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INTRODUCCIÓN 

  

El proyecto de investigación se presenta como continuación de un proyecto previo que fue aceptado y 

autorizado tanto por la Facultad de Medicina de la UNAM (Efecto de mono y bis-amino-estrógenos 

sobre la hemostasia No. 044-2011) y por el Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez (No. 11-

719) en el marco de un convenio de colaboración. Nuestro grupo de investigación se interesa por el 

estudio de los estados protrombóticos, proceso en el que participan las Mvs v también por el estudio 

de diversos aminoestrógenos. Compuestos derivados de la estrona que presentan un radical amino-

alcohol alifático, -metilo o -carboxilo en la posición 17-3 del anillo esteroidal 1 (Figura 4) que presentaron 

actividad antiagregante plaquetaria, 2,3 anticoagulante en sangre total 4,5,6 ,7 estrogénica, 8 

antitrombótica, incrementan la producción de óxido nítrico (NO)9 y disminuyen tanto la liberación de 

ATP como del estrés oxidativo. Así mismo, registramos una patente en México del uso de un 

aminoestrógeno, Prolame, como vasodilatador y agente antitrombótico PATENTE 289370. Uso del N-

(3-hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-17 beta-il)- 3-hidroxipropilamina para la preparación de formulaciones 

farmacéuticas como protector del endotelio mediante su efecto simultáneo de vasodilatador e inhibidor 

de la formación de trombos. En este proyecto se estudiarán aminoestrógenos cuya fórmula general se 

representa en la Figura 1. 

 

 

 

Figura 1. Estructura base de los 17B amino-estrógenos. Donde R es el radical. Los estrógenos se 

sintetizaron y caracterizaron en el Instituto de Química de la UNAM por el Dr. Juan Manuel Fernández 

González.  
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CAPÍTULO I  

 

EFECTO ANTITROMBÓTICO DE LOS 17β-AMINOESTRÓGENOS 

 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

La adquisición de nuevos estrógenos que eviten los efectos trombóticos que se observan con los 

estrógenos en uso, es relevante en el desarrollo de nuevos posibles anticonceptivos, ya que con ellos 

tendremos más posibilidad de tratamiento para los pacientes y así ofrecer más y mejores opciones. 

 

1.2 JUSTIFICACION 

 

Los estrógenos son indispensables por su empleo como anticonceptivos. Contar con nuevos 

estrógenos que eviten la trombosis tiene un interés importante. Los resultados permitirán dar una nueva 

orientación a los enfoques terapéuticos señalando la posibilidad de nuevos compuestos y blancos 

farmacológicos, así como a obtener más información sobre los mecanismos que conducen al desarrollo 

de la trombosis. 

 

El marco teórico, objetivo, objetivos específicos, Material y Métodos, las definiciones de variables, 

emergen del proyecto de investigación de la Facultad de Medicina de la UNAM (Evaluación del efecto 

antitrombótico de 17 β aminoestrógenos) No FM/DI/055/2022 

 

1.3 MARCO TEÓRICO  

 

Estrógenos y trombosis. 

Los estrógenos son hormonas esteroideas que ayudan a regular algunas de las funciones en el cuerpo 

humano, estimulan el crecimiento, pueden aumentar la coagulación, disminuir el colesterol por acción 

directa en el hígado, ayudan a la producción de colágeno, ayudan a la expresión de caracteres sexuales 

como el crecimiento de mamas, liberan óxido nítrico entre otras funciones10. Por ahora la literatura 

sobre la relación de los estrógenos y las plaquetas es escasa, sin embargo se ha demostrado que la 

función plaquetaria puede variar según la fase menstrual en la que se encuentre la paciente11. 

 

La trombosis se puede definir como una condición en la que la sangre se coagula dentro de venas (si 

es en el sistema profundo se denominará trombosis venosa profunda) o arterias. La Triada de Virchow 

es, en esencia la principal causa de la trombosis, esta se compone de: Estasis (alteración del flujo 
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sanguíneo), lesión endotelial y estado de hipercoagulación12. Se ha visto relación entre los estrógenos 

conjugados en el tratamiento de sustitución hormonal o anticonceptiva con el estado procoagulante y 

posteriormente trombosis, siendo la trombosis venosa profunda la más asociada con el tratamiento13. 

 

 Debido a que la enfermedad cardiovascular es menos recuente en el género femenino que en el 

masculino que la prevalencia se incrementa e iguala después de la menopausia, se asumió que los 

estrógenos tienen un efecto protector en el sistema cardiovascular. Se estima que actualmente 

aproximadamente 840 millones de mujeres en todo el mundo utilizan anticonceptivos orales, además 

de las mujeres que los utilizan como terapia de reemplazo hormonal durante la menopausia. Su uso se 

ha extendido por las personas transgénero. En el año 2000 se publicó el resultado del estudio "Women's 

Health Initiative”14, después de 5.2 años de seguimiento se interrumpió a causa de los efectos adversos 

que presentó el grupo que recibió estrógenos más progestágenos en comparación con el grupo que 

recibió un placebo. Presentaron enfermedad coronaria 286 participantes, la razón de momios e 

intervalos de confianza 95 (RM IC95) 1.29 (1.02-1.63); 202 participantes presentaron eventos 

vasculares cerebrales, RM IC95 1.41 (1.07-1.85); 101 participantes presentaron tromboembolia 

pulmonar, RM IC95 2.13 (1.39-3.25); 295 casos de cáncer de glándula mamaria RM IC95 1.26 (1-1.59). 

