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I. Introduccion

a) Generalidades

En 1981, la compafiia farmacéutica francesa Roussel Uclaf, sintetiz6 un nuevo antagonista
del receptor a glucocorticoides conocido como RU38486 (Philibert et al., 1981). Posteriormente, se
determind que este compuesto era también un potente bloqueador del receptor intracelular de
progesterona (Philibert, 1984). RU38486 fue después abreviado como RU 486 y conocido con el
nombre genérico de mifepristona. En 1982, un afio después de su descubrimiento, se documento

que la mifepristona era efectiva para interrumpir el embarazo (Herrmann et al., 1982).

Bygdeman y Swahn (1985) mostraron que el tratamiento con mifepristona incrementaba la
contractilidad del utero gestante y aumentaba la sensibilidad del miometrio a la accion de
prostaglandinas. A este respecto, misoprostol, anadlogo de la prostaglandina E; (PGE;), que se
encuentra disponible en el mercado muestra un efecto excitador sobre la contraccion uterina, que es
potenciado después del pretratamiento con mifepristona (Norman et al., 1991). Por consiguiente, ha
sido aceptado que la combinacion de mifepristona y misoprostol oral es un método altamente
efectivo para la interrupcion del embarazo; al menos 49 dias después de la presencia de amenorrea
(Peyron et al., 1993), pero menos efectivo en estados mas avanzados de la gestacion (McKinley et
al., 1993). Estudios clinicos mas recientes han mostrado que la administracion vaginal de
misoprostol es mas efectiva que el tratamiento oral en combinacién con mifepristona para
interrumpir el embarazo temprano (El-Refaey et al., 1995). Asimismo, la alta eficacia de la
administracion vaginal en comparacion con la administracion oral también ha sido demostrada para

interrupcion del embarazo en el segundo trimestre de gestacion (Ho et al., 1997).



Por lo anterior, el uso mifepristona/misoprostol como régimen para la interrupcion del
embarazo fue aprobado en Francia desde 1988; iniciandose la era del aborto farmacoldgico. Mas tarde,
en septiembre del 2000, la mifepristona fue liberada como medicamento por la FDA (Food and Drug
Administration) en Estados Unidos. Actualmente es usada en varios paises para cuatro indicaciones
principales: 1) Interrupcion temprana del embarazo, 2) Dilatacion cervical para la interrupcion del
embarazo por método quirtrgico, 3) Preparacion para la interrupcion del embarazo con el uso de
prostaglandinas en el segundo trimestre de gestacion y 4) Expulsion de un feto muerto durante el tercer

trimestre de gestacion (Sitruk-Ware y Spitz, 2003).

b) Regimenes utilizados en terapéutica

Después de la sintesis de la mifepristona (1981), se utilizé una sola dosis de 600 mg para la
interrupcion de embarazos de 49 dias, mostrando una eficacia de 81% (Klein et al., 1991). Afios
mas tarde, una prostaglandina sintética llamada, gemeprost o cervagem (analoga de la PGE;)
disponible en el mercado en aplicacion vaginal (en forma de supositorio 0 pesario) comienza a
utilizarse en combinacion con mifepristona bajo el siguiente régimen: una sola dosis de
mifepristona de 600 mg, con la aplicacién de 1 mg de gemeprost 48 horas después de ésta, con

eficacia para abortos completos entre 94 y 96% (Bygdeman et al., 2000).

También se utilizd la sulprostona, un anadlogo de la prostaglandina E; (PGE,), que se
empleaba en embarazos de primer trimestre, administrando tres dosis de 0.5 mg intramuscular cada
tres horas con eficacia de 94% (Bygdeman et al., 1980). Hacia 1996, se utiliza para provocar
abortos de segundo y tercer trimestre, administrandose por via intravenosa con una infusion

continua, mostrando buena tolerancia de las pacientes al farmaco, pero con un éxito de tan solo 62%



(Paulo et al., 1996). Dos afios mas tarde se descontinué por los efectos adversos en el sistema

cardiovascular (Chen et al., 1998).

Los estudios pioneros reportaron que la mifepristona no aumentaba la sensibilidad del Utero
a la oxitocina (Swahn y Bygdeman, 1988). Asimismo, estudios realizados para interrupcion de
embarazo de 17 a 24 semanas de gestacion, compararon el uso de PGE; en supositorio vaginal
utilizando una dosis de 65 mg, vs. la administracion de 200 unidades de oxitocina; reportando una
eficacia de 93% para PGE,, mientras que la oxitocina mostré una eficacia de 91%. Por tal razon, la
oxitocina podria ser una alternativa para interrupcién del embarazo en el segundo trimestre

(Winkler et al., 1991).

