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RESUMEN

El parto prematuro es el nacimiento del producto de la concepcion antes de las 37 semanas
de gestacion. Uno de los farmacos tocoliticos es la indometacina, cuyos efectos adversos son
importantes, por lo que es necesaria una alternativa terapéutica. El carvacrol, del Origanum
vulgare, demostrd efecto espasmolitico en musculo liso. Objetivo: Determinar el efecto
Gtero relajante del carvacrol e indometacina, asi como su posible mecanismo de accion en
Gtero aislado de rata gestante. Metodologia: El efecto Gtero relajante inducido por carvacrol
e indometacina se evalu6 midiendo la relajacion de la contraccién inducida farmacomecénica
(contraccién fasica inducida con oxitocina) y electro mecanicamente (contraccion tonica
sostenida inducida con KCI) en tiras de Gtero gestante aislado de rata Wistar. El mecanismo
de accion se determind midiendo el efecto del carvacrol e indometacina contra los diferentes
inhibidores (L-NAME, TEA, 4-AP, metformina, cimetidina, propanolol, glipizida,
glibenclamida, ODQ y exposicion a calcio). Resultados: El carvacrol y la indometacina
presentan un efecto Gtero relajante dependiente de concentracion en contracciones
espontaneas e inducidas farmaco mecanicamente y electro mecanicamente. El efecto Gtero
relajante del carvacrol se vio modificado por biguanida, TEA y 4-AP, lo que propone el
mecanismo de accion bloqueador de canales de K™ dependientes de ATP, dependientes de
voltaje y bloqueador de canales de Ca?". El efecto (tero relajante de la indometacina se
modifico ante cimetidina, biguanida, L-NAME y propranolol, esta modificacion del efecto
propone los mecanismos de accion blogueador de receptores de histamina Hz, bloqueador de
canales de K*, bloqueador de la sintesis de dxido nitrico y bloqueador de canales de Ca?".
Conclusion: El carvacrol y la indometacina presentan un efecto Utero relajante dependiente
de concentracion. La biguanida, TEA y 4-AP mostraron un efecto sinérgico con el carvacrol.
La indometacina, de manera individual presenta un efecto sinérgico con la biguanida por lo
que se encuentran los mecanismos de accion bloqueador de receptores de histamina Hp,
canales de K" dependientes de ATP y bloqueador de la sintesis de 6xido nitrico, ademas de

los ya descritos en la literatura.
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PALABRAS CLAVE

Carvacrol, indometacina, efecto Utero relajante, parto prematuro, mecanismo de accion,

musculo liso.

ABSTRACT

Preterm delivery is defined as the birth of the conception product that occurs before 37 weeks
of gestation or less than 259 days of gestation. In Hidalgo State, it represents 18.5% of deaths
in children under five years of age (2012). The first-line relaxing uteri indicated for the arrest
of labor are prostaglandin inhibitors (indomethacin), which can present adverse effects that
are harmful to the binomial; thus, a therapeutic alternative is necessary. Carvacrol, one of the
main compounds of Origanum vulgare, has shown a spasmolytic effect on gastrointestinal
and arterial smooth muscle, as well as analgesic, expectorant, and antibiotic properties.
Objective: To determine the relaxing uterine effect of carvacrol and indomethacin, as well
as its possible mechanism of action in the isolated uterus of pregnant rats. Methodology:
The relaxing uterine effect induced by carvacrol and indomethacin was evaluated by
measuring the relaxation of pharmacomechanical-induced (oxytocin-induced phasic
contraction) and induced electromechanically contractions (KCl-induced sustained tonic
contraction) in strips of the isolated pregnant uterus from Wistar rat. The mechanism of action
was determined by measuring carvacrol and indomethacin effects against the different
inhibitors (L-NAME, TEA, 4-AP, metformin, cimetidine, propranolol, glipizide,
glibenclamide, ODQ, and exposure to calcium). Results: Carvacrol and indomethacin
showed a concentration-dependent inhibitory effect on phasic and tonic contractions induced
by pharmaco- and electromechanical stimulation; indeed, the effects induced by carvacrol
and indomethacin were modified using metformin, TEA, and 4-AP. That suggests the
carvacrol can probably block K* channels such as one of the K* channel blockers mentioned
above. Conclusion: Carvacrol and indomethacin have a concentration-dependent uterus-
relaxant effect on spontaneous contractions and those drug-induced and electromechanically.
Indomethacin, individually, has a synergistic effect with biguanide, which is why there are
mechanisms of action that block H2 histamine receptors, ATP-dependent K* channels, and
nitric oxide synthesis blocker, in addition to those already described in the literature.
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I. INTRODUCCION

El parto prematuro (PP), de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud se define como
el nacimiento del producto de la concepcion que ocurre antes de las 37 semanas de gestacion
(SDG) (1). Representa el 75% de las muertes en menores de 5 afios a nivel mundial y el 50%
de los supervivientes presenta secuelas neuronales (1,2). En México el Instituto Nacional de
Perinatologia reporta una incidencia del 19.5% anual, lo cual representa el 38.4% de las
muertes neonatales (3). La tocolisis se define como la administracién de farmacos para el
tratamiento del parto prematuro (4), la cual se centra en inhibir las contracciones uterinas y
asi poder administrar corticoesteroides, los cuales inducen la maduracion pulmonar fetal (5).
El carvacrol es un aceite esencial presente en el Orégano (Origanum Vulgare) (6) el cual
inhibe la via de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), disminuye la produccion de prostaglandinas
(7). Estudios como el de Ravanos K, demuestran la efectividad del carvacrol similar a la de
la indometacina y el NS-398 (8). La linea de tratamiento para el parto prematuro se centra en
inhibir las contracciones efectivas del trabajo de parto desencadenado, dentro de estas
opciones de tratamiento se encuentran los antagonistas de receptores de oxitocina, los
bloqueadores de canales de Ca?* y los inhibidores de la COX (3) como la indometacina, la
cual es un analgésico antiinflamatorio no esteroideo derivado del &cido indolacético, usado
comunmente como antipirético, analgésico y antiinflamatorio (10), en el Utero es
metabolizada por CYP2C9 y carboxiesterasa (11). Su farmacodinamia consiste en inhibir la
COX de manera reversible (10). Como Utero relajante presenta un excelente efecto hasta
antes de las 32 SDG, su administracion posterior se asocia a efectos adversos (13,14).
Actualmente ningun medicamento proporciona el 100% de seguridad para el binomio
durante el arresto del PP, es por eso que se buscan nuevas opciones, las cuales ofrezcan una
terapia efectiva con disminucion de los riesgos tanto para la madre como para el producto.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto Utero relajante del carvacrol e
indometacina y su mecanismo de accion en Utero aislado de rata gestante como parte de la
contribucion para valorar el uso del carvacrol como una posible alternativa terapéutica a

futuro.
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ANTECEDENTES.

I1.1 Generalidades.

El embarazo forma parte del proceso de reproduccion humana, éste inicia desde la
implantacién del 6vulo fecundado hasta el nacimiento y alumbramiento de los anexos y cuya

duracion es de 37-42 semanas (1)

1.1 Parto prematuro

El parto se define como el conjunto de fendmenos pasivos y activos que permiten la expulsion
del feto de 22 semanas de gestacién 0 mas y sus anexos por via vaginal (4). Dicho proceso
suele presentar complicaciones que pueden ser potencialmente letales para la madre y/o el

producto. Una de estas complicaciones es el parto prematuro.

I1.1.1 Definicién de parto prematuro

La Organizacion Mundial de la Salud define al PP como el nacimiento del producto de la
concepcidn que ocurre antes de las 37 SDG completas 0 menos de 259 dias de gestacién
(DDG) contados a partir del primer dia de la fecha de ultima menstruacion (FUM) con un
peso menor a 2500 g (5). El periodo comprendido de la semana 1 a la semana 37 es bastante
amplio, es por eso que se determina a partir de las 20 0/7 SDG y cuyo trabajo de parto se
acompafia de cambios en cérvix, dilatacion de mas de 2 cm y borramiento del cuello y
contracciones regulares y efectivas (6). EI PP, de acuerdo a su edad gestacional se clasifica
en: 1) PP extremo (de las 20 0/7 a las 23 6/7 SDG); 2) PP temprano (de las 24 0/7 a las 33
6/7 SDG) y 3) PP tardio (de las 34 0/7 a las 36 6/7 SDG) (7) y, de acuerdo a su causa se
clasifica en iatrogénico y espontdneo. ElI PP espontaneo se deriva de infecciones
genitourinarias, estrés, abruptio placentae, etc. Y el PP iatrogénico o indicado es aquel que

se induce ante la existencia de alguna complicacion materno-fetal que pone en riesgo la vida

(8).

19



11.1.2 Factores de riesgo para parto prematuro.

Son diversos los factores de riesgo asociados al PP, se clasifican en:

1) Condiciones sociodemograficas como edad materna avanzada, raza negra, nivel
socioecondémico bajo.

2) Estilo de vida como tabaquismo, drogadiccion, desnutricion u obesidad materna.

3) Antecedentes ginecoobstétricos, como periodo intergenésico corto, antecedente de
parto prematuro previo, gesta multiple.

4) Complicaciones durante la gesta como placenta previa, polihidramnios,
oligohidramnios.

5) Enfermedades crénico degenerativas maternas.

6) Factores psicosociales como estrés y depresion y

7) Infecciones, ruptura de membranas o anomalias fetales (9).

[1.1.3 Epidemiologia

El PP representa el 75% de las muertes neonatales a nivel mundial, del 25% superviviente,
el 50% presenta secuelas neuronales (3,10) Se estima que los nacimientos prematuros
representan del 5 al 18% de los embarazos mundialmente, en Norteamérica se contabilizan
aproximadamente 15 millones por afio (11), lo que para Estados Unidos representa un gasto
anual de aproximadamente de 26.2 billones de dolares (12). En México, el Instituto Nacional
de Perinatologia, menciona una incidencia del 19.5% anual, lo cual representa el 38.4% de

las muertes neonatales y, en Hidalgo tiene una incidencia del 18.5% (13).