Estos resultados ponen de manifiesto que los eventos trombóticos se incrementan con el empleo de 

estrógenos15. Desde 1961 se informaron los primeros casos de tromboembolia pulmonar16, infarto 

cerebral17 e infarto al miocardio18. También existen antecedentes en personas del género masculino 

con infarto previo, con dosis elevadas (10 mg/día) se observó un efecto protector de los estrógenos, 

pero cuando se administran dosis menores (5 y 2.5 mg/día), la tendencia trombótica se elevó en lugar 

de disminuir19. De manera similar el uso de estrógenos en el tratamiento de cáncer prostático 

incrementa tanto los accidentes trombóticos arteriales como las hemorragias cerebrales20. En los 

eventos trombóticos intervienen también otros factores como la edad, tabaquismo, dieta, hipertensión 

y sedentarismo21,22,23. Debe señalarse que los estrógenos exógenos presentes en los anticonceptivos 

tienen una estructura química diferente a la de los estrógenos naturales, y que su metabolismo y los 

efectos biológicos pueden diferir. No se sabe con certeza si e efecto trombótico es consecuencia de 

compuesto oricina o de algunos de sus metabolitos que se forman rápidamente24,25,26,27. Los 

mecanismos tanto protectores como trombofílicos de los estrógenos pueden incidir en las diferentes 

etapas hemostáticas, desde el endotelio vascular (promueven la producción de energía, disminución 

del estrés oxidativo, activación de la sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS), incremento en la 

producción de óxido nítrico (NO), etc.), la hemostasia primaria (actividad plaquetaria), la fase plasmática 

de la coagulación (actividad de los factores), los mecanismos antitrombóticos y la fase fibrinolítica28 , 29 

, 30 , 31 , 32 ,. Se han empleado diferentes estrategias de estudio que abarcan desde las pruebas de 

coagulación global, la resistencia a la proteína C y la generación de trombina. Además de los 

mecanismos mencionados, los estrógenos modifican la producción macropartículas o microvesículas 

(Mvs)33. Microvesículas (Mvs). Las Mvs son pequeñas vesículas circulantes (tamaño de 100-1000 nM), 

liberadas por el cambio de simetría de la membrana plasmática de diversos tipos de células en 
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respuesta a la activación celular y/o apoptosis. Los mecanismos de biogénesis y la liberación de las 

Mvs, incluyen la redistribución de los componentes de la membrana, perdida de simetría de los 

fosfolípidos, perdida de la estructura del citoesqueleto, con la formación de nano dominios y la 

presencia de fosfolípidos aniónicos que actúan como fuerzas de atracción en la membrana34. Las Mvs 

se caracterizan por exponer sobre su superficie fosfolípidos, factor tisular (TF), entre otras moléculas, 

además de llevar la información (ácido desoxiribunocleico (RNA), microRNA, etc.) de la célula de origen 

a diversos tejidos distantes. Se observa una asociación entre la elevación de su concentración y 

diversos estados patológicos (como trombosis venosa), lo que asocia con efectos deletéreos de las 

células de la pared vascular. Por este motivo, actualmente se le considera mensajeros intercelulares 

que mantienen y/o inician la disfunción celular, además de inducir el estrés oxidativo, pero también son 

fuente que alimenta procesos fisiológicos normales como la hemostasia, lo que nos lleva a considerar 

que más importante que su número es considerar su procedencia o los elementos que portan en su 

estructura. Su empleo como biomarcadores cobra relevancia sobre todo porque pueden proteger del 

deterioro que se observa después de colectar muestras plasmáticas para el estudio de miRNAS, RNA, 

DNA, etc. En resumen, las Mvs son una población heterogénea de pequeñas vesículas en las que la 

membrana plasmática perdió la simetría y expone fosfolípidos con carga negativa, principalmente 

fosfatidilserina, que provienen de varias líneas celulares tras la activación o la apoptosis. Son muy 

variables en tamaño, composición y función. Figura 2 

 

Se han detectado Mvs en diversos fluidos biológicos como la sangre periférica, orina y liquido ascítico, 

así como placa ateroesclerótica, la mayoría de las Mvs proviene de las plaquetas y en menor número 

de los eritrocitos, granulocitos, monocitos y células endoteliales. 
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Figura 2. Tomada de Muralidharan-Chari V, et al. Microvesicles: mediators of extracellular comunication 

during cancer progression. J Cell Sci 2010; 123: 1603-11. La figura muestra un esquema representativo 

de las características que adquieren las MPs, la presencia de fosfatidilserina, así como de múltiples 

receptores en el lado externo de su membrana, y, la presencia de información genética (ácidos 

nucleicos) y proteínas de la célula que les da origen. 

