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PAI: Inhibidor del activador del plasminégeno
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PK-C: Proteincinasa C

PPP: Plasma pobre en plaquetas

PRP: Plasma rico en plaquetas

TAFI: Inhibidor fibrinolitico dependiente de la trombina

TG-[3: Factor de crecimiento transformante 3

TXA2: Tromboxano A2

VWF: factor de von Willebrand



I. INTRODUCCION

El siguiente trabajo de tesis pretende resaltar la importancia de contar con
medicamentos a base de estrdgenos que no incrementen los eventos trombaoticos,
como se reporta en pacientes que emplean farmacos anticonceptivos o de
reemplazo hormonal, ya que al reducir la actividad de las plaguetas se convierte en
un mecanismo que disminuye la formacion de coagulos y podria ser una alternativa

terapéutica en estos casos.

Por lo que en este trabajo se justificara el papel de las plaquetas en la hemostasia,

asi como una breve descripcion de los estrogenos.

El objetivo principal es evaluar mediante pruebas de agregacién plaquetaria e
impedancia al compuesto estrogénico 17-B(N[3-hidroxiestral:3:5(10)-trien-17p-il]-4-
(2-aminoetil)-fenol (Tirame).

a) Hemostasia

La hemostasia es un sistema biologico de defensa, donde intervienen multiples
elementos celulares y plasmaticos para obturar lesiones y mantener la sangre
liquida en los vasos sanguineos. Cuando hay una lesién en el endotelio vascular se
inicia una serie de mecanismos para formar un tapén plaquetario y posteriormente
la formacion de un coagulo de fibrina insoluble.! Las caracteristicas de la
coagulacion sanguinea requieren que las reacciones sean localizadas,

amplificadas, reguladas, autolimitadas y transitorias en el tiempo.?

La coagulacion sanguinea consiste en una serie de reacciones que finalizan con la
formacion de trombina, enzima proteolitica con la capacidad de transformar

fibrindgeno a fibrina.



En la actualidad se conoce la importancia que tienen las superficies de las células
(plaquetas, células endoteliales, fibroblastos y monocitos) en la coagulacion

sanguinea.

Las plaquetas poseen dos papeles basicos en la hemostasia normal:

1) Proporcionar los factores de la coagulacién que no estén en plasma normal.

2) Facilitar una superficie para el ensamblaje de los complejos enzima/cofactor

y Su interaccion con los sustratos para formar el coagulo de fibrina.

En esta interaccién dinamica entre proteinas y células se genera un mecanismo
de amplificacién, con el objeto de formar el coagulo de fibrina y detener la
extravasacion de la sangre. Ademas este mecanismo de amplificacion es controlado
por un sistema fisiolégico de regulacion antitrombaotica que involucra la participacion
de diversas proteinas con funciones complejas y especificas como: proteina C,
proteina S, cofactor Il de la heparina y mas recientemente descritos, el inhibidor
fisiolégico de la via del factor tisular (IVFT), la proteina Z, el inhibidor fibrinolitico
dependiente de la trombina (TAFI) y las anexinas. Ademas de la importante
participacion del sistema de fibrindlisis cuya funcién es la de regular la formacién de

la fibrina.23

En términos generales la hemostasia, se divide en las siguientes fases: fase
vascular, hemostasia primaria, fase plasmatica de la coagulacién, regulacion

antitrombotica y sistema fibrinolitico.*

1. Fase vascular: Cuando un vaso sanguineo se encuentra lesionado se inicia
el mecanismo hemostatico, es decir la vasoconstriccion. La pared del vaso
sanguineo esta constituida por tres capas concéntricas de un tejido llamado

tUnica.



El endotelio vascular estad ubicado en una situacion estratégica que puede
funcionar como receptor, transmisor de sefiales metabdlicas y lleva a cabo

estas funciones:

Apoptosis

e Transferencia de sustancias metabdlicas entre la sangre

circulante y los tejidos

e Metaboliza mediadores que regulan la interaccion entre la pared
vascular y los componentes de la sangre, por ejemplo el factor
VIIIIVW, la fibronectina, la colagena, los proteoglicanos vy

mediadores labiles del tono vascular

e Impide la formacién de coagulo.

e Integra los procesos vasculares de reparaciéon como la migracion

y proliferacion celular

* Participa en la inmunidad celular.5®

2. Hemostasia primaria: Consiste en la interaccién de la plagueta con el vaso
sanguineo. Las plaquetas activadas se adhieren al endotelio, liberan de sus
granulos intracelulares agonistas que reclutan mas plaquetas y forman un

agregado plaquetario.’

3. Fase plasmatica de la coagulacion: Participan los factores de coagulacion y
elementos celulares. Esta fase se caracteriza por la formacion del coagulo
de fibrina. El proceso se inicia con la conversion del fibrinégeno a fibrina por

la accion de la trombina, formandose mondémeros de fibrina. 1



Existen diferentes modelos de coagulacion sanguinea, hasta hace una
década estuvo vigente el que divide a la coagulacion en dos vias: la via

intrinseca y via extrinseca.

En 1964 dos grupos concluyeron que la coagulacidbn es un proceso
enzimatico en cascada. Cada factor de coagulacion se transforma de
proenzimas a enzimas activas, lo cual proporciona un caracter autocatalitico

del proceso de manera limitada.

La via intrinseca inicia la coagulacion con el dafio vascular y la interaccion
de superficies cargadas negativamente con tres proteinas plasmaticas: FXII,
PK y CAPM vy, la via extrinseca que consiste de FVIIA'Y FT, el dltimo de
origen extrinseco a la circulacién sanguinea. Ambas vias de la coagulacion
convergen en la via comun y la activacion al FX, que junto con el FVa

convierte a la protrombina en trombina.? (Figura 1).

Este modelo tiene vigencia para interpretar las pruebas de coagulacion en
el laboratorio de hemostasia, aunque fisiologicamente no ocurren los eventos

como lo plantea el modelo.

Actualmente se emplea un modelo celular en el que se plantea que las
reacciones ocurren simultaneamente sobre una superficie, que puede ser

fosfolipidos celulares principalmente de plaquetas o sobre la fibrina.®
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Figura 1. Modelo de coagulacion via intrinseca y via extrinseca, que desencadenan

en una via comin X para poder formar fibrina.?

