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RESUMEN

El parto prematuro (PP) es un grave problema de salud que genera altos costos
y desencadena enfermedades fisicas y mentales colaterales graves para el
neonato y madre. Actualmente, los tocoliticos usados en clinica para el PP estan
asociados a reacciones secundarias que podrian causar hasta la muerte. Este
proyecto fue una investigacion experimental y transversal con el objetivo de
estudiar el efecto tocolitico del timol en Gtero aislado de ratas Wistar gestantes
obteniendo los parametros farmacoldgicos de Clso y Rmax €n diferentes tipos de
contracciones y cuantificando la concentracion de AMPc para descubrir si el
timol es un estimulador de la adenilato ciclasa con el fin de estudiar su posible
mecanismo de accién. El timol si tiene efecto Utero relajante de manera
dependiente a la concentracién. En las contracciones fasicas inducidas (PGF2q
10 pM) se obtuvo un Emax de 84.5% (p < 0.05) a 230 uM y un Clso de 87.4 uM,
en ambas contracciones tonicas (KCl y Ca?* acumulativo) se obtuvo un 100%
de inhibicion en la concentracién de 230 pM (p <0.05), con un Clso de 79.9 uM
y 76.7 UM, respectivamente. Se observo que el timol no estimula la formacion
de AMPc, (p < 0.05) por el contrario, cuando se combina con Forskolina,
disminuye los niveles del segundo mensajero. En conclusion, el timol es un

farmaco eficiente y potente comparado con el nifedipino el carvacrol.

Palabras claves

Espasmolitico, timol, AMPc, Gtero, mio regulador, tocolitico
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ABSTRACT

Preterm labor (PP) is a severe health problem that generates high costs and triggers
serious collateral physical and mental illnesses for the neonate and mother.
Currently, tocolytics used in the clinic for PP are associated with secondary reactions
that could even cause death. This project was an experimental and cross-sectional
investigation to study the tocolytic effect of thymol in the isolated uterus of pregnant
Wistar rats, obtaining the pharmacological parameters of IC50 and Emax in different
contractions and quantifying the concentration of cAMP. Thymol does have a
concentration-dependent uterine relaxant effect. In induced phasic contractions
(PGF2q) 10 pM and Emax of 84% (p < 0.05) was obtained at 230 um, and an Clso of
87.4 pM, in both tonic contraction (KCL and cumulative Ca?*) 100% inhibition was
obtained at the 230 pM concentration (p < 0.05) with an I1Cso of 79.9 yM and 76.7
UM respectively. It was observed that thymol does not stimulate cAMP formation(p
< 0.05); on the contrary, when combined with Forskolin, it decreases the levels of
the second messenger. In conclusion, thymol is an efficient and potent drug that
could be used as an alternative treatment for PP, suggesting its mechanism of action

through calcium channel blockade.

KEYWORDS

Spasmolytic, thymol, AMPc, uterus, Myo regulator, tocolytic
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INTRODUCCION

El parto prematuro (PP) actualmente es la primera causa de muerte en nifios
menores de 5 afios a nivel mundial, los bebés nacidos por este padecimiento
llegan a padecer displasia pulmonar, hemorragias cerebrales, retinopatias,
sepsis, retraso mental o muerte prematura, ademas a la madre le genera graves
problemas de salud mental como depresiébn y desorden del estrés
postraumatico. De igual manera, el periodo de internamiento del neonato por dia
es costoso para las familias promedios a nivel nacional, sumado a esto, el
tratamiento con tocoliticos usados actualmente en la clinica presentan efectos
adversos que ponen en riesgo la salud del neonato y de la madre (1,2). Debido
a esto, la investigacién de nuevos compuestos naturales que sean efectivos,

potentes y con pocas o nulas reacciones adversas son necesarios.

Se ha reportado que el timol presenta propiedades espasmoliticas en diferentes
tipos de tejido de musculo liso: tradquea, iledn, colon y vesicula biliar en rata,
cuyo, conejo, sin embargo, su mecanismo de accion no esta bien estudiado.
Este proyecto de investigacion responde las siguientes preguntas de
investigacion: ¢El timol tiene efecto Utero-relajante en tejido uterino de ratas
gestantes? ¢ Elevara el timol los niveles de AMPc seria uno de sus mecanismos
de accién de la relajacion del muasculo liso uterino? A continuacion, se describe

cada una de las secciones que se presenta en esta tesis de investigacion.

En la primera seccion de generalidades y antecedentes se describen la base
tedrica del musculo liso y su mecanismo de contraccion y relajacion, se define
el parto prematuro y la descripcién de su fisiopatologia, el tratamiento actual,
informacion epidemioldgica de este padecimiento. Ademas, se describen las
caracteristicas fisicoquimicas y la farmacologia del timol, asi como sus
propiedades terapéuticas conocidas actualmente. En esta seccion incluye

también el planteamiento del problema y la justificacion del proyecto.
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En una segunda seccion se describen los métodos utilizados utilizada en este
proyecto y se muestran los resultados clasificados por tipo de contraccion e
indicando sus pardmetros farmacoldgicos correspondientes y el anélisis

estadistico de cada variable.

Finamente en la seccién de discusion, se explican los resultados y contrastan
con la informacion cientifica publicada actualmente. En esta seccion se incluye

también la conclusion y referencias actualizadas en este proyecto.

I. GENERALIDADES

1.1 Generalidades

El embarazo es el proceso fisioldgico natural de la reproduccién humana donde el
feto se desarrolla en el vientre de la madre; comprende desde el momento de la
implantacion del 6vulo hasta el nacimiento y dura aproximadamente entre 37 y 42

semanas de gestacion.(2)
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1.2 Definicién de parto

El parto, del latin “partus”, es el evento final del embarazo y este se define como
“conjunto de fendmenos activos y pasivos que permiten la expulsion por via vaginal

del feto de 22 semanas o mas, incluyendo la placenta y sus anexos”.(2)

1.3 Definicién de parto prematuro

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al parto prematuro (PP) como
“el nacimiento del producto antes de las 37 semanas de gestacion (SDG) completas
0 menos de 259 dias de gestacion, contados a partir del primer dia de la fecha del
ultimo dia de menstruacién con un peso menor a 2500 g”.(3) Se puede clasificar de
acuerdo con su causa o de acuerdo con el periodo de gestacion en que se produce.
Cuando se clasifica por su causa se divide en dos tipos: iatrogénico o espontaneo;
el PP iatrogénico es indicado por orden médica cuando se presente una
complicacién en el embarazo que pone en riesgo de la vida del binomio (madre y
bebé) y el PP espontdneo es la expulsion del bebé derivado de infecciones
genitourinarias, estrés, abruptio placentae, isquemia uteroplacentaria, etc.(4)
Cuando el PP es clasificado por el tiempo de gestacion en el que ocurre se divide
en: extremadamente prematuro (menor a 28 SDG), muy prematuro (28 a 32 SDG),
y moderado (32 a 34 SDG) y prematuro tardio (34 a 37 SDG).(5)

I.4 Factores de riesgo del parto prematuro
Los factores de riesgo asociados al PP pueden ser divididos de la siguiente manera:

« Factores asociados a las condiciones socioeconémicas como la pobreza,

falta de vivienda, ausencia de cuidado prenatal durante el embarazo.

e Factores asociados a la edad de la madre, influye si es una adolescente o

tiene una edad muy avanzada para embarazarse

e Factores asociados al estilo de vida de la madre, como tabaquismo,

alcoholismo, consumo de drogas ilicitas, obesidad.
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« Factores asociados a la salud de la madre como la diabetes gestacional,

preclamsia, desnutricion, hipertension, etc.

« Factores psicosociales implicados como el estrés, ansiedad, depresion,

violencia intrafamiliar, etc.

« Factores asociados a los antecedentes gineco - obstétricos como gesta

multiple, antecedentes del PP, etc.

