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11. RESUMEN 

Los estrógenos tienen un efecto bifásico en la coagulación sanguínea. Dosis 
elevadas administradas por via intraperitoneal a ratón macho, alargan el tiempo de 
coagulación por un periodo hasta de 24 h. posteriormente se observa un período de 
hipercoagulabilidad. Cuando los estrógenos se administran por via subcutánea se 
observa unicamente el estado de hipercoagulabilidad. 

En la búsqueda de estrógenos con actividad anticoagulante o anti-agregante 
plaquetaria y sin efectos trombogénicos se sintetizaron: prolame [N-(3-hidro><i-
1,3,5( 10)-estratrien-17B-i1)3-hidroxi-propilamina], buame [N-(3-hidroxi-1,3,5( 10)
estratrien-l 7B-il)butilamina] y proacame [ N-(3-hidroxi-1,3,5( 10)-estratrien-l 7B-il)-
3-carboxi-propilamina]. Prolame y buame difieren de otros estrógenos conocidos en 
su efecto en el tiempo de coagulación sanguínea. Producen en el ratón macho, cuando 
se administran por via subcutánea, un incrememo sostenido del tiempo de coagulación. 
Proacame, en contraste, lo disminuye . 

Se sabe que en el proceso de coagulación, las plaquetas participan de una 
manera detenninante a través de varios eventos coordinados: cambio de forma, 
adhesión, agregación, y secreción, que son el resultado de señales reconocidas en la 
superficie de la membrana y que desencadenan mecanismos estimulantes o inhibitorios 
mediante segundos mensajeros. 

Con el fin de conocer la participación de las plaquetas en el efecto anticoagulante 
mostrado por algunos amino-estrógenos, en este trabajo de tesis se evaluó el efecto de 
estrógcnos modificados, prolame, bunme, proacame y de estradiol 17-ll sobre la 
agregación de plaquetas humanas in 1•itro estimulada conADP, epincfrina y colágena. 

Se describe brevemente la participación del endotelio vascular, las plaquetas, el 
sistema de coagulación, el sistema fibrinolítico y los inhibidores plasmáticos en la 
regulación de la hemostasia, concediéndose un mayor énfasis a las plaquetas por ser 
sobre su actividad agregante que se evaluaron los efectos de los nuevos estrógenos 
modificados. Prolamey buame inhibieron significativamente la agregación plaquetaria 
inducida con ADP, epinefrina y colágena de una manera dosisadependiente. Estradiol 
y proacame no mostraron efectos antiagregantes. 

Se propone que el efecto inhibidor observado es un efecto directo no genómico 
consecuencia de las propiedades estructurales, electrónicas y geométricas de los 
substituyentcs en la posición l 7ll de la estructura esteroidal. Los radicales l 7B 
hidroxipropilamina y l 7B butilamina proporcionan a la estructura las características 
adecuadas que podrían modificar la actividad de la membrana plasmática y la 



actividad de sistemas enzimáticos que están involucrados en el incremento intracelular 
de calcio e impedir indirectamente la exposición del receptor Ilb-!Ila y por lo tanto la 
agregación de las plaquetas a través de los puentes de fibrina. 

Se sugiere que los amino-estrógenos de este tipo, además de su efecto esttogénico 
tendrían la ventaja de reducir el riesgo de accidentes trombo-embólicos que se 
presentan durante el empleo de estrógenos como anticonceptivos o durante el 
tratamiento antineoplásico. 
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111. INTRODUCCION 

REGULACION DE LA HEMOSTASIA. 

La sangre circula normalmente a través de los vasos sanguíneos sin coagularse 
y sin que exista activación plaquetaria. La regulación de la hemostasia depende de 
varios sistemas interrelacionados entre sí: 

Tono \'ascular y endotelio. con diferencias locales y regionales. 
Plaquetas. 
Sistema de coagulación. 
Sistema librinolilico. 
Inhihidores plasmáticos de la coagulación. 

Endotelio. 
Las células endoteliales participan en la hemostasia, trombosis y aterosclerosis 

(4). El endotelio intacto no es trombogénico; la presencia de glicosaminoglicanos 
proporciona cargas negativas a la superficie y no permite la interacción de plaquetas 
ni de otras células sanguíneas con el subendotelio, actuando como Úna barrera 
funcional. La pérdida de esta barrera es un. paso inicial en la patogénesis de la 
atcroesclerosis. Las plaquetas se adhieren, forman agregados y liberan el contenido 
de sus gránulos, especialmente en las regiones de flujo turbulento; en los vasos con 
flujo laminar la adhesión se dificulta porque las células sanguíneas están separadas 
de la superficie endotelial por una zona libre de células debido a la repulsión que 
generan las cargas negativas de endotelio y plaquetas. 

Plaquetas. 
Las plaquetas son células en forma de disco, de aproximadamente 1.5 a 2.5 µ 

de diámetro. Provienen de los megacariocitos de In médula ósea, estimulados por la 
trombopoyetina. En el ser humano se encuentran pequeñas poblaciones de 
megacariocitos también en pulmones, bazo, corazón, hígado y riñones. Estas son 
células poliploides gigantes, que al fragmentarse producen plaquetas con un promedio 
de vida de 10 días, siendo su recambio de aproximadamente 42,000 plaquetas/µl/dfa. 
Las plaquetas "jóvenes" son más grandes, densas y reactivas que las plaquetas "viejasº 
y aproximadamente de 15 a 40 % son secuestradas en el tejido reúculo endotelial de 
bazo e hígado por fagocitosis. 
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En la zona periférica de las plaquetas se encuentran dominios estructurales que 
corresponden al glicocálix, membrana unitaria y región submembranal. El glicocálix 
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 glicoprote(nas 
(la, llb, le, lla, llb, Ina, IV, V y IX) algunas de ellas identificadas como receptores 
plaquetarios.En la 1[1bla 1 se presentan las más importantes. 

TABLA l. 
Glicoproteinas de membrana. 

Tomado de Hemostasis and Thrombosis. 2a. Edición. Ed. J.B. Lippincott Co. pág. 
573. 

G1iconroteínn PM Subunidades Número por n1noueta 
lb 170 000 a,13 50000 

ll a 138 000 9 600 
II b 142 000 a,B 100 000 
IlI a 95 ººº 50000 

lllb<IV) 97 000 
V 82000 

IX 07l l 7 000-22 000 

La membrana constituye una barrera fisicoqulmica entre el medio intracelular 
y el extracelular. Algunas lipoproteinas presentes en la bicapa son de gran importancia 
para los procesos de coagulación, en especial el factor 3 plaquetario que al ser expuesto 
a la superficie durante la activación funciona como un sitio catalltico para algunos 
factores de coagulación. 

En la región submembranal, rodeando la circunferencia de lacélula se encuentran 
de 8 a24 bandas fibrilares de microtúbulos en diferentes estados de polimerización que 
mantienen la forma discoide de la célula y que junto con los micro!ilamentos 
constituyen el sistema contráctil y participan, en el momento de la activación, en los 
eventos de cambio de forma, formación de pseudópodos, ondas contráctiles internas 
y secreción. El espacio entre los microtúbulos y la membrana está ocupado por 
filamentos dispuestos de manera transversal. 

En el citoplasma se encuentra la zona de organelos, en donde se indentifican: 
Gránulos de glucógeno. 
Gránulos a. Almacenan en su interior albúmina, factor Va, factor VIII, factor 
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de vW, fibrinógeno, 13-tromboglobulina, factor4 plaquetario, factormitogénico, factor 
de permeabilidad, factor bactericida, factor quimiotáctico 1 trombospondina y 
fibronectina, urantiplasmina, cininógeno de al to peso molecular, a2-macroglobulina, 
ct¡·antitripsina, inhibidor C¡. 

Gránulos densos que almacenan ATP, GTP, ADP, GDP, fósforo, calcio, 
magnesio y serotonina. 