 

Algunas circunstancias fisiopatológicas incrementen la formación de Mvs, por ejemplo, existe evidencia 

que la generación de especies reactivas de oxígeno en la aterosclerosis activa a los eritrocitos e 

incrementa la formación de Mvs que provienen de eritrocitos, 35 también pueden formarse a causa de 

trastornos metabólicos, infecciones o presencia de citocinas. Sin embargo, también se identifica su 

presencia con mecanismos que pueden adoptar múltiples funciones fisiológicas, por ejemplo, las Mvs 

que se forman a partir de células hepáticas portan enzimas que intervienen en el metabolismo de los 

medicamentos haciendo más eficiente y convirtiéndose en una fuente extra hepática de metabolismo. 

36 Las Mvs ingresan a las células diana y comparten la información, proteínas intracelulares, segundos 

mensajeros y material genético, incluyendo miRNA. Al facilitar la transferencia horizontal de moléculas 

bioactivas, se propone que tienen un papel vital en la invasión tumoral, las metástasis, la coagulación 
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y la inflamación. También se conoce un papel fisiológico que genera un microambiente en el árbol 

vascular que mantiene una adecuada homeostasis en las funciones procoagulantes, anticoagulantes y 

fibrinolíticas. 37 

 

Plaquetas.  

 

En lo que concierne a la coagulación, la participación de las plaquetas es esencial, ya que permite que 

los factores de la coagulación tengan una concentración local adecuada; exponen a los fosfolípidos 

aniónicos como la fosfatidilserina que se encuentra en el interior de la membrana plasmática de las 

plaquetas en reposo. Después de activarse las plaquetas, la fosfatidilserina y otros fosfolípidos 

aniónicos se trasladan a la superficie de la membrana y proporciona una superficie catalítica, donde los 

factores de coagulación vitamina K-dependientes pueden interactuar con cofactores para formar los 

complejos enzimáticos característicos, que culminan en la adecuada generación de trombina para 

asegurar una actividad hemostática eficaz. Cuando se desprenden fragmentos de la membrana, se 

organizan formando Mvs de manera que conserven sus propiedades procoagulantes, la que incluyen 

la presencia del TF, el cual inicia las principales reacciones de coagulación sanguínea. Se han 

identificado también Mvs que provienen de la placa ateroesclerosa y se considera que tienen 

características diferentes a las Mvs que provienen de células plasmáticas, en particular en lo que se 

refiere a la presencia y actividad del TF38, 39 con un gran potencial procoagulante. 40 Por ejemplo, 

posterior a un evento coronario agudo participan movilizando células progenitoras para reparar el daño 

en el endotelio vascular. 41 Sin embargo, algunas subpoblaciones tienen un efecto opuesto al reparador, 

ya que portan citocinas importantes para activar las diferentes vías de la inflamación42 y también 

podrían tener un papel en la disfunción vascular al disminuir la producción de óxido nítrico43. Las Mvs 

liberadas por el endotelio podrían representar una ventaja para predecir el riesgo de la enfermedad 

coronaria frente a otros factores de riesgo tradicional 44 ya que existe un particular incremento en 

pacientes con enfermedad coronaria e insuficiencia cardiaca, 45 hecho que se explica por la presencia 

de TF y factores de la coagulación (Va y Xa) presentes en aquellas que provienen de las plaquetas 

durante un síndrome coronario agudo. 46 Aunque inicialmente se reconocía solamente sus propiedades 

procoagulantes, actualmente se contemplan como un sistema que puede aportar un balance 

procoagulante/fibrinolítico, 47 en el que participan de manera sobresaliente las Mvs que surgen a partir 

de células endoteliales o que inciden en el endotelio vascular, conservando la homeostasis celular y 

protegiendo a las células endoteliales de la lisis que induce el complejo del complemento C5b-9, 48 de 

la caspasa-3 49 y de los fosfolípidos oxidados. 

 

Fibrinólisis.  

 

La fibrinólisis se caracteriza por reacciones enzimáticas que generan plasmina, enzima proteolítica que 

elimina, entre otros sustratos la fibrina que se deposita en los vasos sanguíneos y borra el recuerdo de 
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todos los procesos coagulantes, devolviendo al endotelio vascular todas sus funciones fisiológicas. El 

proceso se lleva a cabo sobre una superficie sólida, la fibrina, que presenta sitios de alta afinidad para 

el plasminógeno (precursor de la plasmina). El plasminógeno que se une a estos sitios es sustrato del 

activador tipo tisular ((t-PA) por sus siglas en inglés tissue type plasminogen activator) para generar 

plasmina, que incrementa la eficiencia catalítica al exponer nuevos sitios de afinidad expandiendo el 

mecanismo. De manera relevante surge el concepto de que las Mvs que provienen de las células 

endoteliales, bajo el efecto del factor de TNFalfa, (por sus siglas en inglés tumoral necrosis factor alfa), 

proporcionan también una superficie capaz de interactuar con el plasminógeno (Figura 2) y permitir así 

su conversión en plasmina a través del activador del plasminógeno tipo urocinasa (uPA) y su receptor 

