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RESUMEN

El parto prematuro es el nacimiento antes de la semana 37 de gestacion o cuando el neonato
pesa < 500 g. La labor prematura es una de las causas mayores de fallecimientos en los recién
nacidos. Ya que anualmente de 13-15 millones de nacimientos en el mundo son prematuros y
méas de 1 millén fallecen por complicaciones diversas asociadas al nacimiento temprano. En
Latinoamérica la frecuencia de los nacimiento prematuros es del 10 %, mientras que en México
es del 5-10 %; la frecuencia de nacimientos pretérmino en los paises latinoamericanos es
menor que en los paises desarrollados, sin embargo la tasa de sobrevivencia de neonatos <28
semanas es 90:10 % para paises desarrollados y en vias de desarrollo respectivamente. Para
el tratamiento del parto prematuro se utilizan farmacos tocoliticos que inhiben las contracciones
uterinas, tales como el sulfato magnesio, los betamiméticos, las progestinas, los antagonistas
de los receptores a oxitocina, inhibidores de las ciclooxigenasa, los donadores de éxido nitrico y
los blogueadores del canal de calcio; sin embargo, éstos producen varios efectos adversos y en
ocasiones son poco efectivos.

Por lo anterior, es necesario desarrollar farmacos tocoliticos nuevos que sean mas seguros y
gue produzcan menos efectos adversos a la madre y al producto. Una alternativa novedosa son
los inhibidores de la enzima fosfodiesterasa-4 (PDE4, por sus siglas en ingles) que desactiva
por hidrélisis al segundo mensajero 3°,5 - monofosfato ciclico de adenosina (por sus siglas en
ingles AMPc), que regula el acoplamiento contraccion/relajacion del musculo liso uterino.
Existen evidencias en la literatura que indican que la PDE4 se halla en el utero de rata y el
humano, por lo que la inhibicibn de ésta incrementa los niveles de AMPc e inducen, la
relajacion del musculo liso uterino; ademds, tal mecanismo de acciébn promueve la
inmunomodulacion y efectos antiinflamatorios.

En el laboratorio donde se llevé a cabo esta tesis se sintetizaron dos analogos de talidomida, no
comerciales, que son inhibidores de la PDE4 e inmunomoduladores; en estudios preliminares
esos dos andlogos, el 4AFDPMe y el 4NO.FDPMe, relajaron rapidamente al musculo liso
uterino, por lo que el objetivo de este trabajo fue investigar si los dos analogos de la talidomida
inhiben las contracciones ténicas, inducidas por la despolarizacion del utero aislado de rata, asi
como también, si este efecto rapido esta relacionado con el bloqueo de los canales de calcio en
las células miometriales. EI 4AFDPMe y el 4NO.FDPMe inhibieron rpidamente en forma
dependiente de la concentraciobn las contracciones ténicas inducidas por el estimulo
electromecéanico de KClI 60 mM en Utero aislado de rata, de acuerdo con los resultados este

efecto puede ser debido al bloqueo de los canales de calcio.


http://forum.wordreference.com/showthread.php?t=1164717

1. INTRODUCCION.

1.1. Parto prematuro y su epidemiologia.
Uno de los problemas de la salud reproductiva de la reproduccion, resulta ser el parto

prematuro que ocurre antes de la semana 37 de gestacion (Yuan et al., 2007; Kinney
et al., 2012). En este caso, la mujer embarazada presenta contracciones uterinas
prematuras que adelantan el parto, en estas condiciones, la inhibicion de las
contracciones uterinas es necesaria para dar tiempo de transportar a la paciente a un
centro especializado de perinatologia, donde un especialista atienda el parto prematuro,
asi como a la madre y al producto prematuro, evitando los dafios posibles que puedan
sufrir ambos (Tan et al., 2006).

Estudios epidemiolégicos han mostrado que el parto prematuro es la causa mas
importante de morbilidad y mortalidad perinatal, 13 a 15 millones de bebés nacen
prematuramente cada afio en el mundo (Worldwide Atosiban versus Beta-agonists
Study Group, 2001) y mas de 1 millén de ellos fallecen por complicaciones derivadas de
su nacimiento. Cerca del 75% de los bebés prematuros que mueren podria sobrevivir
sin una atencion costosa, si estuvieran disponibles en todo el mundo una serie de
tratamientos simples, comprobados y econdémicos, asi como medidas preventivas.
(Kinney et al., 2012)

Los nacimientos prematuros representan el 11.1 % de todos lo que acontecen en el
mundo, de los que el 60% ocurren en el sur de Asia y en el Africa subsahariana, donde
se concentran los once paises con un indice mayor al 15 %. Sin embargo, el problema
de los nacimientos prematuros no afecta simplemente a los mas pobres y entre los diez
paises con mayor numero de esos nacimientos estan incluso Estados Unidos y
economias emergentes como Brasil. Mientras que los paises latinoamericanos se
sitian por debajo del 10 % en nacimientos prematuros (Kinney et al., 2012) como por
ejemplo en México que es del 5-10 % (Guillen et al., 2005). Esa cifra elevada se traduce
en que actualmente uno de cada diez bebés llega al mundo con 37 o0 menos semanas
de gestacion (Kinney et al., 2012). Los nacimientos prematuros son los responsables de
casi la mitad de muertes entre recién nacidos en todo el mundo (bebes en las primeras
4 semanas de vida) y ahora son la segunda causa de mortalidad entre los menores de

5 afios sOlo por detras de la neumonia (Kinney et al., 2012).



La morbilidad neonatal de los prematuros es de magnitud variable, dependiendo
principalmente del peso de nacimiento y de la edad gestacional al nacer, asi como de
las intervenciones terapéuticas realizadas (Wex et al., 2009). Las complicaciones mas
frecuentes son: depresion al nacer, sindrome de dificultad respiratoria, hemorragia
intracraneana, sepsis, trastornos metabdlicos, enterocolitis necrotizante, ductus
arterioso persistente, displasia broncopulmonar, apneas y fibroplasia retrolental.
Adicionalmente, pueden presentar morbilidad neurologica a largo plazo, tales como
anormalidades de las funciones cognitivas y pardlisis cerebral (Crowther et al., 2003;
Yoon et al., 2003; Schmitz et al., 2007; Luu et al., 2009).

En los paises desarrollados el aumento del nimero de nacimientos prematuros se debe
al nimero mayor de mujeres de edad avanzada que dan a luz, a un aumento del uso de
tratamientos de fertilidad y como resultado de embarazos multiples. En los paises con
tasas mas bajas, las causas principales de los alumbramientos prematuros son las
infecciones intrauterinas, la malaria, el VIH-sida y los indices altos de embarazos entre
adolescentes. (Kinney et al., 2012). Existe una dramatica brecha de supervivencia para
los bebés prematuros dependiendo de dénde nacen, por ejemplo, mas del 90% de los
bebés extremadamente prematuros (<28 semanas) nhacidos en paises de bajos
ingresos mueren dentro de los primeros dias de vida; sin embargo, menos del 10% de
los bebés en la misma edad gestacional mueren en sitios de altos ingresos, una brecha
de supervivencia de 10:90. La mayoria de paises latinoamericanos se sitia por debajo
del 10% (Kinney et al., 2012).

Otras causas del parto prematuro son el alcoholismo, la drogadiccién y, como se ha
mencionado las infecciones intrauterinas (Vause y Johnston, 2006). Uno de los factores
mas frecuentes del parto prematuro son las infecciones intrauterinas que promueven la
liberaciébn de mediadores proinflamatorios y uterotonicos (Dudley, 1997; Méhats et al.,
2004).



1.2. Fisiologia del parto prematuro.

1.2.1 Mdsculo liso uterino.

El masculo liso uterino se clasifica como unitario o fasico, esta formado por células
fusiformes y uninucleadas, que carecen de estriaciones transversales, aunque
muestran ligeramente estrias longitudinales y se localiza en el sistema reproductor. El
musculo liso uterino se contrae en forma espontanea por la actividad miogénica
generada por las células marcapasos y también puede contraerse por la accién de
agentes uterotonicos (oxitocina, prostagladina F2q, endotelina, angiotensina Il, etc.). Las
células marcapaso generan potenciales de accion que se propagan través de las
uniones estrechas de un miocito a otro, ver Fig. 1 (Stein y Driska, 1984; Beyer, 1993;
Riemer y Heymann, 1998; Ddring et al., 2006; Taggart et al., 2008; Fetalvero et al.,
2008).

Figura 1. Uniones comunicantes entre las células del muasculo liso uterino que permiten distribuir el

potencial de accién generado por las células marcapaso (tomada de Preston y Wilson, 2013).



1.2.2. Ciclo de contraccion-relajacion uterina.

La funcion del musculo liso uterino es regulada por los acoplamientos electromecanico
y farmacomecénico. La contraccion inducida por el acoplamiento electromecéanico in
vitro consiste, en la despolarizacion de la membrana, con soluciones de cloruro de
potasio (KCI) alto (30, 40 y 60 mM) lo que induce la apertura de los canales de calcio
(Ca?*) operados o dependientes de voltaje (VOC, por sus siglas en inglés), el aumento
del calcio intracelular [Ca?']i y la consecuente contraccién (Granger et al.,1986;
Aaronson et al., 2006).