« Factores asociados a la gesta, como infecciones, ruptura de membranas,
etc.(6)

1.5 Fisiopatologia del parto prematuro

La hormona responsable de la quiescencia y mantenimiento del embarazo es la
progesterona, evitando la descomposicion de la colagena a través de la inhibicion
del gen hialuronano sintasa 2, bloquea la sintesis de la proteina: conexina 43 (CX-
43) asociada a la contracciéon muscular, disminuye la expresion de la oxitocina y del
receptor de prostaglandinas (PG)F2q, por medio de inhibicion del receptor de
progesterona (PR) combinado con el decrecimiento de la expresion de ZEB1 y
ZEB2, y la inhibicion del gen miR-200s inhibiendo la cascada de sefializacion

necesaria para el parto.(7,8)

Cuando por diversos factores (estrés, infeccion, etc.) se activa una reaccion
inflamatoria y se activan los receptores que reconocen patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPS) o patrones moleculares asociados a dafios
(DAMPS), activan los receptores Toll-Like (TLR s) los cuales estimulan la
produccion de citocinas y quimiocinas (TNFa, IL-18, IL-6, CCL2 y IL-8) que serviran
de sefiales proinflamatorias en los tejidos del Utero, desencadenando la activacion
de las proteinas receptor de oxitocina (OXTR), Ciclooxigenasa 2 (COX-2) y
conexina 43 (CX-43).(69,10)
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Al disminuir la progesterona, los niveles de estrogeno aumentan y estimulan la
produccion de oxitocina en el hipotdlamo, liberando al torrente sanguineo
corticoesteroides que estimulan a la glandula adrenal para producir cortisol, lo que
induce la maduracion pulmonar fetal y, en la placenta expresa el gen CRHMRNA
para producir estrégeno placentario, que se une a sus receptores que se encuentran
acoplados a proteina Ggi11, que activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al
4,5 bifosfato de inositol generando IP3 y DAG. IP3 se une a sus receptores en
reticulo sarcoplasmico produciendo la liberacion de Ca?*. El Ca?* se une a la

calmodulina desencadenando la contraccion uterina.(10)

1.6 Epidemiologia

Actualmente, se estima que 13.4 a 15.2 millones de infantes son nacidos por parto
prematuro a nivel mundial siendo esta cifra un 9.9% de los nacimientos a nivel
global. Sin embargo, la tasa del PP es variante dependiendo a las regiones
mostrando un incremento en los paises industrializados. En Latinoamérica la tasa
de natalidad de prematuros por cada 100 nacimientos es de 9 traduciéndose a una
cifra de 870,000 de recién nacidos prematuramente.(1) La secretaria de Salud en
México reporta que aproximadamente 200,000 bebés nacen prematuramente, el
Instituto de Perinatologia de México reporta una incidencia del 19.7% de recién
nacidos prematuros, mientras que el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
describe incidencias de entre 2.8 al 16.6% de los prematuros a nivel nacional.(11)
Hidalgo registré el lugar nimero 12 a nivel nacional con una tasa del 18.5% de

nacimientos prematuros.(12)

1.7 Diagnosis del parto prematuro

En la guia de préactica clinica mexicana se establece que el diagndéstico del PP debe
considerar los siguientes aspectos clinicos: por la presencia de contracciones
uterinas (4 en 20 minutos o >8 en 1 hora), la dilatacién (>3 cm) y/o borramiento
(>80%), con o0 sin membranas amniédticas integras. Estos sintomas acompafnados

de una prueba de fibronectina positiva y un examen fisico con espéculo para
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evaluar: sangrado uterino, estado de membranas fetales (intactas o rotas) siendo
estas necesarias para la toma de decisiones sobre el binomio. El Colegio Americano
de Obstetras y Ginecélogos (ACOG) para el diagnostico del PP sugiere realizar la
prueba del espéculo y una prueba de papel Nitrazina para pH para confirmar

rompimiento de membranas, prueba de fibronectina positiva.(13)

Se ha llegado a un consenso general a través de revisiones sisteméticas que la
deteccion de la longitud del cuello uterino es muy efectiva para prevencion y
diagndstico del PP en mujeres que se encuentran con alto riesgo, un cuello uterino
largo >40 mm en el segundo semestre se asocia al PP, al igual que el aumento de
la densidad del liquido amnidtico en la ecografia es un predictor independiente del
PP espontaneo.(14)

1.8 Musculo liso

El musculo liso, también como conocido como visceral, esta compuesto por células
fusiformes uninucleadas careciendo del patrén estriado observado en los musculos
esquelético y cardiaco. Esta inervado por el sistema nervioso autbnomo. El mdsculo

liso estd compuesto de fibras musculares mas pequefias dispuestas en dos tipos:

Multi unitario: Las fibras musculares separadas que actlan por separado aun

cuando su inervacioén sea Unica.

2.Unitario o visceral: Las fibras musculares actian como unidad cuando recibe un
estimulo contractil, la sefial se propaga por todas las fibras a través de uniones de
hendiduras que permiten el paso de iones provocando un cambio en el potencial de

accién generando una contraccion.(15)

1.9 Mecanismo de contraccién y relajacién del masculo liso

Las proteinas principales del mecanismo de contraccién son la actina y la miosina
y ambas pueden ser reguladas por estimulos electro-mecanico y farmaco-

mecanico; el primer estimulo depende de un cambio de potencial de la membrana
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lo cual estimula los canales i6nicos operados por voltaje, especialmente los canales
de Ca?* tipo L lo que permite la entrada del ion al espacio intracelular obteniendo
como resultado la contraccion tonica; por otro lado, el estimulo farmaco-mecénico
se produce cuando un agonista, hormona, neurotransmisor, etc. Se une a su
receptor especifico en la membrana desencadenando un mecanismo en cascada
que resulta en la contraccion fasica. Ambos tipos de contraccién depende del ion

Ca?* para activar los segundos mensajeros y las proteinas contractiles.(15,16)

Las proteinas G juegan un rol importante en la traduccién de un estimulo externo a
una cascada de sefiales intracelulares que tienen diferentes moléculas objetivo;
estan constituidas con 3 subunidades (a, B, y) en su estado inactivo. En el
mecanismo de contraccién del musculo liso, cuando el receptor acoplado a proteina
G recibe el estimulo, la proteina G sufre un cambio conformacional y la subunidad
a que se encuentra asociada a Difosfato de guanosina (GDP) se unira a Trifosfato
de guanosina (GTP) para terminar de activar a la proteina G y liberar el complejo de
subunidades B, y. La proteina Gaq, activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza
a fosfatidil inositol 4,5, bifosfato liberando diacilglicerol (DAG) y 1,4,5-inositol
trifosfato (IPs). DAG activa las isoformas de las cinasas dependientes de las
proteinas C (PKC) y el IPs3 estimula los receptores de IPsen el reticulo sarcoplasmico
(RS) en los canales de calcio unidos al receptor promoviendo la salida de Ca?* de
este organelo hacia el citosol. EI aumento del Ca?* en el espacio intracelular,
produce la formacion del complejo calcio — calmodulina, el mismo que activa la
cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK) permitiendo fosforilar a la cadena
ligera de la miosina (MLC). A través de esta actividad, la miosina se une con la

actina por medio de puentes cruzados resultando en la contraccién.(15,16)

El estado de contraccion y relajacion depende de los estados de fosforilacion y
desfosforilacion; para producirse el estado de relajacién el masculo liso, la enzima
fosfatasa de la MLC des fosforila a la MLC en estado activo resultado en la relajacion

del masculo. La proteina G acoplada a RhoA y la cinasa de RhoA juegan un rol
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importante en la activacion e intensidad de la fosfatasa de MLC regulando asi la
contraccion (Figura 1).(16)

Por otro lado, para la relajaciéon del musculo liso se necesita la disminucion de la
concentracion de Ca?*y el 6ptimo funcionamiento de la fosfatasa de MLC. Respecto
al reticulo sarcoplasmico, en su membrana se encuentran ATPasas de Ca?*-Mg*?
que al ser fosforiladas se une a 2 iones de Ca?* y lo ingresa dentro del RS. Estas
ATPasas también se encuentran en la membrana plasmatica ayudando a reducir
los niveles de calcio. También se encuentran las bombas intercambiadoras de
Na*/Ca?* que ayudan a decrecer las concentraciones de calcio asi mismo bloquear
los canales de Ca?* operados por voltaje reducira los niveles.(15) Por otro lado, la
activacion de la proteina Gas estimula a la adenilato ciclasa catalizando la hidrolisis
de ATP en un segundo mensajero: adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
provocando la activacién de la cinasa dependiente de AMPc (PRKA);cuando esta

Ultima enzima se activa, desfosforila a la MLCK y a PLC inhibiendo su actividad.(17)