(uPAR). Esta capacidad de las Mvs para generar plasmina les otorga una función relevante 

profibrinolítica, en la migración celular, la angiogénesis, la difusión de las células malignas 50 y la 

apoptosis. 51,52 Un ejemplo del papel dual de las Mvs lo aporta el hecho de que de las Mvs que provienen 

de las células endoteliales se incrementen en los pacientes con aterosclerosis subclínica y no así en 

los pacientes con aterosclerosis sintomática, sugiere que las Mvs tienen un papel protector bajo algunas 

circunstancias fisiopatológicas. 
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Figura 3. Tomada de Dignat-George F, et al. The many faces of endothelial microparticles. Areterioscler 

Thromb Vasc Biol 2011; 31:27-33. Las Mvs poseen en su superficie múltiples receptores y moléculas 

que les permiten favorecer la coagulación, la anticoagulación, la adhesión celular, la función endotelial, 

la fibrinólisis, angiogénesis y crecimiento tumoral. 

 

En los procesos inflamatorios, las Mvs que provienen de los leucocitos son capaces de inducir la 

expresión de genes que incrementan la producción de citocinas y moléculas de adhesión, en cultivos 

in vitro de células endoteliales y leucocitos, 53 pero también en este terreno se observa un doble papel 

ya que una subpoblación de Mvs que provienen de los leucocitos polimorfo nucleares con presencia de 

anexina-1 que les proporciona una actividad antinflamatoria. 54 

 

Aun cuando hasta el momento su estudio se ha centrado a esclarecer su presencia en diferentes 

patologías (Figura 3), se debe resaltar que también se encuentran presentes en individuos sanos, 

poniendo en relevancia su papel para conservar la integridad del organismo, conservando la 

homeostasis celular y promoviendo mecanismos de defensa 

  

 

 

Figura 4. Tomada de Tushuizen M, et al. Cell-derived microparticles in the pathogenesis of 

cardiovascular disease. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2011; 31: 4-9. En la imagen se muestra el 

mecanismo propuesto para regular la homeostasia de las células endoteliales en las que las Mvs 
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pueden mostrar un fenotipo que no favorece la inflamación o la coagulación y/o un fenotipo 

procoagulante, inflamatorio y alteraciones en la función endotelial. 

 

Sin embargo, existen diferencias en las subpoblaciones que están presentes en individuos sanos y en 

los pacientes con enfermedades trombóticas, aterosclerosis, enfermedad vascular, sepsis, diabetes, 

hipertensión crónica y preeclampsia. 55, 56,57 Existen características diferentes entre las Mvs de 

individuos con angina estable o con síndromes coronarios agudos como el infarto al miocardio. 58,59 Se 

ha llegado a plantear también que su presencia contribuye a la magnitud del episodio por su capacidad 

de diseminar estímulos procoagulantes e inflamatorios. No obstante, también pueden favorecer un 

estado profibrinólitico que permita la reperfusión espontánea de la arteria coronaria como ocurre en el 

15 -20 % de los infartos al miocardio con elevación espontánea del segmento ST. 60 

 

La mayoría de las investigaciones han centrado su visión en la búsqueda de su actividad procoagulante, 

como factor de riesgo trombótico, en diversas situaciones clínicas. Sin embargo, considerando su 

actividad pro fibrinolítica su presencia es muy importante también tanto en la génesis como en el 

desenlace de las enfermedades cardiovasculares. 

 

1.4 OBJETIVO GENERAL  

 

1) Determinar el efecto de los 17β-aminoestrógenos en hemostasia primaria y secundaria.  

2) Identificar el efecto de los 17β-aminoestrógenos en la generación de Mvs y el papel de éstas en la 

fibrinolísis. 

 

1.5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

a) Realizar curva dosis-respuesta de los 17β-ae (5, 50 y 500 uM) sobre la agregación plaquetaria 

en sangre total con ADP, epinefrina y colágeno, como agentes agonistas 

 

b) Realizar curva dosis-respuesta de los 17β-ae (5, 50 y 500 uM) sobre la liberación del ATP de 

las plaquetas, con ADP y colágeno, como agentes agonistas. 

 
 

c) Determinar la concentración efectiva 50 (CE 50) de los 17β-ae en agregación plaquetaria y 

liberación del ATP de las plaquetas. 

 

d) Determinar el efecto de los 17β-ae sobre la actividad antitrombótica (tamaño del coágulo).  
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e) Determinar el efecto de los 17β-ae sobre la generación de Mvs. 

 

f) Determinar el efecto de los 17β-ae sobre la generación de plasmina de las Mvs obtenidas 

previamente. 

 
 

1.6 HIPÓTESIS  

 

Los 17β-aminoestrógenos disminuyen la agregación plaquetaria, tamaño del coágulo y generación de 

Mvs en comparación con un grupo control. Los 17β-aminoestrógenos incrementan la fibrinólisis. 