En el caso del acoplamiento farmacomecanico la contraccién puede ser inducida por
varios agonistas (neurotrasmisores, hormonas, péptidos, etc.) los que activan a
receptores membranales especificos acoplados a proteinas-G (GPCR, por sus siglas
en inglés) para inducir la contraccion uterina (Huey-Chuan et al., 2009). Por ejemplo, el
agente utero-tonico oxicitocina (OT), prostaglandina activan GPCR (Coleman et al.,
1994; Al-Matubsi et al., 2001) y genera los segundos mensajeros 1, 4, 5-trisfosfato
inositol (IP3, por sus siglas en ingles) y diacilglicerol (DAG), liberando Ca?* del reticulo
endoplasmico y activando las vias de entrada de calcio operadas por el receptor, de
esta manera aumenta la concentracion de [Ca?*]i e induce la contraccién. Tanto en la
contraccion inducida por el acoplamiento electromécanico como por el
farmacomecanico, la relajacion uterina se produce cuando la [Ca?']i disminuye y el
complejo calcio-calmodulina se disocia asi como también el complejo actinomiosinico
(Somlyo y Somlyo, 1994).

Existe otra via para la contraccién uterina, esta via, depende de unas proteinas de bajo
peso molecular y acopladas a 5 -trifosfato de guanosina (GTP, por sus siglas en inglés),
dichas proteinas son: RhoA y Rac-1, subfamilia de las Ras, las cuales regulan los
filamentos de actina no muscular, estas proteinas activan a la cinasa Rho que media a
la activacion de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP, por sus siglas en
inglés), inhibiendo a la subunidad que causa la regulacién a la baja de la fosfatasa,
aumentando la actividad de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK, por sus
siglas en inglés) e incrementando la contraccion. Se ha visto tanto en Gtero humano
embarazado y en utero de rata embarazado, estimulados con KCl y OT, que se

incrementa la traslocacion de RhoA del sarcémero al citoesqueleto, sugiriendo que la



via de sefalizacion de RhoA aumento las contracciones a término (Riemer y Heymann,
1998) (Figura 2).
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Figura 2. Via electromecéanica y farmacomecéanica del acoplamiento excitacion-contraccion.

El estimulo electromecénico de 60 mM de KCI despolariza la membrana y abren VOC. Estos canales de
calcio permiten el incremento de calcio intracelular [Ca%t]i que genera liberacion Ca?* del reticulo
sarcoplasmico (RS). El calcio se une con la proteina calmodulina (Ca2*-CaM) activando a la MLCK que
fosforila a la cadena ligera miosina (por sus siglas en inglés MLC). Al estar fosforilada la MLC se une a la
actina, formando el complejo actinomiosinico y produciendo la contracciéon uterina. En el caso del
estimulo farmacomecanico abre los canales de calcio operados por el receptor e incrementa el [Ca?*]i, un
agonista se une con su receptor membranal que estd acoplado a una GPCR(q) la subunidad a de la
proteina activa a la fosfolipasa-C (PLC, por sus siglas en inglés) que toma fosfolipidos de membrana y los
convierte en dos segundos mensajeros 1-4-5 trifosfato de inositol (IPs) y diacilglicerol (DAG). EIl IP3 se
une a su receptor en el RS y genera la liberacion de calcio, el suministré de calcio extracelular y calcio del
RS siguen la misma via que la del estimulo electromecéanico. Sin embargo, las concentraciones de [Ca?*]i
en las células miometriales es transitoria, y la respuestas contractil es mantenida por un mecanismo de
sensibilizacién de calcio provocada por la inhibicion de la fosfatasa de la miosina por la Rho cinasa
(RhoK, por sus siglas en inglés). El incremento de [Ca?']i activa a la proteina cianasa C (PKC, por sus
siglas en inglés), e implica la activacion de la proteina de union al GTP (RhoA) . La naturaleza precisa de
la activacion de RhoA por GPCR aun no es clara pero involucran el factor intercambiador del nucle6tido
guanosina (RhoGEF, por sus siglas en inglés) y la migracion de RhoA a la membrana plasmatica. El
incremento de RhoA activa la RhoK, que fosforila a la fosfatasa inactivandola. Esto promueve el estadio

de contraccion, evitando que la MLC se desfosforile (modificada de Somlyo y Somlyo, 1994).



La actividad contractil espontanea e inducida del musculo liso uterino, el musculo liso
uterino aislado de rata presenta contracciones tonicas-sostenidas cuando se le estimula
con una solucion isotonica despolarizante de KCI 60 mM, estas contracciones son
dependientes del calcio extracelular (Fig. 3) (Somlyo y Somlyo, 1994; Aaronson et al.,
2006) y son inhibidas por los blogueadores de los VOC, como la nifedipina o el
verapamilo (Conde-Agudelo et al., 2012; Nikbakht et al., 2014).
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Figura 3. El estimulo electromecanico inducido por KClI 60 mM despolariza la membrana abriendo las

vias de entrada de calcio dependientes del voltaje; el incremento del calcio intracelular induce la

contraccion tonica-sostenida (modificada de Webb, 2003).

1.2.2.1. Fuentes de calcio en el utero
Existen tres mecanismos para el incremento de [Ca?']: a) a través de los VOC, b)

canales de Ca?* operados por receptor y c) liberacién de Ca?* del RS inducido por IPs.
En la primera via, la despolarizacion de la membrana del miocito del musculo liso
uterino provoca la apertura de los canales de calcio sensible al voltaje y, por
consiguiente, el incremento de [Ca?']i en el Utero (Bootman y Berridge, 1995) la
segunda via es activada por los agonistas uteroténicos, como la prostaglandina-F2q

(PGF2q), OT, endotelina—1, angiotensina-2 entre otras (Lynn et al.,1995). La PGFzq,
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también es de naturaleza endégena y juega un papel protagénico durante el parto.
Aunqgue se sabe, que los niveles de OT no varian durante toda la etapa de embarazo, ni
en la fase final de éste, se ha visto que la presencia de PGF2q sensibiliza al Gtero ante
el estimulo de OT, esto se debe a que existe un incremento la densidad de receptores,
por lo que es importante controlar la expresion de estos dos agentes enddgenos.
Cuando se unen a su receptor lo activan produciendo dos respuestas fisiolégicas: la
apertura de los canales de calcio operados por el receptor y la activacion de la
fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en inglés) que induce la hidrdlisis del 4,5-bifosfato de
fosfatidilinositol (IP2, por sus siglas en inglés) produciendo dos segundos mensajeros: el
DAG vy IP3, este Ultimo al unirse a su receptor en el RS produce la liberacién de Ca?*
(Riemer et al., 1986).

La relajacion del musculo uterino se produce por la activacién de la adenilato ciclasa
(AC), como ocurre con los receptores Bz-adrenérgicos estimulados con agentes Utero-
relajantes inhibicion de estimulos contractiles, inactivando al receptor o bloqueando la
activacion de las GPCR o incrementando la concentracion de AMPc, ya que éste
produce la relajacion miometrial a través de la activacion de proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA, por sus siglas en inglés) la cual activa por fosforilacion una
fosfatasa que desfosforila e inhibe a la MLCK. Ademas, bloquea el estimulo de los
receptores acoplados a la PLC reduciendo la afinidad del Ca?* por la calmodulina y
produciendo una disminuciéon en los niveles de [Ca?*]i (Bootman y Berridge, 1995;
Riemer y Heymann, 1998; Webb RC, 2003; Franova et al., 2008).

1.2.2.2. Relajacion del masculo liso uterino inducida por el AMPc.
Las etapas que conllevan a la relajacion de musculo uterino, comienzan con la

extraccion del calcio intracelular y la repolarizacion de la membrana celular. La
disminucién de la concentracién del calcio intracelular induce la relajacion muscular; en
este proceso estan involucradas las ATPasas de Ca?* -Mg?* tanto la de la membrana
plasmatica como la de la membrana del RS y también el intercambiador Na/Ca?*
principalmente (Fig. 4).
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Reticbio
Ca2+q-> sarcoplasmico (SR)

Canal del Ca?* operado
por las reservas

Figura 4. llustra el manejo de calcio durante la relajacion del misculo uterino. Los transportadores
superficiales de la membrana extraen calcio del interior del miocito, estos son: el intercambiador Na/Ca?*,

ATPasa Mg?*/Ca%* membranal y del reticulo sarcoplasmico (tomada de Preston y Wilson, 2013).

Durante la repolarizacion celular, el cambio eléctrico favorece que la parte externa de la
célula se cargue positivamente y se produzca el cierre de los canales de calcio
dependientes del voltaje, lo que reduce la concentracion de calcio intracelular
disponible (Somlyo y Somlyo, 1994; Preston et al., 2013); algunos farmacos como los
bloqueadores de canales de calcio, se han utilizado en la clinica para el tratamiento de
la labor prematura. Las fases subsecuentes son el rompimiento del complejo
actinomiosinico por parte de la MLCP que es activada con la fosforilacion por la PKA
(Figura 5).
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Figura 5. llustra el mecanismo fisiolégico de la contraccién y relajacion en muasculo liso uterino.

El esquema siguiente explica el proceso de la contraccion generado por tres de los agonistas Utero-

ténicos (noradrenalina, angiotensina Il y endotelina 1), asi mismo ejemplifica el uso de un farmaco
activador de adenilato ciclasa (forskolina) que conlleva a la formacion de AMPc mediante la hidrélisis de
ATP, causando el desacoplamiento del complejo actino-miosinico y por tanto la relajacion uterina. Imagen
modificada de Web RC, 2003

Como vya se ha visto el AMPc es de suma importancia para la generacién de la
relajacion uterina, éste es producido por la AC (ver pagina 11) y es inactivado por la
hidrdlisis de su ciclo intramolecular por medio de las PDE’s, en particular la PDE4 que
es muy selectiva para desactivar al AMPc (Figura 6). De hecho, existen farmacos
tocoliticos que bloquean las contracciones uterinas mediante el incremento del AMPc
como los B-miméticos y/o mediante la inactivacion de las PDE’s como lo hace el
inhibidor no selectivo teofilina que es un farmaco utilizado para el tratamiento de la labor

prematura (Mosler et al., 1974; Berg et al., 1983).
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Citoplasma

Figura 6. llustra la produccion del AMPc por medio de la AC a partir de ATP y su hidrélisis a través de la

PDE4 (tomada y modificada de internet en buscador Google-Chrome, 2013).