Lisosomas: 13-hexosamidasas, 13-glucuronidasa, 13-galactosidasa y a-
arabinosidasa, colagenasa y elastasa. 

Milocondrias. 
Aparato de Golgi 
Sistema tubular denso, sitio del cual se libera calcio para desencadenar los 

procesos contráctiles. 
Sistema canalicula~. Está asociado a la superficie de la célula e íntimamente 

relacionado con el sistema tubular denso. Está formado por invaginaciones de la 
membrana celular que recorren el citoplasma proporcionando una gran superficie y 
haciendo accesible el contacto de estimulantes plasmáticos con zonas internas de la 
célula. Funcionan también como conductos para liberar los componentes de los 
gránulos durante la fase de secreción. 
Como ya se ha mencionado las glicoproteínas presentes en la membrana plasmática 
son receptores para los agentes agonistas. A continuación se describen las principales 
características de algunas de ellas. 

Glicoproteina lb. Es la más abundante. Es una proteína integral de la membrana, 
abarca la bicapa lipídica, lo que le permite interactuar con las proteínas del citoesqueleto. 
Esta unida a la proteína enlazadora de actina, lo cual contribuye a que las plaquetas 
mantengan su forma de disco. Aporta aproximadamente el 15 % de las cargas negativas 
totales de la plaqueta, tiene dos subunidades polipeptfdicas, la glicoprotefna Iba y la 
glicoprotefna Ibl3. Bajo un estímulo apropiado, este receptor participa en la unión de 
las plaquetas con el subcndotelio a través del factor von Willebrand (vW). Los 
enfermos con el síndrome de Bemard-Soulier tienen alteraciones en la función de esta 
glicoprotefna, sus plaquetas son más grandes, se deforman más fácilmente y su 
adhesión al subcndotelio es deficiente. 

Glicoproteinas Ilb-Illa. Estas dos glicoprotefnas forman en la membrana un 
dímero que se expone a la superficie de la célula durante la activación. Son receptores 
de fibrinógeno, fibronectina y en menor medida de factor de vW. El fibrinógeno no 
puede unirse a la GPilb-lla a menos que la plaqueta sea estimulada previamente por 
algunos agonistas como ADP, epinefrina, colágena, trombina, ácido araquidónico, 
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factor activador plaquetario (PAF), endoperóxidos, factor vW sin cargas negativas y 
complejo GPlb-vW. La GP llb-!Ila también está presente en la membrana de los 
gránulos a.. Los enfermos con trombastenia de Glanzmann tienen anormalidades en 
el complejo Ilb-llla y dificultad para la unión plaquetas-fibrinógeno. 

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

Fisiología de las plaquetas. 
Muchas sustancias pueden iniciar las diferentes señales extracelulares que 

regulan la función plaquetaria: trombína, plasmina, catecolaminas, PGI2, factor 
relajante derivado de endotelio, colágena, ADP, tromboxano A7, PGD2 factor 
activador plaquetario (PAF), factor de vW, prostaglandinas y endoperóxidos 

0

(EPs).: 
Se clasifican en: 

Agonistas fuertes: trombina, colágena, endoperóxidos, TXA1 y PAF. 
Agonistas débiles: ADP, epinefrina, vasopresina y serotonina. 
Antagonistas: PGI2, PGD2 y factor relajante derivado de endotelio. 

En la Tablo 2 se presentan algunos agonistas asi como el sitio identificado como 
receptor. 

Factor de von Willebrand (vW). Está presente (20%) en los gránulos a., es 
sintetizado por las células endoteliales y los megacariocitos. Por la acción de la 
vasoprcsina y de su análogo l-desamino-8-D-arginina vasopresina, se libera del 
subcndotelio a la circulación. En la sangre circula unido al factor VIII. Está formado 
por varios mulúmcros de subunidades idénticas unidos por puentes disulfuro, su PM 
varía de 440 a 20000 kDa; los mulúmeros más pequeños son dímeros. Se han 
identificado de 15 a 20 mulúmeros diferentes y las plaquetas contienen los más 
grandes. Tiene carbohidratos (ácido siálico), que le confieren carga negativa y que 
protegen a la molécula de proteólisis. Se libera bajo el estímulo de colágena y 
trombina. Los multlmeros grandes son más eficientes para interactuar con la plaqueta 
y el subcndotelio. Los pacientes con enfermedad de vW tipo llA tienen concentración 
normal de factor vW pero carecen de mulúmeros grandes y presentan tiempos de 
coagulación prolongados. Son los multlmeros grandes los que interactúan 
principalmente con la colágena. Esta interacción induce cambios conformacionales en 
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TAULA 2. 
Agonistns plaquetarios. 

Tomado de Physiological Reviews (1989); 69: 141. 

Agonista Receptor Afinidad,n Sitios por l'M del Sitio de 
~I nlauueta Unión Kda 

Fac1orde GPlb 143 
vW 

Coláuena GP la 160 

GPlb Kdl 0.3 50 143 
Trombina Kd2 11 1,700 

Kd3 2.900 590 000 
TxA2 Kd 75-100 1700-2200 200 
ADP Kd 180-380 

33 ººº 
PAF Kdl 0.26 245 160-180 

Kd2 9-37 1 400-1600 
Vasooresina Receotor Vt Kd 0.7-1.3 95 
Epinefrina Receptor a2 Kdl 160-280 150-450 64 

adrenérnico Kd2 9-14 

la estructura del factor vW y facilita la unión con la GP lb. Su interacción es 
indispensable para la adhesión de las plaqueias al subendotelio y es dependiente de 
Ca2+. 

Colágena. Los monómeros de colágena (tropocolágena) están constituídos por 
tres cadenas: una a. y dos ~ enrrolladas, con uniones intramoleculares cruzadas. Las 
unidades de tropocolágena se poli me rizan para formar microfibrillas de col~gena. Las 
plaquetas pueden adherirse (proceso dependiente de Mg2+), tanto a la colágena 
monomérica como a la fibrilar, pero únicamente las plaquetas adheridas a la colágena 
fibrilar pueden secretar su contenido y agregarse. La colágena puede interactuar con 
diversas proteínas como fibronectina, fibrinógeno, FvW /FVIII y se han propuesto 
varios receptores de colágena en las plaquetas: OPiia (receptor principal), GP 61-KDa, 
GP 65-KDa, factor XIII plaquetario, complemento Cls. 

Trombina. Es una proteína neutra. La unión con su receptor de plaqueta es 
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rápida, saturable y reversible. Interactúa con al menos dos sitios en la superficie de las 
plaquetas: 

1) Se une a su receptor la GPlb que posee sitios de diferente afinidad: 
a) Sitio de alta afinidad (Kd 0.3 nM; 50 sitios/plaqueta). Se encuentra en la 

porción de glicocalicina de GPib; la fracción catalítica de trombina no participa en esta 
uni6n 

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 proteolílicamente a la GP V presente en la 
superficie plaquetaria. La trombina es una proteasa de serina y puede hidrolizarvarios 
enlaces pept[dicos. En particular la y-trombina tiene actividad de esterasa y la 
capacidad de activar a las plaquetas. 

Acido araquidónico, endoperóxidos y tromboxano A2 (TXA2) La enzima 
ciclo-oxigenasa transforma al ácidoaraquidónicoen los endoperóxidos PGG2y PGH2 
y por la acción de la enzima tromboxano sintetnsa en TxA2, compuesto agregante 
plaquetario muy potente, pero muy lábil, que interactúa con el receptor PGHz/TxA2. 
Altas concentraciones de ácido araquidónico tienen un efecto inhibidor de In agregación 
plaquetaria porque aumentan la formación de productos de la enzima lipa-oxigenas 
(leucotrienos) 12-HPETE y 12-HETE que antagonizan la agregación. 