Las consecuencias econdmicas familiares son realmente importantes puesto que se deben
contabilizar los dias de estancia en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales y los
gastos posteriores derivados de las complicaciones como ceguera, fallo neuroldgico

consecuencia de la hipoxia neonatal, entre otros.

[1.1.4 Fisiopatologia del parto prematuro

La progesterona, hormona sintetizada en el hipotdlamo, mantiene estatica la contractilidad

uterina blogueando la sintesis de proteinas asociadas a la contraccion muscular como la
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conexina 43, disminuye la expresion de oxitocina y del receptor F2a de prostaglandinas (8)

mediante la inhibicidn de la expresion del gen MIR-200 (11).

Cuando se activan los patrones de reconocimiento de receptores (PRSS), los cuales se
expresan sobre células competentes (células Toll — Like), se activa la via del complemento,
estimula fagocitos y desencadena la cascada inflamatoria donde participan citocinas, IL-1 e
IL-6 causando estrés oxidativo e hipoxia, esto activa la cascada de patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPS), patron molecular asociado a patdgeno (MAMPS) y receptores
de progesterona (PRs) , activando la sintesis de prostaglandinas y expresando el gen CAP
(14). Al disminuir la progesterona, los niveles de estrogeno aumentan y estimulan la
produccion de oxitocina a nivel hipotdlamico, 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 de la hormona liberadora de
corticotropina (CRHMRNA) para producir estrégeno placentario (por retroalimentacion
positiva), que se une a sus receptores que se encuentran acoplados a las proteinas Gg11, que
activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al 4,5 bifosfato de inositol generando IP3y
DAG. IP3 se une a sus receptores en reticulo sarcoplasmico produciendo la liberacion de

Ca?*. El Ca?" se une a calmodulina desencadenando la contraccion uterina (1,15).

Las causas mas comunes para que una mujer inicie con una amenaza de PP y/o que entre el
labor de parto son, en primer lugar, las infecciones genito-urinarias y el abruptio placentae
(5); durante las infecciones, las bacterias colonizan de manera ascendente por el tracto
vaginal, alcanzando el Gtero y, en ocasiones atravesando la barrera hematoplacentaria.
Cuando esto sucede inicia un proceso inflamatorio, los microbios son reconocidos por los
receptores tipo Toll (TRLs), quienes inducen quimiocinas y citocinas IL-8, IL-1, CCL-2, IL-
B, TNF-a estimulando a los receptores de prostaglandinas quienes inducen el trabajo de parto.
Al aumentar la IL-1y el TNF-a en decidua, ésta activa metaloproteasas de matriz extracelular
(MMP)-8 Y MMP-9 disminuyendo las cadenas de fibronectina (apoptosis) lo cual ocasiona
ruptura de membranas, consecuentemente, corioamnionitis (11,16). Otra causa es la sobre
distencion uterina, causada por gestas maltiples producto de tratamientos de reproduccién
asistida o bien, causas maternas como la preeclampsia (5).
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11.2 Mdsculo liso.

El mdsculo liso, a comparacion del musculo esquelético, se compone de fibras mucho

menores, dispuestas en 2 tipos:

1. Multiunitario ->Fibras musculares separadas que actlan por separado, aunque Su
inervacion sea Unica. Cada fibra esta cubierta de colagena fina y glicoproteinas, también
se caracteriza por tener control dependiente de estimulos no nerviosos (17).

2. Unitario > También llamado sincitial o visceral. Se disponen organizadas en ldminas o
fasciculos de modo que, si una recibe estimulo contractil, la sefial se propaga hacia las
demas mediante uniones en hendidura, estas uniones permiten el paso de los iones y la
propagacion de los potenciales de accion de una fibra a otra libremente, provocando una

contraccion como unidad (17).

11.2.1 Mecanismo contractil.

A comparacion del musculo esquelético, el musculo liso carece del complejo de troponina,
en su lugar se sittan filamentos de actina, este filamento tira de las fibras por ambos lados lo
que permite un 80% de la contraccion manteniéndose unidos a cuerpos densos que se activan
mediante trifosfato de adenosina (ATP) y Ca?*, los cuales se degradan en difosfato de
adenosina (ADP) (17).

[1.2.2  Contraccion y relajacion del musculo liso.

La contraccion se encuentra regulada principalmente por las cadenas de actina y miosina y
puede ser regulada por dos estimulos, electro-mécanico y farmaco-mecanico; el primero
puede ser activado por un cambio en el potencial de la membrana, lo cual estimula canales
idnicos operados por voltaje lo que conduce a la contraccion tonica. El segundo estimulo
inicia con la union de un agonista, hormona, mediador inflamatorio, etc. a su receptor
especifico sobre la membrana celular del masculo liso, como por ejemplo la oxitocina, lo que
induciria contracciones fasicas. Los mecanismos intracelulares de ambos estimulos son
dependientes de Ca?", principalmente al activar las sefializaciones de segundos mensajeros y
proteinas contréctiles. En este sentido, la entrada de Ca?* al interior de la célula tiende a unirse

a la calmodulina, formando un complejo Ca?*-calmodulina, cuya funcion principal es activar
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la cadena ligera de la miosina (MLC). MLC Dicha cadena inicia el cambio de sus filamentos,
los dependientes de Ca?*, esto induce una respuesta intracelular que consiste en el aumento
de Ca?" intracelular, el Ca®" entra a la célula por los canales de Ca?* operados por receptor y
el resto proviene del reticulo sarcoplasmico (RSP). Al existir tal aumento del Ca?
intracelular, este se combina con la proteina calmodulina, formando el complejo calcio-
calmodulina, el cual activa la cinasa MLC para fosforilarla manteniéndose asi gracias a la
proteina Rho-A. Cuando el Ca?* extracelular se une al receptor tipo proteina G, se estimula
la fosfolipasa C (PLC), formando fosfatidilinositol 4,5 bifosfato el cual forma 2 segundos
mensajeros: trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a los receptores
del RSP, incrementando asi el Ca?* intracelular. EI DAG activa la cinasa de proteina C (PKC)
y fosforila a las proteinas transmembrana tipo L- Ca?*, los cuales son operados por el voltaje
(17,18). Figura 1.

Agonista

| | \:( Receptor
Reticulo Fosfo(l;pasa %

Y
sarcoplasmico
+«—|P, DG

RhoGEF ——

RhoA-GTP RhoA-GTP
Caz (activada) (inactivada)
PKC
2. Complejo
Ca* Ca?*/ calmodulina
Roh-cinasa | ATP
Cinasa MLC
(activada)
Actina + MLC ( !)
(contraccidn) (p) Fosfatasa de la Fosfatasa de la
miosina —p miosina
(activada) (inactivada)
MLC

(relajacion)

Figura 1. Regulacion de la contraccion del masculo liso.

Un agonista (hormona, farmaco, etc.) se une al receptor especifico para iniciar la contraccion.
Después de unirse al receptor, la célula responde aumentando la actividad de la PLC mediante
el acoplamiento a través de la proteina G, esta fosfolipasa produce dos segundos mensajeros
a partir del fosfatidilinositol4,5-bifosfato, el DAG e IP3, este ultimo se une a los receptores
de RSP el cual libera Ca?* lo que provoca la liberacion del activador de Ca®* que activa a

PKC y fosforila proteinas diana especificas. La PKC regula la fosforilacion de los canales de
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Ca?* u otras proteinas que regulan el ciclo del puente de cruzado. El activador del Ca?* se une
a la calmodulina activando la cinasa de la MLC, esta cinasa fosforila la MLC y junto a la
actina hace un puente cruzado y el musculo se contrae. La contraccion se mantiene mediante
un mecanismo de sensibilizacion al Ca?* provocado por la inhibicion de la actividad de la
fosfatasa de la miosina por la Rho cinasa, este mecanismo inicia al tiempo que la PLC se
activa y activa a la proteina de union a GTP y RhoA. La proteina RhoA se activa por el
receptor acoplado a proteina G e involucra un intercambio de nucleétidos de guanina
RhoGEF, esta proteina aumenta la actividad de la cinasa Rho lo que inhibe a la fosfatasa de
la miosina promoviendo asi la contraccién ya que la MLC no puede desfosforilarse.

Para revertir este proceso, la relajacion muscular depende de la disminucion de Ca?" y el
aumento de la fosfatasa de la MLC, para esto, la Rho cinasa bloquea la union de la MLC con
la miosina de manera competitiva con el sitio de union ATP a través de factores de
intercambio de nucledtidos de guanina (RhoGEF), se elimina asi el Ca?* intracelular, una
parte se reabsorbe por el RSP dependiente del hidrélisis de ATP. La membrana proporciona
un mecanismo adicional, en el que la enzima de la calmodulina se le une y provoca la
estimulacion de la bomba Na*- Ca?* que difunde el Ca?* hacia el exterior de la célula (17—
21). Figura 2.
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Figura 2. Relajacion del muasculo liso.

La relajacion se produce tras la eliminacion del estimulo contractil o por accion directa de
una sustancia que inhibe la contraccion, de manera general, la relajacion requiere una
disminucion de las concentraciones de Ca?* intracelular y del aumento de la actividad de la
fosfatasa de la MLC. El RSP y la membrana contienen Ca?*, Mg ATPasas que eliminan el
Ca2* del espacio intracelular. Los intercambiadores Na*Ca?*, localizados en la membrana
ayudan también a disminuir el Ca® intracelular. Durante la relajacion los canales de Ca?*
operados por receptor y por voltaje, localizados en la membrana, se cierran, esto reduce la

entrada de Ca®* a la célula.