1.3. Tocoliticos: farmacos relajantes del Gtero.
La meta del uso de tocoliticos a corto plazo es inhibir las contracciones uterinas

prematuras por un periodo aproximado de + 48 h después de administrar el farmaco
tocolitico para posteriormente administrar las hormonas esteroides para que se alcance
el efecto maximo del mismos y el objetivo a largo plazo es continuar el embarazo
hasta después de las 34 a 37 semanas, momento en el cual la morbilidad y mortalidad
neonatal disminuye drasticamente (DeCherney y Nathan, 2002). Sin embargo, las
dificultades para diagnosticar con precision el parto prematuro complican la eleccién de
agentes verdaderamente eficaces, y el disefio de los ensayos clinicos mas preciso.
Ademas, los agentes disponibles no tienen un grado de selectividad alto uterino y su
uso se limita por sus efectos sobre el miocardio y el sistema vascular entre otros,
incluyendo los efectos secundarios en el feto (Riemer y Heyman, 1998). La
administracion de corticosteroides permite la maduracion pulmonar fetal, ésta se
convirtié6 en estandar de atencion en EUA para todas las mujeres con riesgo de parto
prematuro entre las 24 y 34 semanas de edad gestacional estimada, ya que se
demostré que esta medida reduce la morbilidad y mortalidad neonatal. (DeCherney y
Nathan, 2002).
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En la actualidad, existen farmacos denominados tocoliticos que tienen como finalidad
inhibir las contracciones uterinas que se presentan en forma prematura (Dudley et al.,
1997; Shin et al., 2006). Sin embargo, estos farmacos tocoliticos producen varios
efectos adversos tanto a la madre como al neonato. Por esta razén, es necesario

desarrollar nuevos farmacos tocoliticos mas seguros y eficaces (figura 7 y tabla 1).

-

Figura 7. Mecanismos de accion propuestos para los diferentes farmacos tocoliticos. El clorhidrato
de ritrodina (RIT) perteneciente a gqCa?']i en células miometriales; la progesterona (P4), un farmaco que
bloquea las vias de entrada de Ca?*; la nifedipina (NIF), un farmaco que bloguea las vias de entrada de
calcio y la indometacina, un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa 2 (COX2), enzima que se encarga de
la formacion de prostaglandina-Fz2« (PGF24) ( Buhimschi et al.,, 1996; Sladek et al., 1997; Riemer y
Heymann, 1998 ; Norwitz y Robison, 2001; Buxton, 2004; Vause y Johnston, 2006; Tan et al., 2006; ljjaali
etal., 2007 ; Wex et al., 2009; Grzesk et al., 2014) (imagen creada propia).
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Tabla 1. Tocoliticos principales utilizados en la clinica ginecoldgica para el tratamiento de la labor

prematura, los efectos adversos maternos y neonatales de los tocoliticos y su mecanismo de accién.

Efectos colaterales ,complicaciones de los tocoliticos mas comunes y mecanismo de accién

Farmacos mas

receptores de

gastrointestinal

. B Efectos . L.
Tocoliticos usados y/o mas | Efectos maternos Mecanismo de accién
. neonatales
estudiados
Desconocido, se ha
Nauseas y vémito Letargo propuesto la inhibicién de
Sulfato de Cefalea Hipotonia la transmision nerviosa al
magnesio Debilidad muscular Depresién Utero y blogueo de la
generalizada respiratoria entrada de calcio al
Depresion respiratoria competir por la entrada en
sus canales
Ritrodina, cardi I'?q“ricle“di?n i
Betamiméticos | terbutalinay Ta}qwcar a Ipergiucemia Incremento de AMPc
Ibutamol Nauseas y vomito Hipoglucemia diante activacion d
salbutamo Hiperglucemia Hemorragia mediante activacion de rf3..
intraventricular
Efectos no genémicos
Riesgo cardiovascular, sobre la fluidez de la
Progestinas Progesterona tromboembolismo, membrana plasmatica,
carcinoma mamario bloqueando las vias de
entrada de calcio.
Antagonistas . "
9 Antagonista competitivo de
de los . Malestar
Atosiban los receptores de

T oxitocina.

oxitocina

Disfuncion renal.
Inhibidores ; P

. P Hipertension
dela Indometacina y Nauseas y vomito. pulmonar Inhibicién de la enzima
. . . Insuficiencia renal X o

ciclooxigenasa | sulindaco Hepatitis Cierre del conducto | COXy de la sintesis de
(COX’s) arterioso. prostaglandinas.

Hemorragia

intraventricular

' B Activacion de la sintasa de
Donadores de Trinitrato de ?lpot_ens(ljc_)n Taquicardia oxido nitrico; incremento
6xido nitrico glicerina Ci?;lgaar a Hipotension de GMPc por la guanilato
ciclasa
Blogueadores e i i6 . . Bloqueo de las via de
4 Nifedipina y Hlpot_enspn Taquicardia q .
de canales de . - Taquicardia ; o entrada de calcio de las
. nicardipina Hipotension | : i

calcio. Cefalea células miometriales.

Fuentes: Riemer y Heymann, 1998; The European Atosiban Study Group, 2001; Worldwide Atosiban

versus Beta-agonists Study Group, 2001; Norwitz y Robinson, 2001; Parra-Ruiz, 2004; Guillen et al.,
2005; Than et al., 2006; Franova et al., 2009; How y Sibai, 2009; Wex et al., 2009; Hass, et al. 2014.
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1.3.1. Tocoliticos novedosos: inhibidores de PDEA4.
Las primeras evidencias que se tienen del uso de los inhibidores de PDE’s, datan de

1930 en China, donde se administraban infusiones de un té para el tratamiento de la
obstruccion crénica pulmonar (OCP), y para el asma. La teofilina contenida en este té
ha sido administrada conjuntamente con glucocorticoesteroides para el tratamiento del
asma con un efecto anti-asmatico, y en combinacién con un medicamento de actividad
broncodilatadora para el tratamiento de OCP (Spina et al., 2008). Afios después, se
empezd a investigar la importancia de las PDE’s no so6lo en enfermedades
respiratorias, sino también en trastornos -cardiovasculares, disfuncién eréctil e
hipertension pulmonar (Vasta et al., 2004; Beavo et al.,, 2014). Investigaciones
posteriores demostraron que esta familia de isoenzimas hidrolizan a los nucledtidos
ciclicos, la PDE4 degradan de manera selectiva al AMPc, que es un componente vital
en la regulacion de la motilidad uterina durante el parto y los procesos inflamatorios
derivados de las infecciones intrauterinas, por lo tanto, este mecanismo ha sido de
interés para proponerlo por varios autores como un blanco terapéutico para la obtencion
de farmacos tocoliticos, al ser los inhibidores de la PDE4 agentes que inducen el
incremento intracelular del AMPc (Méhats et al., 2004; Méhats et al., 2007); cabe
mencionar que la PDE4 estd codificada en 4 genes (A, B, C y D) y distribuidas en
diversos tejidos, de éstos la isoenzima PDE4B2 es la mas abundante durante el trabajo
de parto (Méhats et al., 2007).

Se han sintetizado una gran variedad de inhibidores de PDE4, el rolipram es un
inhibidor especifico de estas enzimas y es conocido por ser eficaz en el tratamiento de
la depresion, por tener efectos antiinflamatorios, antitumorales e inmunosupresores,
aungue su uso hasta la fecha se ha limitado por su efecto emetogénico (Vasta et al.,
2004). Recientemente, los inhibidores PDE4 han recibido mucha atencion por sus
propiedades miorrelajantes (Méhats et al., 2000), pues como se ha mencionado los
inhibidores de PDE4 estan implicados en los procesos de relajacion uterina, asi el
rolipram ejerce un efecto relajante potente in vitro en tiras uterinas de mujeres
embarazadas (Leroy et al., 1989). Sin embargo, por sus efectos indeseables descritos
en modelos experimentales con animales y en la clinica (Texeira et al., 1997; Torphy,
1998; Méhats et al., 2004; Méhats et al., 2007; Hervé et al., 2008), su uso queda

restringido como método de comparacion con otros farmacos y para el desarrollo de
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nuevos tocoliticos sin los efectos secundarios del rolipram. Finalmente la PDE4 es una
blanco de importancia farmacolégica para la aplicacion de tocoliticos prometedores
como inhibidores de PDE4, ya que se distribuye en el musculo uterino humano y de
rata, regulando las contracciones prematuras mediante la degradacion del AMPc
(Marriott et al. 2002; Oger et al., 2004; Schmitz et al., 2007).

Otros inhibidores de la PDE4 como el roflumilast y cilomilast tienen aplicaciones
terapéuticas en el tratamiento del asma y la OCP, disminuyendo la inflamacion y
contractilidad de las vias respiratorias y ya han sido evaluados como tocoliticos
probables efectivos (Ratcliffe y Dougall, 2012; Oger et al., 2004; Méhats et al., 2000;
Méhats et al., 2004; Méhats et al., 2007; Klukovits et al., 2009).