Adenosindifosfato (ADP). Produce dos efectos plaquetarios independientes. 
Uno es la inducción de cambio de forma en las plaquetas (0. l-0.5µM), exposición de 
receptores a fibrinógeno y agregación (l-5µM). Otro es la inhibición de la enzima 
adenilatociclasa inducida por PGI2 (3µM). Es probable que estos efectos sean el 
resultado de su interacción con diferentes receptores. El ATP es un antagonista 
competitivo y la epinefrina incrementa 1 O veces la afinidad del ADP por su receptor. 

Factor de acti\'ación plaquetaria (PAF). (l-0-alquil-2-0-acetil-sn-glicero-
3-fosforilcolina). U nicarnente es activo el estereoisómero R. Se metaboliza rápidamente 
tanto en plasma como en la plaqueta por la enzima factor activador plaquetario
acetilhidrolasa (PAF-AH). Es un agonista muy potente producido por neutrófilos, 
basófilos y macrófagos. Interactúa con un receptor especifico de alta afinidad (Kd 0.3-
3nM, 1399 sitios/plaqueta) independientemente de la concentración extracelular de 
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calcio, pero la afinidad se incrementa en presencia de Mg2+ y disminuye en presencia 
deNa+yaTP. 

Vasupresina. Es un estimulo muy potente para activar a las plaquetas humanas 
y de perro ( 1.0 nM), sin embargo Ja concentración circulante no proporciona un 
estimulo 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 hepáticos, 
(receptores V 1 ); la unión es dependiente de Mg2+. 

Epinefrina. Es ocho veces más potente que Ja norepinefrina para activar a las 
plaquetas. En experimentos in vi11·0 la concentración requerida es mayor (0.1 µM) a 
lns concentraciones fisiológicas (0.1 nM). Concentraciones bajas de epinefrina 
( 1 OnM) potencian la respuesta a otros agonistaS. TI ene dos efectos diferentes en las 
plaquetas a través de receptores adrenérgicos a.2 (150-450 sitio/plaqueta): 

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

2) Inhibe a la enzima adenilatociclasa. 
Las plaquetas humanas también poseen receptores fh, en menor proporción que 

receptores u2, (60 sitios/plaqueta) que estimulan a Ja enzima adenilatociclasa. 
El efecto depende del número de receptores adrenérgicos a.2 y P2 que varia de especie 
a especie. 

Fibrinógeno. Su presencia es indispensable para el proceso de agregación. Es 
una glucoprotefna de 340 KDa, presente en plasma yen los gránulos a. Es un hexámero 
de tres cadenas: Aa, BP y y, que están unidas covalentemente por puentes disulfuro. 
Tiene un dominio central (E) que contiene los grupos amino terminales de las seis 
cadenas polipeptldicas; los grupos carboxilo terminales están localizados en dos 
distintos dominios (D). Tres sitios de la molécula de fibrinógeno pueden interactuar 
con el receptor plaquetario GPIIb-Jila: el grupo amino terminal de Ja cadena Aa (Gly
Pro-Arg-Val), la región terminal carboxllica de la cadena y (secuencia 15-10) y la 
región carboxilo terminal de la cadena Aa (Arg-Gly-Asp). Una plaqueta activada une 
un promedio de 40000 moléculas de fibrinógeno. El tetrapéptido Arg-Gly-Asp-Ser es 
un antagonista potente del receptor de fibrinógeno y también inhibe la adhesión de Ja 
plaqueta a fibronectina y a vW. Los péptidos con grupos amino terminales de las 
cadenas Au y BP 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 escá expuesto, se requiere un estímulo 
previo (ADP, epinefrina, trombina, colágena, ácido araquidónico, PAF, EPs{fxA2), 
asr como la presencia de Ca2+ (0.1-1 mM), que probablemente orienten apropiadamente 
grupos funcionales de la GP Ilb. El AMPc así como un pH menor de 6.5 inhiben la 
interacción del fibrinógeno. 

Mecanisntos actinuJores e inhibidures de Ja función plaqueta ria. 
El mecanismo acüvador más importante en las plaquetas, está asociado a la 

hidrólisis enzimática de fosfoHpidos de inositol: inositol 1,4,5, trifosfato (IP3) y 1,2 
diacilglicerol (DG) (7). El principal mecanismo inhibidor está asociado al AMPc. 
Ambos mecanismos son iniciados por la ocupación de receptores en la supcñicíe 
celular y traducidos internamente por la activación de proteínas G reguladoras, 
localiz.adasen la membrana y asociadas a una enzima para formar segundos mensajeros. 
Los segundos mensajeros ejercen sus acciones induciendo cambios conformacionales 
en proteínas específicas, ya sea directa o indirectamente por activaciónde proteincinasas. 

La activación o inhibición fisiológica en las plaquetas se inicia cuando un 
rnensajerocxtracelular interactúa con uno o varios receptores específicos localizados 
en la superficie celular. En la Figura 1 se presenta un esquema que muestra Jos 
mecanismos bioquímicos de activación e inhibición plaquetaria. 
Proteínas G. 

Las plaquetas como otras células poseen proteínas G transductoras que participan 
en la activación de enzimas específicas para generar segundos mensa je ros intracelulares, 
efectores internos y la respuesta plaquetaria. 

Proteína Gp. Participa en la activación de la fosfolipasa C (PLC) y en la 
fonnación de IP3 y DG, a través de receptores para vasopresina, PAF y EPsffxA2. 

Proteína Gs. Participa en la activación de adenilnto ciclasa, incrementa la 
concentración intracelular de AMPc, esta unida al receptor de PGI2, PGD2 y al 
receptor P adrenérgico. 

Proteína Gi. Participa en la inhibición de adenilatociclasa, bloquea la producción 
de AMPc a través de receptores a2 adrenérgicos, receptor de trombina y del receptor 
aADP. 

Cada una de estas proteínas tiene tres subunidades (a, p y y) unidas entre sí y 
asociadas a GDP a través de la subunidad a. Después del estímulo agonista sobre el 
receptor, GDP se disocia. En estas condiciones GTP en presencia de Mg2+ se une a la 
subunidad a, separándose las subunidades P y y. El complejo Ga-GTP interactúa con 
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una enzima que amplifica el mensaje y forma segundos mensajeros. Cuando la enzima 
GTP-asa, presente en la subunidad a, hidro!iza GTP a GDP, se interrumpe la señal y 
la subunidad a se une nuevamente a las subunidades 13Y. 

Figura l. Mecanismos hioquhnicos de cslfmulo e inhibición plaquctaria. Se 
presentan el sistema enzimático de fosfolipasa C (PLC) y de fosafolipasaA2 (PLA2) 
que desencadena mecanismos estimulantes asi como el sistema de adenilato-cilcasa 
{AC) que desencadena un mecanismo inhibitorio de la actividad p!aquetaria.Tomado 
de Blood 1989, 74: 1181. 

Mecanismo Activador. 
Fosfolipidos de inosilol y regulación de la concentración intracelular de calcio. 

En las plaquetas hay diversas formas de PLC. Se encuentran en las membranas 
y en el citoplasma y difieren en su afinidad por substratos, velocidades catallticas y 
requerinúento de Ca2+. La hidrólisis enzimática de fosfollpidos de inositol por 
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fosfolipasa C (PLC) genera dos potentes segundos mensajeros: Jnositol l,4,5 trifosfato 
(IP3) y 1,2 -sn-diacilglicerol (DG). 

El 1P3 y el DG. inician diferentes mecanismos de activación plaquetaria. 
El IP3 incrementa la concentración intracelular de calcio, el DG activa aprotelncinasa 
C (PKC). Cada uno de estos eventos independientemente provocan activación 
plaquetaria, y juntos, sinérgicamente estimulan diversas respuestaS incluyendo secreción 
y liberación de ácido araquidónico de los fosfolípidos de la membrana. 

