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RESUMEN

La antiprogestina RU 486 (mifepristona) es utilizada en el tratamiento para
interrumpir el embarazo, RU 486 bloquea la accion quiescente de la progesterona,
incrementando la contractilidad uterina, sensibilizando el miometrio a la respuesta
contractil de las prostaglandinas y provocando maduracién cervical. Debido a que RU
486 pertenece a una clase de compuestos estructuralmente relacionados a las
hormonas esteroides; las cuales poseen efectos relajantes uterinos no gendémicos, en
este estudio se investigd la potencial accion relajante no gendmica de RU 486 en el
miometrio humano gestante. Se obtuvieron tejidos miometriales de mujeres gestantes a
término sometidas a operacion cesarea por indicacion y fueron registrados
isométricamente. RU 486 causé relajacidon de la contractilidad espontanea y de
contracciones inducidas por potasio alto, pero con menor eficacia que la progesterona.
La accion bloqueadora de RU 486 sobre el receptor de la progesterona, no antagonizo
la relajacion uterina de la progesterona. Por otra parte, contracciones inducidas por
oxitocina o diferentes prostaglandinas (PGF,,, PGE,, y un analogo de prostaglandina;
misoprostol) fueron inhibidas, y no incrementadas por RU 486. RU 486 provocé un
rapido y reversible efecto relajante, el cual no fue afectado por inhibidores de la
transcripcion y sintesis de proteinas, implicando que RU 486 actua a través de un
mecanismo no genomico. Este trabajo revela que RU 486: (i) reduce la contraccion
inducida por potasio alto y previene la contraccion inducida por calcio en tejidos
despolarizados, lo que implica un bloqueo de los canales de calcio operados por voltaje;
y (ii) RU 486 relaja las contracciones inducidas por oxitocina y prostaglandinas,
sugiriendo un bloqueo de los canales de calcio operados por receptor. Estos datos
muestran que la antiprogestina RU 486 puede inducir un rapido efecto antiuterotonico
no genomico antes de su accion antiprogestacional.



ABSTRACT

The antiprogestin RU 486 (mifepristone) is used for termination of pregnancy, as
RU 486 blocks the quiescent action of progesterone, increases uterine contractility,
sensitizes the myometrium to prostaglandins, and elicits cervical ripening. Since RU 486
represents a class of compound that is structurally related to steroid hormones, some of
which possess a nongenomic uterine relaxing effect, we investigated the potential
nongenomic relaxing action of RU 486 on the human pregnant myometrium. Myometrial
tissues were obtained from pregnant women undergoing elective cesarean section at
term and were isometrically recorded. RU 486 caused relaxation on spontaneous
contractility and high potassium-induced contractions with lower relaxing efficacy than
progesterone. The progesterone receptor-blocking activity of RU 486 did not antagonize
the uterine relaxation of progesterone. Moreover, contractions induced by oxytocin or
different prostaglandins (PGF.q, PGE>, and a prostaglandin analogue, misoprostol) were
inhibited rather than increased by RU 486. RU 486 induced a rapid and reversible
relaxing effect, which was unaffected by inhibitors of protein synthesis and transcription,
implying that RU 486 acts through a nongenomic mechanism. This study reveals that
RU 486: (i) reduced high potassium-induced contraction and prevented calcium-induced
contraction in depolarized tissue; and (ii) relaxed the oxytocin and prostaglandin-induced
contractions, indicating a blockade of voltage- and receptor-operated calcium channels
by RU 486. These data show that this antiprogestin may induce a rapid nongenomic
antiuterotonic effect prior to its antiprogesterone action.



I. INTRODUCCION

1. Generalidades de RU 486

En 1980 Phillibert y Teutsch de la firma farmacéutica Roussel-Uclaf, sintetizaron
un esteroide al que denominaron RU 38486 (Phillibert et al., 1981). Posteriormente el
nombre fue simplificado a RU 486 y actualmente es conocido con el nombre genérico
de mifepristona. Inicialmente Phillibert y colaboradores (1981) reportaron a este
compuesto como potente antiglucocorticoide, capaz de unirse al receptor de
glucocorticoides con una afinidad 3 veces mayor a la de la dexametasona. Tres afos
mas tarde, se reporta que este compuesto también es capaz de unirse al receptor de
progesterona (PR), con una afinidad 5 veces mayor respecto a la propia progesterona,
provocando una potente accion como antiprogestina. Asimismo, RU 486 también es
capaz de unirse al receptor de andrégenos, aunque con baja afinidad (25% respecto a

la testosterona), y provocar acciones antiandrogénicas (Phillibert, 1984).

Por su capacidad de unirse a diferentes receptores de hormonas esteroides, el
RU 486 es capaz de actuar en diferentes sitios, provocando sus efectos principalmente
en el utero (miometrio y endometrio), gbnadas (femeninas y masculinas) y en las

glandulas suprarrenales.

Una gran diversidad de estudios han sustentado el uso terapéutico de este
compuesto: (i) como anticonceptivo, por su capacidad para prevenir la implantacion e

inhibir la ovulacion (Baulieu, 1997; Bydgeman et al., 1997; Baird et al., 2003); (ii) como
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anticonceptivo de emergencia (Cheng et al., 2008); (iii) en el tratamiento del sindrome
premenstrual (Weiss, 1993); (iv) en el tratamiento de varios tipos de canceres como el
mamario (Purmonen et al., 2002), prostatico (Cabeza et al., 2007) y leiomioma uterino
(Engman et al., 2009) y (v) para el tratamiento el sindrome de Cushing’s (Schteingart,

2009), glaucoma (Tsukahara et al., 1986) y meningiomas (Chamberlain, 2001).

Cabe resaltar, que por sus propiedades antiprogestacionales, RU 486 ha sido
aprobado para cuatro indicaciones: (i) interrupcion del embarazo temprano; (i)
dilatacion cervical previa a la interrupcion del embarazo por método quirargico; (iii)
preparacion para la interrupcion del embarazo con prostaglandinas (PGs) durante el
segundo trimestre de embarazo; y (iv) expulsidon de un feto muerto durante el tercer
trimestre de embarazo (Sitruk-Ware y Spitz, 2003). De manera notoria, el uso

terapéutico de RU 486 solo es legalmente aceptado para los tratamientos anteriores.

RU 486 comparte la estructura basica de todas las hormonas esteroides
(ciclopentanoperhidrofenantreno), su sintesis fue a partir de la noretindrona; en la figura
1 se muestran las estructuras quimicas de RU 486 y la noretindrona. RU 486 presenta
un grupo fenil 4 dimetil amino en el C44 (responsable de su acciéon antagonista) y una
cadena 17a-propinil de alta afinidad a diversos receptores de hormonas esteroides,

ademas presenta un doble enlace entre el Cq y el Cqo (Spitz et al., 1996).