1.4. Andlogos de talidomida y sus aplicaciones.
La talidomida es una sustancia quimica (ftalimido-3-dioxo-2,6 piperidina o N ftalimido-

glutarimida), derivada del &cido glutamico. Tiene dos anillos, del lado izquierdo una
ftalimido, responsable de varios efectos biolégicos y del lado derecho un glutarimido
similar en estructura a otros hipnoéticos, responsable de la sedacién, con un atomo de
carbon asimétrico (Figura 8). Este farmaco fue retirado del mercado debido a su efecto
teratogénico, sin embargo en 1965 el interés en la talidomida resurgié, por sus
propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y antiangiogénicas (Séanchez-
Saldafia, 2008). Por lo que en 1966 se comenzd a realizar modificaciones en su
estructura quimica, estas cambios se hicieron en el anillo ftalimido y el anillo
glutarimido, dando como resultado moléculas analogas sin efectos teratogénicos, con
mas estabilidad quimica y mayor potencia como antiinflamatorios e inmunomoduladores
(Fernandez-Martinez, 2011).

Existen dos grupos principales de analogos de talidomida, separados por su
mecanismo de accion y por su potencial clinico; el grupo | esta formado por los
inmunomoduladores (IMiDs) que son inhibidores potentes de citocinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral-a (TNF- a, por sus siglas en inglés), la interleucina-1
(IL-1), la interleucina-6 (IL-6) e interleucina-12 (IL-12), asi mismo favorecen la sintesis
de citocinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-10), interferon-y (INF-y) e
interleucina-2 (IL-2) que inducen la regulacion positiva favorable en muchas

enfermedades autoinmunes (Teo et al., 2005) y en otras como asma, artritis
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reumatoide, psoriasis, etc (Housley et al., 2005). Dos analogos pertenecientes a esta
familia son lenalidomida (CC-5013, Revlimid™) y pomalidomida (CC-4047, Actimid™):
ambos farmacos presentan una modificacion en el anillo ftalimido al agregar un grupo
amino (Marriott et al., 2002). La lenalidomida y pomalidomida fueron aprobadas por la
Food and Drug Administration (FDA) para de pacientes con mieloma multiple, ya que
poseen propiedades antitumorales, antiinflamatorias, antiangiogénicas, antiproliferativas
y efectos inmunomoduladores (List, 2006; Morrow, 2014; Clark et al., 2014).

El grupo Il constituido por analogos de talidomida mas selectivos y potentes como
inhibidores del TNF-a (SelCiDs), sin embargo, su efectividad sobre otras citocinas es
menor y son menos eficientes como promotores de la produccion de IL-10. Una
caracteristica particular de los SelCiDs es que son inhibidores potentes de la PDE4 y a
eso se debe su efecto inmunomodulador y antiinflamatorio (Muller et al., 1998; Matrriott
et al., 1998; Marriott et al., 2002; Houslay et al., 2005). Adicionalmente, como ya se ha
mencionado, esta documentado que el incremento de AMPc, por la inhibicion de la
PDE4, regula la sintesis de citocinas proinflamatorias e induce la relajacién del masculo
uterino, mediante la activacion de las PKA y la desfosforilacién de la MLC por la MLCP.
Aun més, otras alternativas para incrementar el AMPc intracelular son la activacion de
la AC, como lo hace de forma directa la forskolina o la tercera via por medio de la
incorporacion de anélogos del AMPc, como el analogo permeable 8-Br-AMPc; también,
se ha encontrado que el incremento del AMPc, por medio de los inhibidores de PDE4,
disminuye la actividad del factor nuclear-kB (por sus siglas en inglés NF-kB), proteina
involucrado en la transcripcion de ADN y producida como respuesta al estrés,
infecciones y oxidacion) y, en consecuencia, decrecen los niveles de citocinas
proinflamatorias incluyendo a TNF-a (Méhats et al., 2004; Oger et al., 2004). Es
importante recordar que la sintesis de citocinas proinflamatorias y sustancias
uteroténicas como las prostaglandinas (PG’s) aumenta en presencia de infecciones
intrauterinas que activan al sistema inmunitario y desencadenan el parto prematuro
(Méhats et al., 2007).

Algunos compuestos analogos de talidomida inhibidores de PDE4 son el: 3-(4-
nitroftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de metilo (4NO2FDPMe) y el 3-(4-
aminoftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de metilo (4AFDPMe) (Fig. 8). Otro
ejemplo de los SelCiDs es el medicamento que contiene el apremilast (Otezla), éste ha
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sido aprobado por la FDA para el tratamiento de la artritis psoriasica, es comercializado
por la compafiia farmacéutica Celgene y es el primer medicamento en la categoria de
farmacos inhibidores de PDE4. Como el 4AFDPMe y 4NO2FDPMe, el apremilast es un
anélogo de la talidomida (Morrow, 2014; Schafer et al., 2014). Asi entonces, tomando
todos estos antecedentes juntos se plantea que dos anélogos no teratogénicos de
talidomida, el 4AAFDPMe y 4NO2FDPMe que son inhibidores potentes de la PDE4 y del
TNF-a, sean evaluados como agentes relajantes del musculo liso uterino de rata en
modelos de o6rgano aislado y evidenciar farmacoldégicamente algunas otras rutas

probables de relajacién de ese musculo con estos compuestos.
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Figura 8. Muestra la talidomida y tres de sus anélogos, obtenidos a partir de modificaciénes estructurales
de la talidomida, tales como el 4ANO:FDPMe, el 4AFDPMe vy el apremilast una diferencia importante en
estds moléculas es la presencia de grupos funcionales metoxilo y etoxilo (R-OCHs y R-CH2CHgs). Las
moléculas son semejantes, sin embargo, en la posicién 4 del ANO2FDPMe se introdujo un grupo nitro (R-
NO24) a diferencia del 4AFDPMe con un grupo amino (R-NH2) y su N-acetilacion (R-NHCOCHs3) en el
apremilast. Estos analogos carecen de teratogenicidad, son mas estables quimicamente, mas potentes
como inmunomodulares y antiflamatorios por ser inhibidores potentes de la PDE4 y del TNF-a (Muller et
al., 1998; Schafer et al., 2014).Imagen modificada de Fernandez-Martinez, 2011
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2. JUSTIFICACION.

La OMS reporta que al afio aproximadamente 15 millones de neonatos son prematuros
en todo el mundo, de los cuales 1 millén fallece por causas diversas asociadas al
nacimiento temprano, y los que sobreviven presentan problemas permanentes de
aprendizaje, visuales, auditivos, etc. Ademas en la actualidad los farmacos utilizados
para el tratamiento del parto prematuro son poco eficaces y seguros (Buxton, 2004).
Debido a que la labor prematura es un problema de salud reproductiva que causa
morbilidad perinatal y mortalidad neonatal (Chanrachakul et al., 2005; Yuan y Bernal,
2007) y que se cuenta con pocas alternativas farmacolédgicas para su tratamiento, es
necesario desarrollar farmacos tocoliticos nuevos mas eficaces y seguros (Bardou et
al., 1999), que produzcan menos efectos adversos tanto a la madre como al producto.
Una alternativa para el desarrollo de farmacos tocoliticos nuevos son los inhibidores de
la enzima PDE4 que inactiva al segundo mensajero AMPc, esta molécula es el agente
relajante principal del muasculo liso, ya que si se inhibe a la PDE4 se incrementa la
concentracion de AMPc y se induce la relajacion del musculo liso, disminuyendo la
fuerza y la frecuencia de las contracciones del Utero asi como se promueven efectos
inmunomoduladores y antiinflamatorios que disminuyen el establecimiento del parto
prematuro (Bernal., 2007; Méhats et al., 2004).

Se han desarrollado varios analogos de talidomida que no son teratogénicos y si mas
estables, eficaces y potentes como inhibidores de la PDE4, lo que les confiere
propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Teo et al.,, 2005; Fernandez-
Martinez et al., 2011). Por esto, se propuso investigar si dos analogos nuevos de la
talidomida (4NO2FDPMe y 4AFDPMe), mismos que no son comerciales y fueron
sintetizados en nuestro laboratorio, tienen efectos Utero-relajantes en un modelo de

tejidos aislados de rata.
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3. HIPOTESIS.

El 4ANO2FDPMe y 4AFDPMe que son analogos de la talidomida son capaces de inhibir

la contraccion ténica-sostenida inducida por KCI 60 mM.

4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo general:

Estudiar el efecto Utero-relajante de los analogos de la talidomida 4NO2FDPMe y

4AFDPMe, sobre la contracciéon tonica-sostenida del Gtero aislado de rata.

4.2. Objetivos particulares:

Evaluar el efecto de concentraciones diversas de los analogos de la talidomida
4ANO2FDPMe y 4AFDPMe sobre la amplitud de la contraccion tonica-sostenida
inducida por un estimulo electromecéanico KCI 60 mM en Gtero aislado de rata
para evaluar su actividad Utero-relajante.

Construir las curvas de concentracion-respuesta de los analogos 4ANO2FDPMe y
4AFDPMe para determinar y comparar los parametros farmacoldgicos de
concentracion inhibitoria 50 (Clso) y respuesta maxima (Rmax).

Evidenciar si el efecto Utero-relajante de los analogos de la talidomida
4NO2FDPMe y 4AFDPMe es bloqueado por farmacos de actividad farmacol6gica
conocida para dilucidar algan mecanismo de accion alterna.