El JP3 moviliza calcio del sistema tubular denso (reúculo endoplásmico). Las 
plaquetas en reposo tienen una [Ca2+]i de - 100 nmol/L. Cuando se estimulan por 
agonistas, ésta se incrementa al orden micromolar. En las plaquetas en reposo el Ca2+ 
se localiza principalmente en: 

a) El complejo glicoprotéico de membrana Ilb-lllacon un recambio muy rápido 
(t112 0.7 min). 

b) Un sitio localizado en el citosol, con un recambio rápido (t112 17 min), 
regulado por un intercambiador de membrana Na+/ca2+. 

c) El sistema tubular denso, con recambio lento (t112 300 nún), dependiente de 
Ca2+ /Mg2+ ATPasa . Es de este sitio que el calcio es liberado al citoplasma después 
de una activación por agonistas. 

El JP3 se une a receptores específicos del sistema tubular denso. Esta ocupación 
del receptor abre un canal de calcio, sensible al pH, que permite movimientos de calcio 
en el citosol e inicia la respuesta celular (cambio de forma, agregación y secreción). 

Otra molécula que ha sido considerada un segundo regulador del [Ca2+]i, es el 
inositol l,2-(clclico)-4,5 trifosfato. Se forma en aproximadamente 10 segundos 
después de la activación por trombina y también aumenta la liberación de calcio. Existe 
evidencia de movimientos de cationes divalentes a las plaquetas, como una función de 
algunos canales operados por receptores. 

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

Induce el metabolismo de ácido araquidónico. 
Facilita la unión de fibrinógeno al complejo Gp llb-Illa 
Fosforila a la proteína 4 7 que polimeriza los filamentos de actina para la 

reorganización del citoesqueleto. 
Fosforita a la proteína lipocortina inactivándola, (la lipocortina tiene actividad 

anti-PLA2). 
La actividad de PKC es controlada por el metabolismo de DG, su actividad 
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declina paralelamente con la disminución 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 contráclil: activa a la calrnodulina, enzima dependiente 
de calcio que fosforila a la cadena ligera de miosina (su principal substrato), lo que 
permite que la actina actúe sobre la miosina. 

b) Modificando al citoesqueleto durante la agregación plaquetaria. En la 
activación de las plaquetas participan diferentes proteasasque dependen de calcio para 
su actividad. 

c) La activación tanto de PLA2 como de PLC es dependiente de calcio. 
d) La activación de PKC requiere de la presencia de calcio y fosfatidil serina. 

Trombo,ano Az y ADP. AmpliOcación de la señal. 

La formación de endoperóxidos y TXA2 y la secreción de ADP de los gránulos 
densos son mecanismos de retroalimentación positivaque amplifican lasel\al activadora 
(ver Figuro 1 ). 

Mecanismo lnhibidor. 

El mecanismo inhibidor más importante en plaquetas (7), está asociado al 
AMPc. Su s(ntesis está regulada por la enzima adenilato ciclasa a través de la proteína 
Gs. El aumento de la concentración 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 Ca2+. 
Inhibe a la fosfolipasa C y a la producción de IP3 y DG. 
induce el metabolismo de DG a fosfoinos(tidos, disminuyendo la activación de 

PKC. 
Disminuye la unión de trombina a las plaquetas . 
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Respuestas Plaquetarias. 

Las respuestas plaquetarias pueden clasificarse en dos categorias: 
Respuestas re,·ersibles: cambio de fonna, adhesión y agregación reversible, 

acciones relacionadas con la función de cerrar los espacios entre las células endoteliales. 
ltespueslas irre\'t~rsibles: agregación irreversible y secreción, acciones 

relacionadas con la función hemostática de las plaquetas. Inicialmente, en 2~3 seg, la 
membrana forma pliegues irregulares, se ensambla el citoesqueleto, los gránulos 
migran hacia el centro y la plaqueta adquiere una forma esférica, , aumentando su área 
y probablemente incrementando su volumen. Después se inicia la formación de 
pseudópodos en 7-8 seg. Todos los estimulantes plaquetarios inducen cambios de 
forma completos, excepto la epinefrina y los ésteres de forbol (no aumentan la 
[Ca2+]i¡. Los cambios de forma son independientes de la [Ca2+]e; pueden iniciarse a 
bajas concenttaciones de agonistas sin inicio de agregación y secreción. La actividad 
procoagulante de la plaqueta aumenta durante el cambio de forma, al facilitarse la 
unión de la trombina en la superficie plaquetaria. 

La adhesión se lleva acabo en dos etapas: primero la plaqueta se une al endotelio 
a través de pseudopodos y, posteriormente, al subcndotelio, por una superficie de la 
membrana más extensa. 111 virro puede adherirse a fibras de colágena o al vidrio y esta 
adhesión no se inhibe con prostaciclina. En condiciones fisológicas los cambios de 
forma preceden a la agregación y secreción y es indispensable la previa formación de 
pseudópodos. 

Agregación Plaquetaria in 1•itro. 

En la agregación plaquetariai11 vitro pueden distinguirse dos tipos de respuestas: 
La agregación primaria, reversible; inducida por bajas concentraciones de 

agentes estimulantes, en presencia de [Ca2+]e. El fibrinógeno se une al receptor pero 
después se disocia sin secreción del contenido de los gránulos. 

La agregación secundaria, irreversible; inducida por concentraciones apropiadas 
de agonistas. Es una consecuencia de la secreción de los gránulos a y de los gránulos 
densos. Los gránulos migran hacia el centro de la célula, se fusionan con el sistema 
canaliculary liberan su contenido, a través de los canales, a la superficie de la plaqueta. 
Se ha descrito otro mecanismo en el que los gránulos migran hacia la periferia de la 
célula, en donde forman multivesículas que se asocian y posteriormente se fusionan 
a la membrana, liberando su contenido hacia el exterior de la célula. La secreción de 
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lisosomas sólo ocurre con altaS concentraciones de trombina o colágena. La secreción 
de los gránulos conduce a la formación de endoperóxidos y TXA2. 

Sistema de Coagulación, tibrinulitico e inhihidores plasmáticos_ 

En resumen, cuando un vaso sanguíneo se lesiona, las plaquetas se adhieren a 
las fibras de colágena a través del faclor vW; otras plaquetas se agregan a esta primera 
capa, formando un agregado plaquctario. Existen receptores específicos en la 
superficie de las plaquetas que eslán acoplados a eslructuras intracelulares; la unión 
receptor·agonista induce cambios característicos en el interior de la célula que activan 
las plaquetas, desaparece la banda marginal de microtúbulos que nonnalmente 
confiere la fonna discoide, los gránulos de almacenamiento migran hacia el centro de 
la célula, se forman pseudópodos y se activan las enzimas fosfolipasa C y fosfolipasa 
A2•· La fosfolipasa C, produce difosfato diacilglicerol e inositol tri fosfato a partir de 
fosfatidilinositol difosfato. El inositol trifosfato eleva la concentración 
intracitoplasmática de calcio y el diacilglicerol activa a la proteincinasa C. 

La fosfolipasaAz, libera ácido araquidónico el cual es convertido por la enzima 
ciclo-oxigenasa a endoperóxidos y a prostaglandinas, para formar trombo:<anoA2, un 
potente agregante plaquetario y la prostaglandina PGD2, la cual inhibe la agregación 
plaquetaria. El ADP también eleva la concentración citoplasmática de calcio, 
independientemente de la vía de la ciclo-oxigenasa. 

La activación de las plaquetas por estos mecanismos conduce a la migración de 
los gránulos hacia el centro de la célula, por acción del aparato contráctil y secreción 
del contenido de los gránulos. En presencia de una concentración adecuada de calcio 
citoplasmático se fusionan las membranas de los gránulos con las membranas del 
sistema canalicular secretando su contenido al medio externo, pudiendo desencadenar 
un segundo ciclo de activación plaquetaria. 

Las glicoprote(nas específicas situadas en la membrana son receptores para 
pro!dnas plasmáticas. El complejo GP llb-lIIa es el receptor para fibrinógeno y se 
manifiesta con cualquier agonista capaz de inducir agregación plaquetaria. La GP lb 
es el receptor del factor de vW, que también puede interactuar, en menor medida, con 
la GP Ilb-llla. También participan en la agregación plaquetaria la trombospondina y 
la fibroncctina. 