Tabla 1. Factores de la coagulacion sanguinea



Factor Sinénimo

Factor | Fibrindbgeno

Factor Il Protrombina

Factor 11l Factor histico, factor tisular

Factor IV Calcio

Factor V Proacelerina, factor |abil

Factor VI No asignado

Factor VII Proconvertina, autoprotrombina |

Factor VI Factor antihemofilico A, globulina

Factor IX antihemofilica
Factor Christmas, componente
trombiplastinico del plasma, autoprotrombina

Factor X I, factor antihemofilico B
Factor de Stuart-Prower, trombocinasa,

Eactor X autoprotrombina

Factor XII Antecedentes trombopléastico del plasma
Factor de Hageman

Factor XIlII

Precalicreina
Cininégeno de alto

peso molecular

Factor estabilizante de fibrina,
protransglutamidasa, fibrinasa
Factor de Fletcher

Factor de Fitzgerald- Williams-Flajeauc

En la tabla 1, se muestra la nomenclatura internacional de los factores de

coagulacién y caracteristicas generales. 8

4. Regulacion antitrombdética: Se encarga de regular la hemostasia con varios

mecanismos que limitan la fase plasmatica de coagulacién y permiten un

balance procoagulante-anticoagulante.
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5. Sistema fibrinolitico: Este sistema tiene como objetivo la disolucion del
coagulo por medio de una enzima proteolitica llamada plasmina y la

restauracion del endotelio vascular para restablecer el flujo sanguineo.°

b) Fisiologia plaquetaria

Las plaquetas provienen de los megacariocitos de la medula 6sea (Figura 2)!* a
través de un proceso endomitético, mas que por duplicacién celular directa.?? Las
plaguetas no tienen ADN gendmico y son células anucledas, discoides, planas,

ligeramente convexas y circulan libremente en la sangre. 13

44— Diferenciacién >4 Maduracién >

Endomitosis, formacién de granulos especificos de plaquetas
Tpo
— => —

Células troncales Células Células prog- i
hematopoyéticas  troncales enitoras Megacarioblasto L
mieloides megacariocito- Megacariocito
ertroida Desprendimiento
20
Pl ta 8558
aquetas
i (7

Figura 2. Proceso del origen celular de las plaquetas.!*

Cuentan con un diametro promedio de 2 a 4 y, un grosor de 0.6 a 1.3 y, un tiempo
de vida aproximado de 8 a 10 dias.'® Los valores de referencia en sangre periférica
oscila entre 150-400 x 10%L y un volumen medio de 7-11 fL.1® Después que las
plaguetas han perdido sus funciones son eliminadas por el sistema

reticuloendotelial en el bazo y el higado.’

Su forma y tamafio pequeiio permite que las plaquetas sean colocadas hacia los
bordes de los vasos sanguineos, ubicadas en una posicion 6ptima para la vigilancia

constante de la integridad vascular. Junto a los eritrocitos y leucocitos constituyen

11



los elementos formes de la sangre, poseen algunas propiedades comunes a otras
células y otras que las distinguen y caracterizan. A continuacién se describen los

organelos que forman parte de la plaqueta.

1. Membrana

La membrana de las plaquetas tiene una bicapa lipoproteina con
glicoproteinas (GP) que funcionan como receptores de los agonistas
fisiolégicos (ADP, TXA2, trombina, epinefrina, colageno), proteinas
adhesivas fibrindgeno, fibronectina, laminina, trombospondina, vitronectina,
factor de von Willebrand (VWF) y para los ligandos fibrosos como el colageno,
ademas de poseer enzimas importantes para el funcionamiento celular. Es
responsable de la interaccion de la célula con el medio circulante a través de
receptores entre las que figuran las integrinas, las cuales se caracterizan por
enlazarse a proteinas que tiene la secuencia arginina-glicina-asparatato
(RGD): fibrinégeno, fibronectina, vitronectina, factor de von Willebrand y

colageno. Las integrinas mas estudiadas han sido GPIIb/llla 'y la GPIb/IX.

La GPIlIb/llla ocupa una gran proporcion de la superficie plaquetaria. La
mayor parte de esta glicoproteina es extracelular y dispone de dos
segmentos transmembrana y dos cortos segmentos citoplasmaticos
formados por los extremos C terminales. En la plaqueta en reposo se halla
en forma de mondémero, ya que la asociacion de las subunidades requiere

calcio extracelular que se enlaza a la subunidad Ilb.
La GP Ib/IX es un heterodimero formado por la asociacion de las GP Ib y IX.

Tiene regiones extracelulares que garantizan la interaccion con los ligandos

VWF y trombina.'®

12



Tabla 2. Componentes de la membrana externa y el contenido de los granulos

Integrina Ligando Granulos alfa Granulos densos
GPIIbIIa  fibrinogeno Factor plagquetario
4 (PF4) ATP
vWF b tromboglobulina
(LTG) ADP
vitronectina Factor de
crecimiento Caleio
trombospendin - (PDGE) Magmesio
Fibnnogeno 5 HT (Serotonina)
GPIbIX vWF vWF Epinefrina
GPlalla coligeno Trombospondin Norepinefrina
GPIV trombospondin  Fibronectina Dopamina
GPVI coligeno P Selectina
GPlella fibronectina Colagenasa
Elastasa
Inhibidores de
proteasas

Tomada de (Garcia My Col)*®

2. Glucocadlix

Es el componente de las plaguetas que estd en contacto directo con el
plasma circulante. Contiene mucopolisacaridos acidos, glicoproteinas y

ATPasa contractil.

Es la estructura con las que se adhiere las plaquetas. Presenta una gran
avidez por proteinas externas y por lo tanto intervienen en la recepcion de

estimulos que ponen en marcha la activacion de las plaquetas.®®

3. Citosol

En el citosol de la plaqueta, se encuentra un sistema de fibras en varios

estados de polimerizacion, el cual concede la forma no discoide de la

13



plagueta no alterada y también tiene un sistema contractil que permite el

cambio de la plaqueta en la agregacion plaquetaria.t’

Sistema canalicular abierto

El sistema canalicular abierto esta formado por canales ramificados, permite
el acceso a las sustancias plasméticas al interior de la plaqueta y un canal
de salida para los productos plaquetarios. A través de este sistema se

transportan las GPIIb/llla y la GPIb hacia los granulos a.18

Microtubulos

Los microtubulos se encuentran dispuestos en posicidon circular, son los
responsables en darle la forma discoide. La activacion da un cambio a una
forma esférica. En el cambio de forma los microtubulos no se destruyen y
pueden reaparecen si la plaqueta regresa a su forma original discoide.

También participan los filamentos submembranosos.

En los granulos se almacena diferentes enzimas, proteinas, factores de
crecimiento y factores de coagulacion, que permiten el cambio de forma de
las plaguetas, para que se adhieran al endotelio y pierdan el arreglo de la

membrana plasmatica.®

Granulos alfa

Son los méas numerosos (50 a 80 por plagueta) y mas grandes.?° Contienen
el factor plaguetario 4 (FP4) que es una quimiocina de la familia CXC y la 8
tromboglobulina, son proteinas especificas de las plaquetas y pueden
emplearse como marcadores de la activacion plaquetaria, la
tromboglobulina es la encargada de bloquear la produccién de prostaciclina

(PGI2) por las células endoteliales y favorece el crecimiento del trombo, el

14



factor de crecimiento de las plaquetas que también proviene de los granulos

a, promueven la proliferacion de las células del musculo liso vascular.??

También se encuentran moléculas adhesivas como el fibrindgeno, el factor
de von Willebrand (VWF), fibronectina y trombospondina; y los factores V y
VII de la coagulacion, factor de crecimiento producido por las plaquetas
(PDGF) y el factor de crecimiento transformante  (TGF-B). Ellos también
contienen inhibidores de proteasas, tales como el inhibidor del activador del

plasminégeno (PAI) y az- antiplasmina, que regulan la fibrinolisis.