Otro mecanismo de relajacion es a través del NO, a través de él se activa la proteina
G que estimula al receptor de la guanilil ciclasa (GC) obteniendo un segundo
mensajero: Monofosfato de guanilil ciclico (GMPc) a través de la conversion de GTP
a GMPc. Los efectos de este segundo mensajero estan mediados por la proteina
cinasa G (PKG). Cuando se activa PKG en el musculo liso produce la activacion de
la fosfatasa de MLC provocando la relajacion del musculo liso vascular. (Figura
1).(18)
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MECANISMOS DE CONTRACCION Y RELAJACION DEL MUSCULO LISO

ca? Ligando Ca* Proteina G lF\zl%ceptor de
\ . =% N
v \‘ Proteina G 1 O
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SERCA ; .
CONTRACCION  RELAJACION
Figura 1. Mecanismo de contraccion y relajacion del musculo liso. Las flechas
negras se interpretan como la direccion de la activacion de la molécula. Las lineas

rojas se interpretan como la direccion de la inhibicion de la molécula.(16,17)

1.9.1 Mecanismo de relajacion por AMPc

El aumento de la concentracion de AMPc es iniciado con la interaccion de un ligando
al receptor unido a una proteina Gs; esta union cataliza el intercambio entre GDP a
GTP en la subunidad a de la proteina G terminando por activarla y produciendo la
separacion del dimero By. La subunidad a activa a AC, enzima responsable de
catalizar AMPc a partir de ATP por medio de la hidrolisis de los grupos fosfato. El

AMPCc activa a la enzima efectora PKA, la cual fosforila e inhibe la MLCK evitando
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que se lleve a cabo la contraccion, bloquea la salida de Ca2+ del S.Ry de los SOCC
y VOCCs.(19)

La hidrolisis del AMPc esta regulada por la super familia de enzimas: las
fosfodiesterasas (PDE); 11 familias de estan clasificadas por su secuencia de
aminoacidos, la especificidad del sustrato, sus propiedades farmacolégicas y su sitio
alostérico. Las PDE 4,7 y 8 son altamente especificas por el AMPc; y en el Gtero, la

PDE4 es la de mayor abundancia, incrementando en el embarazo tardio.(19,20)

1.10 Tratamiento actual

El término tocdlisis se puede definir como la administracion de farmacos para
prevenir el nacimiento del bebé por medio de la inhibiciébn o supresién de las
contracciones uterinas por un lapso de 48 h para poder administrar al feto los
farmacos necesarios para su maduracion pulmonar y trasladar a la madre en caso
de requerirlo a un hospital que cuente con el equipo necesario para su tratamiento
y mantenimiento.(21,22) Los tocoliticos utilizados hoy en dia tienen diferentes
mecanismo de accion para cumplir su funciébn como lo son: bloqueadores de los
canales de Ca?* (nifedipino), agonistas de los receptores B-adrenérgicos
(terbutalina), inhibidores de la ciclooxigenasas (indometacina), antagonista a la
oxitocina (atosiban), etc.(23) Sin embargo se ha reportado reacciones secundarias
del uso de tocoliticos para el binomio incluyendo: preeclampsia severa,
hemorragias, taquicardia y las contraindicaciones fetales: anomalias fetales letales,
muerte fetal intrauterina, corioamnionitis, hiperglucemia fetal, hemorragias

intraventriculares, etc.(24,25)

1.11 Timol

1.11.1 Estructura y naturaleza del timol

El timol (2-isopropill-5-metilfenol) es un monoterpeno de apariencia cristalina con
sabor picante de féormula quimica C10H140, por siglos se ha usado en la medicina

tradicional al ser uno de los compuestos presente en los aceites esenciales en
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especies de la familia Lamiaceae principalmente en el tomillo (Thymus vulgaris),
orégano (Origanum vulgare) y la céascara de mandarina (Citrus reticulata),
bergamota silvestre (Monarda fistulosa).(26,27) La molécula del timol se deriva al
igual que su isémero carvacrol del p-cimeno y se caracteriza por un grupo hidroxilo

(-OH) unido a un anillo de benceno(Figura 2).(28)

H,C CH,

HO

CHj

Figura 2. Estructura quimica del timol, 2-isopropil-5-metilfenol (C10H140).(23) (1)

Imagen realizada en ChemSketch.

1.11.2 Toxicidad

La dosis letal 50 (LDso) en ratas esta reportada en 980 mg/kg, en cobayos es de 88
mg/kg, en ratones macho es de 1200 mg/kg y en ratones hembra se reporta de 1050

mg/kg, como suplemento alimenticio el timol se reporta como seguro.(29,30)

1.11.3 Mecanismo de accién

El mecanismo de accion del timol no se encuentra bien estudiado sin embargo
algunos autores plantean gque el timol en micro concentraciones reduce la actividad
de la ATPasa de Ca?" e incrementa la permeabilidad del ion en el reticulo
sarcoplasmico(31) y bloqueo de los canales de canales de calcio en la membrana
plasmatica(32); otros autores refieren que su mecanismo de accion puede estar
relacionado con el bloqueo de los canales de sodio(33) y la activacion de los canales

Receptor potencial transitorio humano 1 (hTRPAL).(34)
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1.11.4 Farmacocinética

Es insoluble en agua, soluble en etanol. Es de rapida absorcion después de la
administracion oral y su degradacion tiene lugar en el estbmago o intestinos. No hay
evidencia de timol libre en el plasma u orina después de la administracion oral, sin
embargo, en el plasma se encuentra presente como sulfato de timol alcanzando su
concentracion méaxima a las 2 h después de la administracion con una
biodisponibilidad del 16%. Su metabolismo inicia con la con la glucuronidacion a
través de la enzima uridinadifosfato glucuronil transferasa (UGT) y por enzimas
sulfotransferasas para posteriormente ser secretada al tibulo proximal; la ausencia
de timol glucurdnico se puede deber a la baja actividad de la UGT hepatica en
comparacion con la sulfotransferasas. La eliminacion ha sido registrada en la orina

24 h después de su aplicacion, aungque en su mayoria es eliminado a las 6h.(30)

Il. ANTECEDENTES

2.1 Propiedades terapéuticas del timol

El tomillo (Thymus vulgaris) ha sido usado tradicionalmente desde hace ya mucho
tiempo como sazonador en la industria culinaria a través del mundo, y también se
ha aplicado como remedio terapéutico tradicional donde su principal aplicacion es
como expectorante y broncodilatador.(35) Actualmente, se ha demostrado que el
timol, principal compuesto activo de T. vulgaris, tiene propiedades antimicrobiana,
(36), fungicida (37), espasmolitico (38), gastroprotector (39), antioxidante, (40), anti-
mutagénico (41), antiinflamatorio (42), siendo de todas estas propiedades la
actividad antimicrobiana la mas estudiada porque tiene un amplio espectro en
bacterias Gram negativas y Gram positivas incluidas especies transmitidas por
alimentos de los géneros Salmonella, Escherichia, Pseudomonas, Listeria y
Bacillus y de infecciones respiratorias de los especies Estreptococos pneumoniae,
Staphylococcus aureus. El mecanismo de accion reportado para esta propiedad

consiste en inducir la permeabilizacién y de la membrana citoplasmética.(43)
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2.2 Efecto espasmolitico del timol

El efecto espasmolitico fue descrito por primera vez en 1980 por Van den Broucke
y Lemli en un estudio hecho en musculo liso gastrointestinal de rata y de cobayo
Ambos autores propusieron que el timol en dosis bajas (1x10* M) suponen un doble
mecanismo de accion (antagonismo competitivo y no competitivo) y en dosis altas
(2x10* M) apuntaban a un antagonismo no competitivo.(44) Se tiene registro de la
propiedad espasmoliticas del timol en diferentes tejidos de muisculo liso. En traquea
de cuyo el timol demostro tener una inhibicién de 89% en contracciones estimuladas
con PGFzq, 73% de inhibicion en contracciones estimulados con histamina y con
BaCl, (43% de inhibicion).(45,46) Por otro lado, autores identificaron en aorta de
rata que el timol en concentraciones bajas (10 y 107) produce 15% de actividad
contractil en consecuencia a la conexion de los receptores a1y a2 sin embargo
cuando se aumenta la concentracion de timol ( 10) se produce una inhibicién del
100% de la contraccion espontanea por la activacion de los receptores (3.(47) Asi
mismo, en tridquea de rata se demostr6 que timol contrae en un 37% las
contracciones con KCI.(45) (2) Asi mismo, en tejido gastrointestinal, timol en
concentraciones de 10ug/ml obtiene inhibicién de contracciones del 44% en ileon'y
50% en colon, sin embargo, en vesicula biliar solo obtiene un 5% de

contraccion.(38)