En 1993 se reporta otra prostaglandina sintética, llamada misoprostol, andloga de PGE;, que
presentaba una eficacia semejante al gemeprost (Tabla 1); con importantes ventajas para ser usada
en combinacion con mifepristona por ser: (i) de bajo costo, (ii) no es termoléabil y no necesita
refrigeracion, y (iii) es de administracion oral. Por estas caracteristicas, misoprostol comienza a
sustituir a las prostaglandinas empleadas hasta entonces en el régimen para interrupcion del
embarazo (Dodd y Crowther, 2006). Su utilizacion oral en embarazos de 49 dias con dosis de 0.4 a

0.8 mg reporta un éxito de 92 a 98% (Christin-Maitre et al., 2000).

Asimismo, se hacen estudios comparativos sobre la ruta de administracion de misoprostol,
encontrando que su utilizacién por via vaginal disminuye los efectos adversos de tipo
gastrointestinal y el tiempo de consumacion del aborto, en comparacion con otras rutas como la
oral o sublingual. Comenz6 a utilizarse a dosis de 0.2 mg cada 12 h en embarazos de primer y
segundo trimestre, logrando el aborto 24 h después en 81% de las pacientes (Jain y Mishell, 1994).

Reportes colaterales han estudiado también la administracion sublingual, a dosis de 0.6 mg, con



eficacia de 92% para embarazos hasta de 49 dias (Lin et al., 2006). En forma interesante, un
estudio reciente ha reportado que la combinacion de 200 mg de mifepristona/0.8 mg de
misoprostol sublingual en embarazos de 49 dias produce 100% de abortos completos (Tang et al.,
2003). Referente a la administracion vaginal, es importante mencionar que no esta autorizada por
la FDA en Estados Unidos; sin embargo, esta via de administracion es ampliamente utilizada en

Europa y Asia.

Por otro lado, se ha documentado que las usuarias prefieren la administracién oral y no
vaginal del misoprostol, aunque ésta Gltima favorece la biodisponibilidad del farmaco en menos
tiempo; disminuyendo el tiempo de evacuacion del Gtero con mayor eficacia para abortos
completos mayores de 49 dias. También se asocia a menos efectos adversos (principalmente

gastrointestinales), pero favorece el riesgo de presentar infecciones.



TABLA 1. Régimen empleado de mifepristona (RU 486)/prostaglandina (gemeprost o
misoprostol) para la interrupcién del embarazo.

T R AT A MI ENTDO

Ddl'as mg RU 486/ mg RU 486/ | mg I_?U 486/ |
e mg gemeprost mg mMisoprosto mg misoprosto
Gestacion oral vaginal
( Eficacia % ) ( Eficacia %) ( Eficacia %)
600/0.8
(98)
600/1 600/0.4 200/0.8
(91-97) (92-97) (98)
49 200/0.4
97)
150/0.6
(94)
600/1 600/0.4 200/0.8
(94) (89-95) (97)
56 400/1 600/0.4
(94) (83)
200/1
(94)
600/0.4 200/0.8
(77) (96)
63 200/0.6
(95)

Los datos fueron obtenidos de Ulmann et al., 1992; Wu et al., 1992; Peyron et al., 1993; WHO, 1993; Sang et al.,
1994; Baird et al., 1995; Penney et al., 1995; Winikoff et al., 1997; Spitz et al., 1998; Schaff et al., 1999; Christin-
Maitre et al., 2000.



Los esquemas de tratamiento vigentes i.e: dosificacion, via de administracion, intervalos de
administracion entre mifepristona y prostaglandina, y los tiempos para obtener el resultado
(evacuacion del atero) han sido muy variados. Actualmente, el esquema de tratamiento autorizado

por la FDA (2000) es el siguiente:

Dia 1: Administracién de 600 mg de mifepristona dosis Unica, supervisada por el médico.

Dia 3: Revision para corroborar el aborto completo (ultrasonido o exploracién fisica). Si no ha
ocurrido éste, se dara una dosis de 0.4 mg de misoprostol via oral.

Dia 14: Se realiza exploracién fisica y ultrasonido para verificar que el Utero haya sido

evacuado, de no ser asi, se procede a realizar legrado uterino instrumentado.

Sin embargo, estudios realizados con monodosis de mifepristona de 200 o 600 mg han
mostrado la misma eficacia para producir un aborto completo durante el primer trimestre (Tabla 1),
es por eso, que la dosis minima efectiva propuesta es de 200 mg (Bygdeman et al., 2000), aunque el
porcentaje de eficacia es muy variable, desde 60 a 80% dependiendo de la edad gestacional en la
que se administre. En cuanto al empleo de misoprostol, se ha establecido administrar 48 h después
de mifepristona, una dosis de 0.4 mg via oral para obtener 61% de eficacia. En caso de no conseguir
el resultado esperado, se continuara la administracion de varias dosis de 0.4 mg de misoprostol, a

intervalos de tiempo de 3 a 6 h para lograr hasta un 93% de eficacia.