. Cuerpos densos

Las plaquetas contienen aproximadamente por término medio de 3 a 8
organelos electrodensos, con 20 a 30nm de didmetro. Los granulos densos
contienen altas concentraciones de serotonina, que es tomada del plasma
por un transportador de membrana plasmatica y atrapada posteriormente en
los cuerpos densos. También contiene gran cantidad de adenosina trifosfato
(ATP), adenosina difosfato (ADP), calcio y fosforo, los cuales refuerzan la
agregacion plaquetaria y las reacciones de coagulacion.??

Peroxisomas

Son los organelos mas pequefo de la plaqueta se caracteriza por contener
catalasa, se les atribuye el metabolismo lipidico, especialmente en la sintesis
del plasminogeno y pueden participar en la sintesis del factor activador

plaguetario (FAP).?2

Lisosomas

Las plaquetas posen granulos que contienen hidrolasas acidas. Entre las

enzimas que se considera que origina a los lisosomas plaquetarios se

15



encuentran B-glucuronidasa, catepsina, arilsulfatasa, 3-hexosaminidasa, [3-
galactosidasa, endoglucosidasa, 3-glicerorofosfatasa, elastasa y colagensa.
Cuando las plagquetas secretan el contenido lisosomal se libera mas lenta e
incompletamente, el contenido de los granulos a y de los cuerpos densos.
Por lo que se requiere potentes inductores de la activacion para la liberacion

de los lisosomas.8

10. Mitocondrias

Las plaquetas tienen aproximadamente 7 mitocondrias?® y estan implicadas
en el metabolismo de la energia oxidativa. Sin embargo, aun no esta claro
cuanto contribuyen para llevar a cabo la produccion de energia. Las
plaguetas tienen depositos regulares de glucégeno, el cual puede convertirse
en glucosa 1-fosfato y también pueden tomar glucosa del medio que las
rodea. Ambas fuentes pueden convertirse en glucosa 6-fosfato y entrar a la
glucdlisis. El indice de glucdlisis plaquetaria excede al de los eritrocitos y del

musculo esquelético.?4,%°

Open a-Granule

Canalicular =

V4
Lysosome
7 Granule
Mitochondria

Figura 3. Diagrama esquematico de la plaqueta. La plaqueta es una célula discoide

que contiene granulos a, granulos densos, lisosomas y mitocondrias.
(Tomado de Jennifer L y col) 26
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Tabla 3. Contenido de los granulos plaquetarios

Granulos densos

Adenosina difosfato (ADP), serotonina, calcio, fosfatos

Granulos a
Proteinas no presentes en el plasma: Factor plaquetario 4, factor de crecimiento
producido por las plaguetas (PDGF), beta-tromboglobulina
Proteinas presentes en el plasma: fibrindgeno, factor de von Willebrand (VWF),
fibronectina, Factor plaquetario 5

Lisosomas
Hidrolasas acidas, catepsinaD y E

Peroxisomas

Catalasas

Funciones principales de las plaquetas cuando se presenta un dafio vascular:

Conservacion de la integridad vascular mediante la reparacién por sellado de

defectos menores en el endotelio.

e Interrupcién inicial de la hemorragia mediante la formacién del trombo

plagquetario.

e Estabilizacion del tapén hemostatico facilitando la formacion de fibrina
(activacion procoagulante de la plaqueta; factor plaguetario 3).

e Aceleran la recuperacion vascular al estimular la migracion de las células

endoteliales (retraccion del coagulo).

El objetivo principal de las células endoteliales es coordinar la actividad hemostatica.

c) Fases de activacion de las plaquetas

17



La hemostasia primaria tiene como funcidn principal formar un tapon plaquetario,
cuando se detecta un dafio en el endotelio vascular. Por lo que se requiere un
proceso de transformacién de las plaquetas para formar el tapon plaquetario: 1)

adhesion, 2) activacion, 3) secrecion y 4) agregacion.

1. Adhesién

La adhesién de las plaquetas es el primer paso en la formacion del tapon

plaquetario.

Tras un dafio en el vaso sanguineo: las plaquetas se agrupan y se adhieren a
través del factor de von Willebrand (fvW), el colageno y la glicoproteina GPIb/IX de

la superficie plaquetaria.?’

Este fendmeno es rapido, ya que transcurren de 1 a 2 segundos entre la ruptura del

vaso Yy el comienzo de la adhesion de las plaquetas a los bordes del corte. 28

2. Activacion y secrecion plaquetaria

Después de la adhesion plaguetaria la activacion plaguetaria puede iniciarse por

diversos estimulos fisicos o quimicos.

Tabla 4. Factores de activaciéon plaquetaria
Coladgeno Adenosina Difosfato (ADP)
Trombina Adrenalina
Serotonina Flujo hemodinamico

Factor de activacion plaquetario (PAF)

La mayoria de los agonistas de la activacion plaquetaria actian a través de una via
comun el de la fosfolipasa C. A nivel de la membrana plaquetaria el complejo

agonista/receptor activa a las proteinas G (en las subfamilas Gq y Gi), lo que

18



estimula al sistema fosfolipasa C induciendo la formacién de dos mensajeros:
inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). EI IP3 permite la movilizacion del
calcio de las membranas del sistema tubular denso plaquetario hacia el citosol;

mientras que el DAG activa a la proteincinasa C (PK-C).
Cuando la plaqueta se activa ocurren los siguientes fenémenos:

e La plagueta se contrae y cambia de forma

e Secreta el contenido de sus granulos

e Activa el receptor lIb/llla con el cual una plaqueta activada se une a
otra plaqueta activa generando la agregacion plaquetaria

e Cambios en la orientacién de los fosfolipidos de la membrana

1. La contraccion plaquetaria: el calcio se libera en presencia de calmodulina,
activa la cinasa de la miosina, fosforilando asi a la miosina, que es la Unica
forma para que la miosina se una a la actina, lo que se denomina
trombostenina. Esta reaccion determina la contraccion de la plaqueta,
transformandola de su forma discoidea (plaqueta inactiva) en una con
presencia de protrusiones citoplasmaticas o pseudépodos (plagueta

activada).

2. El calcio y la proteincinasa ¢ (PK-C), actian en forma sinérgica para
promover la degranulacion plaquetaria. Los granulos densos que contienen
ADP, mediador que interviene en los fendmenos de hemostasia como un
potente inductor de la agregacion plaquetaria; el ADP promueve a que el
calcio facilite la activacion del receptor GP llb/llla de la membrana, paso
importante para la agregacion plaquetaria y en segundo lugar el ADP ejerce
un efecto de activaciéon de otras plaquetas, promoviendo una cascada de
activacion de plaguetas, denominada a esta reaccion de reclutamiento. TX
A2 amplifica el proceso de degranulacion y liberacion de ADP.
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3. Elreceptor GP lIb/llla: este receptor interactia con el fibrinégeno del plasma
o con el factor de von Willebrand inmovilizado, actuando el fibrinbgeno como

puente a otro receptor GP llb/llla de otra plagueta activada.