CH, OH
..... C=CH
A)
C CH
Noretindrona
09
B) Noretindrona
B)

Fig. 1. Estructuras quimicas de Noretindrona y RU 486.



2. Uso terapéutico de RU 486 en combinacién con prostaglandinas para
interrumpir el embarazo

En 1988, RU 486 fue aprobado en Francia con el nombre comercial de
Mifegyne®, para interrumpir el embarazo de hasta 49 dias de gestacion en combinacién
con misoprostol o gemeprost (analogos de la PGE4). Ailos mas tarde, la combinacién
RU 486/misoprostol o RU 486/gemeprost fue aprobada en diversos paises de Europa.
En forma notable en Inglaterra y Suecia, el uso de RU 486/gemeprost fue aprobado
para interrumpir el embarazo de hasta 63 dias. Doce afios mas tarde, en el afio 2000, la
Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos, aprobdé el uso de RU
486/misoprostol para interrumpir el embarazo de hasta 49 dias. En la actualidad, mas
de 40 paises han aprobado el uso de RU 486 en combinacion con misoprostol o
gemeprost. Al principio la aprobacion de RU 486 fue solo en paises desarrollados, pero
actualmente paises en vias de desarrollo como Vietnam, India, Sudafrica y Guyana

también han aprobado su uso (Bartz y Goldberg, 2009) (Tabla 1).



Tabla 1. Paises que han aprobado el régimen RU 486/PG* para interrumpir el embarazo.

1988
Francia y China.

1991
Inglaterra

1992
Suecia

1999
Austria, Bélgica,
Dinamarca, Finlandia,
Alemania, Grecia,
Israel, Luxemburgo,
Holanda, Espafia y Suiza.

2000
Noruega, Rusia,
Taiwan, Tunez, Ucraniay
Estados Unidos de América.

2001
Nueva Zelanda y Sudéafrica.

2002
Azerbaiyan, Belarus,
Georgia, India, Latvia,

Serbia, Uzbekistan y Vietnam.

*misoprostol 0 gemeprost

2003
Estonia

2004
Guyana y Moldova.

2005
Albania, Hungria y Mongolia.

2006
Kazajstan

2007
Armenia, Portugal,
Kyrgyzstany Tajikistan.

2008
Rumania y Nepal.

2009
Italia

Fuente: Gynuity Health Projects, 2009.




Es importante resaltar que en el continente americano el uso de RU 486 sélo ha
sido aprobado en Estados Unidos de América y Guyana. En otros paises de América
donde la interrupcion del embarazo es legal, como Canada, Cuba, Puerto Rico y México
(solo en el Distrito Federal) no se ha aprobado el uso de RU 486. Especificamente en
nuestro pais, el aborto médico es aceptado utilizando sélo misoprostol (Gaceta Oficial

del Distrito Federal, 4/05/2007).

a) Régimen utilizado

El esquema de tratamiento autorizado por la FDA (2000) para interrumpir el
embarazo de hasta 49 dias (Food and Drug Administration, 2010) es el siguiente:

Dia 1: Administracion de RU 486; una dosis de 600 mg via oral (3 tabletas de
200 mg).

Dia 3: Administracion de misoprostol; una dosis de 0.4 mg via oral (dos tabletas
de 0.2 mg).

Dia 14: Post-tratamiento; la paciente debe regresar al consultorio para confirmar
la interrupciéon del embarazo, en caso de fracaso, se recomienda interrumpir el

embarazo por metodo quirurgico.

A pesar de que los paises que han aprobado el uso de RU 486 para interrumpir
el embarazo han establecido perfectamente los regimenes para utilizar RU 486 en
combinacion con misoprostol o gemeprost, con los cuales se obtiene una alta eficacia
(del 92 al 98%) (Bydgeman, 2000; Christin-Maitre et al., 2000); los esquemas de
tratamiento vigentes han sido variados en diversos estudios clinicos, i.e., se ha

modificado la dosificacion, la via de administracion y el intervalo de tiempo entre la
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administracién de RU 486 y la PG con la finalidad de reducir el tiempo para obtener el

resultado (evacuacion del utero).

Es aceptado que la dosis terapéutica de 600 mg de RU 486 es muy alta y se
han realizado esfuerzos por disminuirla. Asi, se ha reportado que la dosis de 600 mg ha
mostrado la misma eficacia que la dosis de 200 mg para producir un aborto completo
durante el primer trimestre (Bygdeman et al., 2000); también existen evidencias de que
la dosis minima efectiva podria ser 100 mg (Creinin et al., 2001a), ya que a dosis
menores, de 50 mg, RU 486 en combinacion con gemeprost resulta menos eficaz

(87.6%) para interrumpir el embarazo (World Health Organization, 2001).

También se ha variado el intervalo de tiempo entre la administracion de RU 486
y la PG, en este sentido, se ha establecido administrar misoprostol 48 h después de RU
486, observandose que acortar el intervalo de tiempo de 6 a 8 h entre RU 486 (600 mg)
y misoprostol (0.4 mg; via oral), no fue efectivo, ya que no se provoco el aborto en las
primeras 24 h, en comparacion con el tratamiento a un intervalo de 48 h (Creinin et al.,
2001b). Sin embargo, existe el hallazgo de que la administracion simultanea de RU 486
(200 mg) y misoprostol (0.8 mg; via vaginal) resulta efectiva para interrumpir el
embarazo (Creinin et al.,, 2007). En este sentido parece ser que la efectividad del
tratamiento depende mas de la dosis y via de administracion de la PG y no del intervalo
de tiempo entre RU 486 y misoprostol. En forma interesante, un estudio reciente ha
reportado que la combinacion de RU 486 (200 mg) y misoprostol (0.8 mg; via
sublingual) en embarazos de 49 dias produce 100% de abortos completos (Tang et al.,

2003).



Por otro lado, se ha documentado que las usuarias prefieren la administracion
oral y no vaginal de misoprostol, aunque esta ultima favorece la biodisponibilidad del
farmaco, disminuyendo el tiempo de evacuacion del utero y presenta mayor eficacia en
embarazos mayores a 49 dias. La administracion vaginal de misoprostol es asociada
con menor incidencia de efectos colaterales gastrointestinales, pero favorece la

presencia de infecciones en el tracto reproductor femenino.