 

1.7 METODOLOGÍA 

 

1.7.1 TIPO DE ESTUDIO  

 

Se realizará un estudio transversal, observacional, comparativo que se analizará como casos y 

controles. 

 

1.7.2 POBLACIÓN, CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN  

 

Se estimará considerando la diferencia de medias 61 con base a los resultados de una publicación de 

nuestro grupo de investigación, Flores García M, et al., 62 bajo los supuestos: 

 

 



13 

 

 

n: número de sujetos necesarios para cada grupo 

 

Zα: valor de Z correspondiente al riesgo α fijado (0.05 habitualmente)  

 

Zβ: valor de Z correspondiente al riesgo β fijado (0.20 habitualmente)  

 

S: Varianza de la distribución de la variable cuantitativa (desviación estándar) Poder: 0.90  

 

Tamaño de muestra estimado para cada concentración propuesta: n = 5. Se estudiarán 3 diferentes 

concentraciones más un grupo control, n total = 48 (para cada 17β-aminoestrógeno). Considerando un 

estudio por duplicado e incluyendo 20% de posibles pérdidas. 

 

Criterios de selección 

 

Todos los experimentos se realizarán in vitro, en muestras de plasma o sangre total humana. Las 

muestras anticoaguladas con citrato de sodio (0.105 M) se obtendrán de donadores de sangre, de sexo 

masculino (para excluir la presencia de estrógenos naturales en las muestras de plasma), que asistan 

al banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiología (INC) Ignacio Chávez, quienes cumplan con 

la NORMA Oficial Mexicana para la disposición de sangre humana y sus componentes con fines 

terapéuticos (NOM-253-SSA1-2012) y firmen el consentimiento informado para permitir que una 

muestra de 2.7 mL de su donación se destine para llevar a cabo el estudio. 

 

Reactivos  

 

Adenosin de difosfato (ADP), colageno, epinefrina, Chrono-Lume (luciferin-luciferasa) y adenosin de 

trifosfato (ATP) se obtendrán de Chrono-PAR Corporation (Havertown, PluciferA, USA). El sulfoxido de 

dimetilo (DMSO) se comprará a Sigma–Aldrich Chemical Co. El resto de los reactivos será de la mayor 

pureza posible 
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1.7.3 VARIABLES Y DEFINICIÓN OPERATIVA  

 

 

1.7.4 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

AGREGACION PLAQUETARIA  

Las pruebas se realizarán en un Lumiagregómetro óptico con registrador (Chrono-log. Whole Blood, 

Lumi- Agregometer, [Ca**]) de 2 canales. La agregación se realizará a 37 °C y a 1200 rpm para similar 

la turbulencia sanguínea. Los compuestos se disolverán en DMSO. El promedio del grupo control se 

considerará como el 100 % de la agregación plaquetaria. 

 

1) Método de Impedancia. Se inserta un electrodo en una cubeta con sangre diluida con solución 

salina grado fisiológico (0.9%). Un voltaje -en el rango de milivolts- se aplica al electrodo y el 

instrumento mide la resistencia eléctrica o impedancia generada. Durante un breve periodo de 

equilibrio, se forma una monocapa de plaquetas en las porciones expuestas de los cables, 

dando como resultado un valor de impedancia estable. Los compuestos o control (DMSO), se 

adicionarán a la muestra. Inmediatamente después, un agente agregante (ADP 10 µM, 

Epinefrina 10 10 µM o colágeno 2 µg/mL) se adicionará a la cubeta y las plaquetas estimuladas 

se agregan a la monocapa de plaquetas en los cables sumergidos. La acumulación de 

plaquetas modifica la resistencia eléctrica al circuito, que se mide en ohms (unidad de medida 

de la resistencia eléctrica). El cambio en impedancia se despliega en función del tiempo en el 

programa Chrono-log AGGRO/LINK. 
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2) Método de Luminiscencia. Este método permite medir simultáneamente la agregación 

plaquetaria, y la secreción de ATP de las plaquetas, mediante un sistema de luminiscencia, 

simultáneamente. El sistema de luminiscencia utiliza un tubo fotomultiplicador (PMT) para 

medir la liberación de ATP. Brevemente, en una cubeta con plasma rico en plaquetas (PRP) 

ajustado a 250,000 plaquetas/µL se adicionará el 17β-aminoestrógeno (5, 50 y 500 µM) o el 

control (DMSO) e inmediatamente después el reactivo Chrono-Lume (luciferin-luciferasa) a la 

muestra, se incubará durante 2 min y adicionará el agente agonista (ADP 10 µM o colágeno 2 

µg/mL). El equipo previamente se calibra con una solución estándar de 2 mM de ATP. El ATP 

se une con luciferin-luciferasa y genera un cambio de voltaje que se detecta por el PMT, la 

salida de voltaje es proporcional a la intensidad de luminiscencia de la muestra. El resultado 

corresponde al flujo de ATP y se expresa en nM. La agregación plaquetaria se medirá en 

porcentaje de transmisión de luz relativa entre el PRP y plasma pobre en plaquetas (PPP), 

durante 6 min y se registran curvas de agregación plaquetaria en función del tiempo. 