11.2.3 Control hormonal.

La oxitocina es una hormona, neuropéptido sintetizado en los nucleos supra oOpticos y
paraventriculares del hipotalamo y, durante el embarazo, en al decidua, placenta, cuerpo luteo
y amnios (3). Cuando la oxitocina se une al receptor de oxitocina el cual es una rodopsina
tipo 1 de la familia de las proteinas G (Gag11), Se acopla a la fosfolipasa g - C (PLC-B) , la
cual controla la hidrolisis del fosfatidilinositol di fosfato en fosfatidil inositol trifosfato y
diacilglicerol, permitiendo la movilizacién de Ca" del RSP, tanto la contraccion como la
relajacion activan el adenilato y guanilato ciclasa, formando monofosfato ciclico de

adenosina. EI monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y el monofosfato ciclico de
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guanosina (GMPc) activan las proteinas dependientes de GMPc y AMPc, los cuales
fosforilan enzimas que inhiben la contraccion, activando la bomba de Ca™ para moverlo del
reticulo sarcoplasmico y fuera de la célula. Asi disminuye el Ca?" intracelular y el musculo
se relaja (17, 3).

1.3 Diagndstico del parto prematuro.

El diagndstico del PP se establece cuando se presentan contracciones regulares y efectivas,
es decir que duren 30 segundos y que se presenten al menos 3 en 30 min acompafados de
cambios cervicales como la longitud del cuello de 1 cm y dilatacion de 1 a 3cm, prueba de
fibronectina positiva o bien, rotura de membranas (6,10,22); la Guia de préactica Clinica
Mexicana establece el diagndstico ante la presencia de 2 contracciones uterinas en 10 min o
4 en 40 min y 8 en 60 min, acompafiado de dilatacion cervical igual o mayor a 3 cm,
borramiento del 50% y confirmarlo mediante especuloscopia y observacion de fibronectina
en muestra cervical, corroborar los datos obtenidos mediante el tacto y verificar la presencia
de sangrado (7). Teniendo estos datos se decide la mejor opcién para el binomio, ya sea la

administracion de farmacos Utero relajantes o la interrupcion del embarazo.

11.3.1 Tratamiento actual.

La tocolisis es la administracion de fa&rmacos para prevenir el parto, se subdivide en tocolisis
primaria que consiste en la administracién en bolo del farmaco elegido con el objetivo de
frenar el trabajo de parto y la tocdlisis de mantenimiento, consiste en la administracion del
resto del tratamiento Gnico o en combinacion con otros Utero relajantes posterior al arresto
exitoso del parto prematuro (23). Todo farmaco Utero relajante debe ser seguro tanto para la
madre como para el producto y, adicionalmente debe disminuir la morbi mortalidad del

neonato.

La tocolisis se centra en inhibir las contracciones uterinas, al menos durante 48 h, esto
permite la administracion de corticoesteroides, cuya funcion es promover la maduracion
pulmonar del producto y provee el tiempo justo para la referencia de la madre a un hospital
que cuente con Unidad de Cuidados Intensivos neonatales (3,24-26). La intervencion se
indica sélo cuando la edad gestacional nos provea un producto viable ya que hacerlo antes

no asegura la supervivencia de este, aumenta el riesgo de complicaciones postnatales y
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malformaciones fetales. Dicha intervencion farmacoldgica se contraindica cuando el riesgo
de complicaciones materno-fetales aumente o bien, se ponga en riesgo la vida de la madre

(ej. Preeclampsia, eclampsia, obito etc.)(6).

Los farmacos mas comunes a utilizar son sulfato de magnesio, como neuroproteccion,
bloqueadores de canales de calcio (nifedipino), antagonista de oxitocina (atosiban),
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas (indometacina) y antagonistas beta-adrenérgicos
(ritodrina). se ha comprobado que el farmaco de eleccion en gestas de menos de 32 semanas
es la indometacina (3) y terapia antibidtica en caso de ruptura de membranas por el riesgo
existente de corioamnionitis (27), en comparacion con la Guia de Préactica clinica, se sugiere
la administracion de Sulfato de magnesio como neuroproteccion, como inhibidor de

contracciones Atosiban de la siguiente manera:

e Primera fase: intravenoso de 6.75 mg/0.9 mL en bolo.

e Segunda fase: 75 mg/10 ml + 90 cc de solucidon de NaCl 0.9% en infusion de 24 ml
por hora, durante 3 h.

e Tercera fase: de 75 mg/10 ml + 90 cc de solucién de NaCl 0.9% en infusion de 8 mL

por hora durante 45 h.

En caso de que la gesta sea menor a 32 semanas se indica indometacina por via oral, con
dosis inicial de 50 mg, seguida de 25 a 50 mg cada 6 h durante 48 h o via rectal en supositorios
de 100 mg cada 12 h 4 dosis; como madurador pulmonar betametasona intramuscular 12 mg
cada 24 h, 2 dosis o Dexametasona 6 mg intramuscular cada 12 h, 4 dosis y como media

profiléctica, antibioterapia (7).

11.4 Carvacrol

I1.4.1 Naturaleza y estructura quimica
El carvacrol es uno de los aceites esenciales presentes en el orégano (Origanum vulgare),
hierba de la especie Mediterranea, de la familia Lamiaceae; el carvacrol, junto con otros

aceites esenciales como timol, linalol y p-cimeno, fenoles como flavonoides y &cidos
fendlicos, triterpenoides y esteroles forman parte del O. vulgare (28,29)
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La estructura quimica del carvacrol se caracteriza por la presencia de un grupo hidroxilo (-

OH) sobre el anillo de benceno (30). Figura 3.

Figura 3. Estructura quimica del carvacrol.

2-metil-5(1-metiletil)-fenol) (C10H140). Fenol monoterpénico (31).

11.4.2 Mecanismo de accion

Suprime la via de la ciclooxigenasa isoforma 2 (COX-2) disminuyendo la produccion de
prostaglandinas E2 (32). Es insoluble en agua, soluble en etanol y éter. Tras la administracion
oral del carvacrol (en roedores) se absorbe el 45% en estomago y duodeno, el resto es
degradado por la biota normal, alcanzando el pico maximo en plasma a las 1.39 h, se excreta

en heces y en orina 24 h después de su administracion (28).

11.4.3 Toxicidad.

La toxicidad reportada en ratas como dosis letal 50 (LDso) es de 810 mg x kg, ratones LDsg
73 —80 mg x kg perros 310 mg x kg 'y conejos 2700 mg x kgt (30).
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11.5 Uteroinhibidores

[1.5.1 Indometacina

Analgésico antiinflamatorio no esteroideo derivado del &cido indolacético, usado
comunmente como antipirético, analgésico y antiinflamatorio (33).

I1.5.2 Estructura quimica

Descrita en 1982 por el Doctor Carl Stevenson. Cuyo nombre sistematico es: 1 p-

clorobenzoil-5 metoxi-2 metilindol-3 &cido acético (33). Figura 4.

CO Cl

CH;0 CH,COOH

Figura 4. Estructura quimica de la indometacina.

1 p-clorobenzoil-5 metoxi-2metilindol-3 &cido acético (33).

11.5.3 Farmacocinética.

Tras su administracion por via oral y absorcion gastrointestinal, tiene una biodisponibilidad
del 100%, lo que nos indica que no esta sujeta al metabolismo del primer paso; alcanza un

pico maximo de concentracion en plasma (Tmax) entre 0.9 0.4 h.

La absorcion se ve afectada si se ingiere con alimentos altos en proteinas, carbohidratos,
grasas y antiacidos a base de hidroxido de magnesio, pero su biodisponibilidad no se ve
afectada significativamente. La distribucion se efectia en un 90% unida a proteinas

plasmaticas.

Su metabolismo se lleva a cabo en el higado, mediante conjugacion de acido glucuronico y
su excrecion se lleva a cabo en la orina, la bilis y las heces, y varia de las 2-11 h ya que su
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eliminacién es bifasica. (33) y en el Gtero es metabolizada por el CYP2C9 vy la

carboxilesterasa (34).

11.5.4 Farmacodinamia

El mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la COX de manera reversible, tiene una
constante de disociacion (pKa) de 3 a 4.5, es decir se concentra donde el medio es mas acido.
(33), al inhibir la COX-2 bloquea la sintesis de prostaglandinas mediante el bloqueo de la
conversion del acido araquiddnico, producido en el Utero, en prostaglandinas, bloqueando la

respuesta inflamatoria (34,35).

I1.5.5 Toxicidad

La toxicidad de la indometacina, es como en la mayoria de los analgésicos antiinflamatorios
no esteroideos (AINE’s), en el tracto gastrointestinal, presentando una incidencia de un 3 a
un 9% de dolor epigéastrico, constipacion, diarrea, Ulcera gastrica, esofagica y/o duodenal.
Los cuales disminuyen con la ingesta de alimentos. Este dafio, se debe a que la indometacina

se acumula en las células gastricas parietales. (33).

1.6 Antecedentes del problema

[1.6.1 Propiedades del Carvacrol

El orégano se ha usado como remedio tradicional desde hace ya mucho tiempo, su principal
aplicacion ha sido como expectorante, actualmente se usa como antimicrobiano por sus
propiedades y como antioxidante en la industria alimentaria y cosmética. Muchas de las
propiedades del carvacrol, uno de los aceites esenciales del orégano, han sido descubiertas
recientemente, entre ellas la aplicacién como antiviral, antiinflamatorio, antiespasmadico,
antiproliferativo y neuroprotector, siendo la aplicacion antimicrobiana la mas estudiada ya
que suprime crecimiento bacteriano en cultivos en un diametro de 16 a 19 mm, tanto como
la gentamicina y la anfotericina B, funciona como antifingico especialmente ante A. niger.
(36). El mecanismo de accién estudiado como antimicrobiano consiste en desestabilizar la
membrana bacteriana, disminuyendo su potencial y, por lo tanto, interrumpiendo sus

funciones lipidicas en el citoplasma, conduciendo asi a la apoptosis (31).
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11.6.2 Efecto espasmolitico.

