta de 24 h. posteriormente se observa un perfodo de
hipercoagulabilidad. Cuando los estrégenos se administran por via subcutdnea se
observa unicamente el estado de hipercoagulabilidad.

En la bisqueda de estrégenos con actividad anticoagulante o anti-agregante
plaquetaria y sin efectos trombogénicos se sintetizaron: prolame [N-(3-hidroxi-
1,3,5(10)-estratrien- 178-i1)3-hidroxi-propilamina), buame {N-(3-hidroxi-1,3,5(10)-
estratrien-178-il)butilamina) y proacame [N-(3-hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-178-i1)-
3-carboxi-propilamina}. Prolame y buame difieren de otros estrégenos conocidos en
suefecto en el tiempo de coagulacién sanguinea. Producen en el ratén macho, cuando
se administran por via subcutdnea, un incremento sostenido del tiempode coagulacién.
Proacame, en contraste, lo disminuye .

Se sabe que en el proceso de coagulacién, las plaquetas participan de una
manera determinante a través de varios eventos coordinados: cambio de forma,
adhesidn, agregacion, y secrecion, que son el resultado de sefiales reconocidas en la
superficic de lamembranay que desencadenan mecanismos estimulantes o inhibitorios
mediante segundos mensajeros.

Conel finde conocerla participacién de las plaquetas en el efecto anticoagulante
mostrado por algunos amino-estrégenos, en este trabajo de tesis se evalué el efecto de
estrégenos modificados, prolame, buame, proacame y de estradiol 17-8 sobre la
agregacién de plaquetas humanas in vitro estimulada con ADP, epinefrina y coligena,

Se describe brevemente la participacién del endotelio vascular, las plaquetas, el
sistema de coagulacidn, el sistema fibrinolftico y los inhibidores plasméticos en la
regulacién de la hemostasia, concediéndose un mayor énfasis a las plaquetas por ser
sobre su actividad agregante que se evaluaron los efectos de los nuevos estrégenos
modificados. Prolamey buame inhibieron significativamente laagregacién plaquetaria
inducida con ADP, epinefrina y coldgena de una manera dosis-dependiente. Estradiol
¥y proacame no mostraron efectos antiagregantes.

Se propone que el efecto inhibidor observado es un efecto directo no genémico
consecuencia de las propiedades estructurales, electrénicas y geométricas de los
substituyentes en la posicién 178 de la estructura esteroidal. Los radicales 178
hidroxipropilamina y 178 butilamina proporcionan a la estructura las caracteristicas
adecuadas que podrian modificar la actividad de la membrana plasmdtica y Ia



actividad de sistemas enzimdticos que estdn involucrados en el incremento intracelular
de calcio ¢ impedir indirectamente la exposicién del receptor IIb-11Ta y por lo tanto la
agregacidn de las plaquetas a través de los puentes de fibrina.

Sesugiere quelos amino-estrégenos de este tipo, ademds de suefecto estrogénico
tendrfan la ventaja de reducir el riesgo de accidentes trombo-embélicos que se
presentan durante ¢l empleo de estrégenos como anticonceptivos o durante el
tratamiento antineopldsico.



1L INTRODUCCION
1 REGULACION DE LA HEMOSTASIA.

Lasangre circula normalmente a través de los vasos sanguineos sin coagularse
y sin que exista activacién plaquetaria. La regulacién de la hemostasia depende de
varios sistemas interrelacionados entre sf:

Tono vascular y endotelio, con diferencias locales y regionales,

Plaquetas.

Sistema de coagulacién.

Sistema fibrinolitico.

Inhibidores plasmiticos de 1a coagulacion,

Endotelio,

Las células endoteliales participan enlahemostasia, trombosis y aterosclerosis
(4). El endotelio intacto no es rombogénico; la presencia de glicosaminoglicanos
proporciona cargas negativas a la superficie y no permite la interaccién de plaquetas
ni de otras células sanguineas con el subendotelio, actuando como ina barrera
funcional. La pérdida de esta barrera es un paso inicial en la patogénesis de la
ateroesclerosis. Las plaquetas se adhieren, forman agregados y liberan el contenido
de sus grédnulos, especialmente en las regiones de flujo turbulento; en los vasos con
flujo laminar la adhesién se dificulta porque las células sangufneas estin separadas
de la superficie endotelial por una zona libre de células debido a la repulsién que
gencran las cargas negativas de endotelio y plaquetas,

Plaquetas.

Las plaquetas son células en forma de disco, de aproximadamente 1.5 a2.5
de difimetro. Provienen de los megacariocitos de la médula ésea, estimulados por la
wrombopoyetina. En el ser humano se encuentran pequeiias poblaciones de
megacariocitos también en pulmones, bazo, corazén, higado y rifiones. Estas son
células poliploides gigantes, que al fragmentarse producen plaquetas conun promedio
de vida de 10 dfas, siendo su recambio de aproximadamente 42,000 plaquetas/pi/dfa.
Las plaquetas “jévenes” son mds grandes, densasy reactivas que las plaquetas “‘viejas™
¥ aproximadamente de 15 a 40 % son secuestradas en el tejido retfculo endotelial de
bazo e higado por fagocitosis.
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En la zona periférica de las plaquetas se encuentran dominios estructurales que
corresponden al glicocalix, membrana unitaria y regién submembranal, El glicocélix
o zona externa es una capa de 150 a 200 A de espesor, rico en glicoprotelnas que
confieren carga negativa a la plaqueta. Contiene al menos 8 diferentes glicoprotefnas
(Ia, Ilb, Ic, 11a, Iib, I1Ia, 1V, V y IX) algunas de ellas identificadas como receptores
plaquetarios.En 1a Tabla 1 se presentan las més importantes.

TABLA 1.
Glicoproteinas de membrana.
Tomado de Hemostasis and Thrombosis. 2a. Edicién. Ed. 1.B. Lippincott Co. pig.

573.
Glicoproteina PM Subunidades Nitmero por plagueta
1b 170,000 o, 50,000
Ha 138,000 9,600
IIb 142,000 o,B 100,000
ol a 95,000 50,000
b (IV) 97,000
v 82,000
IX 17) 17,000-22,000

La membrana constituye una barrera fisicoquimica entre el medio intracelular
y elextracelular. Algunas lipoprotefnas presentes en la bicapa son de gran importancia
paralos procesos de coagulacién, enespecial el factor 3 plaquetario que al ser expuesto
a la superficie durante la activacién funciona como un sitio catalftico para algunos
factores de coagulacién.

Enlaregion submembranal, rodeando lacircunferenciade lacélulaseencuentran
de 8a24 bandas fibrilares de microtibulos en diferentes estados de polimerizacién que
mantienen la forma discoide de fa célula y que junto con los microfilamentos
constituyen el sistema contréctil y participan, en el momento de la activacién, en los
eventos de cambio de forma, formacién de pseudépodos, ondas contrictiles internas
y secrecién. El espacio entre los micronibulos y la membrana estd ocupado por
filamentos dispuestos de manera transversal.

En el citoplasma se encuentra la zona de organelos, en donde se indentifican:

Grénulos de glucdgeno.

Grinulos o, Almacenan en su interior albvmina, factor Va, factor VIII, factor



de vW, fibrindgeno, B-tromboglobulina, factor 4 plaquetario, factor mitogénico, factor
de permeabilidad, factor bactericida, factor quimiotictico, trombospondina y
fibronectina, otz-antiplasmina, cinin6geno de alto peso molecular, oiz-macroglobulina,
oy-antitripsina, inhibidor Cy.

Granutos densos que almacenan ATP, GTP, ADP, GDP, fésforo, calcio,
magnesio y serotonina.

Lisosomas: B-hexosamidasas, B-glucuronidasa, PB-galactosidasa y o-
arabinosidasa, colagenasa y elastasa.

Mitocondrias.

Aparato de Golgi

Sistema tubular denso, sitio del cual se libera calcio para desencadenar los
procesos contrictiles.