4. Las plaquetas exponen los fosfolipidos de su membrana con carga negativa,
que ofrecen una superficie catalitica para las reacciones de los factores de la
coagulacion que se anclan en este sitio. Esta funcion se conoce como

actividad procoagulante de la plaqueta.?®,%

4. Agregacion plaquetaria

Después de que las plaguetas se activan, el tapon hemostatico continla en una fase
conocida como agregacion. Las plaquetas se agregan unas con otras a través del

receptor del fibrinégeno o GP lIb/llla.

La agregaciéon se produce en dos fases: primaria y secundaria. Durante la
agregacion primaria las plaquetas se adhieren laxamente entre si, ante un estimulo

débil, esta agregacion es reversible.

La agregacion secundaria por su parte, tarda mas tiempo e inicia cuando las
plaquetas sintetizan tromboxano A2 y liberan su propio ADP y otras moléculas que

se encuentran almacenadas en los granulos.*>18

d) Técnicas para medir la funcion plaquetaria

El estudio de la funcién plaquetaria se remonta a mas de 100 afios, cuando las
plaguetas solo se identificaron como células circulantes de caracteristicas unicas
con participacion en la hemostasia y la trombosis. Sin embargo, a pesar de esta
descripcion temprana en el siglo XX sélo se disponia del conteo manual de
plaquetas, con la observacion de su morfologia en el frotis de sangre periférica y el

tiempo de sangrado.
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Uno de los principales problemas en el estudio de la funcion plaquetaria era la
dificultad para simular la hemostasia in vitro, ya que las plaquetas son sensibles a
la manipulacion. La mejor comprension de la fisiologia de la hemostasia y la
coagulacion, facilité el desarrollo de un método de medicion objetiva y de mayor

exactitud de las plaquetas: la agregacion plaquetaria.s*

Actualmente existen una variedad de métodos con los que se evalua la actividad
plaguetaria, cada una de estas metodologias tiene ventajas, desventajas y
limitantes. En este trabajo se utilizé el método éptico en plasma rico en plaquetas y
el método de impedancia en sangre total.

Agregometria plaguetaria

Born y O"Brien son considerados los padres de la agregometria plaquetaria por la
transmision de la luz (ALT), esta prueba es considerada el estandar de oro. La cual
permite cuantificar la agregacion plaquetaria e identificar la hipo- hiperactividad, que

se presenta en condiciones patoldgicas.3?

Este método se emplea para evaluar el estudio de pacientes que tienen hemorragia
por trombocitopatia, también para monitorear a pacientes con trombosis y evaluar

el efecto de los farmacos antiplaquetarios.

Agregacion plaquetaria en plasmarico en plaquetas (PRP) por el método

optico.

La agregacion plaquetaria se determina a través de un agregometro, el cual mide
el paso de luz entre el plasma rico en plaquetas (PRP) y el plasma pobre en
plaguetas (PPP). La transmitancia es directamente proporcional al numero de

plaguetas que se activan y se agregan.3?
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Para obtener el (PRP) es necesario aislar las plaquetas del resto del plasma por
medio de una centrifugacion. Para el caso de la obtencion del (PPP), el remante de
células se recentrifuga a una velocidad y a un tiempo mayor. Posteriormente se
induce la agregacién plaquetaria con un agente agonista como es: ADP, colagena,
epinefrina o &cido araquidonico. El agregobmetro esta acoplado a un sistema
computarizado, el cual obtiene un resultado en forma de curva, asi como el tiempo

de latencia y el porcentaje maximo de respuesta. Figura 4.

- preite
1% AP B b

Figura 4. Modelo tradicional de agregémetro3*

Las curvas de agregacion plaquetaria proporcionan la rapidez de respuesta, cada
fragmento de la curva proporciona informacién de las plaquetas, como es el caso
del cambio de forma la generacién de pseuddpodos y la secrecion del contenido de
los granulos. Cada agonista presenta caracteristicas especificas en su grafico, ya

gue interactia con receptores especificos de la plagueta.
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La agregometria por la transmision de la luz permite el empleo de mdultiples
agonistas los cuales proporcionando informacion de las diferentes vias de

sefalizacion.

Agregacion inducida con ADP

Del agregémetro se obtiene una curva bifésica de las que se puede identificar dos

comportamientos: la agregacion primaria y la secundaria.

Durante la primera fase se pueden observar leves variaciones de la densidad Optica,
se asocia a discretos flujos de calcio en plaquetas que incrementan su volumen y
obstruyen por periodos muy breves el paso de luz. La segunda fase es promovida
directamente por el agonista (ADP), es mas notable el cambio ya que la plaqueta
secreta el contenido de los granulos. Al liberarse al medio sustancias proagregantes
(ADP, seretonina, Ca?*), la densidad optica disminuye por la formacién de
agregados plaquetarios que permiten un mejor paso de luz, a través del plasma rico

y pobre en plaquetas.

Existen otras sustancias agregantes como el colageno, la epinefrina, la trombina y
la ristocetina, que son utilizadas para identificar trastornos en la fisiologia de las
plaguetas. Para estimular las plaquetas se pueden emplear diferentes
concentraciones del agente agonista. Cuando se emplean las concentraciones
optimas, las curvas de agregacion son muy similares. Las plaquetas en estado basal
pueden ser estimuladas por agonistas por lo que producen complejos como el
lIb/llla que actian como el receptor del fibrindgeno, esto permite la interaccién con

otras plaquetas.3®

Generalmente se obtiene una curva bifasica, empleando concentraciones bajas de
ADP vy epinefrina. Por otro lado, empleando agonistas, en bajas concentraciones
como es el caso de ADP, trombina y colageno se obtiene una curva unimodal, por

lo que no permite distinguir la agregacion primaria de la secundaria
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Agregometria en sangre total. Método de impedancia

Esta técnica fue descrita en 1980 por Cardinal,®® la cual cuantifica la agregacion
plaguetaria mediante la impedancia (oposicion de la corriente alterna entre dos
electrodos). La técnica consiste en tener dos electrodos que van adaptados al
agregometro en el cual se aplica una corriente eléctrica a la muestra de sangre
anticoagulada. La adiccion del agente agonista estimula la agregacion plaquetaria.
Las plaguetas adheridas al electrodo interrumpen la conduccién entre los
electrodos. Este método no requiere un procesamiento de la muestra y nos permite
analizar muestras ictéricas o lipémicas. Sin embargo, se requiere una gran cantidad

de muestra (1 mL), personal calificado y estandarizacion de la técnica.