¢) Mecanismo de accion

Respecto a su modo de accion durante el embarazo, se ha reportado que esta antiprogestina
se une al receptor de progesterona, inhibiendo asi el efecto de progesterona, cuyo bloqueo resulta en
dafio vascular, necrosis decidual y sangrado (Johannisson et al., 1989). Ademas, como se ha
mencionado anteriormente, mifepristona transforma el Utero prefiado quiescente en un drgano
activo con contracciones uterinas regulares; debido a que incrementa la sintesis de prostaglandinas
y provoca apertura y dilatacion del cervix (Revisado por Baulieu, 1997). En general, el andlisis de
estos hallazgos nos permite concluir que la accion primordial de mifepristona radica en el hecho de
producir aumento de las contracciones miometriales durante la gestacion, para provocar la

evacuacion del Utero.

Asi, el mecanismo de accion de mifepristona para producir efecto antiprogestacional, es a
través de su unién al receptor de progesterona, el cual se encuentra asociado con proteinas de
choque térmico (hsp90) formando el complejo receptor-hsp90, se cree que dicha asociacion reprime
la union del receptor con el DNA. La unién de progesterona con el receptor, promueve la
disociacion de las hsp90 transformando este complejo de un estado inactivo que no se une al DNA,
a un estado activo capaz de unirse a los elementos de respuesta de hormonas esteroides (HRE) de
genes blanco y estimular la activacion de la transcripcion inducida por la hormona. La union de
mifepristona con el receptor, promueve la disociacion de las hsp90 y la union al DNA, pero no

estimula la cascada de eventos posteriores que involucran la transcripcion (Beck et al., 1993).



I1. Planteamiento del problema

En marcado contraste con la sugerencia de que mifepristona produce activacion de la
contractilidad miometrial, también existen datos experimentales en el embarazo a término del mono
Rhesus, donde la aplicacion de mifepristona produce disminucién transitoria de la actividad
contractil, dado que 8 h después la actividad incrementa ligeramente, pero con un patron irregular e
insuficiente para desencadenar el trabajo de parto (Wolf et al., 1989; Haluska et al., 1987). Aunado
a lo anterior, se encuentra la evidencia directa de que mifepristona tiene la habilidad de inducir
relajacion de la actividad contractil del utero aislado de rata, siendo esta una respuesta rapida y
reversible que no puede ser explicada por los procesos gendmicos dependientes de la transcripcion

(Perusquia y Kubli-Garfias, 1994).

Los resultados anteriores sugieren que la mifepristona podria producir un efecto relajante de
tipo no gendmico antes de desencadenar una respuesta genomica. Esta propuesta es apoyada por el
hecho de que la estructura quimica de este compuesto es esteroidal (Fig. 1); es decir, es un complejo
de cuatro anillos (ciclopentanoperhidofenantreno): tres ciclohexanos (A, B y C) y un ciclopentano
(D). A este respecto, se ha reportado que varios compuestos con estructura esteroidal,
particularmente los esteroides gonadales, son capaces de inducir relajacion de las contracciones
uterinas. En referencia a lo anterior, es ampliamente aceptado que la progesterona produce
relajacion uterina y es la principal base de la quiescencia del miometrio en el embarazo (Csapo,
1956; revisado por Perusquia, 2001). También se ha reportado que la progesterona y otras
progestinas, asi como varios androgenos y corticoesteroides pueden relajar la contraccion uterina de
la rata (Revisado por Perusquia, 2001) y humano (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001; Perusquia et al.,
2005). Esta linea de hallazgos experimentales han mostrado que la relajacion uterina que inducen

las hormonas esteroides es el resultado de una accion de tipo no genémico.



Figura 1. Estructura quimica de mifepristona donde se muestra el esqueleto esteroidal de cuatro anillos que
comparte con las hormonas esteroides.

Con estas bases, es pertinente proponer que ademas del conocido efecto que mifepristona
ejerce como antihormona, este compuesto podria inducir acciones de tipo no gendmico, con
relevancia en la funcion miometrial y derivar en el cuestionamiento de su uso terapéutico; tanto
para la interrupcién del embarazo como para desencadenar el trabajo de parto. Ademas, debido a la
falta de estudios sobre el efecto directo de la mifepristona en la contractilidad del Utero humano, el
presente proyecto pretende evaluar la respuesta directa de esta antihormona sobre la actividad
contractil inducida por oxitocina y prostaglandinas en el Gtero aislado del humano a término de la

gestacion.



Para este estudio se analizara lo siguiente:

1) Valorar el efecto de mifepristona sobre la contraccion inducida por oxitocina y prostaglandinas
(PGF,,, PGE, y misoprostol) estableciendo asi: (a) el efecto inhibitorio o excitatorio sobre las
mencionadas respuestas contractiles y definir la eficacia del compuesto en cada respuesta, (b)
explorar la posible potenciacién de la accién de las prostaglandinas en presencia de mifepristona.

2) Determinar la via de accion (genémica o nogendmica) del efecto de mifepristona; examinando el
efecto de la antihormona en presencia de los inhibidores correspondientes de la transcripcion y la
sintesis de proteinas.

3) Analizar el posible antagonismo, sinergismo o potenciacion del conocido efecto antiuteroténico

de progesterona en presencia de mifepristona.