La activación es inhibida por el AMPc(clico. Las plaquetas contienen adenilato 
ciclasa, enzima que convierte ATP en AMPc. La adenilato ciclasa es estimulada por 
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la PGD2 producida en las plaquetas y por la PGl2 producida en las células endoteliales. 
El AMPc estimula a la bomba Ca2+/Mg2+ ATPasa, que reduce la concentración de 
calcio citoplasmático, antagonizando el efecto de los agentes agonistas. En 
concentraciones suficientes el AMPc inhibe además de la agregación, la adhesión, la 
secreción y el cambio de fomrn. Otros inhibidores son laADPasa y la trombomodulina 
presentes en el endotelio. 

Durante la activación plaquetaria también se manifiestan Hpidosde la membrana, 
que servirán 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 activación del factor X y 
de la protrombina. Al mismo tiempo, algunas proteínas plasmáticas reaccionan con el 
subcndotelio activando la fase de contacto dt! la coagulación. Los tejidos expuestos del 
sitio dañado proporcionan el factor tisular o tromboplastina para iniciar la fase 
ei<trlnseca de la coagulación. El resultado es la formación de trombina, que a su vez 
acelera la activación de factor V y Vlll y estimula la secreción plaquetaria. Estos 
eventos son atenuados tanto por las células endoteliales que sintetizan PGl2, 
trombomodulina y polisacáridos heparinoides, como por proteasas plasmáticas tales 
como el inhibidorC¡ para la fase de contacto (atenúa al factor Xlla, Vlll y calicrelna); 
la a. ¡-antitripsina (atenúa al factor Xla), la antitrombina lll (atemía al factor IXa y Xa), 
la a.2-macroglobulina y la protelna e que en presencia de un cofactor, la protc(na s. 
atenúa a los factores V y VIII activados. 

El principal substrato para la trombina es el fibrinógeno que después de una 
hidrólisis inicial fonna monómeros de fibrina que polimerizan para formar un coágulo 
que se estabiliza por uniones cruzadas covalentes inducidas por el factor xma. 

El plasminógeno presente en el plasma, se transforma en plasmina por la acción 
del activador tisular de plasminógeno, sintetizado por las células endoteliales. 
Normalmente la plasmina no actúa sobre el plasminógeno por la presencia de cii
antiplasmina, sin embargo la superficie del coágulo de fibrina está protegida del 
inhibidor y la fibrinólisis se lleva a cabo, para disolver el coágulo y formar productos 
de fragmentación de la fibrina. 

ll EFECTO DE ESTROGENOS EN EL SISTEMA HEMOSTATICO, 

Estudios epidemiológicos han mostrado que el empleo de estrógenos está 
asociado a trombosis e infarto al miocardio. Los primeros hallazgos, basados en la alta 
incidencia de enfennedad coronaria en personas del sei<o masculino y no as( en el 
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femenino, sugerían que los estrógenos endógenos deberían proteger a las mujeres 
contra ateroesclerosis y trombosis. Mandoki ( 1) ha demostrado el efecto bifásico de 
los estrógenos en la coagulación sanguínea. Dosis elevadas administradas por via 
intrapcritoneal a ratón macho. alargan el tiempo de coagulación por un período hasta 
de 24 h.; posteriormente se observa un perlado de hipercoagulabilidad. Cuando los 
estrógenos se administran por vía subcutánea se observa unicamente el estado de 
hipercoagulabilidad. 

Stamler demostró el efecto protector de los estrógenos conjugados, 
administrándolos a hombres que habían sufrido previamente un infarto al miocardio, 
a dosis elevadas (10 mg/dia) (2), pero cuando se administraron en dosis menores (5 y 
2.5 mg/dia), la tendencia trombótica se elevó en lugar de disminuir (3). De manera 
similar el uso de estrógcnos en el tratamiento de cáncer prostático incrementa tanto los 
accidentes trombóticos arteriales como hemorragias cerebrales. Actualmente, a las 
dosis empleadas, se ha establecido una relación entre los anticonceptivos orales, los 
accidentes hemorrágicos cerebrales y los eventos trombóticos. Intervienen también 
otros factores como la edad, tabaquismo, la dieta, la hipertensión y el sedentarismo. 

Debe señalarse que los estrógenos exógenos presentes en los anticonceptivos 
tienen estructura qufmica difcrcn te a la de los estrógenos naturales, y que su metabolismo 
y efectos biológicos pueden diferir. No se sabe con certeza si el efecto trombofílico es 
consecuencia del compuesto original o de alguno de sus mctabolitos que se forman 
rápidamente (8-10). 
Es probable que el efecto de los estrógenos o de alguno de sus metabolitos, sea el 
resultado de varios efectos sobre los componentes del mecanismo hemostático: 
endotelio, tono vascular, flujo sanguíneo, plaquetas, coagulación, fibrlnolisis e 
inhibidores plasmáticos. 

Favorecen la fragilidad capilar por sus acciones sobre endotelio vascular, es 
probable que las hemorragias cerebrales que se han observado con su empleo se deban 
a este mecanismo. Han aparecido también informes de trombosis e infarto al 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 farmaceúticas con menor cantidad de estrógenos y de 
progestágenós reduce los riesgos, pero no los elimina ( 18). Losestrógenos disminuyen 
el tono vascular y favorecen la estasis (19), retardando el flujo sanguíneo y facilitando 
la trombosis . 

Se han publicado datos contradictorios sobre el efecto de estrógenos y 
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anticonceptivos orales sobre las funciones plaquetarias. Algunos autores informan de 
un incremento en la cuenta de plaquetas (20-22). adhesividad plaquetaria (26,28) y 
agregación plaquetaria (27 ,30,31 ). Otros no encuentran cambios significativos en la 
cuenta de plaquetas (23-25), adhesividad plaquetaria (24,27,30,32) o agregación 
plaquetaria (33-35). También se ha reportado la disminución en la adhesividad 
plaquetaria (29). Recientemente se ha descrito, en estudios en ratas, la disminución de 
la actividad de la enzima factor de activación plaquetaria-acetil hidrolasa por estrona, 
estradiol y estriol (30). 

Los anticonceptivos ora)es incrementan Ja concentración de fibrin6geno {23, 
31-34), la concentración 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 concentración de 
precalicrefna (35,40), cininógeno de alto peso molecular (44), factor XI (43,44,33} 
VIII (23,24) y V (23,45). Incrementan también la cantidad de plasminógeno(23,43,45), 
asf como la actividad fibrinolítica (23,27 ,32-34,45), efecto que puede estar relacionado 
con el aumento del factor Xll (35). 

La concentración de et2-antiplasmina no se modifica, se incrementa la 
concentración del inhibidor a t ·proteinasa (inhibe al factor Xa) y la a2-macroglobulina 
(inhibe a la trombina); este hecho no podría representar un efecto protector de los 
estrógenos porque la disminución de estos inhibidores no se ha asociado a trombofilia 
(5). 

La antitrombina ID es un inhibidor plasmático cuya deficiencia en concentración 
o en actividad ha sido asociada a trombofilia. Se ha descrito que la concentración de 
antitrombinalll (determinada por métodos antigénicos) es nonnal, pero su actividad 
(determinada por métodos funcionales) está disminuida, (deficiencia tipo ll) en 
mujeres que toman anticonceptivos orales. La deficiencia aparece un mes después de 
haber iniciado el tratamiento y desaparece un mes después de haberlo suspendido y 
es mayor con las presentaciones que contienen de 75 a 150 µg de mestranol o 
etinilestradiol que con las que contienen 50 µg. Los progestágenos no disminuyen la 
actividad de la antitrombina Ill, a excepción del lynestrenol que genera numerosos 
metabolitos con actividad estrogénica (14). 