Sisterna canaliculas, Estd asociado a la superficie de la c€lula ¢ {ntimamente
relacionado con el sistema tubular denso. Estd formado por invaginaciones de la
metnbrana celular que recorren el citoplasma proporcionando una gran superficie y
haciendo accesible el contacto de estimulantes plasméticos con zonas internas de la
célula. Funcionan también como conductos para liberar los componentes de los
grénulos durante la fase de secrecién.

Como ya se ha mencionado las glicoprotefnas presentes en la membrana plasmética
son receptores para los agentes agonistas. A continuaci6n se describen las principales
caracterfsticas de algunas de ellas.

Glicoproteina Ib. Eslamés abundante. Esuna protefna integral delamembrana,
abarcalabicapa lipfdica, loquele permiteinteractuarconlas protefnas del citoesqueleto.
Esta unida a la protefna enlazadora de actina, lo cual contribuye a que las plaquetas
mantengansuformade disco. Aportaaproximadamente el 15 % delascargasnegativas
totales de la plaqueta, tiene dos subunidades polipept{dicas, 1a glicoprotefna Iboe y la
glicoprotefna Ibf. Bajo un estfmulo apropiado, este receptor participa en la unién de
las plaquetas con el subendotelio a través del factor von Willebrand (vW). Los
enfermos con el sfndrome de Bernard-Soulier tienen alteraciones enla funcién de esta
glicoproteina, sus plaquetas son més grandes, se deforman mds ficilmente y su
adhesi6n al subendotelio es deficiente,

Glicoproteinas ITIb-I1Ta. Estas dos glicoproteinas forman en la membrana un
dimero que se expone a la superficie de la c€lula durante la activacién. Sonreceptores
de fibrindgeno, fibronectina y en menor medida de factor de vW, El fibrinégeno no
puede unirse a 1a GPIIb-Ia a menos que la plaqueta sea estimulada previamente por
algunos agonistas como ADP, epinefrina, coldgena, trombina, dcido araquiddnico,

-8



factor activador plaquetario (PAF), endoperéxidos, factor vW sin carpas negativas y
complejo GPIb-vW. La GP [Ib-Illa también est4 presente en la membrana de los
grinulos .. Los enfermos con trombastenia de Glanzmann tienen anormalidades en
el complejo IIb-flla y dificultad para la unién plaquetas-fibrinégeno.

Glicoproteina V. Es substrato para trombina (y no para otros agonistas), que la
hidroliza y forma un fragmento llamado GPVfl

Fisiologia de las plaquetas,

Muchas sustancias pueden iniciar las diferentes seiiales extracelulares que
regulan la funcién plaquetaria: trombina, plasmina, catecolaminas, PGI2, factor
relajante derivado de endotelio, coligena, ADP, tromboxano Az, PGD; factor
activador plaquetario (PAF), factor de vW, prostaglandinas y endoperéxidos (EPs). :
Se clasifican en:

Agonistas fuertes: trombina, coldgena, endoperdxidos, TXA2 y PAF,

Agonistas débiles: ADP, epinefrina, vasopresina y serotonina.

Antagonistas: PGI,, PGD;, y factor relajante derivado de endotelio,

En la Tabla 2 se presentan algunos agonistas asi como ¢l sitio identificado como
receptar.

Factor de von Willebrand (vW), Esti presente (20%) en los grinulos o, es
sintetizado por las células endoteliales y los megacariocitos. Por la accién de la

vasopresina y de su anilogo 1-desamino-8-D-arginina vasopresina, se libera del

subendotelio a la circulacién. En la sangre circula unido al factor VIII, Estd formado
por varios multfmeros de subunidades idénticas unidos por puentes disulfuro, su PM
varfa de 440 a 20000 kDa; los multfmeros mds pequefios son dfmeros. Se han
identificado de 15 a 20 multimeros diferentes y las plaquetas contienen los més
grandes. Tiene carbohidratos (4cido sidlico), que le confieren carga negativa y que
protegen a la molécula de protedlisis. Se libera bajo el estimulo de coldgena y
trombina. Los multimeros grandes sonm4s eficientes para interactuar con la plaqueta
y el subendotelio. Los pacientes con enfermedad de vW tipo IIA tienen concentracién
normal de factor vW pero carecen de multimeros grandes y presentan tiempos de
coagulacién prolongados. Son los multfmeros grandes los que interactian

1 15

princip conlacolégena. Estainteraccin induce cambios conformacionales en
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TABLA 2,
Agonistas playuetarios.
Tomado de Physiological Reviews (1989); 69: 141.

Agonista Receptor | Afinidad.n Sitios por | PM del Sitio de
M plagueta Union, Kda
Factor de GPIb 143
vW
Coldgena GP Ia 160
GPIb Kd1 0.3 50 143
Trombina Kd2 11 1,700
Kd3 2,900 590,000
TxA2 Kd 75-100 | 1,700-2,200 200
ADP Kd 180-380 33,000
PAF Kd1 0.26 245 160-180
Kd3 9-37 1,400-1,600
Vasopresina { Receptor Vi1 Ky 0.7-1.3 95
Epinefrina Receptor a2 | Kdi 160-280 150-450 64
adrenérgico Kd2 9-14

1a estructura del factor vW y facilita la unién con la GP Ib. Su interacci6n es

indispensable para la adhesién de las plaquetas al subendotelio y es dependiente de
Ca?*,

Colagena. Los monémeros de coldgena (tropecoligena) estén constitufdos por
tres cadenas: una ot y dos B enrrolladas, con uniones intramoleculares cruzadas. Las
unidades de wopocoldgena se polimerizan para formar microfibrilias de coligena. Las
plaquetas pueden adherirse (proceso dependiente de MgZ+), tanto a la colégena
monomérica como a la fibrilar, pero inicamente las plaquetas adheridas a 1a coligena
fibrilar pueden secretar su contenido y agregarse. La coldgena puede interactuar con
diversas protefnas como fibronectina, fibrinégeno, FYW/FVIII y se han propuesto
varios receptores de coldgena enlas plaquetas: GPIla (receptor principal), GP 61-KDa,
GP 65-KDa, factor XIII plaquetario, complemento Cls.

Trombina. Es una protefna neutra. La unién con su receptor de plaqueta es
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rdpida, saurable y reversible. Interactia con al menos dos sitios en la superficie de las
plaguetas:

1) Se une a su receptor la GPIb que posce sitios de diferente afinidad:

a) Sitio de alta afinidad (Kd 0.3 nM; 50 sitios/plaqueta). Se encuentra en la
porciénde glicocalicina de GPIb; lafraccion catalitica de trombina no participaen esta
unién :

b) Sitio de mediana actividad (Kd 11 nM; 1700 sitios/plaqueta)

c) Sitio de baja actividad (Kd 2900 nM; 590000 sitios/plaqueta).

2) La trombina también degrada proteoliticamente a la GP V presente en la
superficie plaquetaria. Latrombina es una proteasa de serina y puede hidrolizar varios
enlaces peptidicos. En particular la y-trombina tiene actividad de esterasa y la
capacidad de activar a las plaquetas.

Acido araquiddnico, endoperéxidos y tromboxano A2 (TXA2) La enzima
cicle-oxigenasa transforma al dcidoaraquidénico en los endopertxidos PGG2 y PGH2
y por la accién de la enzima tromboxano sintetasa en TxAz, compuesto agregante
plaquetario muy potente, pero muy 14bil, que interactia con el receptor PGHy/TxA2,
Altasconcentracionesde dcido araquid6nicotienen unefecto inhibidor dela agregacién
plaguetaria porque aumentan la formacién de productos de la enzima lipo-oxigenas
(leucotrienos) 12-HPETE y 12-HETE que antagonizan la agregacion .