 

 

Micropartículas (Mvs)  

 

Obtención de Mvs Brevemente, se adicionarán los 17β-aminoestrogenos o DMSO en muestras de PRP. 

Posteriormente, se estimularán las plaquetas con ADP 10 µM + Colágeno 2µg/mL por 5 h a 37°C en 

agitación constante, para inducir la formación de PLQMvs (Mvs provenientes de plaquetas).63 

Aislamiento de Mvs Se aislarán las micropartículas mediante centrifugación diferencial. Brevemente, la 

muestra sanguínea citratada (0.105 M) se centrifugará dos veces (1500 x g por 15 min y 13000 x g por 

2 min) para obtener el PPP. Posteriormente, 500 µL de muestra se centrifugará (20000 x g por 90 min 

a 4 ᵒC), las Mvs se lavarán y serán resuspendidas con amortiguador HEPES (10 mM NaCl, 140 mM 

HEPES; pH 7.4). 

 

Cuantificación de Mvs 

 

 Una porción de Mvs se someterán a 5 ciclos de choque térmico (nitrógeno líquido – baño maría (37 

°C)), por lapsos de 1 min, para lisar su membrana y poder estimar el contenido de proteínas empleando 

un espectrofotómetro (280 nm). Considerando que el 15 % del peso de las Mvs corresponde al 

contenido proteico y que una concentración de proteínas de 1 g/mL equivale a 8 x 105 Mvs/mL. 64 

Empleando esta equivalencia, los resultados son comparables con los que se obtienen por el método 

de microscopia de fuerza atómica o por la dispersión dinámica de luz y son mayores en tres órdenes 

de magnitud a los obtenidos por citometría de flujo. El empleo de la citometría de flujo para determinar 

la concentración de Mvs es motivo de debate, ofrece la ventaja de no solo obtener la concentración 

sino también poder distinguir el origen celular de las diferentes Mvs, las dificultades técnicas que existen 
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respecto al límite de detección del método, se discuten en comités de expertos con la finalidad de llegar 

a consensos y permitir resultados comparativos entre diferentes grupos. Sin embargo, hasta que no 

exista un consenso, en este protocolo se obtendrán por ultracentrifugación. 

 

Generación de plasmina 65 

 

En una placa de 96 pozos se depositará por duplicado para cada muestra (en 50 µL): 2x105 Mvs en 

suspensión en amortiguador HEPES (10 mM NaCl, 140 mM HEPES; pH 7.4) suplementado con 

albúmina bovina al 0.8% o blanco (amortiguador HEPES), 1 µM de plasminógeno, 0.75 mM del sustrato 

cromogénico selectivo para la plasmina (metilmalonil)-hidroxipropil arginina, p-nitroanilina (CBS S0065, 

Stago, Francia) y se lee en un espectrofotómetro (modelo EON, marca Biotek) a 405 nm. La cinética 

se sigue durante 9 h a 37 °C, midiendo el cambio de absorbancia a 405 nm por la producción de p-

nitroanilina que genera el cromógeno al liberarse del péptido por acción de la plasmina. El resultado se 

obtendrá interpolando el resultado obtenido de las muestras problema en una curva patrón de t-PA (0.2 

– 2 UI/mL). 

 

Analisis del tamaño de un coágulo 66 

 

A 0.5 mL de sangre total se le adicionará el 17β-aminoestrogeno (5, 50, 500 µM) o el control (DMSO), 

se dejará reposar 10 min a temperatura ambiente y se incubará 3 h en baño maría a 37 °C, para permitir 

la completa retracción del coágulo. Se eliminará el suero y se pesará el coágulo formado a las 3, 24 y 

48 h. Los datos se expresarán en gramos (g) y el resultado del control de considerará como 100 % de 

retracción del coagulo. Asimismo, se tomarán fotos de los coágulos formados y se terminara el área del 

coagulo mediante la ayuda del programa Visionworks Análisis Software v8.20 (Analytik Jena 

GmbH+Co.KG, Germany). 

 

Instrumentos o herramientas. 

 

Lumi-Agregómetro (marca: Chrono-log; modelo: 560CA)  

 

Espectrofotómetro (marca: Biotek; modelo: EON)  

 

Balanza analítica (marca: ADAM; de 0.0001 a 120 g) Incubadora (marca: General Incubator LUZEREN; 

modelo: DHP9032)  

 

Baño maría (marca: REVOLUCIONARY SCIENCE; modelo: Poly Probat)  

Agitador (marca: Major Science; modelo: Rocking skaker;) 
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RESULTADOS.  