En 1962 se registra por primera vez que el extracto de T. vulgaris inhibe las
contracciones uterinas inducidas con Ach, no fue hasta el 2022, donde se realiza un
estudio por investigadores eslovenos en el que comprueban que el timol a la dosis
de 0.2 mM inhibe las contracciones inducidas con Ach en Utero de rata no gestante
de manera dependiente a la contraccion.(49,50) En la actualidad, no existen mas
estudios que hablen del efecto espasmolitico del timol en Utero de rata gestante en

diferentes tipos de contracciones.
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IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El PP constituye un problema de salud publica a nivel mundial constituyendo 13.5 —
15.2 millones de nifios nacidos por este sindrome ademas es la primera causa de
muerte en infantes de 5 afos.(9)El infante es altamente propenso a desarrollar
consecuencias fisicas en su desarrollo como por ejemplo: displasia
broncopulmonar, retinopatia de prematuridad, hemorragia intracerebral, retraso en
el desarrollo del habla y conducta, aumento de probabilidad de tener problemas
cardiovasculares, tromboembolismo venoso, sepsis y enterocolitis necrosante, en
especial estos Ultimos dos padecimientos con un porcentaje del 51% en la poblacién
nacida por PP.(51,52) Por otra parte, la tasa de morbilidad es mas alta en México
gue en los paises con alto ingreso, la expectativa de vida de los recién nacidos que
no tienen cuidados intensivos neonatales es de 4, 8 y 28 afos de vida para los
infantes nacidos en las semanas 24-26, 27-29, y 30-33 respectivamente, sin
embargo, cuando los infantes tienen cuidados intensivos su expectativa de vida
aumenta 32, 51 y 63 afios respectivamente y evitd 9, 15y 12 afios de vida ajustados
por discapacidad(AVAD), con costos incrementales por afio.infantil de 11.400, 9.500
y 3.000 dolares aproximadamente, respectivamente, en comparacion con una
alternativa sin cuidados intensivos. Los ICER de Los cuidados intensivos neonatales
en las semanas 24 a 26, 27 a 29 y 30 a 33 fueron de 1200, 650 y 240 ddlares por
AVAD evitado respectivamente.(53)

No obstante, la intervencion farmacéutica inmediata con tocoliticos para retrasar por
un lapso de 48 h el nacimiento prematuro del producto, generan graves riesgos para
la madre y el feto (preclamsia severa, hemorragias, retraso mental, muerte para
madre y feto, etc.), ademas, que algunos de ellos no han sido aprobados por
algunas instituciones farmacéuticas a través del mundo.(54) Por consiguiente, es
necesario la bisqueda de nuevos farmacos que puedan ayudar a disminuir los
casos del PP a través de la exploracion de los compuestos herbales.(55) Al
respecto, en el timol se ha encontrado tener un efecto espasmolitico y

antinflamatorio en diversos estudios, por lo mismo, se realizarén las siguientes
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preguntas ¢ Cual sera el efecto Utero- relajante del timol en Gtero de rata gestante?

Y ¢, Cual seria su posible mecanismo de accion?

IV. JUSTIFICACION

El nacimiento prematuro de un bebé representa un horizonte adverso y aspero para
el recién nacido, para la familia y para el sector salud porque se enfrentan a
consecuencias como ceguera, hemorragias intracerebrales, convulsiones, lento
aprendizaje, retraso mental y otros problemas en su neurodesarrollo esto sin
considerar el gran desgaste mental y emocional para la madre y familia; asi mismo

el PP implica un alto costo para el sector salud y la familia.

Si bien es cierto que los tocoliticos de primera linea son eficaces en la amenaza del
PP presentan efectos secundarios que ponen en riesgo al binomio, es por eso la
bldsqueda de nuevos farmacos que tengan efectividad, potencia y sobre todo con

mayor seguridad en su uso.

La presente investigacion desarrolla y describe el efecto Gtero relajante del timol, el
cual inhibe las contracciones uterinas comparandolo con el nifedipino (tocolitico de
primera linea) y su isomero carvacrol mostrando eficiencia y potencia; es probable
que compartan un mecanismo de accion al inhibir las contracciones uterinas,
actualmente, poco se sabe del mecanismo de accion del timol en su efecto
espasmolitico, es asi como se abre una oportunidad de investigaciones futuras para

proponer al timol como un farmaco ideal como un posible tocolitico.

V. HIPOTESIS

El timol inhibe las contracciones uterinas de rata gestante, entonces el timol tendra
propiedades Utero-relajante en tejido uterino de rata gestante y posiblemente su

mecanismo de accién sea a través del aumento de AMPc.
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VI. OBJETIVO

6.1 Objetivo general

Determinar el efecto tocolitico del timol, asi como su posible mecanismo de accién

en Utero aislado de rata Wistar gestante.

6.2 Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto Utero relajante del timol a concentraciones crecientes en
contracciones fasicas espontaneas de Utero gestante aislado de rata para

determinar los parametros farmacolégicos Clso y Rmax.

2. Determinar el efecto Utero relajante del timol a concentraciones crecientes sobre
las contracciones fasicas inducidas con PGFzq para determinar los parametros

farmacologicos Clso y Rmax.

3. Evaluar el efecto Utero relajante del timol a concentraciones crecientes sobre
contracciones toénicas inducidas con KCI en tiras uterinas de rata gestante para

determinar los parametros farmacol6gicos Clso y Rmax.

4. Evaluar el efecto (tero relajante del timol en contracciones tonicas en curvas

acumulativas de calcio para determinar los parametros farmacoldgicos Clso y Rmax.

5. Estudiar el posible mecanismo de accion del timol a través de las concentraciones

de AMPc en Utero de rata gestante.

VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Contexto de la investigacion

La parte experimental del efecto tocolitico del timol se llevé a cabo en el centro de
investigacion en biologia de la reproduccion, ubicado en el area académica de
Medicina Dr. Eliseo Ramirez Ulloa no. 400 Col. Doctores de la Universidad

Autonoma del Estado de Hidalgo, Pachuca de Soto, Hidalgo en el periodo del 1 de
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marzo al 30 de septiembre del 2023 a la par de la recoleccién y organizacion de
resultados, posteriormente, la parte experimental del mecanismo de accion del timol
a través del AMPc se llevard a cabo en el laboratorio de inmunologia ubicado en
cuarta etapa del Instituto de Ciencias de la Salud, carretera Pachuca-Actopan,
camino a Tilcuautla s/n, pueblo San Juan Tilcuautla, Hidalgo en el periodo de 20 de
febrero al 8 de marzo del 2024, posteriormente se realizé la descripcion de los

resultados, andlisis estadistico y escritura de tesis.

7.2 Tipo de estudio

El estudio presente fue biomédica basica, de tipo experimental y transversal, de

alcance analitico.

7.3 Seleccion de la poblacion

7.3.1 Criterios de inclusién

Ratas gestantes de la linea Wistar

Ratas gestantes entre los dias 15 y 19 de gestacion
Ratas gestantes con un peso entre 200 gy 250 g
Buen estado de salud

7.3.2 Criterios de exclusion

Ratas gestantes que se les haya suministrado algun farmaco antes de la eutanasia
Ratas con labor de parto antes del dia 14

Reporte enfermedad o infeccién en la rata

7.3.3 Criterios de eliminacion

Tejidos que no tenga respuesta contractil
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7.3.4 Animales de experimentacion

Se usaron 22 ratas hembra gestantes de la linea Wistar cuya edad gestacional
oscilaba entre los dias 15 a 19 dias de gestacion, contados a partir del dia en que
se presentd tapon espermatico en introito vaginal; se mantuvieron de acuerdo con
los lineamientos establecidos en la NOM-062-ZO0-1999 (56), ciclos de 12/12 luz /
oscuridad, comida y agua ad libitum. La eutanasia realizada fue por dislocacion
cervical para las ratas y las crias obtenidas de los Uteros; para su posterior desecho

como “Residuo Peligroso Bioldgico Infeccioso” (RPBI).

