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I. Antecedentes cientificos

El parto pre término se define como la expulsién del producto del organismo
materno de 28 semanas a menos de 37 semanas de gestacion (determinado a
partir del primer dia de la tltima menstruacion o por estimacion de la edad fetal por
ultrasonido)!. Para realizar el diagndéstico, es necesario que se presenten
contracciones uterinas regulares y cambios en el cuello del Utero. La etiopatogenia
de parto pre término abarca los siguientes procesos: infeccion, isquemia utero
placentaria, trastornos hormonales, distension uterina excesiva, y la incompetencia
cervical. La inflamacion es el proceso basico patogénico de parto pre término.
Numerosos trabajos muestran evidencia de la relacion entre los diversos
mecanismos, la activacion de un proceso inflamatorio y el parto pretérmino.2>

El parto pre término es un problema no solo obstétrico sino también neonatal, ya
gue se asocia con un alto indice de problemas para el recién nacido, incluyendo la
muerte del mismo.67 El parto pre término aparece en el 5-10% de todos los
embarazos.! El parto pre término: Se define como el parto que se produce entre
las 28 y menos de las 37 semanas de embarazo.! El parto con producto inmaduro,
es el parto que ocurre entre las 21 y las 27 semanas de embarazo (NOM 007,
1993)!. El aborto se define como la expulsién del producto de la concepcién de
menos de 500 gramos de peso o hasta 20 semanas de gestacién.! La amenaza
de parto pre término: Es la aparicion de contracciones uterinas propias del trabajo
de parto en pacientes con membranas integras entre las 28 y menor de las 37
semanas de embarazo, con pocas modificaciones del cuello uterino.1-3.8-13

El parto pre término continda siendo una de las complicaciones mas frecuentes en

la obstetricia, a pesar de los grandes avances de la medicina moderna, por lo que
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constituye un reto y punto de atencion continua para el obstetra. Los avances en
los cuidados prenatales durante las ultimas décadas en paises desarrollados, en
especial en la deteccion del "embarazo de alto riesgo”, han permitido disminuir la
morbilidad perinatal, sin embargo es poco lo que se ha logrado disminuir la
frecuencia de prematurez. La identificacion oportuna de factores de riesgo de
parto prematuro es imprescindible para instituir un tratamiento adecuado y asi
poder entregar al pediatra productos de mayor madurez y peso, y a la madre un
bebé sano, como es el objetivo final de la obstetricia.2-3.8-13

Las principales causas de acortamiento de la duracion del embarazo (partos de
pre término), y que estan fuertemente asociadas a los tres grandes factores
ambientales, socioeconémicos y educacionales son: 2-3.8-13

a) Desnutricion (materno fetal). Desnutricion: se relaciona frecuentemente con
déficit de aporte proteico de menos de 50 g diarios. Lo mismo se menciona en
anemia menor de 11 g.

b) la infeccién (materna, ovular, fetal, neonatal).

c) El embarazo mdltiple.

d) La rotura prematura de las membranas.

e) La prematurez iatrogénica por induccién o por cesarea anticipada.

f) La hipertension cronica o inducida por el embarazo.

G )EI Poli hidramnios.

h) El esfuerzo fisico y el estrés psiquico.

i) Las alteraciones utero cervicales (malformaciones, miomas, incompetencia
istmico cervical).

j) Defectos congénitos.



k) Condicion socioecondmica deficiente, que esta estrechamente relacionada con
desnutricion.

[) Falta de asistencia prenatal especializada

m) Trabajo profesional fatigante o de esfuerzos importantes.

n) Embarazo no deseado

i) Madre soltera.

0) Edad de la madre (menores de 20 y mayores de 30 afios).

p)Talla materna; frecuente en pacientes con talla menor de 1.50 m.

q) Paridad: relativamente mas frecuente en primigestas.

r) Intervalo intergenésico: menores de dos afios.

s) Peso menor antes del embarazo: menor de 45 kg.

t) Habito alcohdlico y tabaquismo: se ha visto que la hipoxemia condiciona
placentas pequefias, desprendimiento de placenta, ruptura prematura de
membranas. Lo mismo se ha visto en grandes consumidores de café y adictas a
narcoticos.

u) Partos prematuros repetidos: se ha observado que cuando hay uno o mas
partos prematuros y mas de un aborto, se llegan a presentar nuevos partos
prematuros hasta en un 18 %.

v) Enfermedades maternas: aqui se incluyen todos los padecimientos que
complican la gestacion, y que como resultado dan una insuficiencia placentaria
gue conduce a hipoxia fetal cronica y un menor aporte de nutrientes necesarios
para el desarrollo normal del feto, y que en algunos casos imposibilitan llevar a

término la gestacion por indicacion meédica precisa como Unico medio de



salvaguardar la vida a la madre y/o al producto. En este grupo estan los factores

de complicaciones obstétricas mencionadas en el primer grupo.?-3.8-13

I.1 Manejo de la amenaza de parto pre término

Se debe realizar un examen genital completo. Colocar a la paciente en reposo en
decubito lateral en ambiente aislado y tranquilo. Se inicia colocacion de solucion
salina endovenosa a razon de 100 ml/hora .La rapida expansion intra vascular

puede disminuir las contracciones en un Utero irritable.?

Ritodrine

La indicacion del uso de Ritodrine (u otro betamimético) esta limitada al manejo de
un parto pre término sin otras complicaciones entre 28 y 37 semanas. La
bibliografia sugiere que se reduce el nimero de partos en las primeras 48 horas
desde el comienzo del tratamiento pero no se observo reduccion en las reacciones
adversas y la mortalidad perinatal. 14 - 16 Sin embargo, es el tiempo suficiente para
administrar corticoides o derivar a un centro de mayor complejidad. Se deben
seguirlas estrictas normas de administracion y dosis para evitar efectos adversos,
incluidos edema pulmonar e isquemia de miocardio.14151 | a dosis recomendada
es de 50 pg/min en solucion de dextrosa al 5% incrementando cada 20 minutos
(se suspende ante la aparicion de efectos secundarios como taquicardia,
hiperglucemia, disnea, erupcion cutanea, entre otros) hasta que se obtiene la
guiescencia uterina, con una infusibn maxima de 350 pg/min. Una vez que las
contracciones han sido inhibidas, la infusion es mantenida por 60 minutos y luego

comienza la disminucion a razon de 50 yg cada 30 minutos hasta que se obtiene
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el nivel méas bajo (50 pug/min). La infusion es mantenida por 12 h repitiéndose el

proceso si reaparecieran las contracciones.14- 17

Terbutalina

No esta aprobada por la FDA para su uso especifico en amenaza de parto pre
término, pero existe significativa evidencia de su seguridad y eficacia.l® 21 La
infusion IV comienza generalmente con 2.5 a 5 yg/min y se incrementa 5 yg cada
20 minutos hasta un maximo de 25 uyg/min. Una vez que las contracciones han
sido inhibidas, el goteo se mantiene 60 minutos y luego se comienza la reduccion
de la dosis en 2.5 pg/min cada 30 minutos hasta que se establezca la menor dosis

efectiva. Esta dosis es mantenida porl2 horas.18-21

Nifedipina

Es un bloqueador de los canales de calcio mas comunmente utilizado en tocolisis.
Actla por disminucion del calcio intracelular. Se administra por via oral y
rapidamente es absorbido por la mucosa gastrointestinal. La concentracion
plasméatica maxima ocurre entre los 15 y 90 minutos después de su
administracion. La vida media de la nifedipina es de 81 minutos y la duracion de su
accion es de alrededor de 6 horas. Un régimen recomendado para el tratamiento
de la amenaza de parto prematuro es administrar oralmente 10 mg cada 20
minutos 4 dosis, seguida de 20 mg via oral cada 4-8 h.22 En un meta-analisis que
comparo el efecto tocolitico de la nifedipina vs. agonistas beta adrenérgicos,