Determinar el efecto de los analogos de talidomida 4NO2FDPMe y 4AFDPMe
sobre la entrada de Ca?* para evaluar si el efecto Utero-relajante se debe al

bloqueo de los canales de Ca?*.
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5. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron tiras uterinas aisladas de 36 ratas hembras adultas virgenes de (200-250
g) de la cepa Wistar, tratadas 48 h antes del sacrificio con 40 pg/kg por via s.c. con
benzoato de estradio con el objetivo de que el animal. Los animales se mantuvieron a
temperatura ambiente (21+ 1°C), bajo un ciclo de luz oscuridad de 12 por 12, con aseso
a alimento y agua ad libitum. Los animales recibieron trato humanitario de acuerdo a los
lineamientos establecidos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1969)
referente a la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical, el Utero se extrajo por medio de
una incision abdominal y se colocé en una caja de Petri llena de solucién Ringer a
temperatura ambiente (Ponce-Monter et al., 2008.). Los cuernos uterinos se disecaron
separando el tejido adiposo y el tejido conjuntivo; cada cuerno uterino se cortd por la
zona de la region mesometrial y de cada cuerno uterino se obtuvieron 6 tiras de 10 mm
x 3 mm (con orientacién longitudinal) obteniendo un total de 12 tiras por rata.

Las tiras uterinas se colocaron verticalmente en las camaras para tejidos aislados de un
volumen de 3 mL. Una punta de las tiras se sujeta a la base de las cAmaras para tejidos
aislados con hilo de seda de 6 ceros y la otra punta se une a un transductor de tension
FT03 (Grass) también con hilo de seda de 6 ceros. Los tejidos colocados en las
camaras se incubaron con 3 mL de la solucién Ringer normal (SRN) con la siguiente
composiciéon (mM): NaCl 118, NaHCOz 5.95, MgS0Oa4 2.10, KCI 5.63, CaCl2 2.16, y
glucosa 5.55 pH de 7.4, a 37 °C, y burbujeados constantemente con una mezcla
gaseosa de 5% de CO2 y 95% de Oq2. Los tejidos se sometieron a la tension de 1 g, y
esta tension se mantuvo durante todo el experimento, y esta se consider6 como la linea
basal. El registro de la funcién contractil de los tejidos se realizé con un transductor de
tension FT03 Grass, un poligrafo GrassTelefactor RPS312 acoplado a una PC que
tiene incorporado el programa de software PolyVIEW, que permite ver la actividad

contractil de los tejidos en un monitor.
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5.1. Modelo |

Modelo experimental de la contraccion ténica-sostenida de musculo liso uterino.

Como ya se menciond la solucion isotonica de KCI 60 mM produce una rapida
contraccion ténica, seguida de una meseta sostenida y prolongada producto de la
despolarizacion de las células miometriales y de la activacion de las vias de entrada de
calcio operadas por el voltaje. Este modelo experimental se ha utilizado ampliamente
para evaluar el efecto Utero relajante de sustancias espasmoliticas, como varios
agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES), hormonas sexuales como
progesterona, flavonoides como quercetina, bloqueadores de la entrada de calcio
extracelular como nifedipina, etc. De manera que este modelo experimental ha sido
reconocido internacionalmente, para estudiar el mecanismo de accion de tipos de
sustancias espasmoliticas diversas, como lo demuestra la literatura (Pérez et al., 1995;
Trujillo et al., 2000; Meckes et al., 2002; Pérez-Hernandez et al., 2007; Ponce-Monter
et al., 2008).

Entonces para investigar el efecto de los compuestos sobre la contraccion tonica-
sostenida se utilizé el modelo |, que consiste en lo siguiente: los tejidos, se estimularon
electromecanicamente con una solucién isoténica despolarizante de KCI (60 mM) con
Ca?*; la viabilidad y la reproducibilidad de la respuesta ténica-sostenida inducida por la
solucién isoténica despolarizante de KCI (60 mM) con Ca?* se comprobd después de
obtener dos respuestas con la misma amplitud, las tiras que no cumplian con este
requisito fueron desechadas. La solucién despolarizante de KCI 60 mM con Ca?* se
preparé sustituyendo equimolecularmente al NaCl por KCI para mantener la
isotonicidad (Ponce-Monter et al., 2010).

Los dos anélogos de la talidomida son insolubles en la solucién Ringer por lo que para
disolverlos y mantenerlos solubles en la solucion de incubacién de los tejidos se utilizé
como disolvente una solucién que contenia 2 partes de etanol (EtOH) y 1 parte de
dimetil sulféxido (DMSO), se utilizé un volumen de disolvente constante (10 pL) para las
diferentes concentraciones de los compuestos ensayados. Este volumen del disolvente
no modifica la amplitud de la contraccién ténica-sostenida inducida por la solucion
despolarizante. Después de que la contraccién tonica-sostenida inducida por KCI 60

mM tenia una amplitud constante, los compuestos se adicionaron a la solucién de
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incubacion en las siguientes concentraciones 1, 3.2, 5.6, 10, 32, 56, 100 y 180 uM
4ANO2FDPMe, vy 1, 3.2, 5.6, 10, 32, 42 y 58 uM 4AFDPMe. La papaverina, fue utilizada
como compuesto de comparacion, ya que es un inhibidor inespecifico de las PDE, en
las siguientes concentraciones 3, 10, 30, 100 y 300 uM, cada compuesto fue adicionado
de manera no acumulativa en un volumen que no excedié mas de 10 puL. EI DMSO:
EtOH también se adiciono en este volumen y fue usado como control negativo.

Para examinar si el efecto Utero-relajante del 4ANO2FDPMe y el 4AAFDPMe no se debia
a la activacioén de los receptores Bz-adrenérgicos, los tejidos se preincubaron por 20 min
en 10 uM de propanolol (un antagonista de los receptores B2-adrenérgicos que generan
relajacion). Después de la incubacion con el propanolol las tiras uterinas fueron
estimuladas electromecanicamente con la soluciéon despolarizante KCl 60 mM con Ca?*,
los analogos de talidomida se adicionaron a la solucion de incubacién en las siguientes
concentraciones mencionados antes.

Para examinar si el efecto Utero-relajante del ANO2FDPMe y el 4AAFDPMe no se debia
a la activacion de la sintasa del 6xido nitrico (NOS, por sus siglas en inglés) que
produce al 6xido nitrico (ON) que es un agente relajante potente, se realizé el siguiente
procedimiento: verificar viabilidad y reproducibilidad del tejido uterino ante el estimulo
de la solucién despolarizante KCI 60 mM con Ca?* (SD/Ca?* KCI 60 mM).
Posteriormente las tiras uterinas se incubaron por 20 min en 100 uM de L-NAME (un
inhibidor de la NOS). Después de la incubacion con el L-NAME, las tiras uterinas fueron
estimuladas electromecéanicamente con la solucion despolarizante KCl 60 mM con Ca?*
hasta alcanzar una amplitud constante, los analogos de talidomida se adicionaron a la
solucion de incubacion en las siguientes concentraciones 1, 3.2, 5.6, 10, 32, 56, 100 y
180 pM de 4NO2FDPMe, y 1, 3.2, 5.6, 10, 32, 42 y 58 uM de 4AFDPMe.

Para examinar si el efecto Utero-relajante del ANO2FDPMe y el 4AFDPMe no se debia
a la activacion de los receptores de histamina H2, se procedié a verificar viabilidad y
reproducibilidad del tejido uterino ante el estimulo de la solucién despolarizante KCI 60
mM con Ca?* (SD/Ca?" KCIl 60 mM). Posteriormente las tiras uterinas se incubaron por
20 min en 10 pM de cimetidina (un antagonista de los receptores H2). Después de la
incubacion con la cimetidina las tiras uterinas fueron estimuladas electromecanicamente
con la soluciéon despolarizante KCI 60 mM con Ca?' hasta alcanzar una amplitud

constante, los compuestos se adicionaron a la solucion de incubacion en las siguientes
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concentraciones 1, 3.2, 5.6, 10, 32, 56, 100 y 180 uM de 4NO2FDPMe, y 1, 3.2, 5.6, 10,
32,42 y 58 uM de 4AFDPMe.

5.2. Modelo Il
Para examinar si el efecto Utero-relajante del 4ANO2FDPMe y el 4AFDPMe, se debia al

blogueo de los canales de Ca?* sensibles al voltaje se realizé el modelo Il, el cual
consiste en el procedimiento siguiente: primero se verifico la viabilidad de los tejidos
asi como su reproducibilidad ante el estimulo de la solucion despolarizante KCI 60 mM
(SD/Ca?* KCI 60 mM).

Una vez verificada la viabilidad de los tejidos y reproducibilidad de la respuesta uterina,
los tejidos fueron incubados en una solucion despolarizante sin Ca?* con la
composicién siguiente (mM): NaCl 63.63, NaHCOs 5.95, MgSO4 2.10, KCI 60, EDTA
1.00, y glucosa 5.55, la solucion fue preparada por sustitucion equimolar de NaCl por
KCI vy el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) fue usado como quelante del Ca?*
(Trujillo et al., 2000). Después de haber sido lavados los tejidos continuamente con la
solucién fresca despolarizante sin Ca?* (SD/EDTA sin Ca?*), cuando el tejido regresé a
su tension basal se estimulé con 1mM de CaClz: y la amplitud de esta respuesta se
consider6é como el 100%. Enseguida, los tejidos fueron lavados varias veces con la
solucién despolarizante sin Ca?* hasta regresar a su basal; en estas condiciones los
tejidos se incubaron con diferentes concentraciones de los analogos de la talidomida.
En cada una las tiras uterinas, mantenidas en la solucion fresca, se le adicionaron los
dos analogos de la talidomida en las siguientes concentraciones: 3.2, 5.6, 10, 32, 56,
100 y 230 uM, dejandolos incubar durante 40 min (Perusquia et al., 2005). Al cumplirse
el tiempo requerido de incubacion, para cada uno de los analogos de talidomida, se
adicion6 la solucién despolarizante con 1mM CaClz (SD/Ca?* 1 mM) para poder calcular

el % de inhibicion de cada analogo de talidomida usado (Perusquia et al., 2005).
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5.3. Anélisis estadistico de los datos.
Los datos presentados son el resultado del valor promedio de cada grupo de

determinaciones (con su n correspondiente) * el error estandar (EEM) indicado. Para
determinar las diferencias estadisticas de los parametros estudiados (Clso y Rmax) se
utilizé la prueba de t- Student para comparar dos valores y para la comparacién de mas
de dos valores se aplico un analisis de varianza (ANOVA) de una via, llevando a cabo
la comparacion de todos los grupos contra todos, es la llamada comparacion multiple
pareada total del método de Student-Newman-Keuls; esta prueba proporciona la
diferencia estadisticamente significativa con una P<0.05. Las pruebas se corrieron en

un paguete de Sigma-Stat version 10.0 (Systat Software, USA).
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6. RESULTADOS.