7.3.5 Farmacos

Los compuestos utilizados fueron: timol 98.5%, carvacrol 298%, nifedipino =98%,
Prostaglandina Fzq, , dimetil sulfénico = 99.9%, Forskolina, etanol 99%, fueron
adquiridos de la empresa Sigma-AldrichMR, Antibidticos, penicilina-estreptomicina
(20000 U/ml) fue adquirido en ThermoFischer Scientific.

7.3.6 Reactantes

Se utilizaron los siguientes reactantes: cloruro de Sodio (NacCl), bicarbonato
(NaHCO23), cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CaClz), glucosa, los cuales
se disolvieron en agua bidestilada. También se usaron medio Eagle modificado de
Dulbecco, tampén fosfato salino PBS 10x para la cuantificacién de AMPc, los cuales

fueron comprados en ThermoFischer Scientific.
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7.3.7 Diagrama de disefio experimental

—
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7.3.8 Pruebas experimentales (Principio y procedimiento)

Registro isométrico de tejidos aislados

Principio

A 4
‘ Timol 10 uM, 56 uM, 100 uM, |

150 pM, 230 upM

Efecto tocolitico
CI50 y Emax

Analisis estadistico

Analisis de resultados

Figura 3. Disefio experimental

Mecanismode accion
N=4
Kit ELISA para AMPc

[ Timot 10 um, 100 M, 230 M|

Niveles de AMPc

Para evaluar el efecto Utero relajante del timol sobre los diferentes tipos de

contracciones del tejido uterino aislado de rata gestante se utilizo el sistema de

registro isométrico para tejidos aislados, el cual permite registrar la actividad

funcional de los tejidos (contraccion o relajacion) y determinar el efecto de las

sustancias que inducen o inhiben la contraccién a través de un transductor de

tension y un programa que digitaliza la informacién; con los datos obtenidos de las

mediciones de los trazos se pueden cuantificar los parametros farmacoldgicos

concentracion inhibitoria 50 (Clso) y la respuesta maxima (Rmax) utilizando estimulos

electromecénicos y farmaco-mecanicos.(57)
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Procedimiento

Las ratas fueron sacrificadas entre los dias 15 — 19 de gestacion en cdmaras de
CO:2 seguido de dislocacion cervical. A continuacion, se realiz6é un corte horizontal
de angulo costal a &ngulo costal y un corte en la linea media del abdomen con tijera
quirtrgica y pinzas de diseccion para poder extraer el Gtero y colocarla en solucion
Ringer Locke (SRL glucosa: 2.77 mM, NaCl: 1.54 mM, NaHCOs: 5.95 mM, KCI 5.63
mM, CaClz: 1.2 mM) para la extraccion de las crias de cada cuerno uterino. Se
procedioé con la limpieza del tejido retirando la linea de cotiledones, adherencias
placentarias y tejido graso. El tejido se recolocé en SRL limpio y se lav6 para retirar
restos de sangre permitiendo obtener 10 tiras uterinas de 6mm x 10 mm; en cada
extremo de la tira uterina se coloco hilo de seda para anclar un extremo en la base
de las camaras y el otro extremo al transductor de tension FT03. Cada camara fue
llenada con SRL con un volumen de 3 ml y se mantuvo a 37° C hasta finalizar el

experimento.

Los tejidos fueron mantenidos en las camaras con SRL de manera constante, a una
tension de 1 g y con burbujeo invariable de gas carbdgeno al 95% Oz y 5% de CO:2
y 5% de CO2. Las muestras tisulares fueron sujetas a un periodo de estabilizacién

(30 min — 1 h) durante los cuales se hizo recambio de SRL cada 15 min.

Las concentraciones de timol y carvacrol utilizadas fueron: 10, 56, 100, 150 y 230
pM; para nifedipino fueron: 1, 7, 18, 34, 56, 83 y 100 nM.

A partir que el tejido se estabilizd, se inicio el modelo experimental:

Evaluacion del efecto Gtero relajante del timol en contracciones fasicas inducidas
con PGF2,10 ]pM\.

Tras la estabilizacién del tejido uterino, se estimulé farmaco-mecanicamente con

PGF2q y se dej6 incubar por 15 min para su posterior administracion del timol a
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diferentes concentraciones (n=6) para evaluar el efecto Utero relajante y la

interpretacion de los resultados.
Evaluacion del efecto Utero relajante del timol en contracciones tonicas con KCI

El tejido fue estimulado electromecanicamente con KCI (40 mM) y se dejo incubar
por 15 min, se colocé timol en diferentes concentraciones (n=6) para estudiar el

efecto Utero relajante y la interpretacion de los resultados.

Evaluacion del efecto Utero relajante del timol en contracciones ténicas con KClI sin

Ca?* en curvas acumulativas.

Después de la estimulacion electro-mecanica de las tiras uterinas con KCl sin Ca?*,
se expuso el tejido al timol a diferentes concentraciones (n=6) y se dejé incubar por
15 min, posteriormente se realizé exposiciones de Ca?* (0.5 mM) cada 10 min hasta
llegar a una concentracion de 1.5 mM para estudiar un posible mecanismo de accién

y la interpretacion de resultados.

Las respuestas contractiles de cada tipo de contraccion se registraron haciendo uso
de un poligrafo RPS-312 RM (Grass Telefactor, RI, EE. UU) y los datos se
digitalizaron en el programa Poly View 2.5, de acuerdo con técnica descrita por
Mufioz-Pérez et al.(58,59)

La interpretacion de los resultados se hizo mediante la obtencion del area bajo la

curva (ABC) mediante la siguiente formula:
% inhibicién = 100% - (ABCr/ABCi) * 100.(58)

Donde ABCr es el area bajo la curva medido en cm? previo a la exposicion al
farmaco y ABCi es el area bajo la curva medido en cm? posterior a la exposicién al
farmaco.(56)(3).
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Determinacion de AMPc en musculo liso uterino

Principio

Para determinar un posible mecanismo de accion a través de la produccion de los
niveles de AMPc del timol en su efecto Utero — relajante en tejido muscular uterino
se utilizd un ensayo inmunoenzimatico competitivo (ELISA) de AMPc basado en la
competitividad del AMPc de las muestras biolégicas y el conjugado de AMPc con
fosfatasa alcalina (AMPc — AP) para unirse con el anticuerpo monoclonal de AMPc
ligado a un IgG de anti conejo que se encuentra pre revestido en la placa 96 pocillos;
con los datos obtenidos por densitometria Optica se pueden cuantificar los niveles

de AMPc generados por el timol utilizando estimulos farmaco-mecénicos.(60)
Procedimiento

Las ratas fueron sacrificadas entre los dias 15 — 19 de gestacidon en camaras de
CO2 seguido de dislocacion cervical. A continuacion, se realizé un corte horizontal
de &ngulo costal a &ngulo costal y un corte en la linea media del abdomen con tijera
quirdrgica y pinzas de diseccion para poder extraer el Utero y colocarla en solucién
PBS 1x para la extraccion de las crias para su posterior limpiado. El tejido se
recoloc6 en PBS 1x limpio permitiendo realizar cortes de tiras uterinas con un peso
aproximado a 100 mg para su posterior colocacion en placas de cultivo de 24 pozos
que contenian un 1 mL de medio de cultivo DMEM alto en glucosa adicionado con

5 ml de suero fetal bovino y 500 ul penicilina y estreptomicina.

Las placas con el tejido tisular se mantuvieron en incubacion a temperatura
constante de 37° C con 5% de CO2 en un ambiente humedo por 2 h para la

estabilizacion de las tiras uterinas.

Subsecuente al periodo estabilizacion del tejido, se le agregé a cada pocillo 10
pg/mL de LPS y las concentraciones crecientes de timol y carvacrol (10 pM, 100
UM, 230 pM), ambas con y sin 10 pL de Forskolina (10 pM) en duplicados (n=4)

para su posterior incubacion por 24 h en las condiciones anteriormente
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mencionadas. Al concluir este lapso, se colectaron las tiras uterinas en tubos
Eppendorf que contenian 150 LI de PBS 1x y 200 pyL de HCI 0.01 M para su

congelacion y almacenamiento por 72 h.