Tsatsarisy col.23



Concluyeron que la nifedipina era mas efectiva que los beta-agonistas en retrasar
el nacimiento pre término mas alld de las 48 h. El tratamiento debié ser
interrumpido  menos frecuentemente a causa de efectos secundarios,
observandose menor tasa de sindrome de dificultad respiratoria en el recién

nacido y menor internacién en unidades de cuidado intensivo neonatal.23

Atosiban

Es un antagonista de receptores de oxitocina. La ventaja de Atosiban es que tiene
efecto altamente érgano-especifico, su efectividad ha sido similar a nifedipina o a
agonistas beta adrenérgicos, y se ha encontrado que sus efectos colaterales son
minimos.?* 25Se administra en forma de bolo IV de 6.75 mg seguido
inmediatamente por 300 pg/min en infusion IV por 3 horas y luego 100 ug/min por
mas de 45 h.2*En un estudio realizado por Romero et al.2* asigné al azar a mujeres
embarazadas con trabajo de parto prematuro para recibir Atosiban (n = 246, un
bolo de 6.75 mg seguido por una dosis de mantenimiento de 100 a 300 mg/min
durante 1 a 48 horas, luego continuaron con 30 mg/min hasta las 36 semanas) o
un placebo (n = 255). En general, el grupo de mujeres que duraron mas tiempo sin
trabajo de parto y que no recibieron otro farmaco tocolitico fue el grupo que recibio

Atosiban (p <0.01).



Donadores de oxido nitrico

La nitroglicerina activa el monofosfato de guanosinaciclico que resulta en una
disminucion del calcio libre intracelular con la consecuente disminucién de la
contractilidad miometral. El régimen trans dérmico consiste en un parche de 10 mg
de trinitrato de glicerol aplicado sobre la piel del abdomen. Si después de 1 hora
no se observa reduccién en la frecuencia de la contraccion, se aplica un parche

adicional y se remueve a las 24 horas.?6-28

Sulfato de magnesio

Actuaria por inhibicion competitiva de calcio. Administracion via 1V, IM y oral. La
recomendacion consiste en una dosis inicial de 6 g IV en 20 minutos seguido por
infusion continua de 3 a 4 g/ hora. La toxicidad materna puede ser evaluada por
medios clinicos (hiporreflexia, disminucibn de la frecuencia respiratoria,
disminucion de la diuresis) y por evaluacion de concentraciones séricas de

magnesio. En caso de intoxicacion debe utilizarse gluconato de calcio (1 g IV).27-29

Indometacina

Es un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas. Puede ser administrada por via
oral o rectal, 50 a 100 mg. Seguida por 25 mg cada 4 a 6 horas, durante un lapso
no mayor a 48 h. Se usa en pacientes con falta de respuesta al tratamiento -
mimeético, cuya ecografia actualizada haya demostrado un volumen normal de
liquido amnidtico y en amenorreas menores a las 32 semanas. Se debera realizar
ecocardiograma fetal. Solo la indometacina mostré disminucion de la tasa de

prematuros.30- 35



1.2 Inhibidores de fosfodiesterasas y relajacion de musculo liso uterino

El AMP ciclico es un segundo mensajero intracelular que se difunde, lo que influye
en muchos acontecimientos fisiologicos, como la activacion de proteina quinasas,
transporte de calcio y regulacion de la activacion de genes. Su funcion en la
relajacion del musculo liso uterino y otros tipos de musculo liso, se cree que es a
través de la inhibicion de la movilizacion de calcio y el aparato contractil®®, a través
de la activacion de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PQA), que fosforila
proteinas diana, como la quinasa de la cadena ligera de la miosina (QCLM)3" y la
fosfolipasa C (PLC) (figura 1).38 Sin embargo, la identificaciéon de los sustratos de
la PQAen miometrio humano es un area dificil de investigacion y se requiere mas
informacion antes de que el mecanismo de relajacion de los nucleétidos ciclicos se
entienda del todo bien.

La adenililciclasa (AC) cataliza la conversion de ATP a AMPc en respuesta a las
acciones de hormonas y medicamentos que actlan sobre receptores de la
superficie celular acoplados a proteinas G. El AMPc sintetizado se hidroliza por
una familia de fosfodiesterasas de nucledétidos ciclicos (PDE). La actividad de la
AC en el miometrio es inducida por los agonistas enddgenos (catecolaminas,
prostaglandinas, etc.) que actlan a través de receptores acoplados a proteinas
Gs, por ejemplo los receptores 2-adrenérgicos o los receptores a prostaglandina
E2.39

La AC activada elimina una molécula de pirofosfato de ATP para convertir al AMPc
y lo libera en el citoplasma. El AMPc activa a la PQA al unirse a su subunidades

cataliticas. Cambios espaciales y temporales en los niveles de AMPc se pueden
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traducir en respuestas compartimentadas por las proteinas PQA, que también se
unen a otras proteino quinasas y a las isoformas de PDE para regular una
variedad de actividades, incluyendo la fosforilacion de retroalimentacion de la
sefializacion de la AC.%0 La concentracion de AMPc se reduce rapidamente por
hidrdlisis por las PDE. Regulacion de PDE, especialmente la isoforma PDE4 (la
isoforma méas abundante en el miometrio), es una atractiva area de estudio debido
a su potencial como un nuevo objetivo para la tocolisis. Varias formas largas de
PDE4 estan implicadas en la rapida sefalizacion del AMPc, a través de la
activacion de PQA por fosforilacion en dominios conservados, mientras que las
formas cortas de PDE4 estan asociadas con respuestas a largo plazo del AMPc,
como la transcripcion de genes. Por otra parte, la prostaglandina E2 regula la
actividad de PDE, mediante la induccion de la sintesis de las isoformas cortas de

PDE4 corto.41

Figura 1. Mecanismo de accion de los inhibidores de la fosfodiesterasa.

— [cl [C]
Fosfod Fosforilar
i Le)
< QacLm
[l

Inhibidores de BELAJACION DE
fosfodiesterasas MUSCULO UTERINO

Gs= receptor acoplado a una proteina Gs. AC=adenililciclasa. PQA= proteina quinasa A. C= unidad catalitica de la PQC.
QCLM= Quinasa de la cadena ligera de la miosina.
Fuente: Yuan W, Lépez Bernal A. Cyclic AMP signalling pathways in the regulation of uterine relaxation. BMC

Pregnancy Childbirth. 2007; 7: S10.



1.3 Adenililciclasas y sus reguladores

La AC es una familia de enzimas diferentes implicadas en la sintesis de AMPc. El
nacleo catalitico de la AC de mamiferos consta de un heterodimeroseudo-
simétricocompuesto de 2 regiones o subunidades citosdlicas, conocidas como Cia
y C2a, @ las que se puede unir la proteina Gs y el ATP. Todas las isoformas de AC
son activados por la subunidad a de la proteina Gs (Gas) y la mayoria son
activadas directamente por el diterpeno forskolina, que es una herramienta (util
para los estudios funcionales.*243 Las subunidades Cia Y C2a Solas son suficientes
para la generacion de AMPc.44. 45