La proteína C y su cofactor la protefna S, proteínas con síntesis hepática 
dependiente de vitamina K, tienen un papel regulador en la coagulación y la 
fibrinolisis (46). La protefna C activada es una proteasa de serina que inactiva a los 
factores V y Vlll activados, disminuyendo as! la fonnación de trombina. También 
interactúa con el inhibidor del activador tisular de plosminógeno pennitiendo que 
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exista una mayor concentración del activador tisular de plasminógeno. Favorece de 
esta manera, la formación de plasmina. Su cofactor la proteína S circula en forma libre 
o forma activa en 40 % y 60% se encuentra unida, reversiblcmcntc, al complejo 
proteico C4b inhibidor del sistema del complemento. Durante el empico de 
anticonceptivos orales se ha descrito una disminución de la concentración total de PS 
(46) y un aumento significativo de la concentración plasmática de proteína C (39). Es 
probable que la proteína C, al igual que Otros factores de coagulación hepáticos 
dependientes de vitamina K, se incremente por un mecanismo similar (39). 
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IV. OBJETIVO. 

Se ha descrito el efecto trombofllico de los estrógenos naturales y sintéticos y 
el riesgo de sufrir accidentes tromboembólicos con su empleo. 

En el proceso de coagulación, las pi aqueras participan de unamaneradetenninante 
a través de varios eventos coordinados: cambio de fonna, adhesión, agregación, y 
secreción, que son el resultado de señales reconocidas en la superficie de la membrana 
y que desencadenan mecanismos estimulantes o inhibitorios mediante segundos 
mensajeros. 

En la búsqueda de nuevos estrógenos que no favorezcan la trombofilia, se 
sintetizaron en el Instituto de Química de la UNAM por J.M. Femández-G.(47,48), 
estrógenos modificados en la posición 171!: N-(3-hidroxi-1,3,5( 10)-estratrien-17ll-il-
3-hidroxipropilamina. (prolame ); N-(3-hidroxi-1,3,5( 1 O)-estratrien-171!-il-3-
butilamina.(buame); N-(3-hidroxi-1,3,5( 10)-estratrien-171!-il-3-carboxipropilarnina, 
(proacame), Figura 2. 

El presente trabajo de tesis tiene por objeto determinar el efecto de estos 
estrógenos modificados y compararlo con el de estradiol 17-ll (Figura 2), a 
concenrraciones equimoleculares. En este estudio se usarán diversos agentes agregan tes: 
adcnosindifosfato (ADP), epinefrina y colágena, con el fin de esclarecer el mecanismo 
de acción de los efectos observados. 
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V. PARTE EXPERIMENTAL. 

MATERIAL Y METODOS. 

Sl'.'OTESIS DE LOS COMPUESTOS. 

Los compuestos fueron sintetizados por el Dr. Juan Manuel Femández-G. del 
lnstiruto de Química de la UNAM. Los puntos de fusión no corregidos y los espectros 
de resonancia magnética nuclear, infrarrojo (en pastilla de KBr) y de masas se 
deternúnaron respectivamente en un aparato de Fisher-Johns. un cspectrómctro Varian 
Gemini 200, un espectrofotómetro Perkin-Elmer 283-B y un espectrómetro de masas 
Hewlett-Packard modelo 5985. 

Pro lame: N-(3-Hidroxi- 1,3,5( 10)-estratrien- l 7B-il)-propanolamina. La síntesis 
ha sido descrita previamente (47,48). 

Buame: N-(3-Hidroxi-1,3,5(10)-estratrien- l 7B-il)-butilamina. Se obruvo por 
métodos ya descritos (63,64), punto de fusión 104 ºC. 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·I (NH). El espectro de 
resonancia magnética nuclear protónica, determinado en CDCl3, utilizando 
tetrametilsilano como referencia interna, muestra las siguientes señales (ppm): 0.85 
(t), 1.15-1.50 (m), 1.55-1.85 (m), 2.0 (s), 2.1-2.3 (m). 6.6 (m), 7.05 (d). Análisis 
elemental para C22H33NO. 

Proacame: Acido N-(3-Hidroxi-1,3,5( 10)-estratrien- l 7B-il)-3-amino-but(rico. 
Se obruvo por los métodos descritos para el compuesto anterior; punto de fusión 
descompone; M+ =como este compuesto descompone no fue posible determinar su 
espectro de masas. El esyectro de infrarrojo muestra una banda muy ancha en el 
intervalo 3460-3140cm" , (OH y NH) no se observa la banda del carbonilo del ácido 
carbo><ílico, sino otra centrada en 1560cm·1 que corresponde a la vibración asimétrica 
de estiramiento de un anion carboxilato (65) es decir el proacame se encuentra en 
forma de zwittc:rion. El_ espectro de resonancia magnética nuclear protónica, determinado 
en CDCl3, utilizando tetrametilsilano como referencia interna, muestra las siguientes 
señales (ppm): 0.7 (s), 1.15-2.5 (m), 6.6 (m), 7 .05 (d). Análisis elemental para 
C22H3¡N03. 
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PLAQUETAS. 
En cada detcnninación se empleó la sangre de cuatro donadores que acudieron 

al banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiología "Ignacio Chávez". Los 
donadores eran sanos, del sexo masculino, entre20 y 50 años de edad de más de 50 Kg. 
de peso, con al menos 6 horas de sueño, en ayuno desde la noche anterior, que no 
hubieran ingerido bebidas alcohólicas en las ultimas 24 horas ni recibido medicamentos, 
en particular analgésicos anti·intlamatorios por 1o menos dos semanas antes del 
estudio. 

La sangre se colectó por venopunción, a la misma hora en cada experimento (8· 
9 a.m.), en tubos de plástico de polipropileno que contenían citrato de sodio(citric acid 
trisodium salt dihydrate, Merck) al 3.8 % (0.1 M), en una proporción 1 :9, como 
anticoagulante. El plasma rico en plaquetas (PRP), se separó por centrifugación 
durante 4 minutos a 140 x g. a temperatura ambiente (20-24 °C). Los plasmas se 
mezclaron tomando posteriormente 2 mi de cada tubo de plasma rico en plaquetas. La 
cuenta se ajustó a 200,000 plaquetas/µ!. El plasma pobre en plaquetas (PPP) se obtuvo 
con el remanente de sangre, que se centrifugó 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 detenninaciones se hicieron dentro de las siguientes 2 horas a la toma de la 
muestra de sangre, en un lumi-agregómetro de dos canales marca Chrono-log Mod 
703, a 37ºC ±0.3, en cubetas de 0.312" de diámetro, con agitación continua utilizando 
un imán revestido de teflón. Los compuestos se disolvieron en dimelilsulfóxido 
(Baker). 
A 400 µl de PRP se adicionó el estrógeno a probar en un volumen fijo de 5 µI e 
irunediatamente después el agente inductor de la agregación plaquetaria ADP, colágena 
o epinefrina (Sigma Co.), sin pennitir un intervalo mayor de 5 segundos. 

El voltaje resultante de la transmisión simultánea de luz infrarroja a través del 
PRP y el PPP fué registrado en papel en un registrador Fisher Recordall Series 5000 
a una velocidad de 2.5 cm/min. El tiempo de registro fue siempre el mismo para cada 
agente estimulante; al final del mismo se midió el máximo de agregación en una escala 
con unidades arbitrarias. 

Los trazos de agregación obtenidos con el PRP, disolvente y agente agregante 
fueron conSiderados como 100% y se compararon con los obtenidos con los amino
estrógenos, prolame, buame, proacame y estradiol-17!1 (Syntex) a concentraciones 
equimoleculares entre 1.25 µM y 395 µM. 
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VI. RESULTADOS. 

A continuación se muestran las curvas de agregación plaquetaria obtenidas con 
prolame. buame, proacame y estradiol 17-B, inducidas con ADP 5µM, epinefrina 10 
µM o colágena 50 µg/ml. 