Tabla 5. Resumen de las pruebas de funcién plaquetaria mas comunes

Principio de la prueba

Nombre de la prueba

Metodologia

Ventajas

Desventajas

Agregometria

Transmision de luz

Agregometria

Cambio en la

absorbancia de luz

Estandar de oro
Amplia experiencia
Empleo de muchos

agonistas

Preparacion de la
muestra requerida
Experiencia del
operador

No fisiolégica

No cizallamiento
Gran volumen de la

muestra

Sangre total

Agregometria

Empleo de la
impedancia inducida

con el agonista

Ensayo en sangre
total

Muchos agonista
disponibles
Opcion de

luminiscencia

Preparacion de la
muestra

No fisiolégica

Bajo cizallamiento
Gran volumen de

muestra

Multiplate, sangre

total agregacion

Como el anterior

Ensayo en sangre
total
Pequefio  volumen
de muestra
Cubetas

desechables

No fisiolégica
Bajo cizallamiento

No luminiscencia

Verifynow

Cambio de la
transmision de la luz
afiadiendo
TRAP/ADP/AA

Prueba de point-of-
care
Ensayo de sangre

total

Cartuchos multiples
requeridos para el
seguimiento dual

antiplaquetaria
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Pequefio volumen
de muestra de
sangre

3 ensayos

disponibles

Costoso

Plateletworks

Reduccion del ndamero
de plaquetas con los
agonistas (ADP vy

colageno)

Prueba de point-of-
care

Réapido

Ensayo en sangre
total
Pequefio  volumen

de sangre

Prueba indirecta
Debe analizarse
los 10

minutos después de

dentro de

la extraccion de la
muestra sanguinea
Escasos datos

disponibles

Trhombovision(T)

Cambio de transmision

Prueba de point-of-

No hay datos

guide de luz sangre con care disponibles
plaquetas Réapido No se encuentra en
Ensayo en sangre el mercado
total
Pequefio volumen
de sangre
Cizalla inducida PFA-100 Tiempo de formacion Prueba de point- of- Debe establecerse
Plaqueta del tapén plaguetaria care valores de
Agregometria con alto cillamiento y Rapido referencia
agonista(colageno, Prueba de la Dependiendo
ADP, epinefrina reactividad VWF/HCT
Ensayo de alta No es adecuado
cizallura para el monitoreo de
Ensayo de sangre tratamiento
total antiplaquetario
Pequefio volumen
de muestra de
sangre
Impact R Medidas de gran Ensayo de alto No es adecuado
esfuerzo induciendo la cizalladura para el seguimiento
adhesion de Pequefio volumen antiplaquetario
plaquetas/agregacion a | de muestra
superficie Version
automatizada de
punto y cuidado ya
esté disponible
Citometria de flujo Activacion Cuantificacion de la | Exacto Costoso
plaquetaria activacion plaquetaria Pequefio  volumen | Técnicos
marcadores Marcadores de | de muestra especializados

fluorescencia

Amplia variedad de

ensayos disponibles

Preparacion de la

muestra
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VASP Index
Medidas VASP
Fosforilacion
Relacion

desfosforilacion

Especifica para P2Y12
Pequefio volumen de

muestra

coagulos

care

Prueba fisiologica
Refleja la
reactividad de la

sangre total

Medicion de | Serum TxB2 Suero ligado a enzimas | Especifico COX1 No es una
Tromboxano inmunoensayo agregacion
especifica
No fiable
Preparacion de la
muestra
Aspirin Works Urinaria unida a Especifica COX-1 No plaquetaria
enzimas inmunoensayo | TxA2 metabolito especifica
de orinas 11 estable Afectado por estado
deshidrotroboxano B12 inflamatorios
o disfuncién renal
ensayo indirecto
Tromboelastografia TEG/ROTEM Mide la formacion de Prueba de point-of- No plaquetaria

especifica
Variabilidad en el
resultado

No es util para el
monitore6 de
tratamiento

antiplaquetario

Teg platelet mopping

Formacion del coagulo
inducida por ADP/AA,
contribuye a la
formacién de fibrina o

trombina

Prueba de poin-of-

care

Correlaciones con
ALT

No plaquetaria
especifica
Los escasos datos

disponibles

(Tomada del Mylotte D y col.)%®

En la tabla anterior se muestran las técnicas empleadas actualmente para evaluar
la agregacion plaguetaria, cada una de ellas tiene particularidades, algunas se

deben emplear de acuerdo al tipo de paciente y padecimiento.

e) Estrogenos

El empleo de estrégenos con fines de terapia de remplazo hormonal vy
anticoncepcién se muestran en la siguiente tabla, en la cual se observa que el uso
de estos farmacos provocan diferentes efectos adversos como es el caso de la

trombosis.3’
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Tabla 6. Farmacos usados para fines anticonceptivos y terapia de remplazo hormonal

(combinado con
progestagenos)
Hipogonadismo
Infertilidad

Dismenorrea

similar al estradiol

Sufre menor
metabolismo hepético
que el estradiol.

Excrecién por orina

los estrégenos equinos
equilina, equilenina'y

estrona

Mestranol Anticoncepcién Derivado metilado del | O
(combinado con etinil estradiol Se metaboliza a
prostagenos)TRH etinilestradiol

Estrogenos TRH Estrogenos equinos. O,V,IM

conjudados Osteoporosis Esteres sulfatados de

Farmaco Indicaciones Farmacodinamia Farmacocinética Efectos adversos
Estradiol TRH Estrégeno natural, el (@] Frecuentes:
Hipogonadismo mas potente de los Es metabolizado Nausea, anorexia, dolor
Osteoporosis estrogenos. Se une a los | rapidamente a estrona abdominal, congestion
Cancer prostatico receptores de (metabolizado de primer mamaria, edema.
inoperable estrogenos y estimulala | paso) Poco frecuentes:
transcripcion genética IM Cambio de sangrado
especifica. Inhiben la Valerianato, absorcion vaginal,
secrecion de FSH e continua por varios dias Hipertension
impiden la ovulacion liberando estradiol Hiperplasia endometrial
Estriol TRH Metabolito del estradiol | O Trombosis vascular
con menor actividad Migrafia
Etinilestradiol TRH anticoncepcion | Estrégeno sintético | O Contraindicaciones

Hipersensibilidad
Embarazo

Céancer (Utero, endometrio,
ovarios y mama)
Alteraciones
cardiovasculares o
cerebrovasculares de tipo
trombofletitis o
antecedentes de estas
condiciones.

Sangrado vaginal de

origen desconocido
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Tibolona

TRH

Osteoporosis

Posee actividad
estrogénica
progestagenay
androgénica débil,
reduce los niveles de la
FSHylaLD.

Insuficiencia hepatica
grave

Pueden potenciar la
toxicidad de los
anticoagulantes; reducir el
efecto de los
antidiabéticos. La
eficiencia de la tibolona se
reduce por la induccién
enziméatica de: rifampicina,
carbamazepina,
hidantoina, barbitdricos y
su toxicidad puede
potenciarciarse por
inhibidores enziméaticos
como isoniazida.

Pueden aumentar los
efectos de anticoagulantes

orales.

Dietilestilbestrol

Céncer de préstata

Estrégeno sintético no

esteroidal

0]

Las anteriores.