Hasta ahora, nueve isoformas de mamiferos de la AC han sido identificados y
asignados a cada uno de los cuatro subgrupos, de acuerdo con sus modos de
regulacion.*? 46Todas las isoformas son activadas por Gas, uniéndose inicialmente
a una region hidrofébica con carga negativa en un dominio de la subunidad C2a.43
Debido a que el sitio de interaccion de Gas con AC esta lejos al sitio catalitico, se
ha sugerido que el mecanismo mas probable para la activacién por Gas implica
una modulacién de la estructura del sitio activo por la induccion de un cambio
conformacional. Todas las ACs, excepto la isoforma AC9, que carece de residuos
de serina y leucina, pueden ser activadas por forskolina, que se une en una grieta
hidrofébica estrecha entre las subunidades Cia y Coa.#’Forskolina produce la
activacion de la ACs, incluso en ausencia de una proteina G funcional, por tanto,

es por una accion directa sobre la subunidad catalitica de la enzima.48: 49,50

Las respuestas de ACs a otros moduladores pueden ser muy diferentes. Por

ejemplo, las ciclasas del grupo 1 ciclasas (AC1, AC3, y AC8) son estimuladas por
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calcio/calmodulina (Ca?*-CALM) y por PQA, pero son inhibidas por las
subunidades a de las proteinas Gio Yy también por las subunidades By (GBy) de la
proteina G. En contraste, ciclasas del grupo 2 (AC2, AC4 y ACY7) se activan
mediante la subunidad GBy y son insensibles al Ca2*-CALM.%! Las ciclasas del
grupo 3 (AC5 y AC6) son similares a los del Grupo 1, en que son inhibidas por
Guino Y Ggy, pero también son inhibidas por la proteina G inhibitoria Gaz insensible
a la toxina pertussis, por bajas concentraciones de calcio, y por la fosforilacion del
residuo Ser647 de la PQA.>2La AC9 pertenece a un grupo separado, ya que es
insensible a calcio 0 Gai/Ggy, pero es inhibida por la fosfatasa de calcineurina.>3
Los efectos de la proteina quinasa C (PQC) en la AC son muy complejos y
guardan relacion de acuerdo al grupo. Por ejemplo, la fosforilacion por PQC
aumenta las actividades de AC2 y AC7 (Grupo 2), asi como la AC5 (Grupo 3). Por
otro lado, la fosforilacién por la PQC reduce las actividades de la AC4 (Grupo 2) y
AC6 (Grupo 3).42:51 En el embarazo hay regulacion al alza de los grupos 2 y grupo
3 en el miometrio®* %%, pero la pregunta de si existen isoformas dominantes de AC
unidas a receptores especificos del miometrio o si existe promiscuidad en el
acoplamiento de complejos de proteinas Ga las isoformas de la AC permanece sin

respuesta.

I.4 Fosfodiesterasas y sus reguladores

Las fosfodiesterasas (PDE) multi-familia de genes de enzimas catalizan la
hidrdlisis de 3 ', 5'-nucledtidos ciclicos, y por lo tanto ocupan una posicidn clave en
la modulacion de los niveles intracelulares de nucleétidos ciclicos.>¢ En el tejido

del miometrio, la actividad de las enzimas PDE se inhibio significativamente

11



durante el embarazo®’ - 5°, probablemente como consecuencia de los niveles de
progesterona altos®’- %8 59, |lo que sugiere que la inhibicion de AMPc-PDE puede
ser parte del mecanismo para la relajacion del miometrio y mantenimiento del
embarazo.

En la actualidad, méas de 14 genes de la PDE han sido clonados en los mamiferos
y 21 productos de los genes han sido identificados. Isoformas de PDE se agrupan
en 11 familias distintas, pero relacionadas (PDE1 a PDE11), de acuerdo con una
homologia de secuencia, la especificidad de sustrato, de la sensibilidad del
inhibidor y la funcion.%. 60 - 62 | 35 jsoformas de estas proteinas comparten un
patron estructural comun: un Carbono terminal, cuya funcion no esta clara;
conserva un nucleo catalitico, lo que determina la especificidad de sustrato y la
sensibilidad del inhibidor, y una divergente N-terminal responsable de la
orientacion de la enzima.56. 60 - 62

Subfamilias de PDE se expresan diferencialmente en los tejidos humanos, y solo
los subtipos PDE1-5 se han detectado en el miometrio humana.5s: 59 63. 64 | os
sustratos para la PDE1 son una mezcla de nucleétidos ciclicos (ya sea AMPc o
GMPc).83 Las isoformas de PDE1 estan claramente reguladas por la PQA y estan
involucrados en la proliferacion celular.6®

PDE2 y PDES5 tienen estructuras similares, ya que ambos contienen sitios de
union alostéricos para GMPc.%6 - 68 a expresion de PDE5 es inhibida por la
hormona gonadotropina coridnica humana en el miometrio humano®®, y alguna
evidencia sugiere que la PDE5 puede jugar un papel en la proliferacion de células
del miometrio y en la regulaciéon de canales de potasio dependientes de GMPc.”0

Las dosis altas de sildenalfil, un inhibidor especifico de la PDE5, relaja el
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miometrio de embarazadas in vitro, pero este efecto es poco probable que sea de
valor tocolitico.”®

PDES3 tiene dos isoformas PDE3A y PDE3B, que contienen un sitio catalitico para
AMPc y GMPc.”? Estudios funcionales sugieren que la PDE3 esta implicada en las
contracciones del musculo liso, la funcion del corazon, la agregacion plaquetaria,
la maduracién de ovocitos y el metabolismo celular.”

La PDE4 es la subfamilia méas importante de las PDEs, consistente de dos
isoformas, una isoforma de PDE4-larga y una PDE4-corta. Ambas clases de
PDEA4s tienen una afinidad mucho mayor para AMPc que para GMPc.”* En células
de miometrio humano, la fuente principal (hasta un 75%) de la actividad de la PDE
es proporcionado por la isoforma PDE4.83 75 Los primeros estudios funcionales de
PDE4 mostraron que la inhibicién especifica con rolipram conduce a la inhibicion
de la contraccion espontanea de tiras de miometrio.63 76 Sin embargo, rolipram
tiene importantes efectos secundarios, especialmente nauseas y vOmitos.
Cilomilast, originalmente disefiado como una nueva terapia para el asma y con
menos efectos secundarios, produce la inhibiciébn dependiente de la concentracion
de las contracciones espontaneas del miometrio.”” Los inhibidores selectivos de
PDE4 disminuyen la incidencia de parto pretérmino inducido por la inflamacion en
ratones.’® Una mejor comprensiéon de la regulacion de las isoformas de PDE4 en
el miometrio de embarazada puede ser un util abordaje para el desarrollo

tocoliticos de alta selectividad en el Utero.”

El papel de AMPc como un mediador importante en la regulacion de la funcion del

miometrio es indiscutible.%®: 58 59Actualmente, se sabe mucho sobre las vias para
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la sintesis de AMPc y su hidrdlisis.*¢: 7° Sin embargo, los mecanismos de accion de
las quinasas asociadas a las células del miometrio no se entienden
completamente.®® 80Se han propuesto varios candidatos como sustratos de la
PQA,en base de estudios realizados en otros tipos de musculo liso.8% 82por este
motivo, se requiere mas investigacion sobre la identificacion de los sustratos
fisiologicos de PQA en miometrio de embarazada y en su regulacion por
fosforilacion, aclarar el papel del AMPc en el mantenimiento del embarazo, y
buscar nuevas moléculas con selectividad en tejido uterino que tengan un

potencial terapéutico.55 83,84

I.5 Analogos de Talidomida

Como se menciono anteriormente, el AMPc es la via de sefializacion que participa
en numerosos procesos y es considerado como el segundo mensajero clasico. El
AMPc es sintetizado de ATP por la adenilato ciclasa y se descompone en AMP por
la accion de una clase de proteina conocida como fosfodiesterasa (PDE). El
aumento de los niveles de AMPc, activa a la PQA, la cual fosforila, entre otras
proteinas a la QCLM. La fosforilacion de la QCLM disminuye la afinidad de esta
proteina por el complejo Ca?*-calmodulina y por lo tanto estabiliza su forma
inactiva. En consecuencia, disminuye la proporcion de miosina fosforilada en el
musculo, y se produce la relajacion uterina.3’- 3855 79 En estos eventos la enzima
fosfodiesterasa (PDE) juega un papel importante en el metabolismo del segundo
mensajero AMPc.*! 79 La PDE degrada el AMPc, dando por terminado el efecto
relajante.#1 7° Desde un punto de vista farmacoldgico, esta relacion, implica que la

especificidad de las PDEs sea una propuesta terapéutica potencial para tratar
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patologias en las que se encuentra implicada la sefializacion de nucleétidos
ciclicos.%8 79 Por lo anterior, el uso de inhibidores de PDE, especialmente
inhibidores selectivos de la isoenzima PDE47% 8, a sido propuesto para el
tratamiento de varias alteraciones patologicas en las cuales se encuentra
involucrada la actividad de dicha isoenzima. Debido a esto, se ha incrementado el
interés por estudiar los efectos de los inhibidores de PDE4, en este sentido, el
rolipram (inhibidor selectivo de Ila PDE4), inhibe significativamente las
contracciones espontaneas de tiras de miometrio aisladas de humano.53. 76, 77. 86
Otras aplicaciones terapéuticas de los inhibidores de la PDE4, como la teofilina
(inhibidor no selectivo de PDES) o el roflumilast (inhibidor selectivo de la PDE4),
son la inhibicién de la liberacion del TNF-a estimulada por lipopolisacéaridos (LPS)
en pacientes con asma inducida por ejercicio y en consecuencia disminuyen la
inflamacion y la contractilidad de las vias respiratorias.87. 88