En general, es aceptado que el tratamiento con RU 486/PG tiene una alta
efectividad para detener el embarazo, con pocas complicaciones serias en su uso
clinico de rutina (Sitruk-Ware y Spitz, 2003; Henderson et al., 2005; Bartz y Goldberg,
2009; Schaff, 2010). De forma contrastante, se han reportado a la FDA 607 casos de
efectos adversos derivados del tratamiento con RU 486/misoprostol, los cuales sefialan
que las complicaciones mas frecuentes fueron: hemorragias prolongadas y severas
infecciones entre las usuarias (Gary y Harrison, 2006). Como una medida preventiva a
los efectos adversos del tratamiento, la Federaciéon de Planificacion Familiar de América
(The Planned Parenthood Federation of America, PPFA); reemplazé la administracion
vaginal de misoprostol por administracion bucal, ademas fue incluido el uso de
antibiéticos de rutina, el resultado fue una reduccién significativa en la tasa de
infecciones severas (Fjerstad et al., 2009). Cabe también mencionar que el tratamiento
con RU 486/misoprostol durante el segundo trimestre, ha mostrado mayor riesgo de
complicaciones como perforacién o ruptura uterina y hemorragias respecto al método

quirurgico (Grossman et al., 2008).
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b) Farmacocinéticay metabolismo

La absorcion de RU 486 después de su administracion por via oral es alta
(70%), aunque su biodisponibilidad es reducida hasta un 40%, debido al metabolismo
hepatico (Marions, 2006). De 1 a 2 h después de la administracién oral de 200 y 600 mg
de RU 486, se alcanza el pico maximo de concentraciones plasmaticas en un intervalo
de 3.8 a 5.3 ymol/L (Sarkar, 2002). Cuando RU 486 es administrado por via vaginal, su
absorcién es insuficiente en el humano, ya que las concentraciones plasmaticas
alcanzan un pico maximo en intervalo nanomolar, en el cual no se observan efectos
bioldgicos de RU 486 (Heikinheimo et al., 1987). Ademas, es importante enfatizar que la

vida media del compuesto es de 25 a 30 h (Sarkar, 2002).

Un aspecto interesante de RU 486 es que presenta una farmacocinética no
linear, posiblemente debido a la saturacién de la proteina del suero, alfa 1-glicoproteina
acida (AAG), principal encargada del transporte de RU 486 (Heikinheimo, 1990), las
concentraciones séricas del compuesto se incrementan después de administrar dosis
menores de 50 a 100 mg, pero no se incrementan a dosis de 100 a 800 mg

(Heikinheimo y Kekkonen, 1993).

En cuanto al metabolismo de este compuesto, se ha demostrado que RU 486
es capaz de metabolizarse en preparaciones de microsomas del higado de rata y
humano (Lahteenmaki et al., 1987). Los primeros pasos en su metabolismo son:
desmetilaciones del anillo dimetilaminofenil del Cq1 e hidroxilacion de la cadena 17-
propinill para producir los metabolitos de RU 486 (Fig. 2): monodesmetilado (RU

42633), didesmetilado (RU 42848) e hidroxilado (RU 42698) (Heikinheimo, 1990),
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siendo la CYP3A4, la principal enzima responsable del metabolismo de RU 486

(Heikinheimo et al., 2003).

Los metabolitos de RU 486, también son capaces de unirse al PR, aunque con
menor afinidad (del 20 al 50% respecto a la progesterona); sin embargo, es probable
que en las acciones descritas para RU 486 también participen sus metabolitos
(Lahteenmaki et al., 1987), ya que estos alcanzan el pico maximo de su concentracion
plasmatica de 2 a 4 h después de la administracion de RU 486, presentando una
farmacocinética linear: a mayor dosis de administracion de RU 486, mayor

concentracion sérica de los metabolitos (Heikinheimo et al., 2003).
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Fig. 2. Esquema del metabolismo de RU 486. Metabolitos; monodesmetilado (RU
42633), didesmetilado (RU 42848) e hidroxilado (RU 42698), modificado de Lahteenmaki et al.,
1987.
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Finalmente, la excrecion de RU 486 y sus metabolitos es principalmente a
través del sistema biliar, poco es eliminado a través de los rifiones. También RU 486
atraviesa la barrera placentaria, encontrandose una relacion en la concentracion de los

niveles plasmaticos madre-feto de 9:1 (Goldberg et al., 1998).

3. Mecanismo de accion de RU 486 para interrumpir el embarazo

En cuanto al mecanismo de accion de RU 486 para interrumpir el embarazo,
este compuesto ejerce su accion como antiprogestina a través de su interacciéon con el
PR, el cual presenta dos isoformas; PRa y PRg, las acciones de la progesterona
dependen de la presencia del tipo de isoforma del PR en el tejido blanco. En el
miometrio y endometrio, la progesterona actua principalmente a través del PRa y su

accion sobre las glandulas mamarias es a través del PRg (Gellersen et al., 2009).

En este contexto, RU 486 ejerce su accidon antiprogestacional a través del PRa,
pero en ausencia de la progesterona también es capaz de ejercer una accion agonista a
través del PRg (Spitz y Bardin, 1993; Spitz et al., 1996) que puede ser mediada por: (1)
regulacion cruzada de AMPc (Beck et al., 1993) o; (2) por el coactivator JDP-2 del
dominio amino-terminal, que provoca la conformacion activa requerida para la

fosforilacion de Serina400 y la posterior transcripcion de genes (Wardell et al., 2010).

En ausencia de ligando, el PR existe primariamente como monémero unido a

proteinas de choque térmico hsp90, la unién de la progesterona a su receptor provoca;
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la disociacién de las hsp90 y la uniébn de dos mondmeros (dimerizacion), la
translocacion de los dimeros al nucleo, fosforilacion de proteinas, unién a secuencias
de DNA especificas y la activacién de la transcripcién de genes blanco (Im y Appleman,

2010).

La union de RU 486 al PR también induce disociacion de las hsp90,
dimerizacion del receptor y translocacion del complejo RU 486-PR al nucleo. EI DNA
unido al complejo progesterona-PR es idéntico en el complejo RU 486-PR, pero debido
a que el RU 486 forma contactos con residuos de aminoacidos unidos al dominio
terminal C del PR, el complejo asume una estructura tridimensional diferente a la
adquirida con la progesterona, que no le permite unirse a proteinas transcripcionales
coactivadoras, por el contrario recluta proteinas correpresoras como NCoR y SMRT, por

lo tanto no se desencadena la transcripcion de genes (Im y Appleman, 2010) (Fig. 3).

Por lo anterior, RU 486 inhibe las diversas acciones fisioldgicas de la
progesterona que permiten la implantacion y mantenimiento del embarazo, como son:
maduracion y desarrollo endometrial, transformacion del endometrio de la fase
proliferativa a la fase secretoria; alteracién de los potenciales eléctricos de las células
del miometrio, evitando asi la estimulacion de la contractilidad uterina; inhibicion de la
ciclooxigenasa Il, evitando la sintesis de PGs; e insensibilidad del miometrio al efecto

de uteroténicos, como oxitocina (Oxy) y PGs (Espinoza et al., 2002).