Via de administracion: Oral= oral; IM=intramuscular; T=transdérmica; V=vaginal; TRH=terapia de remplazo hormonal

(Tomada de Nicandro y col)3’
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Tabla 7. Aplicacion clinica de los estrogenos

Aplicaciones clinicas de estrégenos

Deficiencia de estrogenos

Hipogonadismo primario o insuficiencia
ovarica primaria (Sindrome de Turner).

Desarrollo de los caracteres sexuales

secundarios y  aceleracion  del
crecimiento lineal.

Mujeres adultas con amenorrea | Inducen un ciclo artificial.

primaria

Anticoncepcion Solos o0 administrados junto con

progestagenos.

Terapia de reemplazo hormonal (TRH)

Menopausia o después de ovariectomia
Evitan: Bochornos, sequedad vaginal,
(vaginitis senil, atrofica asociada con
infecciones), conservan la masa 0sea.

La TRH reduce el riesgo de cardiopatia
coronaria y menor incidencia o inicio
mas tardio de la enfermedad de
Alzheimer aunque otros estudios no lo

han corroborado.

Céancer de prostata

En el carcihoma con metastasis, el
dietilestilbestrol en dosis altas mejora el
estado general y frena la evolucién del
carcinoma, mediante la inhibicion de la
liberacion de LHRH hipotalamica, que
reduce la LH, disminuyendo la sintesis
de testosterona en testiculos y la
sintesis de ADN en las células

prostaticas.

(Tabla tomada de Nicardro y col) ¥’
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Mecanismo de accion gendémico

Las hormas esteroides se difunden a través de la membrana plasmaética celular, se
distribuyen en el citoplasma y en el nucleo en las células blanco de: utero, glandula
mamaria, hipdfisis anterior, hipotalamo, hueso e higado, donde interaccionan en
sitios de unién con alta especificidad y afinidad que se encuentran presentes en los

receptores intracelulares para la union de la hormona-receptor.

Los estrogenos actuan a través de receptores citoplasmaticos que modulan la
transcripcion de genes especificos. Existen dos receptores REa y RE[3 cuyos genes
se localizan en el brazo largo del cromosoma 6 (6924-927) y 14(14921-22).

Los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) son secuencias palindrémicas de

13 pares de bases localizadas en la region reguladora de los genes blancos.

La unién de los receptores citoplasmaticos con (ERE), incrementan la transcripcion
basal de los genes blanco. En lo general, ambos receptores tienen una estructura
similar con un dominio C altamente conservado un dominio E moderadamente, pero

una considerable variabilidad en el dominio A/B.

Ambos receptores tienen afinidad equivalente al dominio Ez, su afinidad por otros
ligantes es distinta y su localizacién en 6rganos blancos también. El papel de cada
receptor aun se encuentra en estudio. Los estrogenos regulan directamente a
ciertos genes como el que codifica para el receptor de progesterona. También
inducen la transcripcion que, a su vez regulan un amplio nimero de genes maestros
como FOS y MYC, que codifican para factores de transcripcion que a su vez regulan
un amplio numero de genes. Esto explica la diversidad de efectos de los estrogenos
también conocidos como efectos pleiotropicos y la induccion de genes que no tienen

elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en su region reguladora.

Mecanismos no gendmicos
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Los receptores intracelulares clasicos en algunos de los efectos de los estrogenos,
se caracterizan por producir respuestas rapidas mediadas por receptores de la

membrana celular y se han descrito como mecanismos no genémicos.

Existen numerosos ejemplos de estas respuestas; una de ellas es la vasodilatacion

aguda que induce al dominio E2 en musculo liso vascular sefialado previamente.

En los ultimos afios se ha documentado que pulsos breves de estrogenos, pueden
inducir en milisegundos diversas cascadas de sefalizacion. Esto sugiere que
existen en la membrana receptores para estrégenos que activan diferentes cinasas
como PKA, PKC, P13Ky otras.

En el sistema nervioso central se ha descrito un receptor metabotropico acoplado a
proteina Gq que es activado por estrégenos. Las acciones iniciadas desde la
membrana pueden potenciar los efectos sobre la transcripcion mediada a través de

los REs. 37

f) El efecto protector de los estrogenos en el sistema cardiovascular

Se ha demostrado que el uso de estrégenos en mujeres ejerce un efecto protector
en el sistema cardiovascular. Este efecto protector disminuye cuando los ovarios
dejan de producir estrégenos, durante la menopausia o la extirpacion de los mismos

en mujeres premenopausicas.

El efecto protector que ejercen los estrogenos enddgenos se explica a continuacion:
Los efectos vasodilatadores, modulan la sintesis de factores como prostaciclinas,
endotelina-1 (ET-1) y oxido nitrico (NO) en las células endoteliales de los vasos

sanguineos aumentado la regeneracién del endotelio ante el dafio ocasionado por

la placa ateromatosa.
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Las acciones relajantes directas del dominio Ez, sobre los receptores presentes en
la membrana celular de musculo liso vascular modulan la funcién de los canales

i6nicos de calcio y potasio.

Asi como efecto modulador sobre la coagulacién sanguinea: en la sensibilidad,
adhesiéon y cuenta plaquetaria, los factores de la coagulacion, anticoagulantes

sanguineos y el sistema fibrinolitico.

g) Estrégenos y trombosis

Los estrdgenos solos 0 en combinacion con progestagenos son utilizados en todo
el mundo por mujeres sanas, jovenes y habitualmente sin ninguna patologia por su

efecto anticonceptivo.

Otro propdsito del empleo de este tipo de farmacos es en el tratamiento de
reemplazo hormonal (THR) de la menopausia, para suprimir los sintomas por la

carencia de estrogenos.

Sin embargo, este tipo de tratamientos no obstante que son benéficos, tienen
efectos adversos. Investigaciones recientes destacan la relacion entre el uso de

estrogenos y el riesgo de trombosis venosa en pacientes383940,

En un protocolo, se trabajaron con 2, 763 mujeres menopausicas; aquellas que
tuvieron su ultimo periodo menstrual mas alla de los 52 afios, tenian un riesgo 3.6
veces mayor de presentar una trombosis venosas que las que no tenian esa

caracteristica*.

Por otra parte, estd demostrado que el uso de estrogenos altera varios mecanismos
hemostaticos y por ello genera un estado protrombotico*?, disminuyen la actividad
de antitrombina y el flujo venoso produciendo cambios en la actividad plaquetaria y

aumenta la coagulabilidad.*?
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Il. JUSTIFICACION

El empleo de estrégenos con fines anticonceptivos y terapia de reemplazo hormonal
en la mujer incrementa el riesgo trombatico. Por lo que actualmente diversos grupos
de investigacion, buscan una alternativa para encontrar un compuesto que conserve

el efecto estrogenico y no favorezca la trombosis. 44

Las enfermedades cardiovasculares constituyen una de las primeras causas de

morbilidad y mortalidad a nivel mundial.*®

La Organizacion Mundial de la Salud, sefiala que la prevalencia de mortalidad en

nuestro pais se ha incrementado a 87 mil por afio.