Debido a que en algunos casos los pacientes han desarrollado resistencia a los
farmacos miorrelajantes y antiinflamatorios®®, es necesario recurrir a terapias
alternativas y desarrollar moléculas nuevas con efecto inhibidor potencial sobre la
enzima PDE4.”7 Una fuente de moléculas innovadoras, son los compuestos
analogos de la talidomida, ya que este farmaco, ha mostrado tener propiedades
inmunomoduladoras y antiinflamatorias, al disminuir la produccion del TNF-a por
medio del aumento de la degradacién de su ARNm.®%. °1 Por tales propiedades se
han sintetizado familias diversas de analogos de talidomida®>, sin embargo, existe
un grupo de analogos de talidomida con una potencia anti-TNFa mayor que ésta%
9. interesantemente, ademas de inhibir la produccién del TNF-a, han mostrado

ser inhibidores potentes de la PDE-4% a diferencia de la talidomida, la cual no
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posee esta propiedad?®, pero de forma similar al rolipram que es el farmaco lider
inhibidor de PDE-4 (Ver figura 2). Se sabe que los agentes que incrementan el
AMPc intracelular, como los inhibidores de PDE-4, son agentes
inmunomoduladores pues un alta concentracion de AMPc inhibe la produccion de
TNF-q; tal propiedad inmunomoduladora de esta familia de analogos de talidomida
ha sido estudiada también en modelos de dafio hepatico diversos, donde han
mostrado ser hepatoprotectores prometedores. - 100

Tomando en cuenta las caracteristicas de estos nuevos anélogos de talidomida,
inmunomoduladores e inhibidores de PDE4, ademéas de la informacion que se
posee sobre los tocoliticos utilizados rutinariamente, los cuales son pocos para el
tratamiento clinico; los analogos de talidomida son una propuesta potencial para
investigar su posible efecto miorrelajante y a partir de ello abrir posibilidades de
obtener alternativas terapéuticas para la prevencion del problema de salud que
representa el parto pre término. Por este motivo, el proyecto de investigacion
presente estd enfocado a la evaluacion farmacologica de 2 analogos de
talidomida, el 3-[4-aminoftalimido]-3-[3,4-dimetoxifenil]-propanoato de metilo
(4AFDPMe) y el 3-[4-nitroftalimido]-3-[3,4-dimetoxifenil]-propanoato de metilo
(4NO2FDPMe), para estudiar sus mecanismos de accion probables como agentes
relajantes del musculo liso uterino humano (al inhibir a la PDE4 e incrementar

AMPc), asi como evidenciar su caracter como bloqueadores de canales de calcio.
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Fig 2. Estructuras quimicas de talidomida, rolipram y los dos analogos de talidomida a evaluar: 3-
[4-aminoftalimido]-3-[3,4-dimetoxifenil]-propanoato de metilo (4AFDPMe) y 3-[4-nitroftalimido]-3-
[3,4-dimetoxifenil]-propanoato de metilo (4NO2FDPMe). Rolipram es el farmaco lider inhibidor de

PDEA4.

N (@]
N
> o H Rolipram

. . N
Talidomida H
ié 4AAFDPMe ié 4NO,FDPMe
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II. Planteamiento del Problema

El parto pre término o prematuro es la presencia de contracciones uterinas con
frecuencia e intensidad superiores que inducen la expulsion del producto antes de
término, es decir, antes de la semana 37 de gestacion. Se considera anomalia de
la duracion del embarazo cuando el parto se produce fuera del limite considerado
fisiologico para la duracion de la gestacion (37 a 41 semanas completas). La
prematurez, es el principal factor que contribuye al retraso de desarrollo, al
deterioro visual y auditivo, neumopatias cronicas y parélisis cerebral. Mas del 50%
de estos trastornos se ocasionan en nacimientos menores a 34 semanas. Las
complicaciones de la prematurez, constituyen la causa del 70% de la mortalidad
de recién nacidos y lactantes sin anomalias.101. 102

En general, este problema de salud no cuenta con medicamentos suficientes para
su control y los que hay son causantes de efectos adversos y tampoco son lo
suficientemente efectivos por lo que no prolongan lo suficiente el tiempo de
embarazo para la maduracion del producto.10?

Con estos antecedentes, el problema de la atencién del parto pre termino no solo
en la prevencion si no también en el manejo farmacoldgico, pone en evidencia la
necesidad de nuevos farmacos tocoliticos por lo que el siguiente estudio describe
el efecto tocolitico de dos analogos de talidomida en tiras de musculo liso uterino
humano, de esta manera los resultados, abrirAn nuevas estrategias

farmacologicas en estudios experimentales in vitro.
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Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion.

¢El efecto Utero-relajante inducido por los compuestos 4NO2 y 4AF sobre las
contracciones espontaneas, tonicas y las inducidas por Ca2+ en tiras de musculo
liso de Utero embarazado, son producto del bloqueo de la entrada de Ca2+ y del

aumento de la concentracion del AMPc?
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Objetivo General

Determinar el mecanismo del efecto Utero-relajante de los dos analogos de
talidomida  (3-(4-nitroftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de metilo
[ANO2FDPMe] y 3-(4-aminoftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de metilo

[4AFDPMe]).

Objetivos especificos

1. Construir las curvas concentracion respuesta para determinar la concentracion
inhibitoria cincuenta (Clso, pM) y la respuesta maxima (Rmax) de 4NO2FDPMe y
4AFDPMe en musculo uterino aislado de humano, sobre la contraccion tonica-

sostenida inducida por KCI 40 mM (estimulo electromecanico).

2. Construir las curvas concentracion respuesta al Caz* en musculo liso uterino
aislado de humano, utilizando una solucién despolarizante de KCI 40 mM, sin Ca?*
y con 1 mM de EDTA en presencia y en ausencia de los compuestos

4ANO2FDPMe y 4AFDPMe.

3. Comparar los efectos relajantes de los 2 anélogos de la talidomida
(4NO2FDPMe y 4AFDPMe) con los efectos relajante del inhibidor de la

fosfodiesterasa-4, Rolipram.
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IV. Glosario

ANO2FDPMe
AAFDPMe
Clso
Rmax
KCI
EDTA
g

m

kg

ml

Hg
mg
min

h
FDA
\Y]

IM
PQA
AMPc
QCLM
PLC
AC
ATP
PDE
GMPc
Cl 50
Rmax
L
Caz2+
UAEH

3-(4-nitroftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de metilo
3-(4-aminoftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de metilo
Concentracién inhibitoria cincuenta
Respuesta maxima

Cloruro de potasio

Acido Etilen de amino tretracético

Gramo (s)

metro (S)

Kilogramo (s)

Mililitro (s)

Microgramo (s)

Miligramos

Minuto (s)

Hora (s)

Food Drug Administration

Intravenoso

Intramuscular

Proteino quinasa A

Monofosfato de Adenosina ciclico

Quinasa de la cadena ligera de la miosina
Fosfolipasa C

Adenililciclasa

Trifosfato de Adenosina de

Fosfodiesterasas

Monofosfato de guanosina ciclico
Concentracion inhibitoria 50

Respuesta maxima

Lavado

Calcio

Universidad Autbnoma del estado de Hidalgo
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V. Descripcion General del Estudio

Técnica farmacoldgica para la construccién de las ¢ urvas concentracion
respuesta.