TV,

Adenosindifosfato (ADP). Produce dos efectos plaq; p
Uno es la induccién de cambio de forma en las plaquetas (0.1-0.5uM), exposicién de
receptores a fibrinégeno y agregacién (1-54M). Otro es la inhibicién de la enzima
adenilatociclasa inducida por PGI2 (3puM). Es probable que estos efectos sean el
resultado de su interaccién con diferentes receptores. El ATP es un antagonista
competitivo y la epinefrina incrementa 10 veces la afinidad del ADP por su receptor.

. P
108 1T

Factor de activacion plaquetaria (PAF). (1-O-alquil-2-O-acetil-sn-glicero-
3-fosforilcolina), Unicamente es activo el estereoisémero R. Se metabolizardpidamente
tanto en plasma como en Ia plaqueta por la enzima factor activador plaquetario-
acetilhidrolasa (PAF-AH). Es un agonista muy potente producido por neutréfilos,
basdfilos y macréfagos. Interactida con un receptor especifico de alta afinidad (Kd 0.3-
3nM, 1399 sitios/plaqueta) independientemente de la concentracién extracelular de



calcio, pero la afinidad se incrementa en presenciade Mg?* y disminuye en presencia
de Na* y GTP.

Vasopresina. Es un estimulo muy potente para activar a las plaquetas humanas
y de perro (1.0 nM), sin embargo la concentracién circulante no proporciona un
estfmulo suficiente. El receptor plaquetario tiene alta afinidad (Kd 0.7-1.3 nM; 95
sitios/plaqueta) y es probable que sea similar a los receptores vasculares y hepéticos,
{receptores V); la unién es dependiente de Mgz".

Epinefrina. Es ocho veces mas potente que la norepinefrina para activar a las
plaquetas. En experimentos in vitro la concentracién requerida es mayor (0.1 pM) a
las concentraciones fisiolGgicas (0.1 nM). Concentraciones bajas de epinefrina
{10nM) potencian la respuesta a otros agonistas. Tiene dos efectos diferentes en las
plaquetas a través de receptores adrenérgicos o (150-450 sitio/plaqueta):

1) Induce 1a agregacion independientemente de la presencia extracelular de
ADP o de cualquier otro estimulo

2) Inhibe a la enzima adenilatociclasa.

Las plaquetas humanas también poseen receptores 2, en menor proporcién que
receptores oy (60 sitios/plaqueta) que estimulan a la enzima adenilatociclasa.
Elefecto depende del nimero de receptores adrenérgicos oy y B2 que varfade especie
aespecie,

Fibrin6égeno. Su presencia es indispensable para el proceso de agregacidn, Es
una glucoprotefnade 340 KDa, presente en plasma y enlos granulos o. Esun hexdmero
de tres cadenas: Act, BB y v, que estdn unidas covalentemente por puentes disulfuro.
Tiene un dominio central (E) que contiene los grupos amino terminales de las seis
cadenas polipeptfdicas; los grupos carboxilo terminales estin localizados en dos
distintos dominios (D). Tres sitios de la molécula de fibrinégeno pueden interactuar
con el receptor plaquetario GPITb-Ma: el grupo amino terminal de 1a cadena Ac (Gly-
Pro-Arg-Val), la region terminal carboxilica de la cadena y (secuencia 15-10) y la
regién carboxilo terminal de lacadena Ac (Arg-Gly-Asp). Una plaqueta activada une
un promedio de 40000 moléculas de fibringeno. El tetrapéptido Arg-Gly-Asp-Seres
un antagonista potente del receptor de fibrinégeno y también inhibe 1a adhesiénde 1a
plaqueta a fibronectina y a vW. Los péptidos con grupos amino terminales de las
cadenas Aoty B del dominio central E son hidrolizados por trombina, formando
fibrinopéptidos A y B, que ya no pueden unirse con el receptor.
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En condiciones normales el receptor no estd expuesto, se requiere un estfmulo
previo (ADP, epinefrina, trombina, coldgena, dcido araquidénico, PAF, EPs/TxAj),
asfcomo lapresenciade CaZ* (0.1-1mM), que probablemente orienten apropiadamente
grupos funcionales de la GP I1b. El AMPc asf como un pH menor de 6.5 inhiben la
interaccion del fibrindgeno.

Mecanismos activadores e inhibidores de 1a funcién plaquetaria,

El mecanismo activador mds importante en las plaquetas, estd asociado a la
hidrélisis enzimdtica de fosfolipidos de inositol: inositol 1,4,5, trifosfato (IP3) y 1,2
diacilglicerol (DG) (7). E! principal mecanismo inhibidor estd asociado al AMPc.
Ambos mecanismos son iniciados por la ocupacién de receptores en la superficie
celular y traducidos internamente por la activacién de proteinas G reguladoras,
localizadasenla membrana y asociadas a una enzima para formar segundos mensajeros.
Los segundos mensajeros ejercen sus acciones induciendo cambios conformacionales
en protefnasespecificas, yaseadirectaoindirectamente poractivaciénde proteincinasas,

La activacién o inhibicién fisiolégica en las plaquetas se inicia cuando un
mensajero extracelular interactia con uno o varios receptores especificos localizados
en la superficie celular. En la Figura 1 se presenta un esquema que muestra los
mecanismos biogufmicos de activacién e inhibicidn plaquetaria.

Proteinas G.

Las plaquetas comootras células poseen protefnas G transductoras que participan
enlaactivacién de enzimasespec(ficas para generarsegundos mensajeros intracelulares,
efectores intemos y la respuesta plaquetaria.

Proteina Gp. Participa en la activacién de la fosfolipasa C (PLC) y en la
formacién de IP3 y DG, a través de receptores para vasopresina, PAF y EPs/TxA3.

Proteina Gs. Participa en la activacién de adenilato ciclasa, incrementa la
concentracién intracelular de AMPc, esta unida al receptor de PGI2, PGDz y al
receptor [} adrenérgico.

Proteina Gi. Participaen la inhibicién de adenilatociclasa, bloqueala produccién
de AMPc a través de receptores o adrenérgicos, receptor de trombina y del receptor
a ADP.

Cada una de estas protefnas tiene tres subunidades (o, f ¥ ¥) unidas entre sf y
asociadas a GDP a través de la subunidad o.. Después del estimulo agonista sobre el
receptor, GDP se disocia. En estas condiciones GTP en presencia de Mgz"‘ seuneala
subunidad o, separdndose las subunidades B y . El complejo Gee-GTP interactia con
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una enzima que amplifica el mensaje y forma segundos mensajeros. Cuando la
GTP-asa, presente en la subunidad o, hidroliza GTP a GDP, sc interrumpe {a sefial y
Ia subunidad o se une nuevamente a las subunidades By.

~ POOZ/PONZ
.

AGONISTA s

+
Na

secrecién AGONIST A
agregactén

1P3 —-—}CI

ADP
cemblo de forme

AHTAGONISTAS AGONISTAS

Figura 1. Mecanismos bioquimicos de estimulo e inhibicion plaquetaria. Se
presentan el sistermna enzimético de fosfolipasa C (PLC) y de fosafolipasa Ay (PLA2)
que desencadena mecanismos estfmulantes asi como ¢l sistema de adenilato-cilcasa
(AC) que di dena un ismo inhibitorio de la actividad plaquetaria. Tomado
de Blood 1989, 74: 1181,

Meccanismo Activador,
Fosfolipidos de inositel y regulacion de la concentracion intracelniar de calcio.
En las plaquetas hay diversas formas de PLC. Se enchentran en las membranas
y en cl citoplasma y difieren en su afinidad por substratas, velocidades cataliticas y
requerimiento de Ca?*. La hidrélisis enzimética de fosfolfpidos de inositol por
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fosfolipasa C (PLC) genera dos potentes segundos mensajeros: Inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3) y 1,2 -sn-diacilglicero! (DG).

E! IP3 y el DG. inician diferentes mecanismos de activacién plaquetaria,
ElIP3 incrementa la concentracién intracelular de calcio, el DG activa aproteincinasa
C (PKC). Cada uno de estos eventos independientemente provocan activacién
plaquetaria, y juntos, sinérgicamente estimulan diversasrespuestas incluyendo secrecién
y liberacién de 4cido araquiddnico de los fosfolipidos de la membrana.