Las muestras congeladas fueron homogenizadas con un homogeneizador BioSpec
tissue — tearor. El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del protocolo del kit
ELISA y las concentraciones de AMPc fueron determinadas a 405 nm usando un

espectrofotometro MultiSkan EX (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).(58)

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos del efecto tocolitico fueron procesados en el software
GraphPad Prism 8 por medio de un analisis de regresion para determinar los valores
del pardmetro ICso, concentracion que alcanza el 50% del efecto inhibidor méaximo,
(potencia) y el Emax, valor maximo de respuesta inhibitoria por la concentracién mas
alta (eficacia), posteriormente se aplico una prueba ANOVA de una via seguido de
un post hoc Dunnet. Todos los datos son expresados como la media + error estandar

de la media (EEM) siendo p< 0.05 considerado como estadisticamente significativo.

VIIl. RESULTADOS

8.1 Efecto utero —relajante del timol en contracciones espontaneas

Se calculé el efecto espasmolitico del timol en contracciones espontaneas, para
esto, las muestras de tejido estuvieron tensadas a 1 g en Ringer Locke a 37° C
irrigado con gas carbdgeno de manera constante. En la figura 4 los resultados
arrojaron que el timol en su minima concentracion 10 uM el porcentaje de inhibicion
es de 11.3% y en su maxima concentracion 230 uM tiene una inhibicién del 82.3%
de manera dependiente a la concentracién. Con respecto a las diferencias

estadisticamente significativas (p <0.05 y p <0.001) se pueden observar entre las
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concentraciones 56, 100, 150 y 230 uM; sin embargo, entre la 10 y 56 pM no se
registré una diferencia significativa. En la figura 5 se representa el trazo tipico de la

inhibicién de la contraccién uterina espontanea.
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Figura 4. Efecto Utero relajante del timol sobre contracciones espontaneas. Cada
columna representa la media de 6 experimentos (n=6) con su respectivo EEM en
forma de barras verticales, los asteriscos (*) representan la diferencia
estadisticamente significativa entre cada concentracion, p<0.05, ** p<0.001. Prueba
ANOVA seguida de una prueba de comparacion multiple Bonferroni. La inhibicion

de la contraccion fue dependiente a la concentracion del farmaco.
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Figura 5. Trazo tipico de la contraccién espontanea. Trazo tipico de la contraccion
espontanea; este tipo de contraccién fue inhibida por los farmacos timol, carvacrol
y nifedipino. La barra vertical en el borde inferior izquierdo representa la fuerza de
tension que fue estabilizado el tejido antes de iniciar el experimento. La barra
horizontal indica el tiempo transcurrido.

8.2 Efecto inhibitorio del timol en contracciones fasicas inducidas con PGFaq«

El efecto maximo utero relajante del timol en contracciones fasicas inducidas con
PGF2q 10 pM en la concentracion de 230 uM es de 84.50% de inhibicion y un
porcentaje minimo en la concentracion mas baja de 10 uM de 11.53% de inhibicién,
se puede observar que la respuesta de relajacion del farmaco es de manera

dependiente a la concentracion (figura 6).

38



100 - * %

80 - ’ %
60 - -:'_L

40- *
1

T T T
10 56 100 150 230

% de inhibicion en contraccion
=]

fasicas inducidas con PGF2a 10 pM.

[Timol] (uM)

Figura 6. Efecto utero-relajante del timol en contracciones fésicas inducidas con
PGF2q. Cada columna representa la media de 6 experimentos (n=6) con su
respectivo EEM en forma de barras verticales, los asteriscos (*) representan la
diferencia estadisticamente significativa entre cada concentracion, * p<0.05, **
p<0.001. Prueba ANOVA seguida de una prueba de comparacion mudltiple
Bonferroni. La inhibicién de la contraccion fue dependiente a la concentracién del

farmaco.

8.3 Efecto utero relajante del timol en contracciones tonicas inducidas con
KCI 40 mM

Los resultados del efecto relajante del timol en contracciones tonicas con KCIl se
observan en la figura 7, el porcentaje maximo de la inhibicion es de 100% en su
concentracion maxima (230 uM) y un porcentaje minimo de inhibicién de 15.99% en

la concentracion de 10 yuM de manera dependiente a la concentracion.
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Figura 7. Efecto Utero-relajante del timol en contracciones ténicas inducidas con KClI
40 mM Cada columna representa la media de 6 experimentos (n=6) con su
respectivo EEM en forma de barras verticales, los asteriscos (*) representan la
diferencia estadisticamente significativa entre cada concentracién, * p<0.05, **
p<0.001. Prueba ANOVA seguida de una prueba de comparacion mudltiple
Bonferroni. La inhibicién de la contraccion fue dependiente a la concentracién del

farmaco K*40 mM + Ca?*
8.4 Curvas concentracion — respuesta del timol y carvacrol con nifedipino en
contracciones inducidas con PGFzq.

Se hizo la comparacion de las curvas sigmoideas dependientes de concentracion
del efecto relajante en las tiras uterinas sobre contracciones fasicas inducidas con

PGF2q 10 pM de los farmacos timol y carvacrol y se compararon con el bloqueador
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de canales de Ca?* nifedipino (control) (figura8). La curva de nifedipino se encuentra
desplazada totalmente alcanz6é un 96.8% de inhibicion en el orden de 107 M
(concentraciones nano molares) a comparacion de las curvas de timol y carvacrol
se encuentran en la misma posicién en el orden 10 (concentraciones micro
molares). Se determinaron los pardmetros farmacoldgicos del timol Clso= 87.4, Rmax
84.5 (230 pM) y del carvacrol Clso 144.9 y Rmax= 95.5 en su concentracion maxima
(230 pM), demostrando asi que el farmaco més potente es el nifedipino seguido de
timol y por dltimo carvacrol. En relacion con la eficacia solamente hubo diferencias

significativas entre nifedipino y timol.
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Figura 8. Curva concentracion - respuesta del efecto del timol, carvacrol y nifedipino
(control) en contracciones fasicas inducidas con PGFzq. Datos obtenidos a través
de una prueba de regresion lineal. Se observa un desplazamiento a la izquierda del
nifedipino lo cual demuestra que el mas potente. Posteriormente en potencia esta
el timol y por dltimo el carvacrol. Respecto a la efectividad, solamente hubo
diferencia significativa entre timol y nifedipino. Cada punto en la grafica se indica el

promedio de cada concentracion utilizada para el nifedipino, carvacrol y timol; las
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barras verticales representan el EEM; los (*) representan la diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) comparado con el control. La inhibicion fue

dependiente a la concentracion.
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Figura 9. Trazo tipico de la contraccion fasica inducida con PGF2, 10 pM. Trazo tipico
de la contraccion fasica inducida con PGFzq; este tipo de contraccion fue inhibida
por los farmacos timol, carvacrol y nifedipino. La barra vertical en el borde inferior
izquierdo representa la fuerza de tension que fue estabilizado el tejido antes de

iniciar el experimento. La barra horizontal representa el tiempo transcurrido.

8.5 Curva concentracion — respuesta del timol, carvacrol y nifedipino en
contracciones tdnicas inducidas con KCI.

Se compar0 el efecto Utero — relajante del timol, carvacrol y nifedipino (control) sobre
contracciones tonicas inducidas con KCI en una curva logaritmica que muestran las
curvas sigmoideas dependientes de la concentracién (figural0). Se puede observar
que el nifedipino esta desplazado en el orden 107 tiene una mayor potencia y
eficacia en comparacion del timol y carvacrol. El timol y carvacrol son equieficientes
con un 100% de inhibicion sin embargo el timol (Clso 79.98 + 1.98) muestra tener
mas potencia que el carvacrol (Clso 99.98 + 3.6). No hubo diferencia significativa

entre timol y carvacrol; solamente comparados con nifedipino.

42



c . 100
s =S -o- NIFEDIPINO
oc c
§8 80 = CARVACROL
E= & TIMOL
c O 60+
o X
c c
2 3 40-
a
£ 3 204
£t
xe .
0 T T
e » & A s »
RS N D

[Farmaco] (M)

Figura 10. Curva concentracion — respuesta del timol, carvacrol y nifedipino (control)
en contracciones tonicas inducidas con KCI. Datos obtenidos por medio de una
prueba de regresion lineal. Se observa un desplazamiento total hacia la izquierda
de la curva sigmoidea del nifedipino lo cual indica una mayor potencia y eficacia. El
timol y carvacrol son equivalentes en eficacia mientras que en potencia seguido del
nifedipino es el timol y en ultimo lugar el carvacrol; Cada punto en la grafica se indica
el promedio de cada concentracion utilizada para el nifedipino, carvacrol y timol; las
barras verticales representan el EEM; los (*) representan la diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) comparado con el control.