 

GRÁFICA 1 Liberación de ATP % por compuesto 

 
 

 

 

 

 

GRÁFICA 2 Agregación plaquetaria %  por compuesto 
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TABLA 1 Porcentaje de inhibición plaquetaria por compuesto medido por Impedancia 

 

 

 

 

GRÁFICA 3  Generación de microvesículas comparando control vs compuesto 
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ADP

5.8 ± 8.2*

11.8 ± 5.3*

35.6 ± 6.4*

ADP

8.1 ± 10.6*

23.5 ± 6.8* 

41.4 ± 8.2* 

4.6 ± 4.4*

47.9 ± 15.8* 

90.4 ± 9.3*  

18.0 ± 11.2* 

ADP

30.8 ± 16.1*

93.9 ± 7.9*
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A) Peso de coágulo a 3 hrs      

 

 

 

B) Peso de coágulo a 24 hrs      
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C) Peso de coágulo a 48 hrs 

 

 

 

          

  

GRÁFICA 5 Generación de plasmina control vs compuesto 
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ANALISIS DE RESULTADOS  

Gráfica 1. El efecto de los aminoestrógenos sobre la liberación de ATP.  La segunda gráfica representa 

cuanta liberación de ATP se obtuvo con los aminoestrógenos utilizados (Moame, Treoame y Prolame). 

Los resultados de liberación de ATP tuvieron un valor de P de 0.037mostrando a Prolame con menor 

liberación de ATP. Los datos se presentan como promedio ± DE, de 8 experimentos diferentes. *P<0.05 

se  consideró estadísticamente significativo, ANOVA con Dunnet y regresión no lineal, GraphPad Prism 

v.8. 

Gráfica 2. El efecto de los aminoestrógenos sobre la agregación plaquetaria. La primera gráfica 

representa cuanta agregación plaquetaria se obtuvo con los aminoestrógenos utilizados (Moame, 

Treoame y Prolame). Los resultados de agregación plaquetaria tuvieron un valor de P < 0.00001, 

mostrando al Prolame con mayor inhibición con respecto a los otros compuestos. Los datos se 

presentan como promedio ± DE, de 8 experimentos diferentes. *P<0.05 se  consideró estadísticamente 

significativo, ANOVA con Dunnet y regresión no lineal, GraphPad Prism v.8. 

TABLA 1 Efecto de aminoestrógenos en impedancia expresan en porcentaje de inhibición. Los datos 

se muestran en Media± desviación estándar. Los resultados de la agregación medida con el método 

de impedancia, comparando Treoame y Moame, en donde podemos observar significancia en todas 

las muestras, sin embargo, Treoame con 6 veces más potencia sobre Moame. Se analizaron los datos 

con ANOVA y se compararon los resultados con la Prueba de Dunnet *P=<0.05. 

Gráfica 3. El efecto del Prolame en generación de microvesículas. En esta gráfica se muestra la 

concentración de microvesículas generadas con el control DMSO y con el compuesto que se utilizó, en 

este caso “Prolame” en una concentración de 500 µM, analizamos los datos con prueba de normalidad, 

en donde el valor de p >0.05 por lo que se analizó posteriormente como prueba no paramétrica con U-

Mann Whitney con un valor de p >0.05. 

Gráfica 4 Retracción de coágulo medido en gramos,, en la gráfica A se observan los pesos de la 

muestra sanguínea tratada con diferentes compuestos, Treoame, Moame, Prolame (500 Μm)  y su 

control DMSO, de la que se formó el coágulo. Se  observa diferencia significativa entre los grupos p< 

0.05. En la Gráfica B se observa el peso de los coágulos tratados con Treoame, Moame y Prolame (500 

Μm) y su control DMSO, medidos a las 24 hrs, en donde no  se observa diferencia significativa con los 

tres compuestos, respecto a su control p < 0.05. en la gráfica B se observa el peso de los coágulos 

tratados con Treoame, Moame y Prolame (500 Μm) y su control DMSO, medido a las 48 hrs no se 

observa diferencia significativa en ninguno de los casos p< 0.05. Se analizaron los datos con ANOVA 

y posteriormente se hizo la comparación entre grupos con DUNNET. 

GRÁFICA 6 Genaración de plasmina. Se muestran los datos con mediana y error estándar. La gráfica 

muestra el resultado de la generación de plasmina, medido en UI/ml, comparando Prolame y el control 

DMSO, se ve diferencia significativa, aumenta 275% la generación de plasmina por la muestra tratada 

con Prolame, con respecto a DMSO p < 0.05. Los datos se analizaron por ANOVA. 
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CONCLUSIONES 

  

Con los diferentes resultados obtenidos de las pruebas realizadas se puede concluir que: 

1) En el método de luminiscencia, se observaron diferencias significativas entre los tres grupos al 

comparar la liberación de ATP de cada compuesto. Los resultados indican una disminución  

estadísticamente significativa en la liberación de ATP para los tres compuestos, siendo el 

Prolame el más eficaz al reducir la inhibición en comparación con Moame y Treoame. Estos 

hallazgos sugieren que los tres compuestos tienen un impacto significativo en la reducción de la 

liberación de ATP, especialmente el Prolame, evidenciando una disminución en la actividad 

plaquetaria a través de la reducción del contenido liberado de los gránulos densos. Como 

demuestra Yang Yang Ding y colaboradores (2023) en su ensayo con modelo animal, al inhibir 

el ATP plaquetario, se inhibe la actividad plaquetaria67. 