Asi, las acciones de RU 486 son resultado de la regulacion negativa de genes

dependientes de la progesterona, siendo capaz este antagonista de interrumpir el
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embarazo al inducir necrosis decidual (Johannisson et al., 1989); revirtiendo la
hiperpolarizacion de la membrana celular inducida por la progesterona, promoviendo la
formacion de uniones gap (Garfield et al., 1988; Chwalisz et al., 1991); incrementando
la concentracién de PGs deciduales por reducir la actividad de la PG deshidrogenasa
(Norman et al.,, 1991a), sensibilizando al miometrio al efecto contractil de las PGs
(Swahn y Bygdeman, 1988) y provocando maduracién y dilatacién del cérvix (Radestad

et al., 1988; World Health Organization, 1994) (Fig. 3).
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Fig. 3. Mecanismo de accion de RU 486 para interrumpir el embarazo. 1) En ausencia
de ligando, el receptor de progesterona (PR) se encuentra en forma de mondémero unido a
proteinas de choque térmico hsp90; 2) La unién de RU 486 al PR, promueve la disociacion de
las hsp90 e induce la dimerizacién del PR; 3) El complejo RU 486-PR se transloca al nucleo y
se une al DNA, pero a diferencia del complejo progesterona-PR, no es capaz de unirse a
proteinas coactivadoras (COA), por el contrario se une a proteinas correpresoras (COR) como
NCoR y SMRT; 4) La transcripcidon no se lleva a cabo y por lo tanto no se expresan diversos
genes regulados por la progesterona, como resultado del bloqueo de la progesterona, se
inducen diversas acciones bioldgicas en el endometrio, cérvix y miometrio, que promueven la
interrupcion del embarazo.
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4. Efecto de RU 486 sobre la contractilidad uterina

Cinco afos después de la sintesis de RU 486, Bygdeman y Swahn (1985)
mostraron que el tratamiento con RU 486 incrementaba la contractilidad del utero
gestante y aumentaba la sensibilidad del miometrio a la accién de las PGs, pero no a la
accion de Oxy (Swahn y Bygdeman, 1988). A este respecto, Norman y colaboradores
(1991) reportaron que misoprostol provoca un efecto excitador sobre la contraccion
uterina, que era potenciado después del pretratamiento con RU 486 (Norman et al.,

1991b).

Por otra parte, estudios experimentales in vivo han mostrado que RU 486
estimula la contractilidad uterina, siendo capaz de inducir el parto en ratas prefiadas al
término de la gestacion (lkuta et al., 1991; Zhao y Sherwood, 2004). En utero de rata a
mitad de la gestacion, RU 486 provocod un incremento en la actividad eléctrica
miometrial 3 h después de su administracion (Bouftila y Clabaut, 2001). En contraste, se
ha documentado que en el mono Rhesus gestante a término, RU 486 provoca una
disminucién transitoria de la actividad contractil y 8 h después del tratamiento, produce
un incremento progresivo de la contractilidad uterina, con contracciones de mayor
duracion y amplitud, pero menor frecuencia, siendo el patrén de las contracciones
irregular e insuficiente para inducir el parto (Haluska et al., 1987). Otro estudio realizado
en primates no humanos, reporta que RU 486 induce ligeras contracciones, las cuales

son insuficientes para inducir el parto (Wolf et al., 1989).
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Un estudio en mujeres con embarazos prolongados (= 41 semanas de
gestacion), sefiala que RU 486 es capaz de inducir maduracion cervical y reducir la
duracion del trabajo de parto, pero no fue capaz de reducir la tasa de cesareas, es
decir, no desencadeno el parto (Giacalone et al., 1998). Por otra parte, el tratamiento
con RU 486 en mujeres con operacion cesarea previa o con embarazo prolongado,
induce maduracion cervical, reduciendo las dosis requeridas de clasicos agentes
uterotdnicos (Oxy o misoprostol) utilizados para inducir el parto (Lelaidier et al., 1994;
Wing et al., 2000). En embarazo a término, otro estudio reporta que RU 486 no es un
buen inductor del parto, siendo capaz de inducir el trabajo de parto, pero no acorta su

duracion, lo cual facilita muy poco el proceso del parto (Stenlund et al., 1999).

La ineficiencia de RU 486 para inducir el parto promoviendo contracciones
uterinas esta también apoyada por un estudio in vitro, donde se muestra, por primera
vez, que RU 486 era capaz de inhibir la contractilidad espontanea del utero no gestante
de la rata, en este estudio se indicé que la rapida accion de RU 486 no podia involucrar
una accion de tipo gendémico (Perusquia y Kubli Garfias, 1994). Posteriormente, Parra y
colaboradores (2000) reportan que RU 486 también podia inhibir contracciones uterinas
inducidas por KCI en la rata y ademas sefialan que los bloqueadores de la transcripcion
y sintesis de proteinas no eran capaces de inhibir el efecto utero relajante inducido por
RU 486, caracterizando el mecanismo por el cual RU 486 inducia relajacién uterina

como de tipo no gendmico, donde el GMPc podria estar involucrado (Parra et al., 2000).

En otros estudios in vitro, con tiras de miometrio humano no gestante, RU 486

provocé una disminucion en la frecuencia, pero incrementé la amplitud y duracion de las
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contracciones (Lobaccaro-Henri et al., 1992), observandose un decremento en la
liberacion de la PGl;, (Lobaccaro-Henri et al., 1996); en estos trabajos se sugirio que RU
486 podria estar actuando como inhibidor de la movilizacion de calcio intracelular. Sin
embargo, es importante senalar que no existen reportes sobre el efecto directo de RU
486 en el miometrio humano gestante; condicion fisioldgica en la cual es utilizado este
compuesto con la finalidad de interrumpir el embarazo o para desencadenar el trabajo

de parto.

Es importante destacar que debido a que esta antiprogestina es un esteroide
sintético con la estructura basica esteroidal, también podria producir los efectos no
gendémicos de esta familia de hormonas. Asi, es fundamental considerar que las
hormonas esteroides pueden actuar por dos diferentes vias de accion: la via genémica
y la via no gendémica.

La via gendmica involucra la union de los esteroides con su receptor intracelular
y subsecuentemente la transcripcion es iniciada con efectos positivos o negativos sobre
la expresién de genes blanco (Beato y Klung, 2000; Heinlein y Chang, 2002). La
considerable latencia de los efectos gendmicos de los esteroides es la consecuencia de
pasos que se consumen a lo largo del tiempo (> 30 min) para su accién, caracterizados
por su retraso especifico y una alta sensibilidad hacia los inhibidores de la transcripcion
(actinomicina D) y sintesis de proteinas (cicloheximida), asi como su sensibilidad al

bloqueo por antihormonas (Bygdeman et al., 2000).