El IP3 moviliza calcio del sistema tubular denso (reticulo endopldsmico). Las
plaquetas en reposo tienen una [Ca?*]i de ~ 100 nmol/L. Cuando se estimulan por
agonistas, ésta se incrementa al orden micromolar. En las plaquetas en reposo el Calt
se localiza principalmente en:

a) El complejo glicoprotéico de membrana Ib-111a con un recambio muy répido
(t72 0.7 min).

b) Un sitio localizado en ¢l citosol, con un recambio répido (ty2 17 min),
regulado por un intercambiador de membrana Nat/Ca?* .

¢) El sistema tubular denso, con recambio lento (ty 7 300 min), dependiente de
Ca?*/Mg2* ATPasa . Es de este sitio que el calcio es liberado al citoplasma después
de una activacién por agonistas.

E!IP3 se une areceptores especificos del sistema tubular denso. Esta ocupacion
del receptor abre un canal de calcio, sensible al pH, que permite movimientos de calcio
en el citosol e inicia Ia respuesta celular (cambio de forma, agregacién y secrecién ).

Otra molécula que ha sido considerada un segundo regulador det [Ca®*1i, es el
inositol 1,2-(clclico)-4,5 trifosfato. Se forma en aproximadamente 10 segundos
despuésdelaactivacion por trombinay también aumenta laliberacién de calcio. Existe
evidencia de movimientos de cationes divalentes a las plaquetas, comouna funcién de
algunos canales operados por receptores.

El DG activa a la enzima protefncinasa C (PKC), e inicia su traslocacién del
citoplasma a la membrana, sitio donde se activa en presencia de calcio y fosfatidil
serina. PKC en su forma activa tiene las siguientes funciones:

Induce el metabolismo de écido araquidénico.

Facilita la unidn de fibrindgeno al complejo Gp IIb-Ila

Fosforila a Ia proteina 47 que polimeriza los filamentos de actina para la
reorganizacién del citoesqueleto.

Fosforila a la protefna lipocortina inactivindola, (1a lipocortina tiene actividad
anti-PLA?).

La actividad de PKC es controlada por el metabolismo de DG, su actividad
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declina paralelamente con la disminucién de DG intracelular.
Calcio y respuestas plaquetarias.

Algunos de los mecanismos efectores a través de los cuales el calcio regula las
respuestas de las plaquetas son:

a) Activando el sistema contréctil: activa a la calmodulina, enzima dependiente
de calcio que fosforila a Ia cadena ligera de miosina (su principal substrato}, lo que
permite que la actina actie sobre la miosina,

b) Modificando al citoesqueleto durante la agregacién plaquetaria. En la
activacién de las plaquetas participan diferentes proteasas que dependende calcio para
su actividad.

¢) La activacién tanto de PLA2 como de PLC ¢s dependiente de calcio,

d) La activacién de PKC requiere de la presencia de calcio y fosfatidil serina.

Tromboxano Ay v ADP. Amplificacién de {a senal.

La formacién de endoperdxidos y TXA2 y lasecrecién de ADP de los grinulos
densos sonmecanismos de retroalimentacién positivaque amplifican lasefial activadora
{ver Figura 1).

Mecanismo Inhibidor.

El mecanismo inhibidor méds importante en plaquetas (7), estd asociado al
AMPc. Su sintesis estd regulada por la enzima adenilato ciclasa a través de la protefna
Gs. El aumento de la concentraci6n intracelular de AMPc afecta tanto el inicio como
el sostén de las respuestas estimulantes. Algunos de sus efectos son:

Antagoniza todas las respuestas dependientes de Ca?*,

Inhibe ala fosfolipasa C y a la produccién de IP3 y DG.

Induce el metabolismo de DG a fosfoinositidos, disminuyendo la activacién de
PKC.

Disminuye la unién de trombina a las plaquetas .
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Respuestas Plaquetarias,

Las respuestas plaquetarias pueden clasificarse en dos categorias:

Respuestas reversibles: cambio de forma, adhesién y agregacién reversible,
accionesrelacionadas conlafunciénde cerrar los espacios entre las células endoteliales.

Respuestas irreversibles: agregacion irreversible y secrecién, acciones
relacionadas con la funcién hemostética de las plaquetas. Inicialmente, en 2-3 seg, la
membrana forma pliegues irregulares, se ensambla el citoesqueleto, los granulos
migran hacia el centro y la plaqueta adquiere una forma esférica, , asmentando su irea
y probablemente incrementando su volumen. Después se inicia la formacién de
pseud6podos en 7-8 seg, Todos los estimulantes plaquetarios inducen cambios de
forma completos, excepto la epinefrina y los ésteres de forbol (no aumentan la
[Caz*]i). Los cambios de forma son independientes de la [Ca?*]e; pucden iniciarse a
bajas concentraciones de agonistas sin inicio de agregacion y secrecién. La actividad
procoagulante de la plaqueta aumenta durante el cambio de forma, al facilitarse la
unién de la trombina en la superficie plaquetaria.

Laadhesion se lleva acaboendos etapas: primero la plaqueta se une alendotelio
a través de pseudopodos y, posteriormente, al subendotelio, por una superficie de la
membrana mis extensa. /n vitro puede adherirse a fibras de coldgena o al vidrio y esta
adhesién no se inhibe con prostaciclina. En condiciones fisolégicas los cambios de
forma preceden a la agregaci6n y secrecién y es indispensable la previa formacién de
pseudépodos.

Agregacién Plaquetaria in vitro.

Enlaagregacién plaquetaria in vitro pueden distinguirse dostipos derespuestas:

La agregacién primaria, reversible; inducida por bajas concentraciones de
agentes estimulantes, en presencia de [Caz*]e. El fibrinégeno se une al receptor pero
después se disocia sin secrecién del contenido de los grédnulos.

Laagregacién secundaria, irreversible; inducida por concentraciones apropiadas
de agonistas. Es una consecuencia de la secrecidn de los granulos ety de los granulos
densos. Los granulos migran hacia el centro de la célula, se fusionan con el sistema
canaliculary liberan su contenido, através de los canales, ala superficie dela plaqueta.
Se ha descrito otro mecanismo en ¢l que los grinulos migran hacia la periferia de la
célula, en donde forman multivesfculas que se asocian y posteriormente se fusionan
a lamembrana, liberando su contenido hacia el exterior de la c€lula, La secrecién de



lisosomas s6lo ocurre con altas concentraciones de trombina o coldgena. La secrecién
de los grénulos conduce a la formacién de endoperéxidos y TXAa.

Sistema de Coagulacion, fibrinolitico e inhibidores plasmaticos.

En resumen, cuando un vaso sanguineo se lesiona, las plaquetas se adhieren a
las fibras de coldgena através del factor vW, otras plaquetas se agregan a esta primera
capa, formando un agregado plaquetario. Existen receptores especificos en la
superficie de las plaquetas que estén acoplados a estructuras intracelulares; la unién
receptor-agonista induce cambios caracteristicos en ¢l interior de la célula que activan
las plaquetas, desaparece la banda marginal de microtibulos que normalmente
confiere la forma discoide, los granulos de almacenamiento migran hacia el centro de
1a célula, se forman pseudépodos y se activan las enzimas fosfolipasa Cy fosfolipasa
A2.. La fosfolipasa C, produce difosfato diacilglicerol e inositol trifosfato a partir de
fosfatidilinositol difosfato. El inositol trifosfato eleva la concentracién
intracitoplasmitica de calcio y el diacilglicerol activa a 1a proteincinasa C.

Lafosfolipasa A,, libera dcido araquiddnico el cual es convertido por laenzima
ciclo-oxigenasa aendoperéxidos y a prostaglandinas, para formar tromboxano A,, un
potente agregante plaquetario y la prostaglandina PGD», 1a cual inhibe 1a agregacién
plaquetaria. El ADP también eleva la concentracién citoplasmética de calcio,
independientemente de la via de la ciclo-oxigenasa.