I11. Hipdtesis

Debido a que mifepristona posee la estructura basica de todos los esteroides
(ciclopentanoperhidrofenantreno), se espera que también pudiera participar en acciones rapidas que

anteceden a la ruta de accion genomica; al provocar una rapida disminucion de la contractilidad uterina.



IV. Objetivos

Principal:

Estudiar la accion directa de mifepristona sobre la contractilidad del Utero gestante a término,
determinando su potencial accién no genomica con beneficio directo hacia: (i) el conocimiento del
mecanismo de accion de este farmaco y (ii) la validacion de su utilidad terapéutica en Ginecologia y

Obstetricia.

Particulares:

1) Cualificar y cuantificar el efecto de mifepristona sobre la respuesta producida por oxitocina,
prostaglandinas naturales (PGF,,, PGE,) y sintéticas (misoprostol) en Utero aislado gestante a
término.

2) Comparar el efecto y eficacia que provoca mifepristona en la respuesta inducida por los
diferentes agentes uterotdnicos y con el efecto relajante inducido por progesterona.

3) Determinar la posible potenciacion de la actividad uterotdnica de las prostaglandinas en
presencia de mifepristona.

4) Analizar la via de accion de mifepristona (genémica o nogenomica).



V. Material y métodos

a) Obtencidén y manejo de las muestras uterinas

El presente estudio fue aprobado por el comité de Etica del Hospital de la Mujer, Secretaria de
Salud (Departamento de ensefianza RE:597). El tejido miometrial fue obtenido (previo consentimiento
informado) de pacientes sometidas a operacion cesarea por indicacion médica con los siguientes

requisitos:

A. Edad 25-35 afios

B. Embarazo de término, entre 37 y 40 semanas de gestacion.

C: Sin cirugia uterina previa.

D. Integridad de membranas corioamnidticas.

E. Sin aplicacion previa de medicamentos Utero-relajantes o Utero-tonicos.

F. Sin manifestaciones clinicas de trabajo de parto.

La biopsia de aproximadamente 3.0 X 1.0 X 1.0 cm fue tomada de un corte transversal
realizado en la region del segmento durante el procedimiento quirurgico, antes de la administracion de
medicamentos oxitocicos. Esta muestra miometrial se coloco inmediatamente en solucion Hartmann
(Baxter de México) a 4°C, para ser transportada del hospital (Hospital Angeles México) al laboratorio
(Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM), donde se realiz6 un recambio de la solucion

Hartmann y se mantuvo en refrigeracion (4°C) durante 24 y 48 h antes de su ensayo.



Posteriormente, la muestra fue colocada en una caja de Petri, de doble pared, que contenia
Ringer Krebs-Henseleit con la siguiente composicion (en mM): NaHCO3 (25), NaCl (119), KCI (4.6),
KH,PO, (1.2), MgSQO, (1.2), CaCl, (1.5) y glucosa (12). El Ringer se mantuvo a una temperatura de
37°C, precalentado previamente, por medio de un bafio (Haake, D1) que recircula el agua a través de la
doble pared de la caja de petri. EI pH del Ringer fue estabilizado previamente y mantenido
constantemente a 7.4, mediante burbujeo ininterrumpido de una mezcla gaseosa de 5% de CO, en 95%
de O,. Con ayuda de material de microcirugia, se procedio a disecar la capa muscular (miometrio), la
cual fue dividida en varios segmentos miometriales cortados a lo largo de las fibras musculares

longitudinales de aproximadamente 1.0 x 0.5 x 0.5 cm cada uno.

b) Sistema de registro

Cada segmento miometrial se colocé inmediatamente en una camara de incubacién que contenia
10 ml de la solucion Ringer (Krebs-Henseleit antes descrita), recibiendo burbujeo constante de la
mezcla gaseosa 0,-CO,, con temperatura controlada a 37 °C mediante el bafio recirculador. Los
segmentos fueron sujetados en forma vertical utilizando hilo de seda (000); por un extremo al piso de la
camara y por el otro extremo a un transductor de tension (Grass Instruments, modelo FTO3C), el cual
recibio y envio las sefiales mecanicas del tejido a un poligrafo (Grass Instruments, modelo 79) de 4
canales, que a su vez esta acoplado a una computadora (Pentium 111 de x 1.13AGHz) con un sistema de
captura analdgico/digital (Astro-Med Inc polyView 2.5, ADM-20002), ver Fig. 2. Los tejidos en cada
camara de incubacion, fueron sometidos a una fuerza de tensién de 10 mN (1g de tension) durante todo

el experimento.