En marcado contraste, la via no gendmica incluye efectos caracterizados por: 1)

su rapido inicio de accién (de segundos a minutos); 2) su insensibilidad a inhibidores de
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la transcripcion y sintesis de proteinas; 3) por no ser bloqueados por antihormonas; y 4)
los efectos son producidos aun sin tener acceso al nucleo (ligandos unidos en forma
covalente a macromoléculas impermeables a la membrana o que actuan en células que
carecen de nucleo) (Falkenstein et al., 2000a; 2000b; Coleman y Smith, 2001; Losel y

Wehling, 2003).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

RU 486 es una potente antiprogestina utilizada en diversos paises para la
interrupcion del embarazo. Este compuesto comparte la estructura molecular basica de
todas las hormonas esteroides y como resultado de su estructura, la progesterona y
otras progestinas, asi como varios andrégenos pueden relajar la contraccion uterina de
la rata (Perusquia, 2001) y el humano (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001; Perusquia et
al., 2005) por una accion no mediada por el genoma, llamada accidon extragendémica o
no genomica. Ademas, existe la evidencia directa de que RU 486 es capaz de relajar el

utero aislado de la rata (Perusquia y Kubli Garfias, 1994; Parra et al., 2000).

Con estas bases, es pertinente proponer que ademas del conocido efecto que
RU 486 ejerce como antihormona, este compuesto podria inducir acciones de tipo no
gendémico con relevancia en la funcién miometrial y derivar en el cuestionamiento de su
uso terapéutico tanto para la interrupcion del embarazo como para desencadenar el

trabajo de parto.

Ademas, debido a la falta de estudios sobre el efecto directo de RU 486 sobre
la contractilidad del miometrio humano gestante, el presente proyecto pretende evaluar
el efecto directo de RU 486 sobre la actividad contractil espontanea e inducida por Oxy,
PGs y una solucion de potasio alto (KCI 40 mM) e indagar acerca de su mecanismo de

accion.
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Ill. HIPOTESIS

Debido a que RU 486 comparte la estructura basica de todas las hormonas
esteroides, se espera que también participe en acciones de tipo no gendmico que
antecedan a su accion gendmica; provocando una rapida disminucion de la

contractilidad uterina humana.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto de RU 486 sobre la actividad contractil espontanea e
inducida por Oxy, PGs y KCI en el miometrio humano gestante a término, para
esclarecer de qué manera podria estar modulando la contractilidad uterina y relacionar

dicha accién con su uso clinico para interrumpir el embarazo.

Objetivos especificos:

1) Evaluar el efecto de RU 486 a diferentes concentraciones (0.1-100 uM) sobre
la contractilidad uterina espontanea.

2) Comparar el potencial efecto relajante inducido por RU 486 con el efecto
relajante inducido por la progesterona sobre contracciones uterinas espontaneas,
determinando el posible antagonismo, sinergismo o potenciacion del efecto
antiuteroténico de la progesterona en presencia de RU 486.

3) Evaluar y comparar el efecto de RU 486 en contracciones espontaneas e
inducidas por Oxy, PGs (PGE,, PGF,4 y misoprostol) y KCI.

4) Determinar la participacion del genoma, en el potencial efecto relajante
inducido por RU 486, utilizando inhibidores de la transcripcién (actinomicina D) y de la
sintesis de proteinas (cicloheximida).

5) Explorar el mecanismo de la potencial accion relajante de RU 486 al evaluar

su posible accién calcio antagodnica.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Obtencidon y manejo de las muestras uterinas

El presente estudio fue aprobado por la Comisién de Bioética para Investigacion
en Humanos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Anexo 2). Las
muestras uterinas de humano fueron obtenidas (previo consentimiento informado) de
mujeres sanas con embarazo a término de 37 a 40 semanas de gestacion sometidas a
operacion cesarea por indicacion meédica, sin aplicacion previa de medicamentos utero-
relajantes o utero-ténicos, sin manifestaciones clinicas de trabajo de parto y con

integridad de membranas corioamniaoticas.

La biopsia miometrial de aproximadamente 3.0 X 1.0 X 1.0 cm fue tomada
realizando un corte transversal en la region media del segmento durante el
procedimiento quirdrgico e inmediatamente fue colocada en solucién Hartmann (Baxter
de México) a 4°C, para ser transportada de los diferentes hospitales donde fue
colectada (Dalinde, Angeles México, Metropolitano, etc.) al laboratorio (Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM), donde se realizd6 un recambio de la solucién
Hartmann y la muestra se mantuvo en refrigeracion (4°C) durante 24 y 48 h antes de su

procesamiento.

El dia del experimento, la muestra uterina fue colocada en una caja de Petri de
doble pared, que contenia solucion Ringer Krebs-Henseleit con la siguiente

composicién (mM): NaHCO3 (25), NaCl (119), KCI (4.6), KHoPO4 (1.2), MgSOa (1.2),
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CaCl; (1.5) y glucosa (12). La solucion Ringer se mantuvo a una temperatura de 37°C y
el pH fue estabilizado previamente y mantenido a 7.4, mediante el burbujeo constante
de una mezcla gaseosa de 5% de CO; en 95% de O,. El miometrio se dividié en
segmentos de aproximadamente 1.0 x 0.5 x 0.5 cm cada uno, cortados a lo largo de las

fibras musculares longitudinales

2. Sistema de registro isométrico para tejido aislado

Para realizar este estudio, se utiliz6 un sistema de registro isométrico para
tejido aislado. Los segmentos miometriales fueron colocados en camaras de incubaciéon
con 10 ml de la solucion Ringer Krebs-Henseleit, con burbujeo constante de la mezcla
gaseosa O,/CO,, y temperatura controlada, mediante un bafo recirculador, a 37°C.
Cada segmento miometrial fue sujetado 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, Quincy, MA), el cual recibio las senales mecanicas
del tejido y posteriormente las envié a un poligrafo (Grass Instruments, modelo 79,
Quincy, MA) de 4 canales, que a su vez estaba acoplado a una computadora con el
sistema de captura analdgico/digital polyView 2.5, ADM-20002 (Grass Instruments
Division/Astro-Med Inc, West Warwick, RIl) (Fig. 4). Los tejidos en cada camara de
incubacion fueron sometidos a una fuerza de tensién de 10 mN (1 g de tensién) durante

todo el experimento.
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Fig. 4. Sistema de registro isométrico para tejido aislado: 1) camaras de incubacion, 2)
bafo recirculador para mantener la temperatura constante a 37° C, 3) suministro de la mezcla
0,/CO, para mantener el pH a 7.4, 4) transductor de tensién, 5) poligrafo y 6) computadora con
convertidor analdgico digital.
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3. Diseno experimental

Después de tensionar el tejido y antes de iniciar cada uno de los experimentos
(para cada protocolo experimental), los tejidos permanecieron en las camaras de
incubaciéon un periodo de 60 a 90 min para permitir su adaptacién a las condiciones in

vitro (periodo de estabilizacion).