La activacién de las plaquetas por estos mecanismos conduce alamigracién de
los granulos hacia el centro de la célula, por accidn del aparato contréctil y secrecién
del cc ido de los grinulos. En presencia de una concentracién adecuada de calcio
citoplasmético se fusionan las membranas de los granulos con las membranas del
sistema canalicular secretando su contenido al medio externo, pudiendo desencadenar
un segundo ciclo de activacién plaquetaria.

Las glicoproteinas especificas situadas en la membrana son receptores para
protefnas plasmiticas. El complejo GP IIb-Tila es el receptor para fibrinégeno y se
manifiesta con cualquier agonista capaz de inducir agregacién plaquetaria. La GP Ib
es el receptor del factor de vW, que también puede interactuar, en menor medida, con
la GP IIb-1la. También participan en la agregacién plaquetaria la trombospondina y
1a fibronectina,

La activacién es inhibida por el AMPciclico. Las plaquetas contienen adenilato
ciclasa, enzima que convierte ATP en AMPc. La adenilato ciclasa es estimulada por




laPGD; producidaenlas plaquetas y porlaPGI5 producida en las células endoteliales.
El AMPc estimula a la bomba Ca?*/Mg2* ATPasa, que reduce la concentracion de
calcio citoplasmitico, antagonizando el efecto de los agentes agonistas. En
concentraciones suficientes el AMPc inhibe ademds de 1a agregacidn, la adhesidn, la
secrecién y el cambio de forma. Otros inhibidores son la ADPasa y la tombomodulina
presentes en el endotelio.

Durantela activacion plaquetaria también se manifiestan l{pidosde lamembrana,
que servirin como receptores a cofactores protéicos como el factor V, secretado por
las plaquetas y también presente en el plasma. Funcionan como sitios de ensamblaje
para enzimas en la superficie de las plaquetas, acelerando la activacién del factor X y
de la protrombina. Al mismo tiempo, algunas protefnas plasméticas reaccionan conel
subendotelio activando la fase de contacto de lacoagulacién. Los tejidos expuestos del
sitio dafiado proporcionan el factor tisular o tromboplastina para iniciar Ia fase
extrinseca de 1a coagulacién. El resultado es la formacién de trombina, que a su vez
acelera la activacién de factor V y VIII y estimula la secrecién plaquetaria. Estos
eventos son atenuados tanto por las células endoteliales que sintetizan PGy,
trombomodulina y polisacdridos heparinoides, como por proteasas plasmdticas tales
como el inhibidor Cy parala fase de contacto (ateniia al factor XIla, VIIl y calicreina);
la ot -antitripsina (atenia al factor Xla), la antittombina I1l (atenda al factor IXa y Xa),
1a oy-macroglobulina y 1a protefna C que en presencia de un cofactor, la protefna S,
ateniia a los factores V y VIII activados.

El principal substrato para la trombina es ¢l fibrindgeno que después de una
hidrélisis inicial forma mondémeros de fibrina que polimerizan para formar un cosgulo
que se estabiliza por uniones cruzadas covalentes inducidas por el factor XIla.

Elplasminégeno presente en el plasma, se transforma en plasmina por la accién
del activador tisular de plasminogeno, sintetizado por las células endoteliales.
Normalmente la plasmina no acnia sobre el plasminégeno por la presencia de oz~
antiplasmina, sin embargo la superficie del codgulo de fibrina estd protegida del
inhibidor y la fibrindlisis se lleva a cabo, para disolver el codgulo y formar productos
de fragmentacion de la fibrina.

1 EFECTO DE ESTROGENOS EN EL SISTEMA HEMOSTATICO.
Estudios epidemiolégicos han mostrado que el empleo de estrégenos estd

ascciado a trombosis € infarto al miocardio. Los primeros hallazgos, basadosenlaalta
incidencia de enfermedad coronaria en personas del sexo masculino y no asf en el



femenino, sugerfan que los estrégenos endégenos deberfan proteger a las mujeres
contra ateroesclerosis y trombosis. Mandoki (1) ha demostrado el efecto bifdsico de
los estrégenos en la coagulacién sanguinea. Dosis elevadas administradas por via
intraperitoneal a ratén macho, alargan el tiempo de coagulacién por un perfodo hasta
de 24 h,; posteriormente se observa un perfiodo de hipercoagulabilidad, Cuando los
estrégenos se administran por via subcutinea se observa unicamente el estado de
hipercoagulabilidad.

Stamler demostré el efecto protector de los estrégenos conjugados,
administréndolos a hombres que habian sufrido previamente un infarto ai miocardio,
a dosis elevadas (10 mg/dia) (2), pero cuando se administraron en dosis menores (5 y
2.5 mg/dia), 1a tendencia trombética se elevé en lugar de disminuir (3). De manera
sirilar el uso de estrégenos en el tratamiento de céncer prostéitico incrementa tanto los
accidentes trombdticos arteriales como hemorragias cerebrales. Actualmente, a las
dosis empleadas, se ha establecido una relacion entre los anticonceptivos orales, los
accidentes hemorrégicos cerebrales y los eventos trombéticos. Intervienen también
otros factores como la edad, tabaquismo, la dieta, la hipertension y el sedentarismo.

Debe sefialarse que los estrégenos exégenos presentes en los anticonceptivos

tienenestructuraquimicadiferente aladelos estrégenos naturales, y que sumetabolismo
y efectos biolégicos pueden diferir. No se sabe con certeza si el efecto trombofilico es
consecuencia del compuesto original o de alguno de sus metabolitos que se forman
rdpidamente (8-10).
Es probable que el efecto de los estrégenos o de alguno de sus metabolitos, sea el
resultado de varios efectos sobre los componentes del mecanismo hemostitico:
endotelio, tono vascular, flujo sangufneo, plaquetas, coagulaci6n, fibrinolisis e
inhibidores plasméticos.

Favorecen la fragilidad capilar por sus acciones sobre endotelio vascular, es
probable que las hemorragias cerebrales que se han observado con suempleo se deban
aestemecanismo. Han aparccido también informes de trombosis e infartoal miocardio
como efectos adversos de los anticonceptivos orales (11-16), en donde otros factores
participan, incrementando los riesgos. El riesgo de infarto al miocardio no se
incrementa después de haber suspendido el uso de anticonceptivos orales (17). El
empleo de preparaciones farmaceiticas con menor cantidad de estrégenos y de
progestigends reduce losriesgos, perono los elimina (18). Los estrégenos disminuyen
eltono vascular y favorecen la estasis (19), retardando el flujo sanguineo y facilitando
Ia trombosis .

Se han publicado datos contradictorios sobre el efecto de estrGgenos y



anticonceptivos orales sobre {as funciones plaquetarias. Algunos autores informan de
un incremento en la cuenta de plaquetas (20-22), adhesividad plaquctari:i (26,28) y
agregacion plaquetaria (27,30,31). Otros no encuentran cambios significativos en la
cuenta de plaquetas (23-25), adhesividad plaquetaria (24,27,30,32) o agregacién
plaquetaria (33-35). También se ha reportado la disminuci6n en la adhesividad
" plaquetaria (29). Recientemente se ha descrito, en estudios enratas, la disminucién de
Ja actividad de la enzima factor de activacién plaguetaria-acetil hidrolasa por estrona,
estradiol y estriol (30).

Los anticonceptivos orales incrementan la concentracién de fibrinégeno (23,
31-34), la concentracién de factor de Hageman (factor XiI) (35) y, moderadamente,
los factores 11, VII, IX y X (23,29,42,35,43,36). No afectan la concentracién de
precalicrefna (35,40), cinindgeno de alto peso molecular (44), factor X1 (43,44,33)
VIII(23,24) y V(23,45). Incrementan tambiénlacantidad de plasmindgeno (23,43,45),
asf comola actividadfibrinolftica(23,27,32-34,45), efecto que puede estar refacionado
con el aumento del factor XII (35).