Figura 2. Sistema de Registro: 1) Camaras de incubacion donde se mantiene el tejido, 2) bafio
recirculador de agua que alimenta a las cAmaras de incubacién para mantener una temperatura constante de
37° C, 3) suministro de aeracion de la mezcla gaseosa, 4) transductor de tension, 5) poligrafo y 6)
computadora, con convertidor analdgico digital, acoplada al poligrafo.

c¢) Exploracion del efecto de mifepristona

Antes de iniciar cada protocolo experimental, los tejidos se estabilizaron a las condiciones in
vitro entre 60 y 90 minutos, periodo en el cual se detectd la actividad contréctil espontanea. Bajo estas
circunstancias, se adicion0, por separado y en diferentes cdmaras, 100 nM de oxitocina, 1 uM de
PGF,,, 1 UM de PGE, 6 1 uM de misoprostol. Después de la adicion de cada agente, se obtuvo un
registro de aproximadamente 30 minutos, el cudl fue considerado como control de la actividad
contractil (100%), a continuacion se adiciond mifepristona, previamente disuelta en etanol absoluto, a

una concentracion de 100 uM (concentracion maxima para su solubilidad total en etanol absoluto) en



una alicuota de 10 pL en la camara de incubacion de 10 mL, lo cual corresponde a un volumen final de
0.1% de etanol absoluto. La respuesta fue observada y registrada durante 30 min en el caso de
oxitocina, y hasta 90 min en el caso de prostaglandinas, comparando con el control (100%) y expresada
en terminos de porcentaje de modificacion de la respuesta control. Después, el tejido fue lavado
mediante tres recambios de la solucion Ringer para retirar el tratamiento y verificar la viabilidad y
recuperacion del tejido. En otros experimentos, el tratamiento fue invertido; es decir, primero se

adiciond 100 uM de mifepristona y 30 min después, por separado, cada prostaglandina.

Con fines comparativos, en diferentes tejidos se prob6 progesterona a 100 uM (concentracién
equimolecular a mifepristona) bajo las mismas condiciones experimentales (previo tratamiento con

PGF,, PGE,, misoprostol y mifepristona).

También se hicieron los ensayos pertinentes con 0.1% de etanol absoluto; vehiculo en el cual se
disolvieron las compuestos de prueba (mifepristona o progesterona). Los efectos fueron repetidos por
lo menos 6 veces en muestras provenientes de diferentes pacientes, donde la “n” significa el nimero de

pacientes.

d) Investigacion de la via de accion de mifepristona

Con la finalidad de indagar si la respuesta producida por mifepristona es por la via gendmica,
donde es necesario que mifepristona interaccione con los receptores intracelulares a progesterona y
después se modifiquen los procesos de transcripcion. Se utilizaron diferentes segmentos miometriales,

donde se provocd una contraccion tonica sostenida con solucion despolarizante de cloruro de potasio



(KCI 40 mM), cuando la contraccion alcanzo su punto maximo, en unos tejidos se adiciono el inhibidor
de la transcripcion (actinomicina D, 10 uM) y en otros el inhibidor de sintesis de proteinas
(cicloheximida, 40 puM) y después de 30 min, se adicion6 mifepristona 100 pM. Con este

pretratamiento el efecto de mifepristona fue comparado en presencia y ausencia de los inhibidores.

e) Procesamiento de los datos

La actividad muscular i.e., la respuesta contractil miometrial fue evaluada en los mismos
intervalos de 30, 60 y 90 min; determinados para el control y el efecto. Mediante el programa de
captura de sefiales bioldgicas (polyVIEW), los datos fueron monitoreados en tiempo real, evaluando el
area bajo la curva de la actividad contractil. Los valores son reportados en porcentaje con respecto al
control, el cual serd considerado como 100%. Cada ensayo representa la media de 6 experimentos +

error estandar de la media (E.E.M).

El efecto relajante de mifepristona fue comparado en presencia de los diferentes agentes
uteroténicos utilizados; oxitocina y prostaglandinas (PGF,,, PGE, o misoprostol). También fue
comparado en presencia de cada una de las prostaglandinas vs. el efecto relajante de progesterona en
las mismas condiciones. Finalmente, se compar6 el efecto de mifepristona en ausencia y presencia de
los inhibidores de la transcripcion y sintesis de proteinas (actinomicina D 10 uM y cicloheximida 40
KUM). Las comparaciones fueron realizadas de acuerdo a la prueba t de student no pareada (por ser

muestras independientes), considerando valores significativamente diferentes cuando p<0.05.



f) Compuestos

Con excepcion de oxitocina, la cual se obtuvo de la empresa Novartis Farmacéutica México,
S.A. de C.V,, los restantes compuestos, utilizados en este estudio, fueron obtenidos de Sigma Chemical
Co. St. Louis MO., USA. En este estudio se incluyé: Mifepristona (RU 486; 11B-(4-
dimetilamino)fenil-173-hidroxi-)-17(1-propinil)estra-4,9-dien-3-ona), Progesterona (4-pregnen-3,20-
diona), Oxitocina (Syntocinon), PGE, (acido (5Z,11a,13E,15S)-11,15-dihidroxi-9-oxoprosta-5,13-
dienoico), PGF,, (acido (5Z,9a,11a,13E,15S)-9,11,15-trihidroxiprosta-5,13-dienoico sal tris),
misoprostol  (acido  (11a,13E)-11,16-dihidroxi-16-metil-9-oxoprost-13-en-1-oico  metil  ester),
Actinomicina D  (Dactinomicina) y  Cicloheximida  (3-[2-(3,5-dimetil-2-oxociclohexil-2-

hidroxietil]glutarimida).