El efecto antiinflamatorio y espasmolitico del carvacrol fue descrito en 1986 por Wagner,
quien propuso que el mecanismo de accion era mediado por la inhibicion de la via de la COX-
2 disminuyendo la produccion de prostaglandinas E2; en su estudio demostrd que tenia un
efecto del 94% en comparacion con eugenol 87% y urshiol 100% (32). Estudios posteriores
demuestran la efectividad del carvacrol similar a la de la indometacina y el NS-398 (37). En
musculo liso, especificamente en ileo de rata Wistar, se ha probado también induciendo
contracciones con KCI, demostrando inhibicion del 100% tanto en amplitud como en

frecuencia (38).
11.6.3 Utero-inhibidores.
11.6.3.1 Indometacina.

Este AINE se indica para el tratamiento de enfermedades como la osteoartritis, procesos
inflamatorios agudos y como analgésico en el post operatorio de cirugias de traumatologia y
ortopedia (3,39).

11.6.3.1.1 Indicaciones terapéuticas de la indometacina.

La tocdlisis tiene como objetivo prolongar el parto hasta 48 h para la administracion de
corticoesteroides y poder transferir a la paciente a un nivel apropiado para su atencion; la

indometacina especificamente, puede prolongar el embarazo hasta 7 dias (3,26)

La administracion durante la gestacion es categorizada por la “Food and Drug
Administration” (FDA) en categoria de riesgo B durante el primer trimestre del embarazo
(no se han descrito riesgos en humanos y se acepta su uso durante el embarazo) y categoria
D en el tercer trimestre (existen indicios de riesgo fetal; puede usarse s6lo en casos de no

existencia de alternativas) (40).

Como Utero relajante, inhibe la sintesis de prostaglandinas ya que estas inducen la
contraccion uterina mediante la optimizacién de las conexiones que incrementan la entrada

de calcio y por lo tanto aumentando la concentracion intracelular de calcio (25). Presenta un
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excelente efecto hasta antes de las 32 semanas de gestacion, ya que su uso previo a esta edad
gestacional se relaciona al cierre prematuro del conducto arterioso; Su uso se ve limitado a
48 h, ya que si se prolonga el uso puede causar oligohidramnios, enterocolitis necrotizante,
leucomalacia periventricular (3,41)

El metanalisis de Haas en 2012, recomienda a la indometacina como el mejor farmaco Utero-
inhibidor ya que se ha comprobado que puede llevar a término (37 semanas de gestacion) el
embarazo.(3,22).
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JUSTIFICACION

Se conoce de la administracion de la infusion a base de orégano (Origanum vulgare), cuyo
principal compuesto es el Carvacrol, durante el trabajo de parto con la finalidad de acelerarlo
y reducir el tiempo de estancia intrahospitalaria. Se ha visto que, tras ingerir dicho brebaje,
el trabajo de parto se complica. Al nacer un producto que no ha llegado a término se enfrenta
a complicaciones post natales, tales como ceguera, fallo neurolégico consecuencia de la
hipoxia neonatal, entre otros, con secuelas que impediran el pleno desarrollo del infante
ademas del elevado costo del internamiento en una Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales y el desgaste fisico y emocional para los padres y/o cuidadores. Actualmente los
medicamentos de primera linea presentan efectividad con poca seguridad de uso puesto que
sus efectos adversos suelen representar importante riesgo para el binomio, es por eso que se
buscan nuevas alternativas terapéuticas, desarrollando medicamentos Utero relajantes que

sean efectivos y, a la par, produzcan efectos adversos menores o nulos.

La investigacion presente describe el efecto utero relajante del carvacrol el cual inhibe la
contraccion al igual que la indometacina y se compara dicho efecto mostrando
equiefectividad y equipotencialidad; es probable que el carvacrol y la indometacina
compartan algiin mecanismo de accidn al inhibir la contraccion uterina, esto permite abrir un
nuevo camino hacia investigaciones futuras que busquen realizar combinaciones de farmacos
Utero-inhibidores, esto aunado a los usos conocidos del carvacrol propone un farmaco ideal

para el arresto del parto prematuro.
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V.

V.

HIPOTESIS

Si el carvacrol y la indometacina inhiben las contracciones uterinas de rata gestante, entonces

el carvacrol presentara actividad Utero relajante y posiblemente mecanismos de accion

similares al de la indometacina.

OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Determinar el efecto utero relajante del carvacrol e indometacina, asi como su posible

mecanismo de accion en Utero aislado de rata gestante.

V.2 Objetivos especificos

Estudiar el efecto utero relajante del carvacrol en contracciones espontaneas de Utero
gestante aislado de rata.

Evaluar el efecto Utero relajante del carvacrol e indometacina de sobre las
contracciones ténicas uterinas inducidas con KCI para determinar los parametros
farmacologicos Clso Y Rmax.

Estudiar el efecto Utero relajante del carvacrol e indometacina sobre las
contracciones fasicas inducidas con oxitocina para determinar los parametros
farmacoldgicos Clso Y Rmax.

Determinar el posible mecanismo de accion del carvacrol e indometacina al
combinarlos con bloqueadores de canales de K* dependientes de voltaje,
bloqueadores de canales de K* dependientes de ATP, bloqueadores de canales de

Ca?", bloqueadores de receptores histaminérgicos H2, bloqueadores R-adrenérgicos

y blogueadores de la sintesis de éxido nitrico.
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VI.

MATERIALES Y METODOS

V.3 Contexto de la investigacion.

El estudio presente se llevd a cabo en el Centro de Investigacion en Biologia de la
Reproduccion, ubicado el Area Académica de Medicina Dr. Eliseo Ramirez Ulloa de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, Pachuca de Soto Hidalgo. La parte
experimental se llevé a cabo de enero de 2019 a febrero de 2020 a la par, la interpretacion de
resultados y compilacion de estos, luego, de marzo a julio se realizaron los analisis

estadisticos, revision, discusion de resultados, escritura de tesis y redaccién del articulo.
V.4 Tipo de estudio

La investigacion presente fue biomédica basica, de corte experimental y de alcance analitico.
V.5 Criterios de inclusién

Ratas hembra prefiadas de la linea albina Wistar.
Edad gestacional de 16 a 19 dias de gestacion.
Peso de 200 a 250 g.

Buen estado de salud.

SN NS

V.6 Criterios de exclusion
X Reporte de enfermedad o infeccion de la rata.
V.7 Animales de experimentacion

Se usaron 90 ratas hembra gestantes de la linea Wistar, cuya edad gestacional oscilaba de
entre los 16 y 19 dias de gestacidn, contados a partir del dia en que presentaron tapon
espermatico en introito vaginal. Las condiciones a las que se mantuvieron fue con ciclos de
luz/oscuridad de 12/12 h, ad libitum, de acuerdo a las directrices establecidas en la NOM
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”
NOM-062-Z00-1999 y fueron sacrificadas por eutanasia en camara de CO, seguido de

dislocacion cervical; asi mismo las crias obtenidas de cada cuerno uterino fueron sacrificadas
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de la misma manera, para su posterior disposicion como Residuo Peligroso Bioldgico

Infeccioso y su pertinente eliminacion.
V.8 Farmacos

Se utilizaron los siguientes compuestos: indometacina 98%, carvacrol >98%, oxitocina 5
Ul/ml, dimetil sulfonico >99.9% (DMSO), nifedipino >98%, cimetidina, biguanida,
metformina, clorhidrato de éster metilico de N(G)-nitro-L-arginina (L-NAME), propranolol,
tetraetil amonio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP), glibenclamida, glipizida y 1H-[1,2,4]
oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-uno (ODQ), todos ellos adquiridos de la empresa Sigma-

AldrichMR, Oxitocina ampolleta de 5 Ul/ml de venta al publico en general.
V.9 Reactantes

Se utilizaron los siguientes reactantes: cloruro de sodio (NaCl), bicarbonato (NaHCO:3),
cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CaClz), y glucosa, los cuales se disolvieron en

agua bidestitalada.
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V.10 Diagrama de disefio experimental

El disefio experimental de la presente investigacion se detalla en la Figura 5.

Registro isométrico para tejidos aislados

Efgd_o_- sobre la Efecto sobre la Efecto sobre la incubacion Efecto sobre la incubacion
contraccibn fisica ol oo con nifedipino y Cat con controles en confraccion
(Oxitocina 1.6 pL) sostenida (KCL 60 M) acumulativo ténica sostenida
Carvacrol Indometacina Carvacrol Indometacina Carvacrol Indometacina
[10 pM —230 pM ] [10 pM — 560 pM ] [10 pM —230 uM ] [10 uM — 560 M ] [10 M —230 1M ] [10 M — 560 M ]

— e
Efecto tocolitico Efecto tocolitico [ Modificacién del efecto tocolitico (control y farmacos) ]
Clspy Rnax \ Clso ¥ Ry ‘

Anglisis estadistico

Figura 5. Disefio experimental.

V.11 Sistema de registro isométrico
V.11.1 Principio

Para evaluar el efecto Utero relajante del carvacrol y la indometacina sobre la contraccion
tonica sostenida y fasica del tejido uterino aislado de rata se utilizd 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
contraccion; con los datos obtenidos de las mediciones de los trazos se pueden cuantificar
los parametros farmacol6gicos concentracion inhibitoria 50 (1Cso) y respuesta maxima (Rmax)

utilizando estimulos electromécénicos y farmacomecanicos (42).
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V.11.2 Procedimiento

Las ratas fueron sacrificadas en cAmara de O con posterior dislocacion cervical el dia 16 -
19 de gestacidn, se realiz6 un corte horizontal de angulo costal a angulo costal y un corte en
la linea media del abdomen con tijera real roma y pinzas de diseccion sin dientes. Se extrae
el utero y se coloca en solucion SRL para su diseccidn y extraccion de crias y anexos, se
retira del Utero la linea de cotiledones, adherencias placentarias y tejido graso para
recolocarlo en Ringer normal limpio. De cada Utero se obtienen 15 tiras de tejido uterino de
5mm x 10mm; en cada extremo de la tira se colocé hilo de seda 4-0 para anclar un extremo
a la base de las cAmaras y el otro extremo atarlo a un transductor de tensién FT03. El volumen
de cada cdmara fue de 3 mL, y la composicion del Ringer Locke (SRL) utilizada fue (mM):
NaCl 154, NaHCOs3 5.95, KCI 5.63, CaCl, 1 y glucosa 0.277.