C'OM'l'llOL 
PMSO J,L 

CONTROL 

1M 
·J \_ .. u""~·~ 

PRO LAME 

--~---!.--

BU AME 

1 ..,:-¡...--
'' a~--

PROACAME ESTRADIOL 

Figura 3. Registro de las curvas de agregación plaquetaria inducida conADP 5µM en 
presencia de 395 µM de prolame, buame, proacame y estradiol y de 5µ1 de DMSO 
como control. 
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PRO ACAME ESTRADIOL 

Figura 4. Registro de las curvas de agregación plaquetaria inducida con epinerina 
IOµM en presencia de 395 µM de prolame, buame, proacnme y estradiol y de 5µ1 de 
DMSO como control. 
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Figura S. Registro de las curvas de agregación plaquetaria inducida con colágena 50 
µg/mlen presencia de 395 µM de prolame, buame, proacame y estradiol y de 5µ1 de 
DMSO como control. 

Prolame y buame a concentraciones de 125 µM o mayores producen una inhibición 
significativa de la agregación plaquetaria inducida con ADP, epinefrina y colágena. 
Proacame y estradiol no tienen efecto significativo sobre la agregación plaquetaria a 
las concentraciones estudiadas. 
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En las TABLAS III, IV y V se tabulan los resultados expresados como 
promedios de agregación plaquetaria en unidades arbitrarias±desviaciones estandar. 
Se realizó la prueba estadística de Dunnett . 

TABLAIII 

Comouesto 1-1M n "± Sv. % Agregación r 
Estradiol l.2S 7 39.6 ± 7,2.¡ 96.7 >0.05 
Prolame I.2S 7 39.3 ± 6.16 94.4 >O.OS 
Iluame 1.25 11 31!.I ±6.02 92.3 >O.OS 
Pruacnmc 1.25 5 49.2 ± 7.56 108.7 >O.OS 
Estradiol 12.S 11 40.0 ± 7.35 96.7 >O.OS 
Prolame 12.S lS 42.S±7.18 102.2 >0.05 
nuame 12.5 14 41.0 ± 7.79 99.5 >0.05 
l'roacame 12.5 6 46.2±3.19 100.5 >O.OS 
Estradiol 39.5 7 .¡2 ± 7.68 102.4 >0.05 
Prolame 39.5 11 37.8± 5.07 90.9 >O.OS 
nuame 39.5 13 39.3± .¡,3 95.3 >0.05 
Proncame 39.5 6 45.6± 6.35 100.9 >0.05 
Estradiol 125 12 41.8 ±8.(13 102 >0.05 
Prolamc 125 17 25.2± 1.1:; 60.6 <0.01 
Uuamc 125 14 31.9 ± 5.!12 77,.¡ <0.01 
Proacame 125 7 44 ±4.09 97 >0.05 

Estradiol 395 9 34.3 ±6.90 83.7 >0.05 
Prolamc 395 9 20.4 ±3.91 49.0 <0.0l 
Buame395 10 26.7 ± 2.91 67.7 <0.0l 
Proacame 395 !I 47.3 ± 5.95 104.6 >0.05 

Agregación plaquetaria en unidades arbitrarias± desviación estandar en presencia de 
estradiol, prolame, buame y proacame a concentraciones entre 1.25 µM y 395 µM. Se 
empleó ADP SµM como agente inductor y 5 µ1 de DMSO como control (42.2±1.9 = 
100%) 
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TABLA IV 

Comnuestu, u:\1 n v ± Sv. % A11re2ación p 

Estradiul 1.25 7 43.2 ± 5.75 95.7 >0.05 
Prolame 1.25 6 44±3.24 107.1 >0.05 
lluame 1.25 5 49.6 ± 6.69 106.4 >0.05 
l'roncame 1.25 5 45 ±2.91 98.4 >0.05 

Estradiul 12.5 10 41.3±4.78 91.5 >0.05 
l'rula111e 12.5 9 34.5 ± 9.4 84.2 >0.05 
llua111e 12.5 6 43.8 ± 12.5 93 >0.05 
l'roacame 12.5 5 41.4 ± 6.26 90.5 >0.05 

Estradiol 39.5 12 43.8 ± 5.48 97.1 >0.05 
l'rolame 39.5 9 29.4 ± 13.9 7U! >0.05 
lluame 39.5 7 38.4 ± 11.9 82.4 >0.05 
Proacame 39.5 6 45.5 ± 4.5 99.5 >O.OS 

Estradiol 12S 12 41.9 ± S.88 92.9 >O.OS 
Prola111e 12S 8 22.4 ± 17 54.6 >0.05 
lluame 12S 9 30.6 ± 16.8 65.6 >0.05 
l'roacame 125 6 42±4.!!5 91.9 >0.05 

Estradiol 39S 8 40.6 ± 10.9 90 >0.05 
Prolame 395 s 4±6.5 9.7 <0,01 
lluame39S 11 4,7 ±4.9 11 <0.01 
l'roacame 395 5 42±6.2 91.9 >0.05 

Agregación plaquetaria en unidades arbitrarias± desviación es tan dar en presencia de 
estradiol, pro lame, bu ame y proacame a concentraciones entre 1.25 µM y 395 µM. Se 
empleó epinefrina 10 µM como agente inductor y 5 µl de DMSO como control (44.6 
±2.4 = 100%) 
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TABLA V 

Cumpueslo, µM n ,. ±S\'. % Agregnción p 

Estrndiul 1.25 5 42.4± 2.7 97.6 >0.05 
Prulame 1.25 6 41.8 ± 5.94 91.!1 >0.05 
Buame 1.25 5 43 ± 2.34 98.6 >0.05 
Proacmne 1.25 7 42.5 ± 6.9 95 >0.05 
Estradiol 12.5 5 39.2 ± 2.38 90.3 >0.05 
Prulame 12.5 9 41.5 ± 4.8 91.2 >0.05 
lluame 12.5 7 41.1 ± 3.8 94.6 >0.05 
Proacame 12.5 7 40.5 ± 3.4 90.6 >0.05 
Estradiul 39.5 5 39 ± 2.58 89.8 >0.05 
Prulnme 39.5 9 42.8 ± 6.6 94 >0.05 
lluame39.5 7 40±2.3 91.7 >0.05 
Proacame 39.5 6 39.6 ± 3.2 88.5 >0.05 
Estrndiul 125 8 42.3 ± 1.5 97.4 >0.05 
Prolnme 125 8 39.3 ±4.78 86.4 >0.05 
lloame 125 6 34.3 ± 2.25 78.6 <0.01 
Pruacame 125 6 42 ± 2.78 94.3 >0.05 
Estradiul 395 8 43.8 ± 2.41 100.9 >0.05 
Prulame 395 6 17 ±5.51 37.J <0.01 
Buame 395 5 17.5 ± 2.3 11 <0.01 
Proacame 395 9 42.4 ± 3.3 94.8 >0.05 

Agregación plaquetaria en unidades arbitrarias± desviación estnndar en presencia de 
estradiol, prolame, buame y proacame a concentraciones entre 1.25 µM y 395 µM. Se 
empleó colágena 50 µg/ml como agente inductor y 5 µl de DMSO como control 
(44.3±1=100%) 
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En las GRAFICAS !, 11 y Ill se presentan los porcentajes de inhibición de 
agregación plaquetaria ± desviaciones estandar en porciento obtenidos con 
prolame, buame, proacame y estradiol 17-ll. 
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GRAFICA l. 
Se muestra el % de inhibición de la agregación plaquetaria inducida con ADP 5 
µM. A la concentración de 125 y 395 µM prolame y buame inhiben 
significativamente la agregación plaquetaria. Estradiol y proacame carecen de 
efcclo inhibitorio. 
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GRAFICA 11. 