El material biolégico (biopsia) obtenido en el area de Toco Cirugia del Hospital
General de Pachuca, se trasladé al Laboratorio de Farmacologia del Area
Académica de Medicina (Dr. Eliseo Ramirez Ulloa 400), dentro de un frasco de
plastico, lleno con una solucidén Ringer que tenia la siguiente composicién (mM):
NaCl 144 ; NaHCO3 30; KCI 6.2; KH2PO4 1; MgS04 0.5; CaCl2 2.5; glucosa
11.177 con pH de 7.4 a la temperatura de 4° C, ya que el frasco de plastico se
metera en un recipiente con bolsas de hielo.

En el laboratorio, se registraron las caracteristicas macroscopicas, tamafio, etc. de
la muestra, en el Formato de Reporte de Casos (anexo x). La muestra biolégica se
coloco en una caja de petri llena de solucion Ringer a temperatura ambiente y
burbujeado con una mezcla de gas carbdgeno (5% de CO2 en 0O2); en estas
condiciones el tejido se limpié de tejido graso, tejido adyacente y serosa; después,
se disec6 buscando la orientacién de las fibras longitudinales de musculo liso, se
obtuvieron tiras longitudinales de miometrio de 15 x 3 x 3 mm.

Las tiras de miometrio se colocaron en forma vertical dentro de camaras de vidrio
con chaqueta para tejidos aislados de un volumen de 3 mL; por medio de un
calentador y circulador de agua las camaras se mantuvieron a la temperatura de
37° C, con 3 mL de Ringer, con burbujeo continuo de gas carbégeno y un pH de

7.4. El sistema de registro isométrico para tejidos aislados cuenta con seis
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camaras para tejidos aislados. Una punta de la tira se sujeto a la base de la
camara con hilo de seda de 6 ceros y la otra punta se unié con hilo de seda a un
transductor de tension Grass FT03 montado en un tensor de bronce con tornillo
milimétrico sin fin; las tiras se mantuvieron a la tension de 2 g; el transductor de
tension envio la sefal a un poligrafo GrassTelefactor Modelo RPS 312 conectado
a una computadora que tiene instalado el programa PolyView por medio del cual
se registro la actividad funcional del musculo liso uterino y por medio del programa
PolyView se midio la inhibicion de la amplitud de la contraccion tonica sostenida
inducida por KCI 40 mM, asi como la contraccion inducida por CaCl2. Las tiras de
musculo liso uterino inmersas en la solucidbn Ringer a las condiciones arriba
mencionadas, se dejaron equilibrar por un periodo de dos horas cambiando cada
15 min la solucién Ringer. Después de este periodo, las tiras que cumplieron con
los requisitos de presentar actividad funcional espontanea se consideraron como
viables para el estudio y las que no cumplieron con este requisito los tejidos se
descartaron.

Efecto de los compuestos sobre la amplitud de la co ntraccion tonica
sostenida inducida por una solucion despolarizante de kcl 40 mm:

Se estudio el efecto relajante de los compuestos 1) 4ANO2FDPMe, 2) 4AFDPMe, 3)
Rolipram, 4) Forskolin y 5) 8-Br-AMPc: sobre la contraccion ténica sostenida del
tejido inducida por una solucion despolarizante isotonica con KCI 40 mM; la
composicion de esta solucion despolarizante es semejante a la solucion Ringer en
la que solamente se sustituyo isotonicamente el NaCl por KCI. La contraccion
tonica sostenida mantuvo estable su amplitud por varios min (60 min aprox).

Cuando la amplitud de la contraccion es estable se adicionaron los compuestos a

23



ensayar y se mantuvieron por 30 min dentro del medio de incubacion. El valor de
la amplitud antes de adicionar los compuestos se dio el 100% y la amplitud medida
después de que los compuestos permanecieron 30 min en contacto con el tejido
indico el % de inhibicidn de la contraccion.

Se construyeron 5 curvas concentracion respuestas:

1-  Curva concentracion respuesta del efecto Utero-relajante del compuesto 4-
NO2FDPMe sobre la contraccion tonica sostenida inducida por KCI 40 mM.

2-  Curva concentracion respuesta del efecto utero-relajante del compuesto 4-
AFDPMe sobre la contraccion tonica sostenida inducida por KCI 40 mM.

3-  Curva concentracion respuesta del efecto Utero-relajante del compuesto
Rolipram sobre la contraccion ténica sostenida inducida por KCI 40 mM.

4- Curva concentracién respuesta del efecto Utero-relajante del compuesto
Forskolin sobre la contraccion ténica sostenida inducida por KCI 40 mM.

5- Curva concentracidon respuesta del efecto Utero-relajante del compuesto 8-
Br-AMPc sobre la contraccion tonica sostenida inducida por KCI 40 mM.

A partir de estas 5 curvas concentracion respuesta se determinaron las
concentraciones relajantes o inhibitorias cincuenta (CI50) y la respuesta maxima
(Rmax). Estos parametros farmacoldgicos indicarobn que tan potentes son los
compuestos 4-NO2FDPMe y 4-AFDPMe comparados con: Rolipram (inhibidor
especifico de la fosfodiesterasa dependiente de AMPc); Forskolin (activador de la
adenilatociclasa) y 8-Br-AMPc (analogo permeable del AMPc).

Efecto Inhibitorio de los Compuestos sobre la Contr accion Inducida por

CacCl2.
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Después de validar la viabilidad de los tejidos, estos se incubaron en una solucion
isoténica despolarizante con KCl 40 mM, sin CaCl2 y con 1mM de EDTA (quelante
de Ca2+), en estas condiciones al inicio se produce una contraccién que con el
tiempo va decayendo por la falta de Ca2+ extracelular. Cuando el tono del tejido
alcance la basal, se adicionaron los compuestos y después de 15 min se inicio la
adicion de diferentes concentraciones de CaCl2 (0.5, 1.0, 2.3, 3.2 mM).

1-  Curva concentracion respuesta al Ca2+ en presencia del compuesto
ANO2FDPMe.

2-  Curva concentracion respuesta al Ca2+ en presencia del compuesto
4AFDPMe.

3- Curva concentracion respuesta al Ca2+ en presencia del compuesto
Rolipram

4-  Curva concentracion respuesta al Ca2+ en ausencia de los compuestos
(CONTROL).

A partir de estas 4 curvas concentracidon respuesta al Ca2+ se obtuvo la amplitud
de las contracciones inducidas por las diferentes concentraciones de Ca2+. De
esta manera se evalud el efecto bloqueador de la entrada de Ca2+ al tejido
uterino. El efecto bloqueador se expresa como el porcentaje de la amplitud de la

contraccion comparado con los valores obtenidos en la curva control.
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VI. Hallazgos

VI.1. Analisis estadistico

Los datos se expresan como el valor promedio de “n” tiras + el error estandar de la
media, para esto se procesaron por medio del programa Excel (promedio y
desviacion estandar). Para las curvas concentracion repuesta se utilizarén el
programa Prisma V4 Graph, las diferencias estadisticas entre los valores de las
concentraciones inhibitorias cincuenta (Clso) y la respuesta maxima (Rmax) de cada
compuesto ensayado, se determinaran aplicando una prueba de ANOVA de una
via y subsecuente comparacion individual via la prueba de Bonferroni (Prisma Stat

V4). Las diferencias se consideraran significativas cuando P< 0.05.