La temperatura se mantuvo a 37°C hasta finalizar el experimento. Los tejidos se mantuvieron
inmersos en SRL, a una tension de 1g y con borboteo constante de gas carbdgeno al 95% O
y 5% de CO..

Para la estabilizacion de los tejidos, éstos fueron sometidos a un periodo de equilibrio (30
min) durante los cuales se lavaron con 3mL de SRL fresco cada 15 min, posteriormente se
estimularon electro mecénicamente con una solucién despolarizante de KCI (60 mM) para
inducir la contraccion tonica sostenida, para las contracciones fasicas inducidas de manera
farmacomecanica se utilizé oxitocina (1.6 pL) en cada camara con SRL y se incubd por un

periodo de 24 min estabilizandoa 1 g.

Las respuestas contractiles 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 Ponce-Monter et al. (43,44) y Mufioz Pérez et al. (45,46).

La interpretacion de los resultados se hizo mediante la obtencidon del &rea bajo la curva (ABC)

mediante la siguiente formula:

% Inhibicién = 100%—(ABCr/ABCi)x100 (46)
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Donde AUCT es el area bajo la curva medido en cm previo a la exposicion al farmaco y con
incubacién de 8 min y AUCI es el area bajo la curva medido en centimetros posterior a la

exposicion al farmaco (46).

V.2.2.2 Evaluacion del efecto Gtero relajante del carvacrol e indometacina en

contracciones fasicas.

Tras la estabilizacion del tejido uterino estimulado farmaco mecénicamente con oxitocina
(1.6 pL) y su incubacion por 15 min, se colocd carvacrol e indometacina a diferentes
concentraciones (n = 6) para estudiar el efecto Utero relajante y la interpretacion de los

resultados, obtener el porcentaje de inhibicién mediante el calculo del ABC.

V.2.2.3 Evaluacién del efecto Gtero relajante del carvacrol e indometacina en

contracciones tonicas.

Tras la estabilizacion del tejido uterino estimulado electro mecanicamente con KCI (60 uM)
y su incubacion por 15 min, se coloco carvacrol e indometacina a diferentes concentraciones
(n = 6) para estudiar el efecto Utero relajante y la interpretacion de los resultados, obtener el
porcentaje de inhibicién mediante el calculo del ABC.

V.2.2.4 Evaluacion del carvacrol e indometacina ante el farmaco blogueador control
(Nifedipino).

Tras la estabilizacion del tejido uterino estimulado electro mecénicamente con KCI (40 mM)
sin Ca?* y su incubacion por 8min, se coloc6 Nifedipino, seguido del carvacrol (n=6) y la
indometacina ambas a diferentes concentraciones (n = 6), para posteriormente realizar
exposiciones a Ca?* (5 exposiciones) para estudiar el posible mecanismo de accion de los 2

farmacos estudiados.
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V.11.3 Estudio del mecanismo de accién del carvacrol e indometacina

Tras la estabilizacion del tejido uterino estimulado electro mecanicamente con KCI (6 0OmM)
y su incubaciéon por 20 minutos, se colocaron los bloqueadores cimetidina, biguanida,
metformina, L-NAME, propanolol, TEA, 4-AP, glibenclamida, glipizida y ODQ seguido de
la concentracion de carvacrol e indometacina y se incubé por 20 minutos mas. Se observo la
modificacion del efecto y posteriormente se analizan e interpretan los resultados para obtener

el porcentaje de inhibicion mediante el calculo del ABC.
V.12 Analisis estadistico

Los datos se procesaron por un andlisis de varianza ANOVA, seguido de un post prueba
Tukey y/o Dunnett, considerando valores estadisticamente significativos aquellos cuya p <
0.05 0 p<0.0001 y analisis de regresion lineal para obtener ICso ¥ Rmax. Todos los analisis se
realizaron utilizando el programa GraphPad Prism version 8.0 aplicando pruebas ANOVA,
regresion lineal, Tukey y Dunnett.

V.13 Aspectos éticos.

La investigacion se realizé una vez aprobado el protocolo por el Comité Institucional Etico
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Bioterio de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo (Anexo 1). Los animales recibieron trato humanitario de
acuerdo con lo establecido en Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” NOM-062-Z00-1999 (Anexo 2).
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VII.

RESULTADOS

VI11.1 Efecto utero relajante del carvacrol en contracciones espontaneas.

Se evalud el efecto Utero relajante del carvacrol en contracciones esponténeas, para las cuales,
el tejido se mantuvo en un medio de Ringer Locke, a 37°C y con flujo constante de gas
carbdgeno. La figura 6 muestra inhibicion del 12.6% al 100% en las contracciones fasicas
espontaneas tras la administracion de carvacrol (10uM a 230uM) con una inhibicion
dependiente de la concentracion. La figura 7 representa el trazo tipico de la inhibicion de la

contraccion uterina espontanea.
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[Carvacrol]

Figura 6. Efecto Utero-relajante de carvacrol sobre contracciones espontaneas.

Cada punto representa el valor promedio de 6 experimentos (n=6) y las barras verticales
indican el EEM, **** p= <0.0001, ** p= <0.05. Prueba ANOVA seguida de una prueba de
comparacion mdaltiple Dunnett.
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Figura 7. La contraccion espontanea (sin estimulo).

La contraccién espontanea del musculo liso fue inhibida por los farmacos carvacrol,

indometacina y nifedipino.
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VI11.2 Efecto utero relajante del carvacrol e indometacina en contracciones tonicas
inducidas con KCI 60 mM.

Los resultados del efecto relajante del carvacrol en contracciones tonicas inducidas con KCI
se muestran en la figura 8, la inhibicion de la contraccion por carvacrol se dio en forma
dependiente de concentracion; El efecto Utero-relajante de la indometacina sobre las
contracciones tonicas inducidas con KCI se observa en la figura 9, la cual muestra inhibicién
de la contraccidn dependiente de concentracidn en contracciones ténicas inducidas con KCL.
la figura 10 muestra la curva concentracion-respuesta donde el carvacrol inhibe al 100% la
contraccion a la concentracion de 230 uM, mientras que se determind la ICsp =64.62 UM,
LoglCso= 1.81 pM, Rmax=230 UM, muestra también la curva concentracion-respuesta del
porcentaje de inhibicidn de la indometacina. Se determinaron los parametros farmacoldgicos
1C50=53.04 uM, LoglCso =1.72 uM y Rmax=420 uM. El trazo tipico de la inhibicion de la

contraccion ténica inducida se observa en la figura 11.
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% de inhibicion en contraccion
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[Carvacrol] (uM)

Figura 8. Efecto relajante del carvacrol sobre estimulo electromecénico de KCI
60 mM.

Cada columna representa el aumento de concentracidn de carvacrol en tiras aisladas de Utero

gestante de rata y el promedio de 6 experimentos (n=6) y las barras verticales el valor de la
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EEM. **** p=<0.0001) y *** (p=<0.05). Prueba ANOVA seguido de una prueba de

comparacion mdaltiple Tukey.
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Figura 9. Efecto relajante de la indometacina sobre estimulo electromecanico de KCI
60 mM.
Cada columna representa el aumento de concentracién de indometacina en tiras aisladas de
Gtero gestante de rata y el promedio de 6 experimentos (n = 6) y las barras verticales el valor
de la EEM. *** p=<0.0001) y ** (p=<0.05). Prueba ANOVA seguido de una prueba de

comparacion mdaltiple Dunnett.
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Figura 10. Curva concentracion-respuesta del carvacrol e indometacina.

Efecto de diferentes concentraciones de carvacrol [3 uM, 10 uM, 30 uM, 56 uM, 100 pM,
180 pM, 230 uM] e indometacina [3 uM, 10 uM, 30 uM, 42 uM, 56 uM, 100 uM, 300 pM,
420 uM ] sobre un estimulo electromecanico de KCI 60 mM. Cada punto representa el valor
promedio de 6 experimentos (n=6) y las barras verticales representan el valor de la EEM.

Datos obtenidos por medio de una prueba de regresion lineal.
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Figura 11. Trazo tipico de la inhibicion de la contraccion tonica inducida por
indometacina, nifedipino y carvacrol.

La contraccion tonica fue inducida con KCI 60 mM e inhibida por los farmacos nifedipino,

carvacrol e indometacina.
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VI11.3 Efecto Utero relajante del carvacrol e indometacina en contracciones fasicas

inducidas con oxitocina 1.6 pL.

El efecto Utero inhibidor del carvacrol e indometacina en contracciones fasicas inducidas
farmaco mecanicamente se observa en la figura 12, el carvacrol present6 una inhibicion
dependiente de concentracion en contracciones fasicas inducidas con oxitocina asi como la
indometacina mostré también una inhibicién dependiente de concentracidn, como se muestra
en la figura 13. La figura 14 muestra la curva concentracion — respuesta de carvacrol e
indometacina, para calcular los parametros farmacoldgicos de carvacrol: 1Cs50=66.55 uM,
Log ICso= 1.82 uM y Rmax=100%. La indometacina mostré un efecto inhibidor de manera
dependiente de concentracion en contracciones fasicas la curva concentracion - respuesta
muestra los parametros farmacoldgicos 1Cso= 55.47 uM, LogICso= 1.74 uM y Rmax=100%.

El trazo tipico de la inhibicion de la contraccion fasica inducida se observa en la figura 15.
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Figura 12. Efecto relajante del carvacrol sobre estimulo farmaco mecénico de
oxitocina (5 Ul/mL) 1.6 pL.