6.1. Efecto del 4AAFDPMe, el ANO2FDPMe y la papaverina sobre la contraccion
tonica sostenida inducida por la solucion despolarizante de KCI (60 mM).
Los resultados de este trabajo muestran por vez primera que los dos analogos de

talidomida (4AFDPMe y el 4NO2FDPMe) ejercen un efecto Utero-relajante profundo
sobre la contraccion tonica-sostenida del musculo liso uterino aislado de rata
estrogenizada no embarazada, inducida por una solucién despolarizante de KCI 60
mM con Ca?* (SD/Ca?" de KCI 60 mM). El efecto Gtero-relajante fue dependiente de la
concentracion para cada uno de los compuestos estudiados. Los dos analogos de
talidomida y el compuesto de testigo (papaverina), alcanzaron la respuesta maxima
Utero-relajante. Sin embargo, de acuerdo con los resultados el derivado 4AFDPMe
resulto mas potente que la papaverina y el 4ANO2FDPMe. La figura 9 ilustra el registro
de la contraccion ténica-sostenida inducida por SD/Ca?* de 60 mM KCI y el modelo |
utilizado para el estudio del efecto inhibitorio inducido por los analogos de talidomida:
(A) disolvente o testigo negativo, (B) 4AAFDPMe 230 uM, (C) 4ANO2FDPMe 56 uM y (D)
el compuesto testigo (papaverina) 56 UM en utero aislado de rata. *Solucién
despolarizante con calcio 60 mM KCI y **lavado.

La figura 10 muestra las curvas concentracion-respuesta del efecto inhibitorio de dos
analogos de talidomida (4AFDPMe y el 4ANO2FDPMe) y el compuesto testigo positivo
(papaverina), en Gtero de rata precontracturado con SD/Ca?* de KCI 60 mM, en escala
aritmética (A) y logaritmica (B). Como se ilustra en las gréficas los tres compuestos
tienen la misma respuesta maxima. Sin embargo, el 4AFDPMe resultd
significativamente mas potente que el 4ANO2FDPMe y la papaverina como se muestra

en la tabla 2.
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Figura 9. Trazo tipico de la contraccion uterina y el efecto inhibitorio de los derivados de talidomida
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Tabla 2. Muestra los valores de Clso (UM) y Rmax(%) del 4AFDPMe, 4NO2FDPMe y papaverina, sobre la
contraccion ténica-sostenida del Gtero aislado de rata, inducida por por 60 mM de KCI.

Compuesto Clso uM Rmax(%0) N
4AFDPMe 6.79 + 0.88* 100 8
4NO-FDPMe 88.03 + 7.92 90.16 + 7.21 8
Papaverina 23.32 + 1.86** 100 8

Cada valor representa el promedio + el EEM. *p<0.05 entre 4AFDPMe vs 4NO:FDPMe; **p<0.05 entre
Papaverina vs 4NO2FDPMe

La incubacion por 20 min con propanolol (10uM), el L-NAME (100 pM) y la cimetidina
(10 uM) en tiras uterinas aisladas de rata, no mostraron inhibir el efecto Utero-relajante
de los dos compuestos (4AFDPMe Y el 4NO2FDPMe) sobre el estimulo

electromecanico 60 mM de KCI (Datos no mostrados).

6.2 Efecto del 4AFDPMe Y el 4ANO2FDPMe sobre la contraccion ténica-sostenida
inducida por Ca?*1 mM.
El 4AFDPMe y el 4NO2FDPMe ejercen un efecto Utero-relajante sobre la contraccion

tonica-sostenida inducida por Ca?* 1mM, en miusculo liso uterino aislado de rata
estrogenizada no embarazada, su efecto inhibitorio fue dependiente de la concentracién
para cada uno de los compuestos. Estos resultados son de interés e importancia, ya
gue no existen antecedentes en la literatura donde se mencione a los analogos de la
talidomida como bloqueadores de las vias de entrada de Ca?*. En este respecto el
4AFDPMe y el 4ANO2FDPMe fueron igual de eficientes para bloquear la entrada de
calcio, sin embargo el 4AFDPMe mostrd ser el compuesto mas potente para inhibir la
contraccioén inducida por la solucién despolarizante con Ca?* imM (SD/Ca?* con 1mM),
seguido del 4ANO2FDPMe.

La figura 11 llustra el registro de la contraccién ténica-sostenida inducida por SD/Ca?*
con 1mM y el modelo Il utilizado para el estudio del bloqueo de las vias de entrada de
calcio en musculo liso de rata inducido por los andlogos de talidomida: (A) 4AFDPMe
13.49 uyM y (B) 4NO2FDPMe 31.15 pM en utero aislado de rata. *Solucion
despolarizante con calcio 60 mM KCI, **lavado y ***solucion despolarizante con 1mM

de calcio.
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Figura 11. Trazos tipicos del efecto Utero-relajante del (A) 4AFDPMe y (B) 4NO2FDPMe; esto sugiere el

bloqueo de las vias de entrada de Ca?* en tejido aislado de rata adulta no embarazada.

En la figura 12 se muestran las curvas concentracion-respuesta del efecto bloqueador
de las vias de entrada de calcio sensibles al voltaje de los analogos 4AFDPMe y el
4ANO2FDPMe, en utero de rata estimulado electromecanicamente con SD/Ca?* de 1
mM, en escala aritmética (A) y logaritmica (B). Como se ilustra en las graficas los dos
compuestos alcanzan la respuesta maxima; sin embargo, el 4AFDPMe resultd

significativamente mas potente que el ANO2FDPMe, como se muestra en la tabla 3.
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Figura 12. Efecto relajante del 4AFDPMe, 4ANO2FDPMe mediante el bloqueo de las vias de entrada de
calcio sobre la contraccion ténica-sostenida inducida por la SD/Ca?* 1 mM. En ambas figuras, cada punto
es el valor promedio de 12 experimentos y la barra vertical representa el EEM.
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Tabla 3. Valores de Clso (UM) y Rmax(%) del 4AFDPMe y 4NO2FDPMe, sobre la contraccion tonica-

sostenida del Utero aislado de rata, inducida por por 1 mM de Ca?*

Compuesto Clso uM Rmax(%0) N
4AFDPMe 13.49 + 1.48* 100 8
4ANO,FDPMe 31.15+2.86 100 8

Cada valor representa el promedio y + el EEM. *p<0.05, diferencia estadisticamente significativa.

7. DISCUSION

El estimulo de 60 mM de KCI con Ca?* provoca la despolarizacion de la membrana
celular y la apertura de los canales de Ca?* que participan en la contracciéon del
miometrial. La contraccion del miometrio depende de la activacion de canales iénicos,
por cual la apertura de los canales de calcio es el mecanismo central de la contraccion
miometrial y el bloqueo de los mismos produce la relajacion uterina (Granger et al.,
1986; Phillippe y Chien, 1995; Trujillo et., 2000; Carvajal y Weiner 2003).

Hay varios tipos distintos de antagonistas que bloquean el mecanismo central de la
contraccion miometrial, algunos de estos bloqueadores han sido usados en clinica para
el retraso del nacimiento prematuro por ejemplo la nifedipina que es un bloqueador
especifico de los canales de Ca?* tipo L (Gaspar y Hajagos-T6th, 2013); los canales de
Ca?* tipo L son los mas abundantes en el muisculo liso y cardiaco, sus blogqueadores
exhiben estereoespecificidad y parece ser que son reconocidos por estructuras
especificas en el canal de Ca?*, se sabe que contiene sitios de fijacion para los distintos
bloqueadores del canal de Ca?*, por lo tanto, se cree que tiene varios receptores de
farmacos en la misma proteina que inhiben el flujo de Ca?* de forma rapida y potente
(Kalant y Roschlau, 2002).