La diferencia significativa fue evaluada por ANOVA y después por la prueba de
Bonferroni, se realizaron las comparaciones de los valores de: Clso, Rmax y l0S
valores de la respuesta al Ca?*. Una p < 0.05 se consideré como una diferencia

significativa.
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VI. 2. Descripcion de los resultados

Los resultados del informe son producto del estudio de 72 muestras de musculo
liso uterino embarazado, todas ellas demostraron ser adecuadas y de cada una de
ellas se obtuvo 6 tiras de musculo liso uterino. Y a continuacion se describen los

hallazgos.

a) Los analogos de la talidomida 4AFDPMe y 4NO>FDPMe inhiben las
contracciones espontaneas en condiciones “in vitro” de tejidos uterinos
embarazados, donde se observa que la inhibicibn se presenta en forma
dependiente de la concentracibn como se muestra en la gréfica de la Fig. 1
y un trazo tipico del efecto inhibitorio de las contracciones espontaneas se
muestra en la Fig. 1A; también, en la misma grafica se muestra que el
inhibidor especifico de la fosfodiesterasa 4 (PDE-4) rolipram también inhibe
las contracciones espontdneas uterinas en forma dependiente de la

concentracion.
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Fig. 1- Curva concentracionrespuesta del efecto inhibidor de las contracciones espontaneas inducido por
ROLIPRAM, 4AFDPMe Y 4AFDPMe, en (itero humano embarazado

I

CONTRACCIONES ESPONTANEAS ~ EFECTO INHIBITORIO ALADICIONAR LOS COMPUESTOS

Fig. 1A- Trazos tipicos que representanlas contracciones espontaneas del itero humano embarazado y
la representacion del efecto inhibitorio de las contracciones espontaneasinducidas por los compuestos
ensayados

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANTE DE DOS ANALOGOS DE LA TALIDOMIDA
EN MUSCULO UTERINO HUMANO.
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En la tabla N° 1 se observa que el rolipram es mas potente que los compuestos

4AFDPMe y 4NO2FDPMe, con un valor de la concentracion inhibitoria cincuenta

(Clso) de 22.74 + 2.32 uM y una respuesta maxima (Rmax) de 94.13 = 7.53 %; su

Clso es significativamente diferente (p<0.05) de los valores de las Clsp de los

compuestos 4AFDPMe (Clsp =

4NO2FDPMe (Clso = 128.30 + 14.56 UM; Rmax = 67.99 %).

62.17 + 5.61 uM; Rmax = 88.16 = 7.93 %) y

Tabla N° 1- Valores de la concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) y de la

Respuesta Maxima (Rmax) sobre las contracciones espontaneas.

COMPUESTO Clso (UM) Rmax (%)
ROLIPRAM 22.74 +2.32 94.13+7.53
4AFDPMe 62.17 +5.61 2 88.16 +7.93

ANO2FDPMe 128.30 +14.56 @ 67.99 8.15

Los datos representan el valor promedio = EEM, n=6

a Diferencia significativa vs Rolipram, p<0.05

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANT E DE DOS ANALOGOS DE LA
TALIDOMIDA EN MUSCULO UTERINO HUMANO.

Las comparaciones de los valores de: Clso, Rmax Se realizaron utilizando la prueba

de ANOVA seguida de la prueba de Bonferroni, una p<0.05 se tom6 como una

diferencia significativa.
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b) Los anéalogos de la talidomida 4AFDPMe y 4NO2FDPMe asi como el rolipram
inhiben las contracciones ténicas sostenidas inducidas por una solucion
despolarizante de KCI 40 mM en forma dependiente de la concentracion bajo las
mismas condiciones del experimento anterior, en la tabla Num. 2 se muestra la
(Clso) y la (Rmax), observando diferencia significativa entre el compuesto
4ANO2FDPMe y 4AFDPMe a si como con ROLIPRAM.

Tabla N° 2- Valores de la concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) y de la

Respuesta Maxima (Rmax) Sobre las contraccionesténicas sostenidas inducidas por

KCl 40 mM.
COMPUESTOS Clso (M) Rumax (%)
ROLIPRAM 98.45 + 8.86 97.10 £8.73
4AFDPMe 125 +13.72 88.65 + 7.09
4NO.FDPMe 203.45 + 18.31 &b 70.61 £ 6.78

Los datos representan el valor promedio = EEM, n=6
aDiferencia significativa vs Rolipram, p<0.05
bDiferencia significativa vs 4AFDPMe, p<0.05

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANT E DE DOS ANALOGOS DE LA
TALIDOMIDA EN MUSCULO UTERINO HUMANO

Las comparaciones de los valores de: Clso, Rmax Se realizaron utilizando la prueba
de ANOVA seguida de la prueba de Bonferroni, una p<0.05 se tom6 como una

diferencia significativa.

Se puede observar en la grafica de la Fig. 2; que la inhibicion de la contraccion
sostenida es dependiente la concentracion de los compuestos adicionados y
ademas en la (Fig. 2A), hay un trazo tipico de la contraccion tonica sostenida

inducida por KCI 40 mM y el efecto de la adicion de los compuestos sobre ésta
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Fig. 2- Curva concentracion respuesta del efecto inhibidor de ROLIPRAM, 4AFDPMe Y 4NO2FDPMe sobre la contraccion
tonica sostenida inducida por la solucion despolarizante de K+ 40 mM con Ca2+.

" Adicion del compuesto a ensayar en concentraciones crecientes

KCl 40 mM

|
KCI40 mM '
Vo
KCl40 mM

Fig. 2A - Trazos tipicos del modelo experimental utilizado para ensayar el efectoinhibitorio de los compuestos estudiados
sobre la contraccion tonica sostenida del Utero humano embarazado inducida por una solucion despolarizante de K+ 40 mM
con Ca2+

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANTE DE DOS ANALOGOS DE LA TALIDOMIDA
EN MUSCULO UTERINO HUMANO.
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c) Los analogos de la talidomida 4AFDPMe y 4NO>FDPMe asi como el rolipram
inhiben las contracciones ténicas sostenidas inducidas por una solucion
despolarizante de KCI 40 mM en forma dependiente de las concentraciones,
cuando los compuestos se incuban previamente durante 30 min y luego se vuelve
a estimular con KCI 40 mM, como se muestra en la grafica de la Fig. 3 y, ademas,
se ilustra un trazo tipico del modelo experimental empleado en la Fig. 3A. Después
de incubar el tejido con los compuestos por 30 min el rolipram resulta
significativamente mas potente que los analogos 4AFDPMe y 4NO,FDPMe para
inhibir la respuesta al KCI 40 mM. Sin embargo, los compuestos 4AFDPMe y

4NO2FDPMe tienen una potencia semejante.
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Fig. 3- Curva concentracion respuesta del efectode ROLIPRAM, 4ADFPMe Y 4NO2FDPMe INCUBADO 30 min estimulado después
de laincubacion con K+ 40 mM

PERIODO DE INCUBACIGN

K+40 mM L K+ 40 mM L K+40mM
PERIODO DE INCUBACION
L L
K+ 40 mM K0 M K+ 40.mM

PERIODO DE INCUBACION

K+ 40 mM t Kr40mM L K+ 40 mM

Fig. 3A- Trazos tipicos del modelo experimental utilizado para estudiar el efectoinhibitorio de ROLIPRAM, 4AFDPMe Y
4NO2DFPMe inducido por la incubacion (30 min) de los compuestos en (tero humano embarazado. L = lavado

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANT E DE DOS ANALOGOS DE LA
TALIDOMIDA EN MUSCULO UTERINO HUMANO .
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En la Tabla N° 3, Se puede observar que en este grupo las Rmax del rolipram y del
4AFDPMe son diferentes significativamente de la del compuesto 4ANO2FDPMe.

Tabla N° 3- Valores de la concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) y de la
Respuesta Maxima (Rmax) Sobre contracciones de inducidas por KCI 40 mM

después de haber incubado los compuestos durante 30 min.