K*40 mM + Ca?* Lavado K*40 mM + Ca2t Farmacos

| o }

| Wvﬁ\’

5 min 15 min 15 min 15 min

43



Figura 11. Trazo tipico de la contraccion tonica inducida con KCI 40 mM Trazo tipico
de la contraccion ténica inducida con KCL 40 mM; este tipo de contraccion fue
inhibida por los farmacos timol, carvacrol y nifedipino. La barra vertical en el borde
inferior izquierdo representa la fuerza de tension que fue estabilizado el tejido antes

de iniciar el experimento. Las barras horizontales indican el tiempo transcurrido.

8.6 Curva concentracién — respuesta del timol, carvacrol y nifedipino en
contracciones tonicas con KCI sin Ca?*

Se realizé la comparacion de las curvas sigmoideas dependientes de concentraciéon
del efecto relajante en Utero de ratas gestantes sobre contracciones tonicas
inducidas con KClI sin Ca?* de los farmacos timol y carvacrol y se compararon con
el blogueador de canales de Ca?* se observa en la figura 11. La curva sigmoidea
del nifedipino se desplazada drasticamente hacia la izquierda en el orden 107
resaltando que este farmaco tiene mayor potencia y eficacia, el timol tiene mayor
potencia que el carvacrol con un ICso de 76.75 + 8.64 y un 100% de inhibicion en
comparacion al carvacrol con un 98.3% de inhibicién. El trazo tipico de la inhibicién

de la contraccion ténica inducida con KCl sin Ca?* se observa en la figura 12.
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Figura 11. Curva concentracion — respuesta del efecto del timol, carvacrol y
nifedipino (control) en contracciones ténicas inducidas con KCI sin Ca?*. Datos
obtenidos por medio de una prueba de regresion lineal. Se observa un total
desplazamiento de la curva sigmoide del nifedipino indica mayor potencia y
efectividad comparado con el timol y carvacrol, seguido en potencia y efectividad
por el timol y al ultimo el carvacrol. Cada punto en la gréafica indica el promedio de
cada concentracion utilizada para timol, carvacrol y nifedipino; las barras verticales
representan el error estandar de la médica (EEM); los (*) representan la diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) comparado con el control. La inhibicion fue

dependiente a la concentracion.

K*40 mM + Caz+l l K* 40 mM SIN Ca?*

CaZ* 0.5 mM.
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Figura 12. Trazo tipico de la contraccion ténica inducida con KCl sin Ca?*. Trazo
tipico de la contraccion ténica inducida con KCI sin Ca?*; este tipo de contraccion
fue inhibida por los farmacos timol, carvacrol y nifedipino. Las barras horizontales
representan el tiempo transcurrido en la condicion experimental. La barra vertical en
el borde inferior izquierdo representa la fuerza de tension que fue estabilizado el

tejido antes de iniciar el experimento.
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Tabla. 1. Clao y Rmax de timol, carvacrol y nifedipino

Contraccion Fasicas inducidas con PGF2a Ténicas inducidas con KCI Ténicas inducidas con KCI sin

CaZr
1C50 (uM) Rmax (%) 1C50 (uM) Rmax (%) 1C50 (uM) Rmax (%)
Timol B7.4+2.48" 84.5+271 79.98+1.98" 1000 76.75"+8.64 1000
Carvacrol 144.9+7 56* 95.5+25 99.98+3.6" 100+ 0 88.59+9.3" 98.6+3.3
Nifedipino 2.86e-8 = 0125 99.6 8.71e-9+0.0051 100%0 16e-8=0236 100+ 0

Los resultados son expresados en la media £+ EEM de los farmacos. Las diferencias
estadisticas significativas (p < 0.05) entre timol y carvacrol fueron comparados con
la ICso de nifedipino (control). EEM: Error estandar de la media, Clso: Concentracion
inhibitoria 50; Rmax: respuesta maxima; * diferencia estadisticamente significativa

comparado con nifedipino.

8.7 Cuantificacién de AMPc

La figura 13, muestra las concentraciones de AMPc inducidas por los compuestos
timol, carvacrol y Forskolina. El activador de la enzima AC, Forskolina, aumento a
124 pmol/ ml de AMPc en el Utero de rata gestante comparado con el valor basal (p
<0.001), que no se modifica por el DMSO (Control, +), disolvente de los compuestos.
Se observa que timol y carvacrol en 10, 100 y 230 pM no estimulan los niveles de
AMPc. Aunado a esto, ambos compuestos en combinacion con forskolina
disminuyen los niveles de AMPc en comparacion con el control Forskolina solo de
manera dependiente a la concentracion (p <0.05), siendo carvacrol en la
concentracion de 230 pM el que mas disminucién de este segundo mensajero

presenta.
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Figura 13. Concentraciones de AMPc por timol, carvacrol y forskolina en muestras
uterinas de rata gestante. La acumulacién de AMPc por solo (6 uM) y combinado
con timol y carvacrol se obtuvieron a concentraciones crecientes (10, 100 y 230 pM).
Cada columna representa la media de cuatro experimentos (n=4) para timol,
carvacrol y forskolina; las barras verticales representan el error estdndar de la media
(x EEM). TM = Timol; Car= Carvacrol; FSK = forskolina. t = Diferente de la basal; *
= diferente de forskolina (p<0.05); ** = diferente de forskolina (p<0.001).
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IX. DISCUSION

El parto prematuro es el nacimiento del producto antes de la semana 37 de
embarazo siendo de etiologia multifactorial. Las cifras de bebés nacidos por PP son
aproximadamente 15 millones de infantes a nivel global convirtiéndolo en el 9.9%
de los nacimientos mundiales. Este sindrome trae consigo en muchos
sobrevivientes problemas de salud y de desarrollo incluyendo la muerte prematura
en infantes.(1,25) El tratamiento con tocoliticos usados actualmente generan
efectos secundarios que ponen en riesgo la vida del producto y de la madre; siendo
esta la razén de buscar nuevos compuestos que disminuyan el impacto de

reacciones adversas y sean efectivos en la prevencion del PP.(55)

De manera dependiente a la concentracion, el timol inhibe las contracciones fasicas
espontaneas en tiras uterinas de rata gestante siendo este estudio el primero en
realizarse en este tipo de contraccion ademas de contracciones inducidas con
PGF2,, KCl 'y Ca?* acumulativo. Nuestros resultados son congruentes con estudios
realizados en otros musculos lisos de rata y cobayo donde muestra una inhibicion

de la contraccion de manera dependiente a la concentracion.(50,61-63)

El tejido muscular uterino esta compuesto de células llamadas miocitos uterinos, las
cuales estan especializadas en la contraccion y quiescencia del Utero; estas se
encuentran recubiertas de diferentes receptores que intervienen en la labor de
parto.(64) La comunicacion de estas células a través de uniones estrechas (gap en
inglés) permiten el constante intercambio de iones responsables de producir los
potenciales de accién necesarios para las contracciones.(65) Al inducir un cambio
electroquimico con una solucién alta en potasio (K*) provocan una despolarizacién
de la membrana causando un incremento en la concentracion de Ca®* =

intracelular.(66)

Respecto a las contraccion ténicas; el presente estudio mostrd la inhibicion de la
contraccién tonica inducida con KClI con Ca?' de manera dependiente a la

concentracion (10 pM a 230 puM), asi mismo, se observé que fue capaz de inhibir al
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100% la contraccion en su concentracion mas alta ( Rmax=100% ) estos
descubrimientos concuerdan con estudios realizados en ileon y yeyuno de cobayo
y trAquea de rata en el cual el timol inhibe las contracciones inducidas con KCI de
manera dependiente a la concentracion, al igual que mostr6 tener un efecto
broncodilatador en traquea de cuyo en altas concentraciones (10 M).(61,62) En
nuestro estudio la Clso del timol y carvacrol de las contracciones inducidas con KCI
40 mM fue de 79.98 £ 1.98 y 99.98 + 3.6 respectivamente, similar a un estudio de
Peixoto — Neves que muestra una Clso de 64.40 = 4.41 para timoly 78.8 £ 11.91 en
una concentracién de KCI 60mM(63), lo cual sugiere que el posible mecanismo de
relajacion del timol podria interferir en el acoplamiento electromecénico, ya que esta
contraccion esta relacionada con el cambio electroquimico de los iones a la célula

a través de los diferentes canales que estan en la membrana celular.