La concentracién de op-antiplasmina no se modifica, se incrementa la
concentracién delinhibidor o -proteinasa (inhibe al factor Xa) y laay-macroglobulina
(inhibe a la rombina); este hecho no podrfa representar un efecto protector de los
estrégenos porque ladisminucidn de estos inhibidores no se ha asociado a trombofilia
5).

Laantitrombina IIf es uninhibidor plasmético cuya deficienciaenconcentracién
o en actividad ha sido asaciada a trombofilia. Se ha descrito que la concentracién de
antitrombina I1I {determinada por métodos antigénicos) es normal, pero su actividad
(determinada por métodos funcionales) estd disminuida, (deficiencia tipo II) en
mujeres que toman anticonceptivos orales, La deficiencia aparece un mes después de
haber iniciado ¢l tratamiento y desaparece un mes después de haberlo suspendido y
es mayor con las presentaciones que contienen de 75 a 150 {ig de mestranol o
etinilestradiol que con {as que contienen 50 jug. Los progestigenos no disminuyen la
actividad de Ia antirombina I, a excepeidén del lynestrenol que genera numerosos
metabolitos con actividad estrogénica (14).

La proteina C y su cofactor la protefna S, proteinas con sfntesis hepitica
dependiente de vitamina K, tienen un papel regulador en la coagulacién y la
fibrinolisis (46). La proteina C activada es una proteasa de serina que inactiva a los
factores V' y VIII activados, disminuyendo as{ 1a formacién de trombina. También
interactia con el inhibidor del activador tisular de plasmindgeno permitiendo que



exista una mayor concentracién del activador tisular de plasminégeno, Favorece de
esta manera, la formacién de plasmina, Su cofactorla protefna S circulaen forma libre
o forma activa en 40 % y 60% se¢ encuentra unida, reversiblemente, al complejo
proteico C4b inhibidor del sistema del complemento. Durante el empleo de
anticonceptivos orales se ha descrito una disminucién de la concentracién total de PS
(46) y un aumento significativo de 1a concentracién ptasmética de proteina C (39). Es
probable que la prateina C, af igual que otros factores de coagulacién hepéticos
dependientes de vitamina K, se incremente por un mecanismo sirmilar (39).
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IV. OBJETIVO.

Se ha descrito el efecto trombofflico de los estrégenos naturales y sintéticos y
el riesgo de sufrir accidentes tromboembélicos con su empleo.

Enelprocesode coagulacién, las plaquetas participan de unamanera determinante
a través de varios eventos coordinados: cambio de forma, adhesién, agregacién, y
secrecion, que son el resultado de sefiales reconocidas en la superficie de la membrana
y que desencadenan mecanismos estimulantes o inhibitorios mediante segundos
mensajeros.

En la bisqueda de nuevos estrégenos que no favorezcan la rombofilia, se
sintetizaron en el Instituto de Quimica de la UNAM por J.M. Fernfindez-G.(47,48),
estrégenos modificados en {a posicién 176: N-(3-hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-178-il-
3-hidroxipropilamina. (prolame); N-(3-hidroxi-1,3,5(10}-estratrien-178-il-3-
butilamina.(buame); N-(3-hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-178-il-3-carboxipropilamina,
(proacame), Figura 2.

El presente trabajo de tesis tiene por objeto determinar el efecto de estos
estrégenos modificados y compararlo con el de estradiol 17-8 (Figura 2), a
concentraciones equimoleculares. En este estudio se usardn diversos agentes agregantes:
adenosindifosfato (ADP), epinefrina y coldgena, con el fin de esclarecer el mecanismo
de accién de los efectos observados.
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Estructura de prolame, buame, proacame y estradiol 178,



V. PARTE EXPERIMENTAL.
MATERIAL Y METODOS .
SINTESIS DE LOS COMPUESTOS.

Los compuestos fueron sintetizados por el Dr. Juan Manuel Fernéndez-G. del
Instituto de Quimica de la UNAM. Los puntos de fusién no corregidos y los espectros
de resonancia magnética nuclear, infrarrojo (en pastilla de KBr) y de masas se
determinaron respectivamente en un aparato de Fisher-Johns, un espectrémetro Varian
Gemini 200, un espectrofotémetro Perkin-Elmer 283-B y un espectrémetro de masas
Hewlett-Packard modelo 5985.

Prolame: N-(3-Hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-178-il)-propanolamina. La sintesis
ha sido descrita previamente (47,48).

Buame: N-(3-Hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-178-il)-butilamina. Se obtuvo por
métodos ya descritos (63,64), punto de fusién 104 °C. El espectro de masas muestra
M+ =327 m/e, pico base = 112 m/e. El espectro de infrarrojo muestra una banda ancha
centrada en 3420 cm'l. (OH y NH ) y otra en 1605 cm’! (NH). El espectro de
resonancia magnética nuclear proténica, determinado en CDCI3, utilizando
tetrametilsilano como referencia interna, muestra las siguientes seitales (ppm): 0.85
(1), 1.15-1.50 (m), 1.55-1.85 (m), 2.0 (s), 2.1-2.3 (m), 6.6 (m), 7.05 (d). Andlisis
elemental para Cp2H33NO.

Proacame: Acido N-(3-Hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-178-il)-3-amino-butfrico.
Se obtuvo por los métodos descritos para el compuesto anterior; punto de fusién
descompone; M* = como este compuesto descompone no fue posible determinar su
espectro de masas. El espectro de infrarrojo muestra una banda muy ancha en el
intervalo 3460-3140cm™*, (OH y NH ) no se observa la banda del carbonilo del 4cido
carboxdlico, sino otracentradaen 1560 cm™! que corresponde a la vibracién asimétrica
de estiramiento de un anion carboxilato (65) es decir el proacame se encuentra en
forma de zwitterion. El espectro de resonancia magnéticanuclear proténica, determinado
en CDCI3, utilizando tetrametilsilano como referencia interna, muestra las siguientes
sefiales (ppm): 0.7 (s), 1.15-2.5 (m), 6.6 (m), 7.05 (d). Andlisis elemental para
C2H31NO;3,



PLAQUETAS.

En cada determinacién se emple6 1a sangre de cuatro donadores que acudieron
al banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez”. Los
donadores eran sanos, del sexo masculino, entre 20y 50 afios de edad de més de 50 Kg.
de peso, con al menos 6 horas de suefio, en ayuno desde la noche anterior, que no
hubieraningerido bebidasalcohélicas en las ultimas 24 horas nirecibidomedicamentos,
en particular analgésicos anti-inflamatorios por lo menos dos semanas antes del
estudio.

La sangre se colectd por venopuncién, a lamisma hora en cada experimento (8-
9 a.m.), entubos de pldstico de polipropileno que contenfan citrato de sodio (citric acid
uisodium salt dibydrate, Merck) al 3.8 % (0.1 M), en una proporcién 1:9, como
anticoagulanie, El plasma rico en plaquetas (PRP), se separé por centrifugacién
durante 4 minutos a 140 x g. a temperatura ambiente (20-24 °C). Los plasmas se
mezclaron tomando posteriormente 2 ml de cada tubo de plasmarico en plaquetas. La
cuenta se ajustd a 200,000 plaquetas/ul. El plasma pobre en plaguetas (PPP) se obtuvo
con el remanente de sangre, que se centrifugé a 1000 x g durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se hizo una mezcla también del mi de cada tubo de plasma
pobre en plaquetas .

Las determinaciones se hicieron dentro de las siguientes 2 horas a {atomade la
muestra de sangre, en un lumi-agreg6émetro de dos canales marca Chrono-log Mod
703,237°C£0.3, en cubetas de 0.312" de difmetro, con agitacién continua utilizando
un imén revestido de teflén. Los compuestos se disolvieron en dimetilsulféxido
(Baker).