 

2) En relación con la agregación plaquetaria, se concluye que los tres compuestos reducen esta 

respuesta. Notablemente, el Prolame disminuye de forma más eficiente la agregación plaquetaria 

según el método óptico. Este efecto podría explicarse mediante los resultados de luminiscencia, 

sugiriendo que al inhibir la excreción del contenido de los gránulos densos, el Prolame ejerce 

una influencia más significativa, disminuyendo la actividad plaquetaria de manera más efectiva 

que Moame y Treoame. Estos hallazgos respaldan la comprensión de la capacidad de los 

compuestos para modular la respuesta plaquetaria y tienen implicaciones en el control de la 

agregación plaquetaria, respaldando lo encontrado por De la Peña A, Baños G, Izaguirre R, 

Mandoki JJ, Fernández JM (1993) en donde los resultados sugieren que el uso de prolame puede 

reducir la agregación plaquetaria de forma dosis dependiente68.  

 
 

3) En la tabla 1 se muestra el efecto de los compuestos Treoame y Moame, en el cual se puede 

observar que los compuestos, de acuerdo con la técnica de impedancia, tienen efecto inhibitorio 

en agregación plaquetaria, sin embargo, se observa que es dependiente de concentración, en 

este caso podemos inferir que este efecto inhibitorio se puede dar gracias al efecto cooperativo 

que tiene la agregación con otras células en la sangre, en este caso puede deberse al efecto 

cooperativo con los leucocitos. Asimismo, la Doctora Aurora de la Peña, en su estudio 

Agregación plaquetaria en sangre total, un nuevo enfoque para comprender el efecto 

antiplaquetario de la N-(3-hidroxi-1,3,5(10)-estratrien-17b-il)butilamina (buame), ayuda a 

entender más este proceso, haciendo alusión al deterioro que tiene con Trombozano A269 y así 

dar sustento a nuestra conclusión, con este método podemos observar el efecto cooperativo 

entre otras células e incluso otros componentes sanguíneos o celulares. 
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4) En la gráfica 4 se observa el efecto sobre la producción de microvesículas de plaquetas tratadas 

con Prolame (500 µM), colágeno (10mg/ml) y ADP 2 (mM). En este caso Pedro Schubert y 

colaboradores (2021) trataron plaquetas con rivoflabina, obteniendo mayor producción de 

microvesiculas y observaron diferente cinética en las microvesiculas de plaquetas tratadas vs las 

no tratadas70. En este ensayo también aumentó la producción, las microvesículas tienen muchas 

propiedades, algunas pueden perjudicar al microambiente, otras pueden favorecer a este, por lo 

tanto, tendríamos que analizar las partículas para saber que propiedades tienen las 

microvesícula. 

 
 

5) Se muestran 3 gráficas diferentes, son datos de retracción de coágulo se hizo la comparación 

de Moame, Treoame y Prolame, se pesaron los coágulos a las 3 hrs, 24 hrs, 48 hrs, se observó 

diferencia significativa a las 24 hrs, con respecto al control, en este caso esperamos que el 

coágulo sea de mayor tamaño y peso ya que se inhibe la agregación plaquetaria. Sin embargo, 

Tucker, K. L., Sage, T., & Gibbins, J. M. (2012). Mencionan que los ensayos para retracción de 

coágulo no debe durar más de 120 minutos71. Por lo cual deberíamos tomar en cuenta menos 

tiempo dentro del ensayo.  

 

6) En la gráfica 6 se muestra la generación de plasmina medida en UI/ml, se tomaron plaquetas 

tratadas con Prolame y se muestra que se genera más plasmina con respecto al DMSO. Se 

puede observar la importancia que tiene el compuesto en la fibrinólisis. Plawinski, L., Cras, A., 

Hernández Lopez, J. R., de la Peña, A., Van der Heyden, A., Belle, C., Toti, F., & Anglés-Cano, 

E. (2023)72 Sugieren que las microvesículas almacenan efectores bioactivos, los cuales pueden 

ser procoagulantes o anticoagulantes, sin embargo también pueden ser profibrinolíticas, como 

es el caso de lo que encontramos con las microvesículas de plaquetas tratadas con Prolame. 

 

En conjunto, estos hallazgos no solo proporcionan una visión más profunda de cómo estos compuestos 

afectan la respuesta plaquetaria, sino que también abren nuevas interrogantes para investigaciones 

futuras. La comprensión de estos mecanismos a nivel molecular puede ofrecer perspectivas valiosas 

para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a la regulación precisa de la actividad plaquetaria 

y la coagulación sanguínea.  

 

La dificultad de realizar este ensayo fue el poco tiempo con el que se contaba y el exceso de técnicas 

que utilizamos, contando con pocas muestras y un limitado abastecimiento de compuestos. Sin 

embargo se siguen realizando ensayos con diferentes aminoestrógenos. 
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