Oxitocina fue disuelta en agua bidestilada y los otros compuestos fueron disueltos en etanol
absoluto (Merck, México, S.A.); adicionando un volumen final de 0.1% en el bafio de incubacion
(equivalente a la concentracion final de 17.14 mM). Actinomicina D, fue conservada en un frasco

ambar por ser un compuesto fotosensible y de facil degradacion.



V1. Resultados

a) Efecto relajante inducido por mifepristona en contracciones inducidas por
agentes uterotonicos.

La adicion de mifepristona sobre la actividad inducida por la oxitocina o por cada una de las
prostaglandinas, mostré una marcada disminucion en la amplitud de las contracciones, mostrando un
claro efecto inhibitorio sobre todas las respuestas contractiles (Fig. 3B-E). En el caso de la prueba en
presencia de misoprostol (Fig. 3D), en algunos casos se pudo también apreciar un ligero incremento en
la frecuencia de las contracciones; sin embargo, la evaluacion final resultd un efecto inhibitorio.
Notablemente, el efecto de la mifepristona fue rapido (~ 5 min), afectando la contraccion inmediata a
su adicion (ver Fig. 3B-E). También se pudo observar que el efecto de mifepristona es parcialmente
reversible cuando se retira el tratamiento mediante un lavado (recambio de solucion Ringer). El analisis
de los datos mostré que la relajacion inducida por mifepristona a los 30 min fue mayor cuando el
tejido esta en presencia de oxitocina (~ 20 %), en comparacion a las diferentes prostaglandinas. El
efecto relajante de mifepristona a los 90 minutos no fue significativamente diferente (p>0.05) en

presencia de PGF,, y misoprostol, resultando menor en el caso de la PGE,.

El vehiculo utilizado para disolver las prostaglandinas o la mifepristona (0.1% de etanol
absoluto para cada compuesto) no modifico de manera significativa (p>0.05) la contraccion espontanea
en el Gtero humano gestante a término (Fig. 3A). Asimismo, la adicion del vehiculo de mifepristona
(0.1% de etanol absoluto) no modifico significativamente (p>0.05) cada una de las respuestas (a

oxitocina o a prostaglandinas).
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Figura 3. Registro tipico de la actividad contractil espontanea del Gtero humano gestante a término. (A) Efecto de etanol
absoluto (ETOH 0.1%) en el cual se administré la prostaglandina (primera adicion) y mifepristona (segunda adicién), notese
que la actividad uterina no fue modificada (p>0.05). Efecto relajante inducido por 100 pM de mifepristona (RU 486) sobre
la actividad inducida por: (B) 100 nM de oxitocina, (C) 1 uM de PGF,,, (D) 1 uM PGE,, y (E) 1 uM misoprostol.



b) Comparacion de la eficacia de mifepristona y progesterona en la respuesta
inducida por las diferentes prostaglandinas.

El efecto relajante de mifepristona fue evaluado a 30, 60 y 90 min después de su adicion,
mostrando una clara correlacién entre la magnitud del efecto relajante de la mifepristona y el tiempo,
i.e. que el efecto relajante se incrementa a medida que aumenta el tiempo de exposicion del tejido a
mifepristona (Fig. 4A). Como era de esperarse, la progesterona produce relajacion de la actividad
uterina en todos los tratamientos (Fig. 4B). Como se observa en la Fig. 4AB, el efecto relajante de
mifepristona resultd significativamente menor (p<0.01) al efecto relajante inducido por progesterona,
cuando fueron comparadas equimolecularmente (100 uM cada una) en presencia de cada agente
uteroténico y a todos los tiempos de evaluacion. El efecto maximo, evaluado al mayor tiempo (90 min),
muestra que progesterona produce un efecto >60% de relajacion, mientras mifepristona solo produce

20-30% de relajacion.
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Figura 4. Curso temporal del efecto relajante de: A) 100 UM de mifepristona (RU 486) y B) 100 uM de
progesterona (P), en presencia de cada una de las prostaglandinas (PGF,, PGE, y misoprostol; a concentracion
de 1 uM cada una).

En cuanto al andlisis del posible antagonismo, sinergismo o potenciacion del conocido efecto

antiuterotonico de progesterona en presencia de mifepristona. El efecto relajante de progesterona sobre

la contraccién espontanea corresponde a 33% a 30 min. En presencia de mifepristona, dicha relajacion

fue mayor, incrementandose ~15%; el cual corresponde al porcentaje de relajacion de mifepristona a

los 30 min; es decir, se sinergizo el efecto de ambos compuestos. Ademas se pudo observar que

mifepristona fue incapaz de antagonizar el efecto relajante inducido por la progesterona.