Cada columna representa el aumento de concentracidn de carvacrol en tiras aisladas de Utero
gestante de rata y el promedio de 6 experimentos (n=6) y las barras verticales el valor de la
EEM. **** p=<0.0001 y ** p=<0.05. Prueba ANOVA seguido de una prueba de

comparacion multiple Dunnett.
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Figura 13. Efecto relajante de la indometacina sobre estimulo farmacomecanico con

oxitocina (5 Ul/mL) 1.6 pL.

Cada columna representa el aumento de concentracién de indometacina en tiras aisladas de

Gtero gestante de rata y el promedio de 6 experimentos (n=6) y las barras verticales el valor
de la EEM. **** p=<0.0001) y ** (p=<0.05). Prueba ANOVA seguido de una prueba de

comparacion multiple Dunnett.
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Figura 14. Curva concentracion-respuesta del carvacrol e indometacina.

Efecto de diferentes concentraciones de carvacrol [10 uM, 23 puM, 56 puM, 70 uM, 100 pM,
230 uM] e indometacina [3 uM, 30 uM, 42 uM, 100 pM, 300 uM, 420 uM, 560 pM] sobre
un estimulo fa&rmaco mecénico con oxitocina (5 Ul/mL) 1.6 puL. Cada punto representa el
valor promedio de 6 experimentos (n= 6) y las barras verticales representan el EEM. Datos

obtenidos por medio de una prueba de regresion lineal.
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Figura 15. Trazo tipico de la inhibicion de la contraccion fasica inducida.

La contraccién fasica fue inducida con oxitocina (5 Ul/mL) 1.6 uL e inhibida por los

farmacos nifedipino, carvacrol e indometacina.
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VI11.4 Comparacion de las curvas concentracion - respuesta de la indometacina y el

carvacrol con nifedipino en contracciones tonicas inducidas.

Se realizé la comparacion de las curvas sigmoideas dependientes de concentracion del efecto
tero-relajante sobre contracciones tonicas inducidas con KCL de los farmacos carvacrol e
indometacina y se compararon con el bloqueador de canales de Ca?*". La curva sigmoidea de
nifedipino se localiza completamente desplazada a la izquierda en el orden de 2.3 %My
alcanzd una inhibicion del 95.5%, mientras que las curvas sigmoideas dependientes de
concentracion de carvacrol e indometacina se observan en la misma posicién en el orden y
mostraron una inhibicién maxima del 100%, por lo tanto el carvacrol y la indometacina

mostraron ser menos potentes y efectivos que el nifedipino y el carvacrol e indometacina

presentan potencia similar y equiefectividad. Figura 16.
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Figura 16. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del carvacrol, indometacina y
nifedipino (control) en contracciones tonicas inducidas con KCL 60 nM.

Datos obtenidos por medio de una prueba de regresion lineal. Se observa un total

desplazamiento de la curva sigmoidea del nifedipino lo que indica mayor potencia y

efectividad comparado con el carvacrol y la indometacina quienes comparados entre si se

localizan en la misma posicion indicando potencia similar y equiefectividad entre el carvacrol

y la indometacina. cada punto en la gréfica indica el promedio de cada concentracién

utilizada para indometacina, carvacrol y nifedipino; las barras verticales representan el EEM.
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VI1.5 Comparacion de las curvas concentracion respuesta de la indometacina y el carvacrol

con nifedipino en contracciones fasicas inducidas.

Se realizé la comparacion de las curvas sigmoideas dependientes de concentracion del efecto
tero-relajante sobre contracciones fasicas inducidas con oxitocina de los farmacos carvacrol
e indometacina y se compararon con el bloqueador de canales de Ca?" nifedipino. La curva
sigmoidea de nifedipino se localiza completamente desplazada a la izquierda en el orden de
5.6 1M y alcanz6 una inhibicion del 95.5%, mientras que la curva sigmoidea dependiente
de concentracion de indometacina se observa en el orden de 3 UM con una inhibicién del
93% y la de carvacrol en 10 uM con una inhibicion del 100%, demostrando asi que el farmaco
maés potente y efectivo es el nifedipino, seguido de la indometacina y siendo el carvacrol mas

efectivo que ésta. Figura 17.
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Figura 17. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del carvacrol, indometacina y
nifedipino (control) en contracciones fasicas inducidas con oxitocina 1.6 L.
Datos obtenidos por medio de una prueba de regresion lineal. Se observa un total
desplazamiento de la curva sigmoidea del nifedipino lo que indica mayor potencia y
efectividad comparado con el carvacrol y la indometacina seguido en potencia por la
indometacina y en efectividad por el carvacrol. Cada punto en la grafica indica el promedio
de cada concentracion utilizada para indometacina, carvacrol y nifedipino; las barras

verticales representan el error estdndar de la media (EEM).
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V11.6 Comparacion de las curvas concentracion respuesta de la indometacina y el carvacrol

con nifedipino en contracciones fasicas inducidas con KCI sin Ca2+.

La comparacidn realizada de las curvas sigmoideas dependientes de concentracion del efecto
Utero-relajante sobre contracciones tdnicas inducidas con KCI sin Ca?* de los farmacos
carvacrol e indometacina y se compararon con el bloqueador de canales de Ca?* nifedipino.
La curva sigmoidea de nifedipino se localiza completamente desplazada a la izquierda en el
orden de 5.6 1M y alcanzo una inhibicion del 95.5%, siendo éste el mas potente y efectivo,
mientras que la curva sigmoidea dependiente de concentracion de indometacina se observa
en el orden de 3 UM con una inhibicién del 93% y la de carvacrol en 10 uM con una
inhibicion del 100%, demostrando que la indometacina es méas potente que el carvacrol y éste
maés efectivo que la indometacina como se muestra en la figura 18. El trazo tipico de la

inhibicion de contraccion tonica inducida con KCI sin Ca?* se observa en la figura 19.
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Figura 18. Curvas logaritmicas comparativas del efecto del carvacrol, indometacina y
nifedipino (control) en contracciones tonicas inducidas con KCL 60 nM sin Ca?*.
Datos obtenidos por medio de una prueba de regresion lineal Se observa un total
desplazamiento de la curva sigmoidea del nifedipino lo que indica mayor potencia y
efectividad comparado con el carvacrol y la indometacina, seguido en potencia por la
indometacina y en efectividad por el carvacrol. Cada punto en la grafica indica el promedio
de cada concentracion utilizada para indometacina, carvacrol y nifedipino; las barras

verticales representan el error estandar de la media (EEM).
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Figura 19. Trazo tipico de la inhibicion de la contraccion ténica inducida con KCI sin
Ca?.

La contraccion tonica fue inducida con KCI 40 mM sin Ca?" e inhibida por los farmacos

nifedipino, carvacrol e indometacina.

La comparacion de los parametros farmacologicos ICso Y Rmax entre el control positivo

nifedipino y carvacrol e indometacina se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. ICso y Rmax de carvacrol, indometacina y nifedipino.

Contraccion Fasicas inducidas con Ténicas inducidas con KCI

Ténicas inducidas con KCI

Oxitocina sin Ca%*
1Cs0 (M) R max (%) 1Cs0 (LM) R max (%) 1Cs0 (LM) R max (%)
Carvacrol 66.5+12.37 * 100+ 0.0 6462+ 12.04*  9416+38  6536+1552* 100+ 0.0

Indometacina 55.47 £ 15.09 * 92.66+1.7 53.04+1043* 89.35+6 55.80 +10.59 * 95.37+6.9

Nifedipino  0.01157+0.001085 100+0.0  0.01133+0.001070 96.39 +4.7 0.01165 +0.001051 100+ 0.0

Los resultados expresan la media y el EEM de los compuestos. Las diferencias estadisticas de la 1Cso de carvacrol e
indometacina fueron significativas en comparacion con la ICso del control positivo, nifedipino. EEM: error estandar
de la media; ICso: concentracion inhibitoria 50; Rmax: respuesta maxima, * diferente nifedipino vs compuestos;
p<0.0001.
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VI11.7 Estudio del mecanismo de accién del carvacrol.

Se evalu6é la combinacion de carvacrol con los diferentes bloqueadores analizandolos
mediante un ANOVA de una via, para sugerir el posible mecanismo de accion. La figura 20
muestra que las combinaciones de carvacrol con los blogueadores cimetidina, biguanida,
metformina, L-NAME, propranolol, TEA, 4-AP, glibenclamida, glipizida y ODQ los cuales

fueron comparados con el vehiculo para observar la modificacion del efecto del carvacrol.

Los bloqueadores en los que se observo una modificacion significativa, inhibiendo maés la
contraccion comparado con el porcentaje de inhibicién del carvacrol, fueron biguanida
(Xx=78.8, DE+3.52), TEA (X=74.28, DE+1.78) y 4-AP (Xx=70.72, DE+ 2.27) lo que propone
un efecto sinérgico con el carvacrol. Ninguno de los blogueadores inhibe mas la contraccién
de manera estadisticamente significativa comparado con el porcentaje de inhibicion del

carvacrol.
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Figura 20. Efecto de los diferentes bloqueadores sobre el efecto relajante del
carvacrol.

Se muestran los vehiculos utilizados (VEH), el efecto individual del carvacrol y los
bloqueadores cimetidina, biguanida, fenformina, L-NAME, propranolol, TEA, 4-P,
glibenclamida, glipizida y ODQ. **** p=<0.05, n=6, datos obtenidos mediante un analisis
de varianza ANOVA, seguido de una prueba de comparacion multiple Dunnett, las lineas
verticales indican el EEM.



VI11.8 Estudio del mecanismo de accion de la indometacina.

Para conocer otros posibles mecanismos de la indometacina en las contracciones
electromecanicas, se evalud la combinacion de indometacina con bloqueadores diferentes y
especificos. La figura 23 muestra que las combinaciones de indometacina con los compuestos
cimetidina, biguanida, fenformina, L-NAME, propanolol, TEA, 4-AP, glibenclamida y
glipizida.