Debido a que la incidencia de las enfermedades cardiovasculares es mayor en
hombres que en mujeres y que dicha incidencia se iguala después de la
menopausia, se asume que los estrogenos enddgenos tienen efecto protector en el
sistema cardiovascular.*® 47 Sin embargo, hay numerosos reportes que sefialan que
el tratamiento con estrégenos incrementa el riesgo de trombosis.*® 4% Y a pesar de
gue se ha intentado evitar este riesgo con diferentes estrategias, como disminuir la
dosis de tratamiento y utilizandolo en combinacion con progestagenos, entre otras,
el riesgo de trombosis sigue presentandose *°. Por lo tanto, diversos grupos de
investigacién se han dado a la tarea de disefiar y sintetizar nuevas moléculas que

pueden utilizarse como terapia hormonal segura.5?,52

Por otro lado, las plaquetas son células que tienen un papel importante tanto en la
hemostasia como en la trombosis, su actividad esta asociada con el progreso de las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes, la inflamaciéon y la metastasis de

células de cancer.

lll. HIPOTESIS

El Tirame inhibe la agregacion plaquetaria en plaquetas aisladas y en sangre total.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del amino-estrogeno substituido en la posicion 17- N[3-
hidroxiestral:3:5(10)-trien-17p-il]-4-(2-aminoetill)-fenol (Tirame) sobre la actividad

de las plaquetas.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener una curva dosis respuesta (0.5-500 uM) de Tirame en plasma rico
en plaquetas y en sangre total empleando colageno 4 pg/mL como agente

agonista.

e Obtener una curva dosis respuesta (0.5-500 uM) de Tirame en plasma rico
en plaquetas y en sangre total empleando epinefrina 10 uM como agente

agonista.

e Comparar los resultados obtenidos con los diferentes agonistas.

VI. MATERIAL Y METODOS

a) Equipo
e Agregémetro chrono-log
e Centrifuga Beckman Coulter

e Contador de plaguetas

b) Material adicional

e Cubetas silicénizadas
e Barras magnéticas

e Micropipeta 1-10 pL
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e Micropipeta 100-1000 pL

e Tubos con sistema de vacio con citrato de sodio

c) Reactivos

e EI compuesto estrégeno sustituido en la posicion 17- Fig 5. (N[3-
Hidroxiestra 1:3:5(10)-trien-17-il]-4-(2-aminoetil)-fenol. (Tirame)

NH OH

HO

Figura 5. Estructura quimica de Tirame

Colageno

Epinefrina
Dimetilsulfoxido (DMSO)

Cloruro de sodio 0.9 %

d) Condiciones preanaliticas
Para llevar a cabo la prueba de agregometria es necesario que el paciente se

encuentre en ayuno y no haya consumido ningun AINES o bien un farmaco con

actividad antiagregante.
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Los plasmas lipémicos y hemolizados no se procesaron, ya que interfieren en la
prueba provocando que no se permita el paso de luz y por lo tanto afecte al resultado
de la agregacion plaquetaria.

e) Obtencion de muestra

Se obtuvieron 88 muestras sanguineas en tubos con sistema de vacio con citrato
de sodio 0.104 M como anticoagulante, que fueron obtenidas de donadores
aparentemente sanos del banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia

Ignacio Chavez, a través de una puncién venosa en la vena antecubital.

Previamente se les solicito su autorizacion para que una pequefia muestra de su
sangre (5mL) se utilizara para fines de investigacion APENDICE 1. Los donadores
se encontraban en ayuno, no ingirieron farmacos que interfirieran en el estudio,

como es el caso de: AINES, aspirina, antidepresivos y antihipertensivos.

Procedimiento

De las 88 muestras sanguineas, se ocuparon 44 muestras para el método éptico y
44 muestras para método de impedancia. Se realizo un pool de 4 donadores para

la realizacion de cada método.

El compuesto fue disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) 5 %, el cual se utilizé6 como
control. El resultado de agregacion plaquetaria que se obtuvo con el grupo control,
se consider6 como el 100 % de respuesta de la agregacion. Para medir la
agregacion plaquetaria, se empleo el equipo Lumi-agregometro de la marca Crono-
log. Se realizé una curva respuesta (0.5-500 puM). La agregacion plaquetaria fue

inducida con epinefrina 10 uM y colageno 4 pug/mL.

f) Agregacién plaquetaria
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Fundamento del ensayo:

La agregacion plaquetaria se estimula a través de un agente agonista. El
agregometro hace pasar un haz de luz a través del plasma PRP, provocando un
cambio en el paso de luz. Cuando las plaquetas se agregan permiten el paso de luz
libremente en las cubetas con plasma. El equipo registra el cambio de luz y se

obtiene una curva en el equipo de cémputo.

Procedimiento:

Las muestras obtenidas se centrifugaron a 1000 rpm por 3 minutos y se obtuvo el
plasma rico en plaguetas (PRP), el remanente de células rojas se recentrifugo a
3500 rpm por 20 minutos para obtener el plasma pobre en plaquetas (PPP). Se
ajusto la cuenta a 250x10° pL/plaquetas, con el plasma rico en plaquetas y el plasma
pobre en plaquetas.

Previamente incubadas las muestras por 5 min a 37 °C en el lumi-agregometro, se
indujo la agregacién plaquetaria con epinefrina 10 uM y colagena 4 pg/mL, las

muestras fueron analizadas de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 5. Agentes agonistas y concentraciones de Tirame para la agregacion

plaquetaria.

Tirame pM

Epinefrina 10 uM | Colagena 4 pug/mL
DMSO DMSO
500 500
50 50
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0.5

0.5

g) Método de impedancia

Fundamento del ensayo:

Consiste en usar un electrodo para determinar la resistencia eléctrica o bien la

impedancia entre los dos sensores eléctricos que conforman el electrodo. EI cambio

de impedancia se despliega en una curva de agregacion en funcién del tiempo.

Procedimiento:

La muestra de sangre (1:2) con cloruro de sodio 0.9 %. Previamente incubadas por

5mina 37 °C las muestras en el Lumi- agregometro, se le adaptaron los electrodos

y se indujo la agregacion plaquetaria con epinefrina 10 UM y colagena 4 pg/mL, las

muestras fueron analizadas de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 6. Agentes agonistas y concentraciones de Tirame para la impedancia.

Tirame UM
Epinefrina 10 uM | Colagena 4 pg/mL
DMSO DMSO
500 500
50 50
5 5
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0.5 0.5

VII. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los datos fueron analizados por la prueba paramétrica ANOVA y se empled
un post- Dunnet. Los resultados se presentan con el promedio + SD. El valor de
P<0.05, es considerado estadisticamente significativo. Los calculos se realizaron
empleando el software GraphPad, version 5.0.