¢) Actividad de las prostaglandinas en presencia de mifepristona.

La respuesta a cada prostaglandina no fue incrementada cuando el tejido fue preincubado con
mifepristona, mostrando que no hay potenciacion del efecto uterotonico de las prostaglandinas. Por el
contrario, el deterioro de la actividad uterina espontanea (relajacion) que provoca mifepristona muestra
que el tejido estd menos reactivo al efecto de cada prostaglandina, especialmente para PGE, Yy

misoprostol.

d) Modo de accion del efecto relajante de mifepristona.

Este protocolo fue realizado para determinar si el efecto de mifepristona podria ser bloqueado
en presencia de los inhibidores de la transcripcion y sintesis de proteinas. Se observé que mifepristona
(100 pM) también produce peérdida del tono de la contraccion tonica sostenida inducida por
despolarizacion (KCI 40 mM). El efecto de mifepristona (29.58+1.82% de relajacion) no fue bloqueado
cuando el tejido fue preincubado con cicloheximida (28.17+£1.61% de relajacion) o actinomicina D

(30.20£2.5% de relajacion), ver Fig. 5.
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Figura 5. Efecto relajante de mifepristona (RU 486 100 uM) sobre la contraccion inducida por KCI 40 mM en
Utero humano gestante a término, sélo y en presencia de los inhibidores de la transcripcion (actinomicina D 10
MM) y de la sintesis de proteinas (cicloheximida 40 puM), mostrando que no hay diferencia significativa
(p>0.05).



VI1I. Discusion

Los datos experimentales obtenidos en el presente trabajo revelan que la mifepristona tiene la
capacidad de provocar relajacion de la contractilidad uterina, al inducir una clara disminucion de la

actividad miometrial en presencia de oxitocina y prostaglandinas (PGE,, PGF,, y misoprostol).

Reportes previos han documentado que la mifepristona induce relajacion de la contractilidad
uterina en ratas no gestantes (Perusquia y Kubli-Garfias, 1994; Parra et al., 2000) y gestantes (Bouftila y
Clabaut, 2001). En primates subhumanos, la mifepristona no es efectiva para inducir el parto (Wolf et
al., 1989), produciendo contracciones irregulares e insuficientes (Haluska et al., 1987). En dtero humano
no gestante, mifepristona disminuye la frecuencia y no incrementa la amplitud y duracion de las
contracciones (Lobaccaro-Henri et al., 1992); ademas, en el utero humano gestante a término la
mifepristona no acorta la duracion de la labor, lo cuél no facilita el proceso de parto (Stenlund et al.,
1999). Estas evidencias, particularmente en primates, sugieren que la mifepristona podria ejercer
relajacion uterina; sin embargo, no queda definido en estos trabajos. Por tal razon, el presente estudio es
el primero en establecer claramente que la mifepristona posee la propiedad de relajar al miometrio
humano gestante a término, un hecho que se contrapone con la aceptada estimulacion de la actividad

miometrial que se le ha atribuido a la mifepristona.

La accion conocida de la mifepristona (activacion de la contraccion uterina) no es directamente
producida por esta antiprogestina, debido a que provoca incremento en la sintesis de prostaglandinas y
sensibiliza al utero a la accion uterotdnica de estas (Baulieu, 1997). Asi, esta estimulacion indirecta que
al parecer dispara la mifepristona a través de las prostaglandinas, es un proceso que requiere de amplio

tiempo y que involucra su interaccién con el receptor a progesterona. En este estudio observamos que la



mifepristona produce una rapida inhibicion de la contractilidad miometrial (~ 5 min) que puede ser
revertida al retirar el tratamiento; siendo una evidencia obvia para descartar la participacion del receptor
a progesterona involucrado en la via genomica. Esta sugerencia fue, ademas, reforzada por el hecho de
que al inhibir la transcripcion y sintesis de proteinas el efecto relajante de la mifepristona no fue
modificado. Estos hallazgos experimentales permiten caracterizar indiscutiblemente al efecto relajante
de la mifepristona como un modo de accion de tipo nogendémico, una accion independiente de la via
gendmica. Lo cual concuerda con la postulacion de su efecto nogendémico en el Utero de rata (Perusquia

y Kubli-Garfias, 1994; Parra et al., 2000).

Aunque la mifepristona es clasicamente descrita como una antiprogestina, con actividad
antagonista sobre los receptores a progesterona, los presentes datos demuestran que también produce una
accion agonista a nivel nogendémico al inducir rapida relajacion miometrial, sin accién antagonista por
su incapacidad para bloquear la relajacion nogendémica de la progesterona. Estableciendo que la
mifepristona tiene la capacidad de ejercer un efecto relajante que antecede a su actividad
antiprogestacional sobre el receptor a progesterona. En resumen, la mifepristona mimetiza el conocido
efecto antiuterotonico de la progesterona (Csapo, 1956; Perusquia, 2001) y otros esteroides como:
progestinas (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001) y andrdgenos (Perusquia et al., 2005), posiblemente por

compartir la misma estructura basica de todos los esteroides.