N=6
COMPUESTOS Clso (UM) Rmax (%)
ROLIPRAM 93.56 +8.42 85.33 +7.69
4AFDPMe 143.89 +£10.14 @ 82.41 £ 6.59
4NO2FDPMe 153.36 £16.20 P 50.85+3.55ab

Los datos representan el valor promedio = EEM, n=6
aDS, Rolipram vs 4AFDPMe, p<0.05 apS, Rolipram vs 4ANO2FDPMe, p<0.05
bDS Rolipram vs 4NO2FDPMe, p<0.05 PDS, 4AFDPMe vs 4NO2FDPMe p<0.05

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANT E DE DOS ANALOGOS DE LA
TALIDOMIDA EN MUSCULO UTERINO HUMANO.

Las comparaciones de los valores de: Clso, Rmax Se realizaron utilizando la prueba
de ANOVA seguida de la prueba de Bonferroni, una p<0.05 se tom6 como una
diferencia significativa.

d) Los anélogos de la talidomida 4AFDPMe y 4NO>FDPMe, asi como el rolipram,
inhiben en forma dependiente de la concentracion la respuesta contractil a la
adicion de diferentes concentraciones de Ca?* (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 mM CacCly)
como se muestra en la gréfica de la Fig. 4 y se presenta un trazo tipico del modelo
experimental utilizado en la Fig. 4A. La inhibicidn de la respuesta al Ca?* inducida
por 4AFDPMe, 4NO2FDPMe y rolipram se comparo y se analizd con los valores de
la curva control construida en ausencia de los compuestos. Las comparaciones de
los valores a la adicion de 1-5 mM de Ca?* muestran que rolipram, 4AFDPMe y

4ANO2FDPMe inhiben significativamente (p<0.05) la respuesta al Ca?*.




% RESPUESTA
100 % KCI 40 mM

80 -
60 -
—&— CONTROL
—A— ANO2FDPMe
0 —8&— 4AFDPMe
—0— ROLIPRAM
20 //I
T T T T T
1 2 3 4 5

Caz+ [mM]

Fig. 4- Curva concentracion respuestaal Ca2+ en ausencia y en presencia de ROLIPRAM, 4AFDPMe Y 4NO2FDPMe
enun medio despolarizante de K+ 40 mM sin Ca2+.

I
|
] i
W’f 40 mMsin Ca2+ SIN COMPUESTO Ca2+ mM

K+40mM L K+40mMm L K+ 40 mMsin ca2+ CONCOMPUESTO a2+ mM

Fig.4A- Trazos tipicos del modelo experimental utilizado para construir [a curva al Ca2+

K+ 40 mM= solucion despolarizante con Ca2+; L= lavado; K+ 40 mM sin Ca2+ = solucion despolarizante sin Ca2+

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANTE DE DOS ANALOGOS DE LA TALIDOMIDA
EN MUSCULO UTERINO HUMANO.
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La Tabla N° 4 muestra el resultado del analisis de las respuestas a diferentes
concentraciones de Ca?*; Y la diferencia significativa entre la respuesta de la
contraccion inducida por calcio en los tejidos incubados con los compuestos a
estudiar comparando su respuesta con el control.

Tabla N° 4- Valores promedios del porcentaje de respuesta al Ca2** en un medio
despolarizante de KCI 40 mM libre de Ca?** (tomando como100% la amplitud de la
contraccién inducida por KCI 40 mM en un medio con Ca2**), en ausencia (control)

y en presencia de 4ANO2FDPMe, 4AFDPMe Y ROLIPRAM.

N=6 % RESPUESTA
1 mM Ca?* 2 mM Ca?* 3 mM Ca?* | 5 mM Ca?*
CONTROL |34.21+3.53| 68.14+4.45 |81.09+5.15|93.03+5.06
ANO2FDPMe | 23.32 £232 50.15+3.19 |61.37 £3.32 | 70.29 + 3.54
200 uM a a a a
4AFDPMe |13.23+2.16 | 30.32+3.32 |47.18+3.50 | 55.34 +3.59
100 uM a,bc ab,c A a,c
ROLIPRAM | 5.35+251 18.12 +£+3.32 | 28.58 +3.35 | 35.28 +3.54
100 uM a, C a,c a,b a, b

Los datos representan el valor promedio de la amplitud de la respuesta + EEM,

n=6

adiferente del CONTROL p<0.05
cdiferente de ROLIPRAM p<0.05

Fuente: MECANISMO DE ACCION EMPLEADO EN EL EFECTO RELAJANTE DE DOS ANALOGOS DE LA TALIDOMIDA

EN MUSCULO UTERINO HUMANO.

Los datos de la tabla representan el valor promedio de las respuestas a diferentes

bdiferente del 4ANO2FDPMe p<0.05

concentraciones de Ca?** + el error estandar de la media.




VII. Discusion

Discusion

El tratamiento farmacoldgico del parto prematuro sigue siendo un problema de salud
reproductiva aun no resuelto. Debido a la relativa falta de eficacia y/o seguridad de
los actuales agentes tocoliticos. Lo que ha puesto de relieve, que es necesario
desarrollar nuevos farmacos Utero-relajantes privados de importantes efectos
secundarios maternos y fetales. Los analogos de la talidomida estudiados en este
trabajo 4NO.FDPMe y 4AFDPMe, tienen una relacion estructural con otros
compuestos descritos en la literatura. Asi, Oger y cols en el 200477, mostraron que el
Cilomilast inhibe la actividad de la fosfodiesterasa 4 (PDE4) y tiene propiedades anti-
inflamatorias y relajantes del musculo liso uterino humano embarazado. También,
Méhats y cols. 200141, reportaron que el Rolipram, inhibidor selectivo de la PDE4
tiene efecto relajante sobre la actividad funcional del Utero humano embarazado y
Bardou y cols. 199976 mostraron que otro inhibidor no selectivo de la PDE como la
teofilina, inhibe las contracciones espontaneas asi como las inducidas en el Utero
humano embarazado. Los compuestos antes mencionados tienen como factor comun
inhibir a la enzima PDE4, efecto que también poseen algunos analogos de la
talidomida, Muller et al. 1998112, Asi, los analogos de la talidomida 4NO2FDPMe y
4AFDPMe, sintetizados por Fernandez y cols. 2004113, tienen potenciales efectos
farmacoldgicos como inhibidores de la PDE4 y como  Utero-relajantes. En este
trabajo se demostré el efecto Utero-relajante de los analogos de la talidomida
ANO2FDPMe y 4AFDPMe y se compar6 con la accion utero relajante del Rolipram;
asi como también se investigo el probable mecanismo del efecto Gtero relajante. Este

es el primer reporte de los pardmetros farmacoldgicos de la concentracion inhibitoria
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cincuenta (Clso) y de la respuesta maxima (Rmax) de los compuestos 4NO2FDPMe y
4AFDPMe como inhibidores de las contracciones espontaneas e inducidas sobre el
Utero humano embarazado. Al comparar el efecto Utero-relajante de los compuestos
estudiados con el efecto del Rolipram, se encontré que el Rolipram es 3 veces mas
potente que el compuesto 4AFDPMe y 6 veces mas potente que el compuesto
4ANO.FDPMe para inhibir las contracciones espontaneas del utero humano
embarazado. La comparacién con otros compuestos que inhiben a la PDE y que
tienen efectos antiinflamatorios y Utero relajantes como el Cilomilast no fue posible ya
gue no se encuentra aun en el mercado el compuesto Cilomilast. Los valores de la
concentracion inhibitoria cincuenta (Clsp) y de la respuesta maxima (Rmax) reportados
en la literatura para el Cilomilast y Rolipram indican que estos compuestos tienen una
diferencia entre 10-100 veces mas potentes y efectivos que los valores determinados
en este estudio para los compuestos 4NO2FDPMe y 4AFDPMe. Esta diferencia
puede explicarse por las propiedades fisico-quimicas caracteristicas de cada
compuesto como por ejemplo su polaridad y su coeficiente de particion.