Estudios previos en modelos experimentales similares en musculo liso uterino, llevados
a cabo en el laboratorio donde se desarrolld este trabajo, han mostrado un efecto
relajante rapido y dependiente de la concentracion de los analogos de talidomida
aplicados, lo que llevdé a suponer un efecto membranal como lo es el bloqueo de

canales de Ca?*; mas aln, el efecto relajante desaparece gradualmente y la contraccion
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miometrial se recupera casi totalmente con varios lavados del tejido, esto refuerza la
idea de que el efecto uterorrelajante es ocasionado, en buena medida, por el bloqueo
membranal de estos canales. Los modelos empleados en este trabajo mostraron que
los dos analogos 4AFDPMe y el 4NO2FDPMe inhiben en forma dependiente de la
concentracion la contraccion tonica-sostenida inducida por una solucion despolarizante
de KCI 60 mM en el utero aislado de rata, lo que permite suponer que estos
compuestos relajan al utero mediante mecanismos membranales, dada la rapidez del
efecto en minutos, comparativamente con hormonas cuyo efecto genémico es lento
(Parra et al.,2000, Perrusquia y Navarrete, 2005) y con la inhibicién misma de la PDEA4,
gue es una enzima citosélica. De hecho, es bien conocido que el musculo liso uterino
aislado de rata estrogenizada con BE: responde con una contraccion tonica-sostenida
cuando se incuba en una solucién despolarizante de KCl 60 mM con Ca?* (Granger et
al., 1986; Phillippe y Chien, 1995; Trujillo et., 2000) y que la contraccion inducida de
esta manera es dependiente del Ca?* extracelular, como se ha demostrado en varios
reportes (Somlyo y Somlyo, 1994; Webb, 2003; Matthew et al., 2004).

De acuerdo con los resultados, los compuestos estudiados inhibieron la contraccion
ténica inducida por 1 mM de CacClz en tejidos inmersos en una solucion despolarizante
sin CaClz2 en forma dependiente de la concentracion. Una explicacion probable es que
el efecto utero-relajante rapido de los analogos 4FDPMe y 4NO2FDPMe se debe al
bloqgueo de los canales de Ca?' sensibles al voltaje; asi, estos resultados fueron
consistentes con el modelo I, en primer lugar porque el compuesto 4AFDPMe en este
modelo también fue el mas potente para inhibir las contracciones uterinas (Clso =13.49 +
1.48) y en segundo lugar se demostré que el efecto Gtero-relajante del 4FDPMe y
4NO2FDPMe se debe a la reduccién del [Ca?*]ien el miocito a través del bloqueo de los
canales de Ca?* operados por el voltaje, como lo hacen los blogueadores usados en la
clinica pero con una potencia mucho mayor que los analogos de talidomida evaluados
(Kalant y Roschlau, 2002; Gaspar y Hajagos-T6th, 2013). Este efecto probablemente se
debe a que los analogos de talidomida comparten semejanzas en los grupos
funcionales y similitudes moleculares con los blogueadores de Ca?*, que podrian
conferirle tal actividad novedosa y acoplarse a los sitios multiples de unién y bloqueo de

los canales (Figura 13).
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Figura 13. Estructuras quimicas de los analogos de talidomida y varios farmacos bloqueadores de
canales de calcio, donde se muestran los grupos funcionales y similitudes moleculares que podrian

conferirle tal actividad novedosa
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Muchas hormonas y mediadores paracrinos han sido estudiados como tocoliticos o
relajantes del musculo uterino y se propone que estos mediadores pueden actuar sobre
las células miometriales mediante varias rutas para inducir su relajacion, una de ellas es
la ruta de activacion del AMPc, este segundo mensajero modula muchos mecanismos
intracelulares mediante la activacion de la PKA. La PKA fosforila y altera la actividad de
muchas proteinas involucradas en el ciclo contraccién/relajacion del masculo liso, por
ejemplo: a) la fosforilacion de la MLCK por la PKA que induce el desacoplamiento de
esa enzima con el complejo Ca?*/calmodulina al reducir su afinidad, b) el rompimiento
de complejo actinomiosinico mediante la activacion de la MLCP al fosforilar con la PKA
a la RhoK y asi inhibirla (Carvajal y Weiner 2003; Webb, 2003). Ademas, se ha
propuesto que el AMPc modifica la expresion de otras proteinas relacionadas a la
contraccion, tales como los receptores a OT y COX2, entre otras; de hecho, el papel del
AMPc en la relajacibn miometrial ha sido probado, ya que muchas hormonas que
promueven la relajacion estan relacionadas a la via de activacion del AMPc (Carvajal y
Weiner 2003).

Como se evidencié en este trabajo, se sugiere fuertemente que el mecanismo de
relajacion rapida inducida por los dos analogos de talidomida se debe al bloqueo de los
canales de Ca?*, pero también por el incremento intracelular del AMPc, dado por su
efecto como inhibidores de PDE4, ya que el AMPc también posee la capacidad de
regular la concentracion e ingreso del Ca?* a los miocitos uterinos, y se ha observado
que mediante la activacion de la PKA: a) se inhibe la activacion de la PLC inducida por
agentes contractiles, b) se inhibe la entrada de Ca?* por medio de la fosforilacién de los
canales de Ca?*, c) se activan las bombas membranales de Ca?*, y d) se activan los
canales de K* activados por la conductancia grande de Ca?*, lo que genera una
hiperpolarizacion de la membrana (Carvajal y Weiner 2003).

Haciendo hincapié en la importancia del uso potencial y futuro de los inhibidores de
PDE4, tales como los dos analogos de talidomida aqui evaluados, en trabajos diversos
se ha demostrado que el aumento del AMPc inhibe la liberacion de citocinas
proinflamatorias como el TNF-a y IL-1 en monocitos y macréfagos, lo que les confiere
su efecto inmunomodulador y antiinflamatorio (Marriott et al., 2002; Mehats et al., 2004,
2007; Oger et al.,, 2004; Klukovits et al., 2009; Schafer et al., 2014). Como se ha

mencionado, la PDE4 es una enzima que esta presente en el Utero de rata y humano

35



que metaboliza al AMPc transformandolo en 5-AMP inactivo (Mehéts et al., 2004, 2007;
Morrow, 2014), ademas participa de manera activa en el ciclo de contraccion/relajacion
del utero (Wex et al., 2009); este hecho condujo a tomar a la PDE4 como un blanco
farmacoldgico para regular la actividad del AMPc (Mehats et al., 2004, 2007; Franova et
al., 2009; Klukovits et al., 2009). De esta manera, la evaluacién de los analogos de la
talidomida que no son teratogénicos, ya que carecen del anillo glutarimida el cual
favorece la union a cereblén (proteina diana asociada a la teratogenicidad) (Ito et al.,
2010; Chang y Stewart, 2011; Lopez-Girona et al., 2012), y que son inhibidores de la
PDE4, toma relevancia como una propuesta importante para el tratamiento del parto
prematuro por sus acciones Utero-relajantes e inmunomoduladoras, como sugieren
autores diversos que han evaluado a otros inhibidores de esa enzima (Mehats et al.,
2004, 2007).

Finalmente, el 4AFDPMe fue el compuesto méas potente (ICso= 6.79 + 0.88* uM) para
inhibir la contraccion ténica-sostenida inducida por wuna solucion isoténica
despolarizante de 60 mM de KCI, esto quiza se debid a que el grupo amino se une con
mayor afinidad al sitio catalitico de la PDE4, lo que coincide con su potencia como
inhibidor del TNF-a y dado su parecido al apremilast que es muy potente y tiene un
grupo N-acetilado (Muller et al., 1998; Schafer et al., 2014); por lo tanto, se propone que
el efecto Utero-relajante de los compuestos aqui estudiados se debe en parte a: a) la
inhibicién de la PDE4 (Dredge et al., 2002) que conlleva al incremento del AMPc, por lo
tanto, a la relajacion uterina por diversas vias (Carvajal y Weiner 2003; Oger et al.,
2004; Méhats et al., 2007; Klukovits et al., 2009), b) de forma muy importante y
novedosa al bloqueo de los canales de Ca?* por las rutas ya comentadas y su parecido
a los bloqueadores selectivos de esos canales (Kalant y Roschlau, 2002; Carvajal y
Weiner 2003) y c) porque el propanolol, el L-NAME vy la cimetidina no mostraron inhibir
el efecto Utero-relajante de los compuestos 4AFDPMe y 4NO2FDPMe sobre

contracciones ténicas-sostenidas KCI 60 Mm, lo que refuerza lo ya propuesto.
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8. CONCLUSIONES

1.- Los analogos de talidomida (4AFDPMe y 4NO2FDPMe) mostraron inhibir
rapidamente la contraccion tonica-sostenida inducida por el estimulo electromecanico
de KCI 60 mM en utero de rata aislado, este efecto fue dependiente de la concentracion
para cada uno de los compuestos. Sin embargo, el 4AFDPMe fue el m4s potente para
relajar al Utero, una explicacion posible es que el grupo amino se una con mayor
afinidad y es mas potente como inhibidor de la PDE4, asi como se sugiere que es el
mejor blogueador de la entrada de Ca?* por los resultados obtenidos en modelo 1.

2.- El propanolol, la cimetidina y el L-NAME permiteron descartar farmacol6gicamente
que el efecto Utero-relajante del 4AAFDMPMe y 4NO2FDPMe no se debe a la activacion
de los receptores B2-adrenérgicos, H2, ni ala NOS.

3.- Los resultados obtenidos en el modelo Il sugieren fuertemente que el efecto
relajante rapido se debe al bloqueo de los canales de Ca?* sensibles al voltaje; sin
embargo, es posible que estos dos anélogos de la talidomida, también puedan estar
afectando otras vias de sefializacién en los procesos de la contraccidon uterina, por
ejemplo: la formacion del complejo calcio-calmodulina, la activacion de la MLCK, la
union del complejo actinomiosinico y la activacion de la MLCP por medio de la
inhibicion de PDE4 que aumenta AMPc y activa a la PKA.
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10. GLOSARIO

1,4,5-Trisfosfato de Inositol: Es un segundo mensajero que se produce junto con
el diacilglicerol por hidrolisis catalizada mediante la fosfolipasa C del 4,5-difosfato de
fosfatidilinositol (PIP2). Su efecto en el entorno celular es la movilizaciéon del Ca?*,
almacenado en organulos como el reticulo endoplasmatico.