Por otra parte y debido a que el proceso de aborcion por el método farmacoldgico
mifepristona/misoprostol toma un tiempo muy prolongado para ser completado, lo cual puede jugar un
papel relevante en la aceptabilidad del método farmacoldgico, las investigaciones actuales estan
proponiendo acortar los intervalos de tiempo de la administracion mifepristona/misoprostol, dado a que

aun no ha sido estudiado a intervalos mas cortos de 12 h (Gemzell-Danielsson et al., 2006). Sin



embargo, el hecho de que mifepristona inicialmente produzca relajacion miometrial debera ser
considerado en este tipo de estudios, por la posibilidad de que la mifepristona produzca un efecto
contraproducente, al antagonizar la actividad contractil. Aunado a lo anterior, cabe sefialar que el
intervalo de tiempo entre la aplicacion de mifepristona y la aparicion de las contracciones uterinas es de
24 a 36 h; asi, la incrementada sensibilidad del utero a la accidn de prostaglandinas aparece 24 h después
de empezar el tratamiento con mifepristona, siendo méaximo a las 36 y 48 h (Swahn y Bygdeman, 1988).
En este contexto, es elemental considerar que la farmacocinética de la mifepristona es caracterizada por
una rapida absorcion, con una vida media de 25 a 30 h (Heikinheimo et al., 2003). A este respecto, es
tentado a sugerir que la mifepristona inicialmente inhibe la actividad contractil miometrial y
posteriormente, los productos de su metabolismo, por hidroxilacion, podrian resultar los responsables de
aumentar la sintesis de prostaglandinas. En este estudio confirmamos la baja accién uterotonica de las
prostaglandinas a término de la gestacion, un hecho que puede variar en etapas tempranas de la gestacion

y que por razones éticas no podemos confirmar en nuestro ensayo.

Por lo tanto, la presente Tesis y los datos en relacion a la falla de mifepristona para inducir el
parto (Wolf et al., 1989; Haluska et al., 1987; Lobaccaro-Henri et al., 1992; Stenlund et al., 1999)
postulan que el régimen mifepristona/misoprostol puede ser ineficaz para la indicacion de expulsién de
un feto muerto durante el tercer trimestre de gestacion (Sitruk-Ware y Spitz, 2003). Tomando en
conjunto esta linea de evidencias, es probable que el método mifepristona/misoprostol para la
interrupcion del embarazo, sea causado primordialmente por la prostaglandina; dado a que se ha
reportado que misoprostol induce un fuerte efecto uterotonico y es usado ilegalmente para la terminacion
del embarazo en algunos paises (Blanchard et al.,1999; Costa, 1998). El rango reportado para producir
aborto completo por misoprostol varia entre 61% para una sola dosis y 93% para dosis repetidas

(Bugalho et al., 1996; Carbonell et al., 1997).



Es importante destacar que ademas la administracion de PGE, o de oxitocina producen una
eficacia de 93% y 91% respectivamente para interrumpir el embarazo (Winkler et al., 1991). Este hecho
tambien evidencia que la combinacion de mifepristona/misoprostol podria no superar el tratamiento
directo con oxitocina o prostaglandinas, las cuales producen el mismo rango de eficacia que la

combinacion mifepristona/misoprostol, que ademas, requiere de mayor tiempo para obtener el resultado.

Finalmente, en el presente estudio admitimos que la concentracion usada de mifepristona (100
HUM; equivalente a 0.4 mg) esté lejos de la minima dosis terapéutica usada (200 mg), esta limitante en
nuestro sistema in vitro fue debida a las caracteristicas fisicoquimicas de este compuesto, como su alta
hidrofobicidad. Sin embargo, es prematuro descartar el efecto reportado en esta Tesis, sin tomar en
cuenta la importante contribucion al conocimiento de los diferentes efectos y modos de accion de esta

antiprogestina en el Gtero humano.



VI1I1. Conclusiones

El presente trabajo mostro que la mifepristona puede inducir otro efecto antes de su conocida accién
antiprogestacional. La principal aportacion de esta tesis fue describir el panorama completo de la via de

accion de esta antiprogestina en el tero humano, llegando a las siguientes conclusiones:

1. La mifepristona no potencia la accion uterotonica de las prostaglandinas o de la oxitocina, por el
contrario la inhibe.

2. La mifepristona produce inicialmente un efecto relajante sobre la contractilidad miometrial, el
cual antecede a su efecto progestacional.

3. La mifepristona inhibe las contracciones uterinas a través de un mecanismo nogendmico,
independiente al receptor a progesterona.

4. La mifepristona mimetiza el conocido efecto antiuterotonico de la progesterona, comportandose
como agonista, posiblemente por compartir la misma estructura basica de todos los esteroides.

5. La mifepristona no ejerce actividad antagonista sobre el efecto relajante de progesterona.
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