3.1 Determinacion del efecto inducido por RU 486 sobre la actividad
contractil espontanea del miometrio humano gestante a término

En este estudio sélo se utilizaron segmentos miometriales con contracciones
espontaneas de amplitud >1 g y frecuencia >1 contraccion cada 7 min. Después del
periodo de estabilizacion, se seleccionaron los segmentos miometriales que
presentaran un patron de actividad constante, es decir, sin modificacién de la amplitud y
la frecuencia de las contracciones, se registré la actividad contractil durante 30 min
(tiempo control) y posteriormente (con base al intervalo de concentracion en el que ha
sido reportado que progestinas y andrégenos ejercen relajacion del miometrio humano
gestante), se adicion6 RU 486 a diferentes concentraciones (0.1, 1.0, 10 y 100 uM), de
manera independiente y en forma no acumulativa y el efecto fue registrado durante 30,
60 y 90 min. Con los datos obtenidos, se construyd la curva concentracion-respuesta
del compuesto a 30 min y el curso temporal para cada concentracion. Cada
concentracion fue ensayada de manera independiente y por lo menos 6 veces en

muestras de diferentes pacientes. Una vez transcurrido el tiempo en el que se registro
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el efecto, se realizaron tres recambios de la solucion Ringer (lavados), para retirar el

compuesto y observar la recuperacion del tejido.

El compuesto fue previamente disuelto en etanol absoluto (ETOH), en un
volumen de 10 ul en la camara de incubacién de 10 ml, lo cual corresponde a un
volumen final de 0.1% v/v en la camara de incubacion para cada una de las
concentraciones, la concentracién de 100 uM fue la concentracion maxima para su
solubilidad en 0.1% de ETOH. El efecto del vehiculo fue evaluado en experimentos por

separado.

En otros experimentos, se exploré el efecto de RU 486 a mayor concentracion,
500 uM, pero debido a las propiedades hidrofébicas del compuesto, las cuales limitan
su solubilidad, fue necesario la adicién acumulativa de RU 486 (5 adiciones de 100 uM,
una cada 5 min). El efecto del volumen final de vehiculo adicionado (5 adiciones de

0.1%, una cada 5 min; ETOH 0.5 %), fue evaluado en experimentos independientes.

3.2 Determinacion y comparacion del efecto inducido por RU 486 y
progesterona sobre la contraccién espontanea del miometrio humano gestante a
término

En otra serie de experimentos, con el objeto de comparar el efecto de RU 486 y
progesterona sobre la actividad contractil uterina espontanea, después del periodo de

tensidon y una vez transcurrido el periodo de estabilizacion, se consideraron 30 min de la

actividad como control y se adicioné progesterona100 uM, el efecto fue evaluado a 30,
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60 y 90 min y fue comparado con el efecto inducido por RU 486 a la concentracion

equimolecular de100 pM, a los mismos tiempos de evaluacion.

Ademas, se determind el posible antagonismo de RU 486 sobre el efecto
relajante inducido por la progesterona, para lo cual el tejido fue preincubado con RU
486 100 pM durante 30 min y posteriormente se adicioné progesterona 100 uM,
evaluando su efecto a los 30 min. El efecto de progesterona fue comparado en
ausencia y presencia de RU 486. De manera similar, los tejidos fueros preincubados
durante 30 min con 100 uM de progesterona y posteriormente se adiciondé RU 486 y se
evalu6 el efecto a los 30 min, el efecto de RU 486 fue comparado en ausencia y
presencia de la progesterona. Paralelamente se hicieron los ensayos pertinentes con
0.1% de ETOH; vehiculo en el cual se disolvieron los compuestos de prueba (RU 486 o

progesterona).

3.3 Determinacion del efecto de RU 486 sobre contracciones inducidas
por diferentes agentes uterotonicos en el miometrio humano gestante a término

a) Contracciones inducidas por oxitocina y prostaglandinas

Después del periodo de tension y estabilizacion del tejido, se adicion6 en
diferentes camaras con segmentos miometriales que presentaron escasa actividad
contractil, 100 nM de Oxy y una vez que la actividad contractil inducida se estabilizo, es
decir que presentd un patrén de actividad constante, se consideraron 30 min de la

actividad contractil como control (100%) y posteriormente se adicion6 RU 486 (0.1-100
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MM) en forma independiente y de manera no acumulativa y la respuesta fue registrada

durante 30 min (debido a que el efecto de la Oxy es transitorio).

Para comparar la sensibilidad de la contraccion inducida por Oxy con la
sensibilidad de respuestas inducidas con PGs al efecto relajante inducido por RU 486,
en tiras miometriales con un patron de actividad espontanea constante, se adicion6 1
MM de diferentes PGs, dos naturales (PGF2,, PGE32) y una sintética (misoprostol) cada
una por separado. Después de que la actividad inducida por cada agente uteroténico
presentd un patron de actividad constante, se consideraron 30 min de la actividad como
control y se adicion6 100 uM de RU 486, el efecto fue evaluado a 30, 60 y 90 min, cada
repuesta fue comparada con el control (100%) y expresada en términos del porcentaje
de modificacion de la respuesta control. Después de transcurrido el tiempo de registro
del efecto, el tejido fue lavado mediante tres recambios de la solucién Ringer para

retirar el tratamiento y verificar la viabilidad y recuperacion del tejido.