A 400 pl de PRP se adicioné el estrégeno a probar en un volumen fijo de Sl e
inmediatamente despuésel agente inductorde laagregaciénplaquetaria ADP, coldgena
o epinefrina (Sigma Co.), sin permitir un intervalo mayor de § segundos.

El voitaje resul delatr isién simultdnea de luz infrarroja a través del
PRP y el PPP fué registrado en papel en un registrador Fisher Recordall Series 5000
auna velocidad de 2.5 cm/min. El tiempo de registro fue siempre el mismo para cada
agente estimulante; al final del mismo se midié el médximo de agregacidn en unaescala
con unidades arbitrarias.

Los trazos de agregaci6n obtenidos con el PRP, disolvente y agente agregante
fueron considerados como 100% y se compararon con los obtenidos con los amino-
estrégenos, prolame, buame, proacame y estradiol-178 (Syntex) a concentraciones
equimoleculares entre 1.25 pM y 395 pM.




VI RESULTADOS.

A continuacién se muestran las curvas de agregacién plaquetaria obtenidas con
prolame, buame, proacame y estradiol 17-8, inducidas con ADP SuM, epinefrina 10
UM o coldgena 50 pug/ml.
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Figura 3. Registro de las curvas de agregacion plaquetaria inducida con ADP SpM en
presencia de 395 pM de prolame, buame, proacame y estradiol y de 511 de DMSO
como control.
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Figura 4. Registro de las curvas de agregacién plaquetaria inducida con epinerina
JORM en presencia de 395 pM de prolame, buame, proacame y estradiol y de Sul de
DMSQ como control,
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Figura 5. Registro de las curvas de agregacién plaquetaria inducida con coldgena 50
pg/mlen presencia de 395 pM de prolame, buame, proacame y estradiol y de 5ul de
DMSO como control.

Prolame y buame a concentraciones de 125 pM o mayores producen una inhibicién
significativa de 1a agregacién plaquetaria inducida con ADP, epinefrina y coldgena.
Proacame y estradiol no tienen efecto significativo sobre la agregacién plaquetaria a
las concentraciones estudiadas.




En las TABLAS I, IV y V se tabulan los resultados expresados como
promedios de agregacion plaquetaria en unidades arbitrarias + desviaciones estandar,
Se realiz6 la prueba estadfstica de Dunnett .

TABLA TH

Compuesto, M n v £ Sy, Je_Agrepacion [P

Estradiol 1.25 7 39.6 £ 7.24 96.7 >0.05
Prolame 1.25 7 39.3£6.16 94.4 >0.05
Buame 1.25 1t A8.1 +6.02 923 >0.05
Proacame 1.25 5 49.2 + 7.56 108.7 >0.05
Estradiol 12.5 11 ]40.0+£7.35 96.7 >0.05
Prolame 12.5 15 {d42,5£7.18 102.2 >0.05
Buame 12.5 4 [4.0£7.79 99.5 >0.05
Proacame 12.5 [ 40,2+ 3.19 100.5 >0.05
Estradiol 39.5 7 42 £7.68 102.4 >0.05
Prolame 39.5 11 [37.8+5.07 90.9 >0.08
Buame 39.5 13 )139.3+4.3 95.3 >0.05
Proacame 39.5 6 45.6 + 6.35 1009 >0.05
Estradiol 125 12 |41.81+8.63 102 >0.05
Prolame 125 17 25.2£7.28 60.6 <0.01
Buame 125 14 131,9+582 71.4 <0.01
Proacame 125 7 44 + 4.09 97 >0.05
Estradiol 395 9 34.3+£6.90 83.7 >0.05
Prolame 395 9 204+ 391 49.0 <0.01
Buame 395 10 1267291 67.7 <0.01
Proacame 395 8 473+ 595 104.6 >0.05

Agregacion plaquetaria en unidades arbitrarias 4 desviacién estandar en presencia de
estradiol, prolame, buame y proacame a concentraciones entre 1.25 pM y 395 uM. Se

emple6 ADP 5uM como agente inductor y 5 l de DMSO como control (42.2+1.9 =
100%)



TABLA IV

Compuesto, pM n y % Sy. To Agregacion P
Estradiol 1.25 7 43.2 £ 5.75 95.7 >0.05
Prolame 1.25 6 44+ 3.24 107.1 >0.05
Buame 1.25 5 49.6 1 6.69 106.4 >0.05
Proacame 1.25 5 45+ 2.91 98.4 >0.05
Estradiol 12.5 10 1413478 91.5 >0.05
Prolame 12.5 9 34.5+94 84,2 >0.05
Buame 12.5 6 43.8 £ 12.5 93 >0.05
Proacame 12.5 5 414 £6.26 90.5 >0.05
Estradiol 39.5 12 1438 £ 548 97.1 >0.05
Prolame 39.5 9 29.4 + 13.9 718 >0.05
Buame 39.5 7 3841119 82.4 >0.05
Proacame 39.5 6 45.5 + 4.5 99.5 >0.05
Estradiol 125 12 {419 £588 929 >0.05
Prolame 125 8 224217 54.6 >0.05
Buame 125 9 30,6 + 16.8 65,6 >0.05
Proacame 125 6 42 & 4.85 91.9 >0.05
Estradiol 395 8 40.6 £ 10.9 90 >0.05
Prolame 395 5 4+6.5 9.7 <0.0%
Buame 395 11 |47+49 11 <0,01
Proacame 398 5 42 + 6.2 91.9 »0.05

Agregacion plaquetaria en unidades arbitrarias * desviacién estandar en presencia de
estradiol, prolame, buame y proacame a concentraciones entre 1.25 pMy 395 pM. Se

empled epinefrina 10 pM como agente inductor y 5 pul de DMSO como control (44.6
+2.4 = 100%)



TABLAYV

Compuesto, tM n v + Sv. % Agregacion P
Estradiol 1.28 5 424 +£2.7 97.6 >0.05
Prolame 1.25 6 41.8 £ 594 91.8 >0.05
Buame 1.25 s 434234 98.6 >0.05
Proacame 1.25 7 42.5 +69 95 >0.05
Estradiol 12.5 5 39.2+2.38 90.3 >0.05
Prolame 12.5 9 415 £ 4.8 91.2 >0.05
Buame 12.5 7 41,1 £ 38 94.6 >0.05
Proacame 12.5 7 40.5 + 3.4 90.6 >0.05
Estradiol 39.5 5 39+ 2.58 89.8 >0.05
Prolame 39.5 9 42.8 £ 6.6 94 >0.05
Buame 39.5 7 4023 91.7 >0.05
Proacame 39.5 6 39.6 + 3.2 88.5 >0.05
Estradiot 125 8 423t 1.5 97.4 >0.05
Prolame 125 8 39.3+4.78 86.4 >0.05
Buame 125 6 34,3 +225 78.6 <0.01
Proacame 125 [ 42 1 2.78 94.3 >0.05
Estradiol 395 8 43.8 £ 241 100.9 >0.05
Prolame 395 6 171551 373 <0.01
Buame 395 5 17523 i1 <0.0t
Proacame 395 9 42,4+ 3.3 94.8 >0.05 .

Agregacién plaquetaria en unidades arbitrarias + desviacidn estandar en presencia de
estradiol, prolame, buame y proacame a concentraciones entre 1.25 pM y 395 pM. Se

emple6 coldgena 50 pg/ml como agente inductor y 5 pl de DMSO como control
(44.3%1 = 100%)
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En las GRAFICAS I, Il y TII se presentan los porcentajes de inhibicién de
agregacién plaquetaria * desviaciones estandar en porciento obtenidos con
prolame, buame, proacame y estradiol 17-8.
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GRAFICA 1.