La apertura de los canales de Ca?" permite que ingrese el Ca?* a la célula,
provocando un aumento de las concentraciones del mismo; esto es el factor
principal del inicio de la cascada de sefializacion que permite la contraccion del
musculo(15), los resultados de este estudio evidenciaron una inhibicion del 100%
de la contraccién en su concentracion mas alta (230 uM) de manera dependiente a
la concentracién en contracciones inducidas con Ca?* de forma acumulativa, estos
hallazgos son consistentes con estudios realizados en musculo liso de cuyo,

miocardio de perro y misculo esquelético de perro, rana y rata.(67-70)

De hecho, para estudiar si el posible mecanismo de accién del timol en la inhibicion
de la contraccion del miometrio es debido al bloqueo de los canales de Ca® se
comparé con el tocolitico nifedipino y con su isémero carvacrol. El nifedipino es un
efectivo y potente antagonista de los canales de calcio tipo L, bloqueando la entrada
de Ca?* al interior de la célula lo cual impide la contraccion del musculo liso
uterino.(71) Debido a la evidencia encontrada en los estudios mencionados, se

puede sugerir que el timol es un posible bloqueador parcial de los canales de calcio.
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Timol y carvacrol muestran un comportamiento similar en las curvas sigmoideas
sugiriendo que pueden compartir el mismo mecanismo de accion; de hecho, el
carvacrol bloquea la entrada de calcio en miocardiomiocitos ventriculares de
humano y perros, asi como también induce la inhibicion de las contracciones del
musculo liso arterial y uterino de rata gestante a través del mismo mecanismo. Con
respecto a la potencia entre timol y carvacrol mostro el primero ser mas potente a
menor concentracion. Sin embargo, ambos son equieficientes pues obtienen el
100% de la inhibicién en su concentracién mas alta en las contracciones tonicas con
Ca?* acumulativo.(59,72,73) Se necesita hacer estudios moleculares mas
especificos para poder discernir que caracteristica hace al timol mas potente que el

carvacrol.

Las prostaglandinas (PG) son &cidos lipidicos derivados enziméaticamente del &cido
araquiddnico (AA) a través de enzimas llamadas ciclooxigenasas (COX-1, COX-2).
El AA se libera de las membranas plasmaticas a través de la accidn enzimatica de
la fosfolipasa A o por medio del segundo mensajero DAG derivado de la fosfolipasa
C (PLC).

En la naturaleza se originan 4 tipos de prostaglandinas: Prostaglandina E2 (PGE?2),
prostaciclina (PGl), prostaglandina D2 y prostaglandina F2a; esta Ultima juega un
rol importante en la reproduccion femenina como ovulacidn, lUtea lisis, contraccion
del masculo liso y siendo un inductor del parto. En las células del musculo uterino
se encuentran receptores especificos de la prostaglandina perteneciente a la familia
de proteinas Gg transmembranales. Cuando la PGF2q se une a su receptor sufrird
un cambio conformacional cambiando el GDP al GTP y la subunidad a de la proteina
se separard del complejo y estimulard a fosfolipasa C generando segundos
mensajeros: DAG e IPs, siendo este el que estimula los receptores de este
mensajero presentes en el reticulo sarcoplasmico provocando la liberaciéon de Ca?*
de este reservorio provocando como consecuencia la contraccion.(74)Las

concentraciones de PGFz, en el momento del parto son méximas provocando la
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estimulacién de la contraccién del miometrio, ablandamiento cervical e induccion de
las conexiones GAP, es por ello que elegimos en este proyecto usar a PGF2, como

inductor de la contraccion.(75)

Esta investigacion presentd una inhibicion maxima de la contraccion inducida con
PGF2qa de 84.5 % en la concentracién maxima de 230 pM de timol siendo estos
resultados consistentes con Meister y cols en el cual el extracto de Thymus vulgaris
en tiene una inhibicién de la contraccion de 89%.(31) El mecanismo de relajacion
no esta bien estudiado, sin embargo, Pourya en su estudio descubrié que el timol
reduce significativamente p < 0.05 los niveles COX-2, incluso fue més potente que
la indometacina (tocolitico de primera linea; inhibidor de la produccién de
prostaglandina).(76) Asi mismo, otros investigadores comprobaron la inhibicién de
COX-2 con timol a través de la reduccion de los niveles PGE2(77), debido a esto se
sugiere que el posible mecanismo de accion del timol en la inhibicion de la
contraccién inducida por esta prostaglandina pueda ser a través del bloqueo de esta
enzima, empero es necesario realizar més estudios para la comprobacion de esta
hipotesis.

El timol no incrementa los niveles de AMPc intracelular en Gtero de rata
gestante

El monofosfato de adenosina ciclico AMPc, es un segundo mensajero importante
en respuesta a diferentes hormonas y/o neurotransmisores en varios procesos
fisiolégicos celulares. Es generado a través de la estimulacion de receptor acoplado
a proteina Gs efectuando la activacion de AC que cataliza la formacion de AMPc a
partir de ATP. El proceso de relajacion del musculo liso uterino es debido a la
fosforilacion de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) que se
encarga de desactivar a MLCK produciendo la pérdida de afinidad del complejo
calcio-calmodulina, la activacion de MLCP depende del aumento del AMPc. En
consecuencia, la PKA induce la relajacién el muisculo a través de la fosforilacion de
diferentes sustratos celulares, incluyendo factores de transcripcion, canales iénicos,

entre otros. En este trabajo, para confirmar que el efecto Gtero relajante del timol es
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inducido por un aumento en los niveles de AMPc, se midio la produccion de este
segundo mensajero, utilizando la forskolina un activador del AC como control

positivo.

El muasculo liso uterino esta inervado por el sistema nervioso auténomo, irrigando
los vasos sanguineos, glandulas y participando en la fisiologia de los miocitos. La
acetilcolina (Ach), sintetizada por la enzima colina-acetiltransferasa, es uno de los
principales neurotransmisores distribuidos en el (tero, teniendo diferentes
respuestas fisioldgicas a través de la estimulacion de los diferentes receptores (M1-
M5) que se encuentran acoplados a proteinas G. Los receptores M2 y M3 presentes
en el Utero de rata estan asociados a la contractilidad del musculo.(76,77) El timol
no estimula la produccion de AMPc, al contrario, disminuye la concentracion de este
segundo mensajero. Pemrov y cols., en su estudio realizado con Gtero de rata no
gestante, evidenciaron que el timol inhibe las contracciones inducidas con
acetilcolina sugiriendo su mecanismo de accion como antagonista de los receptores
muscarinicos.(77)La activacién del receptor M2, acoplado a la proteina Gi produce
la disminucion del AMPc.(78) Al dia de hoy, respecto al carvacrol este es el primer

estudio que muestra esta actividad molecular a nivel de Gtero gestante.

CONCLUSIONES

El timol inhibe las contracciones fasicas espontaneas, inducidas con PGFza, tonicas
con KCl y Ca?* acumulativo de manera dependiente a la concentracion, ademas,
gue no estimula la produccién la AMPc, es mas inhibe su produccion nasal y
estimulada con forskolina. Se sugiere que el mecanismo de accion es a través de
un bloqueo parcial de los canales de Ca?*. Los resultados de este estudio sugieren

al timol como un coadyuvante en el tratamiento para el parto prematuro.

RECOMENDACIONES PARA FUTURO

Para dar continuacién a este proyecto se deberan realizar los siguientes estudios.
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Aumentar las concentraciones de timol para obtener una estandarizacion de
la dosis necesaria en las contracciones fasicas.

Realizar pruebas de fluorescencia con FURA2 con el Ca?* para comprobar
gue el mecanismo de accion del timol es a través del bloqueo de los canales
de calcio.

Hacer pruebas en tejido uterino humano para extrapolar estos resultados.
Realizar pruebas de inhibicién en contracciones estimuladas con oxitocina y
otros precursores del PP.

Realizar pruebas de su accion antinflamatoria e inmunoreguladora con kits
ELISA IL-18, TNF-ay IL-10
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