Los blogueadores que presentaron modificaciones significativas, inhibiendo en menor
porcentaje la contraccion junto con el carvacrol fueron cimetidina (X= 45.22 DE+ 3.38),
metformina (X= 35.26 DE+ 2.08) y L-NAME (X= 43.28 DE+ 2.25) comparadas con el efecto
individual de la indometacina proponiendo el mecanismo de accion como blogueador de
receptores de histamina Hz, bloqueador de canales de K* y bloqueador de la sintesis de 6xido
nitrico; la modificacion significativa inhibiendo en mayor porcentaje la contraccion fueron
biguanida (X= 76.10 DE+ 6.15) y propranolol (X=59.63 DE+ 1.75)comparadas con el efecto
individual de la indometacina, al efecto de la indometacina fueron biguanida observando un

efecto sinérgico con el carvacrol.
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Figura 21. Efecto de los diferentes bloqueadores sobre el efecto relajante de la
indometacina.
Se muestran los vehiculos utilizados (VEH), el efecto individual del carvacrol y los
bloqueadores cimetidina, biguanida, fenformina, L-NAME, propranolol, TEA, 4-P,
glibenclamida, glipizida y ODQ. * p=<0.05, *** p=<0.001, n=6, datos obtenidos mediante
un analisis de varianza ANOVA, seguido de una prueba de comparacién multiple Dunnett,

las lineas verticales indican el EEM.
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VIII.

DISCUSION

El utero gestante y no gestante tiene una naturaleza contractil cuya funcion es la expulsién

de los anexos y, en caso de ser gestante, la expulsion del producto (47).

El parto pretérmino constituye una probleméatica mundial importante, puesto que los
supervivientes suelen presentar secuelas que les impiden el dptimo desarrollo psicosocial
(17) es por eso que la terapéutica para lograr la gestacion completa se encuentra en constante

investigacion y desarrollo.

El tratamiento debe tener la capacidad de inhibir las contracciones efectivas del trabajo de
parto, asi como tener los menores efectos adversos posibles siendo seguro para la madre y
para el producto. Los farmacos disponibles actualmente son los bloqueadores de receptores
de oxitocina (atosiban) (48,49) y los AINEs (indometacina) (24) siendo éstos los mas seguros
para el binomio. La indometacina es un analgésico antiinflamatorio no esteroideo que inhibe
la actividad de la COX-1 y COX-2, disminuyendo la produccién de prostaglandinas con lo
cual se regulan las contracciones uterinas. La indometacina prolonga el embarazo poco mas
de 48h, sin embargo, presenta complicaciones tales como como leucomalacia periventricular,
enterocolitis necrotizante, displasia broncopulmonar, cierre prematuro del conducto arterioso
y oligohidramnios. Los bloqueadores de canales de Ca2*, como el nifedipino, actlian como
tocoliticos mediante la inhibicidn de la entrada de calcio a la célula e inhibiendo el aumento
de calcio intracelular proveniente del RSP; los efectos adversos de los blogueadores de
canales de calcio mas comunes son hipotension y taquicardia materna y al combinarlo con
magnesio los efectos adversos se potencializan debido a la interaccidn que se manifiesta entre

ambos medicamentos, tales como blogueo neuromuscular y colapso cardiovascular (50,51).
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VI1I1.1 De manera dependiente de concentracion, el carvacrol inhibe las contracciones

fasicas espontaneas en Utero aislado de rata gestante.

El presente estudio mostro la inhibicion de la contraccion fasica espontanea del musculo
uterino aislado de rata gestante de manera dependiente de concentracion, siendo éste el
primero en realizarse. Los resultados son consistentes con los obtenidos en diferentes
musculos lisos, tales como anillos adrticos mesenterio e ileon de rata y traquea de cobayo
donde el efecto relajante es significativo y, de igual manera, dependiente de concentracion
sugiriendo que actla directa o indirectamente para inhibir la entrada de Ca?* a la célulay

por lo tanto inhibiendo la contraccién (52-56).

VI111.2 Indometacina y Carvacrol de manera individual inhiben la contraccion ténica

inducida con K+ en forma dependiente de la concentracion.
VIIL2.1 Carvacrol

Bajo las condiciones experimentales de este estudio, la contraccion se indujo electro
mecanicamente con estimulo de KCI mL con Ca?* lo que provoco la despolarizacion de la
membrana del miocito y, por lo tanto, la apertura de los canales de Ca?* tipo L que participan
en la contraccién ténica sostenida (57). El carvacrol demostré la capacidad de inhibir la
contraccion inducida de manera dependiente de concentraciéon (3uM-230uM), se observo
también que el carvacrol fue capaz de inhibir al 100% la contraccion en su concentracion
maés alta (Rmax= 100%) estos hallazgos concuerdan con el estudio realizado en trdquea aislada
de cobayo y aorta de rata los cuales mostraron relajacion del masculo liso de manera
dependiente de la dosis administrada al tejido (28,29). En un estudio realizado por Peixoto-
Neves se muestra una ICso= 78.80 £ 11.91uM (55) muy parecida a la encontrada en este
estudio I1Cs0=64.62, se observa asi que el carvacrol presenta efecto Utero relajante mediante
un mecanismo alterno a la inhibicion de COX-1 y COX-2 (28) ya que la contraccién
sostenida depende de la entrada de Ca?* a la célula, se puede afirmar que la inhibicion, en

esta contraccion, es compatible con el efecto bloqueante de la entrada de Ca?*.
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VIIIl.2.2 Indometacina

Antiinflamatorio no esteroideo, cominmente usado como antipirético, antiinflamatorio y
analgeésico (33), la indometacina se utiliza como Utero relajante de primera linea a partir de
las 32 SDG con el objetivo de prolongar el embarazo al menos 48 h, sin embargo, dada su
efectividad, la indometacina logra prolongarlo hasta 7 dias (3,26). EI mecanismo de accién
descrito en la tocolisis consiste en la inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas, las cuales

participan en el incremento de Ca?* intracelular (25).

Bajo las mismas condiciones experimentales descritas previamente, se observo que la
indometacina tiene la capacidad de inhibir las contracciones de manera dependiente de
concentracion (3 UM — 420 uM) tal como lo describe Sawdy R. et al. en el estudio en el cual,
en miometrio humano aislado se observa inhibicién de la contraccion dependiente de
concentracion, en este caso con significancia a partir de concentraciones altas (100 uM) (58),
asi mismo, Baumbach J. et al. demuestra una inhibicion de la contraccion de un 10 a 30%
dependiente de concentracion en Utero humano aislado (59) en la presente investigacion hubo
resultados significativos desde concentraciones menores (23 pM) en comparacion con un
estudio que muestra resultados significativos a partir una concentracion de 100 UM en Utero

humano (58), esto puede deberse al mantenimiento del tejido uterino in vitro.

VI11.3 Efecto Utero relajante de la indometacina y el carvacrol sobre la contraccion fésica

inducida con oxitocina.

La oxitocina es una hormona neurohipofisiaria que tiene un papel importante durante el parto
induciendo las contracciones y posparto para excretar leche de las glandulas mamarias. En el
musculo la oxitocina tiene un receptor especifico en la membrana del miocito, este receptor
es de la familia de las proteinas G transmembranales. La oxitocina activa la hidrdlisis
mediada por fosfolipasa C creando segundos mensajeros (IP3), aumentando el

Ca?*intracelular e iniciando asi la contraccion uterina. (60)

58



VIII.2.3 Carvacrol

Se estimul6 el tejido uterino aislado de rata gestante con oxitocina con el propésito de inducir
contracciones fasicas, las cuales simularian el trabajo de parto. Se decidio utilizar el tejido
con estas caracteristicas puesto que se sabe que la expresion de los receptores de oxitocina
aumentan conforme avanza la gestacion (60), encontrandose activos para cuando se realiz

el experimento.

El carvacrol mostr6 una inhibicion de la contraccion de manera dependiente de
concentracion, encontrando significancia a partir de 23 puM con un promedio de 15.4% de
inhibicion y el 100% de inhibicion se alcanzé con una concentracion de 230 uM, en
comparacion con el estudio realizado por Lorente et al. en el cual las contracciones fueron

inhibidas dependientes de la concentracién (61).
VIIL.2.4 Indometacina

La induccion farmaco mecanica de las contracciones con oxitocina y su posterior
administracion de indometacina dio como resultado una inhibicion de la contraccion
significativa con contracciones bajas de 30 UM hasta 560 UM, en tales casos alcanzaron una
inhibicion del 21.47% al 92.65% respectivamente, lo cual concuerda con el estudio realizado
en utero humano donde se observa una inhibicién dependiente de concentracion, en este
estudio se obtuvieron significancias con concentraciones que van de 8.06 a 45.08 puM
alcanzando el 95% de inhibicion (62). En otro estudio realizado por Engstrom, se probo la
indometacina en tiras uterinas aisladas de rata estrogenizada, mostrando también la
inhibicion de la contraccion dependiente de concentracion (63), aunque en este caso la

expresion de los receptores de oxitocina no fue la éptima puesto que el Gtero no era gestante.
VI1I1.4 El efecto Gtero relajante de la indometacina es mas potente que el del carvacrol.

Al hacer una comparacion entre los parametros farmacologicos de la indometacina y el
carvacrol y compararlos con el control (nifedipino) el cual fue utilizado porque es un

bloqueador de canales de Ca?* (45,46) y que permite inhibir la contraccion con dosis
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minimas, es decir es muy potente y efectivo, pero no se utiliza de manera comun en la

terapéutica por los efectos adversos que presenta.

Se observa que la indometacina es mas potente que el carvacrol puesto que con una
concentracion menor se obtienen resultados significativos, en comparacion, el carvacrol
mostré ser mas efectivo puesto que con una concentracién menor inhibe al 100% la

contraccion y su ICso es menor a la de la indometacina.

La potencia y efectividad de la indometacina se ha comprobado ya al punto de ser ésta de las
primeras lineas terapéuticas (3,39). Es importante mencionar que no se han realizado estudios

que comparen la potencia y efectividad del carvacrol contra algun control como el nifedipino.
VI11.5 Mecanismo de accion del carvacrol e indometacina.