VIIl. RESULTADOS
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GRAFICA 1. En el gréafico se observan los resultados obtenidos de inhibicion de la agregacion plaquetaria (%) inducida
por epinefrina y colageno con el método 6ptico. Promedio + D.E. Prisma 0.5, ANOVA, Dunnet *P < 0.05 fue considerado
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Método de impedancia

Inhibicidn de la agregacion plaquetaria (%)
estimulado con epinefrina 10 uM y colagena 4pg/mi

100+
—— Epinefrina (10uM)

Colagena (4ug/ml)

o ™
9

plaquetaria %
N
e

Inhibicién de la agreacién

Log Tirame (nM)

GRAFICA 2. En el gréafico se observan los resultados obtenidos de inhibicion de la agregacion plaquetaria (%) inducida por
epinefrina y coldgeno con el método impedancia. Promedio + D.E. Prisma 0.5, ANOVA, Dunnet *P < 0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La grafica 1 muestra la curva dosis-respuesta del efecto inhibidor plaquetario de
Tirame determinado por el método Optico. Empleando epinefrina y colagena como
agentes inductores. Las concentraciones inhibidoras 50 (Clso) son del7.01 pM vy

148.47 uM respectivamente.

La grafica 2 muestra la curva dosis-respuesta del efecto inhibidor plaquetario de
Tirame determinado por el método de impedancia. Empleando epinefrina y
colagena como agentes inductores. Las concentraciones inhibidoras 50 (Clso) son
de 121.93 uM y 148.56 pM respectivamente.

El utilizar los dos métodos para determinar la inhibicién de la agregacién plaguetaria
nos proporciona informacion complementaria. EI método Optico considera la
actividad exclusiva de las plaguetas, en cambio con el método de sangre total,
permite observar el efecto que tienen con otras células presentes como los
eritrocitos y los linfocitos. Estudios morfologicos de la cinética de la formacion del
tombo indican la presencia de plaquetas mezcladas con eritrocitos, neutrofilos,
monocitos Yy fibrina. Anteriormente, la presencia de estas células se consideré un
proceso pasivo. Sin embargo, hoy se tiene evidencia que existe una comunicacion
entre las diferentes células, donde la estimulacién especifica de cada una de ellas:
el contacto célula- célula y/o via productos liberados, sintetizados o presentes en
granulos intracelulares pueden modificar el desarrollo y la reversibilidad del trombo

en formacion.

Diferentes estudios indican que los procesos adhesivos entre plaguetas y los
eritrocitos, pueden tener un potencial interés en la hemostasia y la trombosis. En
este sentido, se ha demostrado que la proteina ICAM-4 del eritrocito se une a la
glicoproteina alllbB3 de la plaqueta activada. Utilizando sistemas de perfusion y
condiciones de flujo in vivo, se comprobd la adhesién de las plaquetas a los
eritrocitos. Diferentes autores coinciden que los eritrocitos incrementan la activacion
del receptor y la exposicion de P-selectina de las plaquetas durante el proceso de

activacion.>3
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De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos decir que las plaquetas aisladas
tanto como cuando se encuentran en conjunto con otras células, no afectan la

accion de la inhibicion plaquetaria del compuesto Tirame en estas situaciones.

Las figuras 6, 7 y 8 son ejemplos de los resultados obtenidos directamente del Lumi-
agregometro, en el que se muestra la inhibicion de la agregacién plaquetaria de una
manera dependiente de la concentracion. En estas figuras se muestra el efecto del
control y asi como las diferentes concentraciones empleadas de Tirame (Control y
500, 50, 5y 0.5 uM Tirame).

Se observa que en el control y las concentraciones 50, 5, 0.5 uM, su efecto de
agregacion es muy similar entre 80 y 90%. En los resultados obtenidos solo se
observa una meseta o bien la segunda ola de agregacion que corresponde a la
liberacion del contenido de los granulos, sustancias proagulantes como ADP,

serotonina y calcio, este estado de la agregacion plaquetaria es irreversible.

En el control se obtiene la respuesta méaxima del sistema; empleando la
concentracion 500 uM Tirame inhibe por completo la respuesta, en el resultado

mostrado se obtuvo un 0 % de agregacion.

Es importante mencionar que empleando el ADP como agente agonista, también
inhibe la agregacion plaquetaria empleando la concentracién de 500uM y se obtiene
(Cls0) con el método Optico de 121.89 uM y (ICso) con el método de sangre total de
81.28uM. Estos resultados experimentales ya se habian determinado previamente

en el laboratorio por otros investigadores.
X. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que el Tirame inhibe la agregacion
plaguetaria con ambos agonistas con la concentracion mas alta 500 yM. El
compuesto podria ser de utilidad para contar con un estrogeno que disminuya la

coagulacion de la sangre y asi atenuar el posible efecto adverso de trombosis.

46



Se recomienda determinar el efecto antiagregante plaquetario y comprobar que
efectivamente el compuesto sea capaz de evitar la formacion de un trombo en un

animal integro (ratén).
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XIl. APENDICE

Método 6ptico

(Tyrame) Epinefrina Colagena
mM 10mM 4mg/mL

X DS |[N| X DS

500 97.09 | 1.3 |11]| 96.76 | 1.8

50 87.06 | 3 [11]| 942 | 2.6

5 116 | 6.6 (11| -1.14 | 3.9

0.5 -1.93 | 25 |11] 214 | 35

0.0001 | 1E-04 | 3.7 |11]| 1E-04 | 3.9

Método de impedancia

Tyrame| Epinefrina Colagena
(mM) (10mM) (4mM)
X DS [N| X DS
500 ]95.63|1.2|11] 90.4 | 8.8
50 1722 | 6.6 |11| 9.11 | 7.3
o) 7.67 194111183 |5.9
0.5 6.77 | 7.4 |11| 7.36 | 4
0.0001 |1E-04 | 6.2 |11 |1E-04| 2.2
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio titulado:
EVALUACION DEL EFECTO ANTIAGREGANTE PLAQUETARIO DE UN
NUEVO ESTROGENO SUBSTITUIDO EN LA POSICION 17-g(N[3-
HIDROXIESTRAL:3:5(10)-TRIEN-17p-1L]-4-(2-AMINOETIL)-FENOL. (TIRAME)

El estudio consiste en una toma de muestra de sangre venosa, lo cual no representa un
riesgo agregado para mi persona. Los propdsitos del estudio son identificar la actividad
sobre las plaquetas de nuevos estrogenos, estos compuestos no favorecen la trombosis
como lo hacen los demas estrogenos conocidos. El contar con estos posibles
medicamentos permitira que los enfermos que lo requieran puedan recibir estrogenos
y no tengan trombosis como efecto colateral o adverso y beneficiar a pacientes con
nuevos tratamientos.

Puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en el estudio.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el momento
que asi lo desee. En caso de que decidiera no participar, la atencion que como paciente

recibo en esta Institucion no se vera afectada.

FIRMA

TESTIGO TESTIGO

Fecha:

La carta de consentimiento informado de este trabajo de tesis fue elaborado para

un control interno entre en area de investigacion y el banco de banco de sangre
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del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Por lo que no se elaboro
conforme a lo sefialado en la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, del

expediente clinico.
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