Por otro lado, es bien conocido que la actividad contractil del masculo liso uterino
es dependiente del Ca?** extracelular, de tal manera que una de las estrategias
para investigar la participacion de las vias de entrada de Ca?** en el efecto
inhibitorio de las contracciones uterinas inducidas por los compuestos, es la
despolarizacion del tejido uterino con una solucion isotonica de KCI 40 mM; esta
despolarizacion produce una contraccion tonica sostenida del tejido que es inhibida
selectivamente por nifedipina, conocido bloqueador de la entrada de Ca?**, Chiossi

et al. 2010114, Los analogos de la talidomida 4ANO2FDPMe y 4AFDPMe asi como el

Rolipram inhiben la contraccion tonica sostenida inducida por KCI 40 mM. Lo
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anterior indica que los compuestos pueden inhibir las contracciones uterinas
bloqueando las vias de entrada de Ca?', en forma dependiente de Ila
concentracion; sin embargo, las concentraciones inhibitorias cincuenta (Clso) de los
compuestos estudiados son significativamente mayores que la Clso reportada en la
literatura para la nifedipina (Chiossi et al. 2010). La confirmacion del probable
efecto bloqueador de la entrada del CaZ** se realiz6 mediante la construccion de
las curvas concentracion respuesta al calcio en un medio despolarizante de KCI 40
mM libre de Ca?** en estas condiciones se encontr6 que los analogos de la
talidomida 4NO>FDPMe y 4AFDPMe y el Rolipram bloquearon la respuesta a
diferentes concentraciones de Ca?** estos resultados apoyan la hipétesis de que
los compuestos inhiben las contracciones del Utero humano embarazado en
condiciones in vitro, bloqueando las vias de entrada de Ca?** del musculo liso
uterino humano embarazado. El efecto bloqueador de la entrada del Ca2** inducido
por Rolipram hasta la fecha no se ha reportado en la literatura; sin embargo,
existen evidencias de su accion inhibidora de la PDE4 y de los efectos anti-
inflamatorio y Utero-relajante en el miometrio humano (Oger et al. 2004). Con
relacion a los anélogos de la talidomida como el 4NO.FDPMe y 4AFDPMe, se ha
reportado que disminuyen los niveles plasmaticos y hepéticos del TNFa en un
modelo experimental agudo al reto séptico inducido por LPS (Fernandez-Martinez
et al. 2001). Por lo anterior, es probable que ademas del efecto Utero-relajante
reportado en este trabajo, los analogos de la talidomida probablemente inhiban a
la PDE4. La PDE4 es la enzima que metaboliza al AMPc en tejido uterino, de
manera que si los analogos de la talidomida 4ANO.FDPMe y 4AFDPMe inhiben a

esta enzima aumentarian los niveles de AMPc, induciendo la relajacion uterina.
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Entonces, ademas del efecto Utero-relajante los compuestos, tendrian un valor
agregado al inhibir a la PDE4; sin embargo, el estudio del efecto de los
compuestos sobre la actividad de la PDE4 y del probable aumento de AMPc sera
motivo de la continuidad de este proyecto de investigacion que tiene como

finalidad el desarrollo de nuevos farmacos tocoliticos.
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VIII. Conclusiones

En este trabajo se estudié el efecto de dos derivados de la talidomida el 4-
AFDPMe y el 4-NO2FDPMe sobre la actividad funcional del muasculo liso uterino
humano embarazado en condiciones “in vitro”. Las contracciones espontaneas
fueron inhibidas por los dos compuestos en forma dependiente de la
concentracion, como se muestra en la grafica de la Fig. 1 y un trazo tipico del
efecto inhibitorio de los compuestos sobre las contracciones espontaneas uterinas
como se muestra en la Fig. 1A; también, en la misma gréfica, se muestra que el
inhibidor especifico de la fosfodiestrasa-4 (PDE-4) Rolipram, también inhibe las
contracciones espontaneas uterinas en forma dependiente de la concentracion.

En la tabla N° 1 se muestra que el Rolipram es mas potente para inhibir las
contracciones espontaneas, que los compuestos 4AFDPMe y 4NO2FDPMe, vy
tiene un valor de la concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) de 22.74 £ 2.32 UM y
una respuesta maxima (Rmax) de 94.13+7.53% n=6; su Clsp es significativamente
diferente (p<0.05) de los valores de las Clso de los compuestos 4AFDPMe (Clsg =
62.1745.61 UM; y Rmax = 88.16+7.93 %; n=6) y 4ANO2FDPMe (Clso = 128.30+14.56
MM; Rmax = 67.99 %; n=6).

Los anédlogos de la talidomida 4AFDPMe y 4NO2FDPMe asi como el Rolipram
inhiben las contracciones tonicas sostenidas inducidas por una solucion
despolarizante de KCI 40 mM en forma dependiente de la concentracién, como se
muestra en la grafica de la Fig. 2 (n=6); ademas se presenta un trazo tipico de la
contraccion tonica sostenida inducida por KCI 40 mM y el efecto de la adicion de

los compuestos sobre la contraccion tonica (Fig. 2A).
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En la tabla N° 2 se muestran los valores de Clso (WM) y de Rmax (%) y se observa
que la potencia inhibitoria de la contraccion tonica del Rolipram (Clsp = 98.45 *
8.86 PUM; Rmax = 97.10 + 8.73 %; n=6) Yy del compuesto 4AFDPMe (Clsp = 125 +
13.72 pM; Rmax 88.65 + 7.09 %; n=6) no son diferentes (p> 0.05); sin embargo, la
potencia inhibitoria de la contraccion tonica sostenida inducida por el compuesto
ANO2FDPMe (Clsg = 203.45 + 18.31uM; Rmax = 70.61+ 6.78; n=6) es menor
significativamente que las del Rolipram y el 4AFDPMe sobre la contraccion ténica
sostenida inducida por KCI 40 mM.

Los anélogos de la talidomida 4AFDPMe y 4NO>FDPMe asi como el Rolipram
inhiben las contracciones tonicas sostenidas inducidas por una solucion
despolarizante de KCI 40 mM en forma dependiente de las concentraciones,
cuando los compuestos se incuban previamente durante 30 min y luego se vuelve
a estimular con KCI 40 mM, como se muestra en la grafica de la Fig. 3 y, ademas,
se ilustra un trazo tipico del modelo experimental empleado en la Fig. 3A.

Después de incubar el tejido con los compuestos por 30 min el Rolipram resulté
significativamente mas potente que los analogos 4AFDPMe y 4NO>FDPMe para
inhibir la respuesta al KCI 40 mM; sin embargo, los compuestos 4AFDPMe y
4ANO2FDPMe tienen una potencia semejante como se muestra en la Tabla N° 3,
donde también se puede observar que en este grupo las Rmax del rolipram y del
4AFDPMe son diferentes significativamente de la del compuesto 4ANO2FDPMe.

Los analogos de la talidomida 4AFDPMe (200 uM) y 4NO2FDPMe (100 uM), asi
como el Rolipram (100 pM), inhiben la respuesta contractil a la adicion de
diferentes concentraciones de Ca?* (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 mM CaClz) en un medio

despolarizante sin Ca2* como se muestra en la gréafica de la Fig. 4 y se presenta

42



un trazo tipico del modelo experimental utilizado en la Fig. 4A. La inhibicion de la
respuesta al Ca?* inducida por 4AFDPMe, 4NO2FDPMe y Rolipram se comparé y
se analiz6 con los valores de la curva control construida en ausencia de los
compuestos. Las comparaciones de los valores a la adicién de 1-5 mM de Ca2*
muestran que Rolipram (100 uM), 4AFDPMe (100 uM), y 4NO2FDPMe (200 uM),
inhiben significativamente (p<0.05) la respuesta al Ca?*. La Tabla N° 4 muestra el
resultado del andlisis de la comparacion de las respuestas a diferentes
concentraciones de Ca?*.

Los puntos de las gréaficas representan el valor promedio del porcentaje de
inhibicion y la barra vertical el valor del error estandar de la media; las
comparaciones de los valores promedio de: Clso, Rmax Y l0s valores de la respuesta
al Ca?*, se realizaron utilizando la prueba de ANOVA seguida de la prueba de

Bonferroni, una p<0.05 se tom6 como una diferencia significativa.
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ANEXO X
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