En otros experimentos, después del periodo de tension y estabilizacion, en tiras
que presentaron contracciones espontaneas con un patron de actividad constante, se
consideraron 30 min de la actividad como control y posteriormente se adicioné 100 yM
de RU 486 y 30 min después, se adicion6 por separado 1 uM de cada una de las PGs
utilizadas (PGF»,, PGE2 y misoprostol). El efecto de cada PG previo tratamiento con RU

486 fue evaluado a los 90 min.
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b) Contraccién inducida por KCI

En otras preparaciones, se procedid a despolarizar al tejido haciendo un
recambio de la solucidon Ringer Krebs-Henseleit por una solucion Ringer alta en potasio
(KCIl 40 mM), la cual fue preparada a partir de la solucion Ringer Krebs-Henseleit por
sustitucion equimolecular de KCI (40 mM) por NaCl (84 mM). La solucion de KCI 40 mM
produjo una contraccion tonica sostenida, que fue registrada durante 5 min
(preestimulo), posteriormente el tejido fue repolarizado; cambiando la solucion de KCI
por Ringer Krebs-Henseleit en su composicién original (lavado) y se dejoé reposar al
tejido 5 min para posteriormente realizar otros dos preestimulos. Después de realizados
tres preestimulos, se dejo reposar al tejido durante 30 min antes de inducir una nueva
contraccion con KCI, la cual se mantuvo durante ~120 min (respuesta control), después
de este periodo, se dejo reposar al tejido durante 30 min antes de un segundo estimulo
con KCl y, una vez que se alcanzo6 la amplitud maxima y el tono se mantuvo estable, se
adiciono por separado RU 486 100 6 500 uM (5 adiciones acumulativas de 100 uM de
RU 486, una cada 5 min) y el efecto fue evaluado a 30, 60 y 90 min. Posteriormente se
realizé un lavado para repolarizar al tejido y retirar al compuesto, 60 min después se
provocdé un tercer estimulo con KCI para verificar la viabilidad del tejido y la

recuperacion de la contraccion.

Bajo las mismas condiciones experimentales, se evaluo el efecto de 100 uM de
progesterona previo tratamiento con 100 nM de Oxy, 1 uM de PGE,, PGF,,, misoprostol

y KCI (40 mM) para comparar la eficacia de la progesterona y de RU 486.
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c) Eficacia de RU 486

La eficacia de RU 486, expresada como Rmax (relajacion maxima a 100 uM) fue
comparada en los diferentes agentes uterotonicos utilizados (Oxy, PGs y KCI) respecto
a la Rnax de RU 486 sobre la contraccion espontanea. También se comparo la Ry de
RU 486 y progesterona sobre la contraccién espontanea e inducida por los diferentes

agentes uterotonicos empleados en este estudio.

3.4 Exploracién del mecanismo de accion del efecto relajante inducido por
RU 486 en el miometrio humano gestante a término

Para determinar el mecanismo de accion del efecto relajante inducido por RU
486, en diferentes segmentos miometriales, después del periodo de tension y
estabilizacién, se realizaron tres preestimulos con KCI y después de 30 min,
nuevamente se provocd una contraccion tonica sostenida con KCI, la cual fue
mantenida durante ~140 min (respuesta control) y se realizé un lavado, después de 30
min, se provoco otra contraccion con KCI y, cuando la contraccion alcanzé su punto
maximo, en algunos tejidos se adiciond el inhibidor de la transcripcion (actinomicina D,
10 yM) y en otros el inhibidor de sintesis de proteinas (cicloheximida, 40 uM), 30 min
después, se adicioné 100 uM de RU 486. Con este tratatamiento el efecto de RU 486
fue evaluado a 90 min. Asi, el efecto relajante inducido por RU 486 fue comparado en

presencia y ausencia de los inhibidores de la transcripcion y sintesis de proteinas.
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3.5 Potencial antagonismo de RU 486 sobre los canales de calcio

En otros experimentos, se evalud el efecto de RU 486 en tiras de miometrio
despolarizadas con una solucién KClI 40 mM modificada por la adicion de 2 mM de
EGTA y libre de calcio (KCI@Ca®"), induciendo una contraccion fasica. Una vez que el
tejido alcanzé su condicion basal, se provocé una contraccién con 2.5 mM de CaCly, la
cual se mantuvo durante ~30 min (hasta que alcanz6 su maxima amplitud),
posteriormente se realizaron tres recambios (lavados) con la solucion KCI@Ca*". En
estas condiciones el tejido reposé durante 20 min y posteriormente se adicioné 100 yM
de RU 486, 10 min después se provoco una segunda contraccion con 2.5 mM de CaCl,,
esta respuesta fue registrada durante ~30 min y se realizaron tres lavados, a los 10 min
nuevamente se realizaron tres lavados para retirar completamente el compuesto del
tejido. Finalmente, se dejo reposar al tejido durante 60 min para provocar una tercera

contraccion con 2.5 mM de CaCl, para observar la viabilidad y recuperacion del tejido.
Bajo las mismas condiciones experimentales y en preparaciones

independientes, el efecto del vehiculo (ETOH 0.1%), fue determinado sobre la

contraccion inducida con 2.5 mM de CaCl, en tejidos despolarizados.
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4. Procesamiento de los datos

Los datos fueron monitoreados en tiempo real, evaluando el area bajo la curva
de la actividad contractil, mediante el programa de captura de sefales bioldgicas
polyView 2.5, ADM-20002 (Grass Instruments Division/Astro-Med Inc, West Warwick,
RI). Los valores fueron reportados en términos de porcentaje de relajacion con respecto
al control, el cual fue considerado como 100%. En el caso de las contracciones
inducidas con 2.5 mM de CaCly,, el efecto se evalu6 en términos de la diferencia en la

amplitud maxima de las contracciones antes y después del tratamiento con RU 486.

Todas las comparaciones estadisticas fueron realizadas con la prueba t de
Student no pareada, considerando valores significativamente diferentes cuando p <

0.05.

Cada dato representa la media de 6 experimentos + error estandar de la media

(E.E.M.) donde cada “n” representa una paciente.
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5. Compuestos utilizados

Los compuestos utilizados en este estudio fueron:

RU 486 (11pB-(4-dimetilamino)fenil-17p-hidroxi-)-17 a-(1-propinil)estra-4,9-dien-3-
ona), progesterona (4-pregnen-3,20-diona), prostaglandina E, (PGE;, acido
(5Z,110,13E,15S)-11,15-dihidroxi-9-oxoprosta-5,13-dienoico), prostaglandina Foo
(PGFyy; 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), oxitocina (Oxy; Syntocinon), actinomicina D (Dactinomicina) y cicloheximida (3-

[2-(3,5-dimetil-2-oxociclohexil-2-hidroxietil]glutarimida).