Para intentar dilucidar el mecanismo de accién del carvacrol e indometacina, ademas del ya
descrito por la literatura como inhibidor de COX (29) se probaron ante diferentes
bloqueadores los cuales deben actuar sobre receptores, canales o enzimas del tejido uterino

aislado.

Se incubaron los diferentes bloqueadores hasta alcanzar un periodo de estabilizacion del
tejido para la posterior adicion del farmaco a evaluar lo cual permitié observar si se
modificaba el efecto, con base en esto se puede afirmar si disminuye el efecto del bloqueador

ante el farmaco entonces dicho farmaco esta actuando por ese mecanismo de accion.

De acuerdo a los resultados, el efecto Utero relajante del carvacrol se vio afectado por los
bloqueadores biguanida, TEA y 4-AP, esto sefiala que el mecanismo de accion del carvacrol
puede deberse en parte al bloqueo los canales de K dependientes de ATP y los dependientes

de voltaje y bloqueador de canales de Ca?".

El tejido uterino aislado de rata gestante responde a la estimulacion ténica sostenida cuando
se incuba con ringer de KCL con Ca?* y baja paulatinamente cuando se incuba con ringer de
KCL sin Ca?*, lo que sugiere que esta respuesta pueda deberse a la inhibicion de los canales

de Ca?*(57). En otro estudio donde se utiliz6 masculo liso de rata (aorta) donde la membrana
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era despolarizada con K* de forma dependiente de concentracion se observd que el

mecanismo de accion del carvacrol se debe también al bloqueo de canales de Ca?*.

Al igual gue el carvacrol, el efecto espasmolitico de la indometacina se vio afectado por los
bloqueadores cimetidina, metformina, L-NAME, biguanida y propranolol. Ante cimetidina,
metformina y L-NAME se observa una menor inhibicién de la contraccidn, lo que propone
un mecanismo de accion como blogueador de receptores de histamina Ha, blogueador de
canales de K*, bloqueador de la sintesis de 6xido nitrico y bloqueador de canales de Ca?*; la
inhibicion de la contraccion en mayor porcentaje fue por biguanida y propranolol, lo que

sugiere un efecto sinérgico con el carvacrol.

Existe el antecedente donde Saadat expone a la indometacina ante los bloqueadores
glibenclamida, L-NAME, y cimetidina, (64) donde en traquea de rata, se observan
modificaciones en el efecto inducido por indometacina, cabe mencionar que la contraccion
en este estudio fue inducida con KCL 60mM, demostrando que el mecanismo de accién
adjunto al ya descrito por la literatura puede ser bloqueador de los receptores a histamina Hy
(65), bloqueador de canales de K™ dependientes de ATP y de voltaje y como blogueador de
la sintesis de Oxido nitrico (65,66). Huang (67) sugiere el mecanismo de bloqueo de canales
de Ca?* al exponer a la indometacina ante ODQ en anillos adrticos aislados de rata pero en
la presente investigacion no se observd modificacion significativa del efecto, esto tal vez
pueda deberse que, aunque ambos musculos son lisos, uno depende en su mayoria de los
impulsos eléctricos que de los hormonales, como lo es el musculo liso uterino, sobre todo el

gestante.
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IX.

X.

CONCLUSION

Tanto el carvacrol como la indometacina tienen un efecto Utero relajante dependiente de
concentracion. De manera individual la biguanida, TEA y 4-AP modifican de manera
estadisticamente significativa el efecto probado del carvacrol lo que sugiere un efecto

sinérgico al inhibir en mayor porcentaje la contraccion.

La indometacina, de manera individual presenta un efecto sinérgico con la biguanida y el
propranolol y un menor porcentaje de inhibicién de la contraccion con cimetidina,
metformina y L-NAME por lo que se encuentran los mecanismos de accion blogueador de
receptores de histamina Hz, canales de K dependientes de ATP y bloqueador de la sintesis de
6xido nitrico, ademas del ya descrito para ambos por la literatura, la inhibicion de la COX 1

y 2 y bloqueador de canales de Ca?*.

Se sabe que el carvacrol posee propiedades antibioticas, antivirales y antiinflamatorias, con
lo cual el arresto del trabajo de parto puede ser mas efectivo e incluso llevar a término el
embarazo, también se sabe que tiene propiedades neuroprotectoras las cuales podrian
prevenir las complicaciones del neonato pre término y para la madre ofreciendo menores
efectos adversos. La presente investigacion demostro el efecto GUtero relajante del carvacrol
in vitro y comparado con la indometacina es tan potente como efectivo por lo que puede este

perfilarse como farmaco tocolitico ofreciendo seguridad y efectividad al binomio.

PERSPECTIVAS

Para corroborar el efecto inhibitorio del carvacrol a través de los canales i6nicos u otros
mecanismos se requeriria realizar estudio utilizando técnica patch clamp. Para evaluar la
seguridad de estos farmacos se necesitan realizar pruebas en modelos de Utero humano
gestante aislado, asi como la combinacion de ambos farmacos con el objetivo de determinar
si existe sinergia o0 antagonismo Yy, posteriormente disefiar e implementar un modelo humano

in vivo.
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XIl.

ANEXOS

Se mencionan a continuacién los documentos que fueron requeridos para la realizacion de la

presente tesis, asi como el articulo producto.

X11.1 Articulo: Tocolytic effect of the monoterptenic phenol isomer, Carvacrol, on the

pregnant rat uterus, en la revista Chinese Journal of Physiology, septiembre-octubre

2020.

Original Article

Tocolytic Effect of the Monoterpenic Phenol Isomer, Carvacrol,
on the Pregnant Rat Uterus

Victor Manuel Mufioz-Pérez'*, Mario I. Ortiz'*, Lilian S. Gerardo-Mufioz', Raquel Carifio-Cortés', Andrés Salas-Casas?

'Department of Pharmacology, Academic Area of Medicine, Institute of Health Sciences, Autonomous University of the State of Hidalgo, México, Department of
Geriatrics, Academic Area of Gerontology, Institute of Health Sciences, Autonomous University of the State of Hidalgo, México

Despite the wide application of carvacrol (CAR) in different biological and medical areas, there is still insufficient electrophysiological data on
the mechanisms ofaction of CAR, particularly in the pregnant uterine function. The aim of this study was to evaluate the 1n vifro tocolytic effect
of CAR on the contractility of isolated pregnant rat uterus in the presence of a calcium channel antagonist (nifedipine) and a cyclooxygenase
inhibitor (indomethacin). The uteri were isolated from pregnant Wistar rats at 16-18 days of pregnancy and suspended in an isolated organ
bath chamber ining a Ringer’s physiological solution and aerated with 95% O, and 5% CO,. Samples were used in functional tests
to evaluate the inhibitory effect of CAR at increasing concentrations on the rl))mllﬁc spontaneous, oxytocin-induced phasic, K*-induced
tonic, and Ca’*-induced contractions. The differences in inhibitory concentration-50 and E__ among the compounds were determined using
the one-way ANOVA followed by a post hoc Student-Newman-Keuls or Bonferroni test, in all cases P < 0.05 was considered statistically
significant. Nifedipine was used as positive controls where required. CAR caused a signi ion-depend hibition of the
uterine contractions induced by the pharmaco- and electro-mechanic stimuli. We showed that the inhibitory effects of CAR depends on the
type of muscle contraction stimuli, and that it acts stronger in spontaneous rhythmic activity and in contractions of isolated rat uterus induced
by Ca*. Nifedipine was more potent than CAR and indomethacin on the uterine contractility (P < 0.05), but none of them was more effective
than nifedipine. Therefore, the tocolytic effect induced by CAR was associated with the blockade of the calcium channels in the pregnant
rat uterus. This property placed CAR as a potentially safe and effective adjuvant agent in cases of preterm labor, an area of pharmacological
treatment that requires urgent improvement.

Keywords: Calcium channels, carvacrol, pregnancy, preterm labor, tocolytic

INTRODUCTION calcium channels, reducing the number of some inflammatory
mediators, and increasing the intracellular concentrations of
some second messengers related to the uterine relaxation
mechanisms.”® Despite the availability of several tocolytic
drugs that can inhibit the premature uterine contractions, the

Pre-term birth (PTB) is one of the main clinical problems in
gynecological and obstetrical practice. The most common
causes include infections and chronic conditions such as
diabetes and high blood pressure, among others." Tocolytics
are also known as anti-contraction medications or labor
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combinacién con Indometacina y Atosiban en ttero gestante
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RESULTADO
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La alumna de maestria M. C. Lilian Scarlet Gerardo Mufioz deber4 tomar el curso sobre manejo y cuidados de
animales de laboratorio, con la intencién de homologar criterios.

FECHA DE REVISION RESULTADO SI | NO | OBSERVACIONES
2 de noviembre del 2018 APROBADO X
FECHA DE APROBACION: NEGADO

Los animales saldran del bioterio a los dias
17, 18 y 19 de gestacion, para ser

- PROPUESTAS sacrificados en el laboratorio.
06 de diciembre del 2018 0 CAMBIO i

CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES QUE SE PROPORCIONARAN:

| 90 ratas Wistar hembras, de 17 a 19 semanas de gestaci6n, peso de 180 a200 gr. Se proporcionarén 2 ratas por
| semana.
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PRESIDENTE DEL CIECUAL
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“Efecto espasmolitico y mecanismo de accién del Carvacrol y su combinacién con Indometacina y
Atosiban en ttero gestante asilado de rata Wistar”, éste ha sido Aproado, por lo que queda registrado

con el Folio CIECUAL/005/2018.

Sin més otro particular, aprovechamos la ocasion desearle el mejor de los éxitos en su proyecto.
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PRESIDENTE DEL CIECUAL

71



X11.3 Constancia de curso “Manejo de animales de Bioterio”, enero 2019.
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