Actina: Proteina estructural del musculo que participa en los procesos de contraccion
y relajacion.

Adenilato ciclasa: Enzima que forma parte de la cascada de sefalizacion de
la proteina G que transmite sefiales quimicas desde el exterior de la célula a su interior
a través de la membrana celular. Convierte trifosfato de adenosina (ATP) a 3',5'-
monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc).

Agonista: Es aquella sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y
provocar una accion determinada en las células generalmente similar a la producida
por una sustancia fisiolégica.

AMPc: Es un nucleétido que funciona como segundo mensajero en varios procesos
biologicos. Es empleado en las rutas de transduccion de la sefial en las células como
respuesta a un estimulo externo o interno. Suele estar relacionado con la activacion
de cinasas.

Antagonista: Es aquella sustancia que se adhiere a un receptor celular sin activarlo,
interfiriendo en la funcién de otra sustancia mediante mecanismos de competencia.

Antiangiogénicos: Son agentes quimicos o biolégicos que inhibe o reduce de nuevos
vasos sanguineos a partir de los preexistentes.

Calcio: Se encuentra en el medio interno de los organismos como ion calcio (Ca®*) o
formando parte de otras moléculas, actia como mediador intracelular cumpliendo una
funcion de segundo mensajero; por ejemplo, el ion Ca?* interviene en la contraccion de
los musculos.

Calmodulina: Es una proteina intracelular, reguladora en la transduccion de la sefial
de calcio en la célula. Actla como receptor para Ca*?, gracias a que presenta cuatro
sitios de unién al ion Ca*? con una alta afinidad, pero siempre de forma reversible.

Canales de calcio: Son canales ibnicos (estructuras macromoleculares ) proteinas
transmembranales, provistas de un poro y situadas en la membrana plasmatica de
las células) que permiten la entrada de iones Ca?* al citosol y por tanto, hacen que
aumente la concentracion intracelular de este ion, produciendo una despolarizacion, lo
gue constituye una sefial para la activacion de muchas funciones celulares.

Clso: Es la concentracion o proporcion de una sustancia en un medio que origina la
inhibicion del 50 % una respuesta determinada.
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Ciclooxigenasa: Enzima que produce prostaglandinas a partir del acido araquidonico.
Es inhibida por los antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

Cinasa de la cadena ligera de miosina: Es una cinasa de proteina en el residuo
serina/treonina, especifica y dependiente de calcio/calmodulina, esta implicada en la
contraccion del musculo liso via la fosforilacién de las cadenas ligeras de miosina.

Cinasa: Enzima que activa o desactiva a otras proteinas, mediante la fosforilacion.

Citocinas: Son proteinas que regulan la funcién de las células que las producen u
otros tipos celulares. Las citocinas sirven para iniciar la respuesta inflamatoria, y para
definir la magnitud y naturaleza de la respuesta inmunitaria especifica.

Diacilglicerol: Es una molécula del espacio intracelular que actia como mediador
de comunicacién celular y opera como segundo mensajero. Se produce por hidrolisis
catalizada mediante la fosfolipasa C del 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2).

Eficacia farmacoldgica: El grado de efecto maximo de un farmaco.

Enzima: Moléculas de naturaleza proteica y estructural que catalizan reacciones
quimicas, generando reacciones termodindmicas. Estds enzima actdan sobre
moléculas denominadas sustrato convirtiéndose dichas moléculas en productos.

Estimulo electromecénico: Consiste en la despolarizacion de la membrana mediante
la utilizacion de un estimulo alto en KCI.

Estimulo farmacomecanco: Estimulo farmacomecénico: consiste en el acople de
agonistas uteroténicos a su receptor y la activacion de pGq principalmente que
desencadena la maquinaria fisioldgica necesaria para la contraccién muscular.

Fosfatasa de la cadena ligera de miosina: Enzimadel grupo de
las esterasas que cataliza la eliminacion del grupo fosfato de la cadena ligera de
miosina.

Fosfodiesterasas: Son enzimas hidrolasas que catalizan la ruptura de los enlaces
fosfodiéster, como por ejemplo los que se establecen en los &cidos nucleicos entre
la pentosa de un nucleétido y el grupo fosfato de otro.

Fosfolipasa C: Es wuna familia de enzimas intracelulares y de membrana en
organismos eucariotas que participa en los procesos de transduccion de sefales.
Participa en el metabolismo de los fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) y las vias de calcio-
dependientes de la sefalizacion celular relacionadas con lipidos.

Fosforilacion: Proceso metabdlico que consiste en la introduccion de un grupo fosfato
en una molécula orgéanica.

Hipertesion: Presion arterial muy alta.
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Hipotensidn: Presion arterial muy baja.

Inhibidor enzimético: Son moléculas que se unen a las enzimas y disminuyen su
actividad. Existen inhibidores enzimaticos irreversibles y reversibles, los irreversible se
unen en forma covalente a la enzima y modifican su conformacion estructural, mientras
gue los inhibidores enzimaticos reversibles se unen a la enzima mediante un enlace no
covalente.

Interleucinas: Son un conjunto de citocinas que son sintetizadas principalmente por
los leucocitos. Su principal funcion es regular los eventos que atafien a las funciones
de estas poblaciones de células del sistema inmunitario, como la activacion,
diferenciacion o proliferacion, la secrecidn de anticuerpos, la regulacion de otras
citocinas y factores, entre otras. Se conocen en la actualidad no menos de 33
interleucinas, las cuales difieren entre si tanto desde el punto de vista quimico como
del biolégico. Mientras algunas de ellas (IL-4, IL-10, IL-11) presentan esencialmente
efectos favorables, otras (IL-1, IL-6, IL-8), paralelamente a su funcién defensiva,
pueden también ser deletéreas para el organismo.

Miosina: Proteina fiborosa implicada en la contraccion muscular, por interaccién con
la actina. La miosina esta compuesta de 2 cadenas pesadas idénticas y 4 cadenas
livianas. La molécula tiene una region globular de doble cabeza unida a una larga
cadena helicoidal de doble hebra. Cada cabeza se une a dos diferentes cadenas
ligeras.

NF-kB: Es un complejo proteico que controla la transcripcién del ADN y se encuentra
en la mayoria de tipos de células animales y esta implicada en las respuestas celulares
frente a estimulos como el estrés. Regula la respuesta inmunitaria y el proceso
inflamatorio mediante su unibn a regiones promotoras reguladoras del ADN
permitiendo la expresién de ciertos genes o inhibiendo a los mismos.

Oxitocina: Hormona de naturaleza peptidica, secretada por la hipéfisis encargada de
producir las contracciones uterinas durante el parto asi como controlar distintos
patrones sexuales, conducta materna y facilita la lactancia.

PKA: Es una holoenzima tetramérica que consiste en dos unidades catalizadoras, y
dos unidades reguladoras. EI AMPc se une a lugares especificos en las unidades
reguladoras de la proteina quinasa, y causa la disociacion entre las subunidades
reguladoras y catalizadoras, activando asi las unidades catalizadoras y permitiéndoles
que fosforilen los sustratos de las proteinas.

Potencia farmacoldgica: Es una medida relativa de comparacion donde se requiere
una cantidad o dosis de un farmaco para alcanzar el mismo efecto que otro
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Prostaglandinas: Sustancias endégenas de naturaleza lipidica, derivados de acidos
grasos de 20 carbonos. Las prostaglandinas tienen efectos diversos y patrticipan en el
sistema nervioso, reproductor asi como otros tipos de musculo liso. Juega un papel
importante en la regulacion de la presion sanguinea, coagulacion, respuestas
inflamatorias y etc.

Proteinas-G: Son transductores de sefales que llevan informacion desde el receptor
hasta una o mas proteinas efectoras. Estas proteinas se encuentran activadas cuando
poseen GTP en su estructura, e inactivadas cuando se trata de GDP. Se clasifican en
dos tipos, heterotriméricas (constituidas por tres subunidades distintas, denominadas
apy) y monoméricas con una unica subunidad.

Repolarizacién: Es el proceso por el cual la membrana celular regresar a su nivel
electroguimico normal llegando a su estado de reposo.

Rho-cinasa: Cinasa especifica de la proteina enzimatica Rho.

Rmax: ES la concentracion o proporcion necesaria para alcanzar el mayor efecto de una
sustancia dada.

Sarcomero: Es la unidad anatomica y funciona de la contraccion muscular. Se
encuentra limitada por dos lineas Z con una zona A y dos semizonas |. Formada por
las proteinas contractiles miosina y actina.

Segundo mensajero: Es toda molécula que traduce sefiales extracelulares corriendo
abajo en la célula hasta inducir un cambio fisioldgico en un efector. Alterando las
concentraciones de diversos sustancia en la célula.

Soluciones isoténicas: Son aquellas que tiene la misma concentracién de solutos
afuera y adentro de las células

Taquicardia: Es el incremento de la frecuencia cardiaca.

TNF-a: Es una proteina de grupo de la citocinas liberada por células del sistema
inmunitario que intervienen en la inflamacion favorecen la expresion de otras citosinas
y factores uteroténicos.

Tromboembolismo: Es la obstruccion de un vaso sanguineo por un trombo o un
coagulo que es arrastrado en la corriente sanguinea hasta el cerebro provocando la
embolia.

Uterotonicos: Son agentes que generan o desencadenan las contracciones del
musculo liso uterino por ejemplo oxitocina, prostaglandina Faq.
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