Se muestra el % de inhibición de la agregación plaquetaria inducida con epinefrina 
10 µM. A la concentración de 125 y 395 µM prolame y buame inhiben 
significativamente la agregación plaquetaria. Estradiol y proncame carecen de 
efecto inhibitorio. 
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GRAFICA 111. 

Se muestra el % de inhibición de la agregación plaquetaria inducida con colágena 
50 µg/ml. A la concentración de 125 y 395 µM prolame y buame inhiben 
significativamente la agregación plaquetaria. Estradiol y proacame carecen de 
efecto inhibitorio. 



Vil. DISCUSIO:'li DE RESULTADOS Y CONCLUSION. 

Los resultados muesttan (Figura 3) que en presencia de 395 µM de prolame y 
buame se inicia la primera fase de agregación plaquetaria por ADP. producida por un 
flujo de calcio al interior de las plaquetas en 10-20 mseg que está asociado a canales 
de calcio operados por receptores (58). Sin embargo. la segunda fase de agregación que 
coincide con la liberación intracelular de calcio de sitios de almacenamiento (59) se 
inhibe significativamente por estos compuestos. 

El prolame y el buame. a una concentración de 395 µM (Figuras 4 y 5) inhiben 
notablemente la agregación plaquetaria inducida por epinefrina y colágena, lo que 
indica que no se libera calcio intracelular porque tanto la epinefrina como la colágena 
no incrementan directamente la concentración intracelular de calcio en las plaquetas 
(58). Su mecanismo es indirecto, liberan ácido araquidónico de la membrana celular, 
que es convenido a tromboxano A2 el cual. a su vez, inicia un mecanismo de 
retroalimentación y estimula a la enzima PLC para formar IP3 (libera calcio de los sitio 
de almacenamiento intracelulares) y DG. 

Proacame carece de efecto inhibitorio sobre la agregación plaquetaria inducida 
con ADP, epinefrina y colágena.Estos datos concuerdan con los resultados en 
experimentos in vivo, en los que se estudió el efecto de pro lame (53 ). buame y 
proacame (54) sobre el tiempo de coagulación Los resultados mostraron que el 
prolame incrementa 100 % el tiempo de coagulación, el buame 35.8 % y el proacame 
en conttaste, lo acorta 24 % . 

Estradiol a las concentraciones estudiadas carece de efecto inhibitorio sobre la 
agregación plaquetaria inducida con ADP, epinefrina y colágena. A la concentración 
de 395 µM en la agregación inducida con ADP se observa una tendencia no 
significativa a inhibir la agregación. Sin embargo a la misma concentración en la 
agregación inducida con colágena exhibe una tendencia a incrementarla. 

Se ha descrito (49) el siguiente mecanismo genómico para las hormonas 
esteroidales. Difunden en forma pasiva a ttavés de la membrana celular y se acoplan 
a un receptor especifico. El complejo receptor-hormona se dirige y une al DNA, 
aumentando la transcripción de los RNAm codificados por el gene al cual esta unido. 
Los RNAmson traducidos en losribosomas y dirigen la formación de nuevas proteínas 
que modifican la función celular. 
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También se conocen efectos de los estrógenos que no pueden ser relacionados 
al proceso de transcripción, es decir, no involucran modificaciones en la síntesis de 
protéinas y son considerados no-genómicos. 

Se ha propuesto (52) que el tiempo que transcurre para observar los efectos de 
los esteroides es un parámetro para distinguir los efectos genómicos de los no 
genómicos. Los efectos no genómicos, tienen un inicio rápido de segundos o minutos 
y una duración corta que finaliza cuando desaparece el esteroide del tejido. En cambio, 
los efectos genómicos tienen un inicio lento de horas o minutos y su efecto persiste 
después que desaparece el esteroide. 

La membrana plasmática es uno de los sitios de acción directa de los estrógenos, 
ya que en fracciones de membrana de miocitos de útero y en membranas de pituitaria 
de rata se identificaron sitios de unión de alta afinidad. 
La interacción de estradiol con la membrana plasmática puede hacerse a través de 
receptores o enzimas o influir en la permeabiHdad celular. 

Una interrogante aún no esclarecida es Ja naturaleza de los sitios de unión de los 
esteroides en la membrana. Es posible que sean de naturaleza protéica o es posible 
también que actúen sobre los componentes lfpidicos de la membrana. Un estudio que 
empleó las técnicas de calorimetria diferencial de barrido, difracción de rayos X de 
ángulo pequeño y 2H resonancia magnética nuclear de estado sólido (61) mostró que 
el anestésico de nauraleza esteroidal alfaxolona actúa sobre los lípidos de la 
membrana; se incorpora a la interfase <le la membrana plasmática en la región donde 
están orientados los grupos polares de los fosfolfpidos y que su isómero inactivo 016 
alfaxolona no se incorpora en la bicapa lipídica. 

En menos de 3 rrtinutos pueden ser detectados cambios en la penneabilidad al 
Ca2+, en células de útero en suspensión con estradiol 10-9 M .También se han 
observado cambios inmediatos en la actividad eléctrica neuronal en rebanadas de 
cerebro o en sinaptosomas.(50,S !), así como efectos sobre sistemas enzimáticos 
aislados. 

Las plaquetas son células que carecen de núcleo y los efectos inhibidores de 
prolame y buame y estimulante de proacame sobre la agregación 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 genórrtico 

Las diferencias observadas en cuanto a potencia de pro lame y bu ame y actividad 
de proacame pueden ser consecuencia de las propiedades estructurales, electrónicas 
y geométricas de los substituyentes en la posición 17ll de la estructura esteroidal 
(figura 6). Algunas consideraciones cualitativas de prolame buame y proacame son 
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las siguientes: 
Pares electrúnicus. El proacame presenla una banda de absorción en 1560 cm-1 en su 
espectro de infrarrojo. que indica la presencia de un grupo carboxilo disociado lo que 
sugiere la presencia. en este grupo funcional, de ocho pares electrónicos libres 
>Pro lame presenta dos pares electrónicos libres en e 1 correspondiente grupo funcional 
oxhidrilo> Buame carece de par electrónico libre ya que el grupo funcional 
correspondiente es un metilo (ver Figura 6). 

Pularidall Proacamc > Prolame > Buame. 

Volumen del radical en 1711 Proacame > Prolame (considerando los dos pares de no 
unión del oxígeno del OH 1errninal) > Buame 

Tomando en cuenla eslas consideraciones es posible que la polaridad y el 
volumen de radical que presentan prolame y bunme les confieran las propiedades 
adecuadas que podrían modificar la actividad de la membrana plasmática y la 
actividad de sistemas enzimáticos que están involucrados en el incremento intracelular 
de calcio. 

La exposición de receptores de la membrana plaquetaria para el fibrinógeno, la 
proteína llb-Illa, es un proceso que depende de la liberación de calcio intracelular(60). 
A través de estos receplores se unen las fibras de fibrina que se esmn generando en la 
fase plasmática de la coagulación. Es1os puenles de fibrina son los responsables de 
mantener la agregación plaquctaria. Los resultados con pro lame y bu ame sugieren que 
impiden indirectamenle la exposición del receplor llb-llla y por lo 1anto la agregación 
de las plaquetas a 1ravés de los puenles de fibrina. 

En conclusión los resultados sugieren que algunos amino~estr6genos, tendrían 
la ventaja de reducir el riesgo de accidentes trombo~embólicos que se presentan 
durante el empleo de estrógcnos como anticonceptivos o durante el tratamiento 
an1ineoplásico. Con el fin de comprobar el mecanismo propuesto es necesario 
continuar con estudios en los que se mi<la el flujo <le calcio en las plaquetas, en 
presencia de prolame, buame y proacame y de 01ros amino-estrógenos. Es también 
importante probar otros amino-es1rógenos subslituidos en Cl7 para explorar con 
mayor amplitud las relaciones estruclura química-actividad biológica. 
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Figura 6. 
Propiedades electrónicas y geomélricas del grupo lerminal del radical en la 

posición 170. 
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