Se muestra el % de inhibicién de la agregacién plaquetaria inducida con ADP 5
HM. A la concentracién de 125 y 395 pM prolame y buame inhiben
significativamente la agregacién plaquetaria. Estradiol y proacame carecen de
efecto inhibitorio.
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GRAFICA 11,

Se muestra el % de inhibicién de Ia agregacién plaquetaria inducida con epinefrina
10 pM. A la concentracién de 125 y 395 uM prolame y buame inhiben
significativamente 1a agregacién plaquetaria. Estradiol y proacame carecen de
cfecto inhibitorio,
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GRAFICA 111,

Se muestra el % de inhibicién de la agregacion plaquetaria inducida con coldgena
50 pg/ml. A la concentracién de 125 y 395 uM prolame y buame inhiben
significativamente la agregacién plaquetaria. Estradiol y proacame carecen de
efecto inhibitorio.



VII. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSION.

Los resultados muestran (Figura 3) que en presencia de 395 uM de prolame y
buame se inicia la primera fase de agregacion plaquetaria por ADP, producida por un
flujo de calcio al interior de las plaquetas en 10-20 mseg que estd asociado a canales
de calcio operados porreceptores (58). Sinembargo, lasegundafase de agregaciénque
coincide con la liberacién intracelular de calcio de sitios de almacenamiento (59) se
inhibe significativamente por estos compuestos.

El prolarne y el buame, a unaconcentracién de 395 uM (Figuras 4y 5) inhiben
notablemente la agregacion plaquetaria inducida por epinefrina y coldgena, lo que
indica que no se libera calcio intracelular porque tanto la epinefrina como la coldgena
no incrementan directamente la concentracion intracelular de calcio en las plaquetas
(58). Su mecanismo es indirecto, liberan dcido araquidénico de 1a membrana celular,
que es convertido a tromboxano Aj el cual, a su vez, inicia un mecanismo de
retroalimentacién y estimulaala enzima PLC para formar [P3 (liberacalcio delos sitio
de almacenamiento intracelulares) y DG.

Proacame carece de efecto inhibitorio sobre la agregacion plaquetaria inducida
con ADP, epinefrina y coldgena.Estos datos concuerdan con los resultados en
experimentos in vivo, en los que se estudié el efecto de prolame (53), buame y
proacame (54) sobre el tiempo de coagulacién Los resultados mostraron que el
prolame incrementa 100 % el tiempo de coagulacién, el buame 35.8 % y el proacame
en contraste, lo acorta 24 % .

Estradio! a las concentraciones estudiadas carece de efecto inhibitorio sobre la
agregacion plaquetaria inducida con ADP, epinefrina y coldgena. A la concentraci6n
de 395 puM en la agregacién inducida con ADP se observa una tendencia no
significativa a inhibir la agregacién. Sin embargo a la misma concentracién en la
agregacién inducida con coldgena exhibe una tendencia a incrementarla.

Se ha descrito (49) el siguiente mecanismo gendémico para las hormonas
esteroidales. Difunden en forma pasiva a través de 1a membrana celular y se acoplan
a un receptor especifico. El complejo receptor-hormona se dirige y une al DNA,
aumentando la transcripcién de los RNAm codificados por el gene al cual esta unido.
LosRNAm son traducidos en los ribosomas y dirigen la formacién de nuevas protefnas
que modifican la funcién celular.



Tarnbién se conocen efectos de los estrégenos que no pueden ser rejacionados
al proceso de transcripcion, es decir, no involucran modificaciones en la sintesis de
protéinas y son considerados no-gendmicos,

Se ha propuesto {32) que el tiempo que transcurre para observar los efectos de
los esteroides es un pardmetro para distinguir los efectos gendmicos de los no
gendmicos, Los efectos no gendmicos, tienen un inicio répido de segundos o minutos
yunaduracidn cortaque finaliza cuando desaparece el esteroide def tejido. En cambio,

los efectos gendmicos tienen un inicio tento de horas o minutos y su efecto persiste

después que desaparece ¢l esteroide.

Lamembrana plasmaticaesuno de los sitios de accién directa de los estr6genos,
ya que en fracciones de membrana de miocitos de dtero y en membranas de pituitaria
de rata se identificaron sitios de unién de alta afinidad.

La interacci6én de estradiol con la membrana plasmaética puede hacerse a través de
receptores o enzimas o influir en la permeabilidad cefular.

Una interrogante avin no esclarecida es la naturaleza de los sitios de unién de los
esteroides en la membrana. Es posible que sean de naturaleza protéica o es posible
también que actien sobre los componentes l{pidicos de lamembrana. Un estudio que
empled las técnicas de calorimeurfa diferencial de barrido, difraccion de rayos X de
dngulo pequeiio y 2H resonancia magnética nuciear de estado s6lido (61) mostré que
el anestésico de nauraleza esteroidal alfaxolona actia sobre los lfpidos de la
membrana; se incorpora a la interfase de la membrana plasmaética en la regién donde
estan orientados los grupos polares de los fosfolfpidos y que suisémeroinactivo D16
alfaxolona no se incorpora en la bicapa lipfdica.

En menos de 3 minutos pueden ser detectados cambios en la permeabilidad al
Ca* en células de ttero en suspensién con estradiol 10° M También se han
observado cambios inmediatos en la actividad eléctrica neuronal en rebanadas de
cerebro o en sinaptosomas.(50,51), asf como efectos sobre sistemas enzimifticos
aislados,

Las plaquetas son células que carecen de nucleo y los efectos inhibidores de
prolame y buame y estimulante de proacame sobre la agregacién plaquetaria se
presentan segundos después de adicionar el agente inductor. Estos son motivos por los
que se propone que el efecto observado es un efecto directo no genémico

Lasdiferencias observadasen cuantoa potenciade prolame y buamey actividad
de proacame pueden ser consecuencia de las propiedades estructurales, electrénicas
y geométricas de los substituyentes en la posicién 178 de la estructura esteroidal
(Figura 6). Algunas consideraciones cualitativas de prolame buame y proacame son
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las siguientes:

Pares electronicus. El proacame presenta una banda de absorcién en 1560 cm-1 ensu
espectro de infrarrojo, que indica la presencia de un grupo carboxilo disociado lo que
sugiere la presencia, en este grupo funcional, de ocho pares electr6nicos libres
>Prolame presenta dos pares electrdnicos libres en el correspondiente grupo funcional
oxhidrilo> Buame carece de par electrénico libre ya que el grupo funcional
correspondiente es un metilo (ver Figura 6).

Poularidad Proacame > Prolame > Buame.

Yolumen del radical en 178 Proacame > Prolame (considerando los dos pares de no
unién del oxigeno del OH terminal) > Buame

Tomando en cuenta estas consideraciones es posible que la polaridad y el
volumen de radical que presentan prolame y buame les confieran las propiedades
adecuadas que podrian modificar la actividad de la membrana plasmiética y la
actividad de sistemas enzimaticos que estin involucrados en el incremento intracelular
de calcio.

Laexposicién de receptores de la membrana plaquetaria para el fibrinégeno, la
proteina Iib-Illa, es un proceso que depende de laliberacién de calcio intracelular (60).
A través de estos receptores se unen las fibras de fibrina que se estin generando en la
fase plasmdtica de la coagulacién. Estos puentes de fibrina son los responsables de
mantener la agregacidn plaguetaria. Los resultados con prolame y buame sugieren que
impiden indirectamente la exposicién del receptor 1Ib-la y por lo tanto la agregacién
de las plaquetas a través de los puentes de fibrina.

En conclusidn los resultados sugieren que algunos amino-estrégenos, tendrfan
la ventaja de reducir el riesgo de accidentes trombo-embdélicos que se presentan
durante el empleo de estrégenos como anticonceptivos o durante el tratamiento
antineopldsico. Con el fin de comprobar el mecanismo propuesto es necesario
continuar con estudios en los que se mida el flujo de calcio en las plaquetas, en
presencia de prolame, buame y proacame y de otros amino-estrégenos. Es también
importante probar otros amino-estrégenos substituidos en C17 para explorar con
mayor amplitud las relaciones estructura qufmica-actividad biolégica.
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Figura 6.
Propiedades electrénicas y geométricas del grupo terminal del radical en ia
posiciéon 178.
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