La oxitocina (Oxy) fue adquirida en Novartis Farmacéutica México, S.A. de C.V,,
y fue disuelta en agua bidestilada. El resto de los compuestos fueron obtenidos de
Sigma Chemical Co. St. Louis MO., USA., y fueron disueltos en etanol absoluto (ETOH)
(Merck, México, S.A.); adicionados en 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.
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VI. RESULTADOS

1. Efecto relajante de RU 486 sobre la actividad contractil espontanea del
miometrio humano gestante a término

El volumen del vehiculo en el cual fue disuelto el RU 486 (ETOH 0.1%), no
modifico de forma significativa (p > 0.05) la contractilidad espontanea del miometrio
humano gestante a término (4.6 £1.5 % a 90 min). De forma contrastante, RU 486 en el
intervalo de concentraciones probadas (0.1-100 pM), provocé un efecto relajante
significativo (p < 0.05) respecto al efecto inducido por el vehiculo, el cual fue observado
en forma inmediata (~3 min) después de la adicibn del compuesto, como una
disminucién en la amplitud de las contracciones uterinas a todas las concentraciones
probadas. La relajacion inducida por el compuesto fue mas evidente a mayor tiempo de
exposicion. A las concentraciones de 10 y 100 uM, ademas de la disminucién en la
amplitud, también se observé un ligero incremento en la frecuencia de las
contracciones. Sin embargo, la evaluacion global (area bajo la curva) mostré un efecto

inhibitorio de la actividad contractil, es decir, relajacion uterina (Fig. 5).
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Fig. 5. Registros tipicos de la actividad contractil espontanea del miometrio humano
gestante a término, donde se muestra el efecto relajante inducido por RU 486 a diferentes
concentraciones. Notese que el vehiculo (ETOH 0.1%) en el cual RU 486 fue disuelto, no
modificé la actividad contractil uterina.
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La relajacion uterina inducida por RU 486, a las diferentes concentraciones
probadas, evaluada a los 30 min, no mostré6 un comportamiento dependiente de la

concentracion, ya que no fue mayor al incrementarse la concentracion (Fig. 6).
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Fig. 6. Curva concentracion-respuesta del efecto de RU 486 (a 30 min) sobre la
contraccién espontanea del miometrio humano gestante a término. Cada punto representa n = 6
+ E.E.M.
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Como se observa en la Fig. 6, RU 486 a la maxima concentracion probaba (100
MM) provoco solo 12% de relajacion uterina a los 30 min de su adicion. Por lo tanto no
fue posible hacer un ajuste de la curva por regresién lineal para obtener la
concentracion inhibitoria media (Clsg) y calcular la potencia del compuesto. Sin
embargo, es importante hacer notar que a mayor tiempo de exposicion del tejido al RU
486 (60 y 90 min), mayor relajacion fue observada, lo cual fue mas evidente a las
concentraciones de 10 y 100 uM (Tabla 2 y Fig.7), demostrandose que la relajacién

inducida por RU 486 fue dependiente del tiempo.

Tabla 2. Porcentajes de relajacion inducidos por RU 486 a diferentes
concentraciones sobre la contraccion espontanea del miometrio humano
gestante a término

Tiempo 0.1 uM 1.0 uM 10 uM 100 uM
(min)
30 10.18 £ 0.41 11.84 £ 1.02 7.64 £ 0.69 12.34 £ 0.66
60 12.73 £ 1.63 17.85 + 0.90* 16.51 £ 0.62** 25.30 £ 1.68**
90 21.21+1.48* 18.72+1.57* 23.27 £ 0.91**  43.51 £ 2.02***

Cada valor representa la media de n=6 + E.E.M. Diferencias significativas al comparar
el efecto a 60 y 90 min vs. el efecto a 30 min (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005).
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Ademas, se observo que la relajacion inducida por la concentracion aditiva de
500 pM de RU 486, no fue significativamente diferente (p > 0.05) respecto a la
relajacion inducida por 100 uM de RU 486 a 30, 60 y 90 min (Fig. 7B). Sin embargo, la
relajacion inducida por 500 uM de RU 486, fue significativamente diferente respecto al
efecto del vehiculo en el cual fue disuelto y aplicado (ETOH, 0.5%), el cual provoco 6.82

1 1.5 % de relajacion a 90 min.
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Fig. 7. Efecto relajante de RU 486 sobre la actividad contractil espontanea del
miometrio humano gestante a término. A) Registro tipico de la actividad contractil espontanea
donde se muestra el rapido efecto relajante inducido por RU 486 100 uM; noétese la
recuperacion de la actividad contractil después de los lavados (L), mostrando que el efecto
inducido por RU 486 es reversible. B) Curso temporal del efecto relajante inducido por RU 486 a
las diferentes concentraciones evaluadas hasta 90 min sobre la contractilidad espontanea.
Diferencias significativas (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005) vs. el efecto inducido a 30 min.
Cada concentracién probada de RU 486 fue significativamente diferente (p < 0.0005) cuando se
comparé con el vehiculo (ETOH 0.1%). El efecto inducido a 100 uM no fue significativamente
diferente (p > 0.05) al compararlo con el efecto a 500 uM. Cada simbolo en la grafica representa
la media + E.E.M. de 6 experimentos independientes.
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Después de transcurrido el tiempo de exposicion del tejido a RU 486, se
realizaron varios lavados para retirar el compuesto del tejido, con la finalidad de
determinar si el efecto relajante inducido por RU 486 era reversible. Como se muestra
en la Fig. 7A, al retirar el compuesto del tejido, se observd una recuperacion de la
actividad contractil, la cual fue variable en cada experimento, dependiendo de la

concentracion de RU 486, el numero de lavados y el tiempo de estabilizacion del tejido.

Las caracteristicas del efecto relajante inducido por RU 486; observado en
forma rapida (detectable en ~3 min) y reversible, son evidencias de un mecanismo no

genomico independiente a los receptores intracelulares a progesterona.

2. Comparacion del efecto relajante inducido por RU 486 y progesterona sobre la
contraccion espontanea del miometrio humano gestante a término

Los resultados mostraron que a 30 min de evaluacion, la relajacion uterina
inducida por 100 uM de progesterona, no fue significativamente diferente (p > 0.05) a la
relajacion uterina inducida por 100 uM de RU 486 (12.34 + 0.6 y 12.68 £+ 1.5% de
relajacion, respectivamente). Sin embargo, a 60 y 90 min, la progesterona provoco
mayor relajacion (p < 0.05; 36.87 + 2.4 y 50.13 + 2.7% de relajacion para cada periodo)
que RU 486 (25.30 £ 1.6 y 43.51+ 2.0% de relajacion para cada periodo); es decir, RU
486 fue menos eficaz que la progesterona para inhibir la contraccién espontanea del

miometrio gestante a término (Fig. 8).
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Fig. 8. Relajacion inducida por RU 486 y progesterona (P) sobre la contractilidad
espontanea del miometrio humano gestante a término. Diferencias significativas (*p < 0.05,
**p < 0.005) al comparar el efecto relajante de P y RU 486 probados equimolecularmente a 100
MM. Cada barra representa la media £ E.E.M; n = 6.

Por otra parte, la progesterona fue capaz de inducir relajacion uterina en
presencia de la antiprogestina. Asi, la antiprogestina no antagonizé el efecto relajante
de la progesterona. De igual manera, la relajaciéon uterina inducida por RU 486 no fue

bloqueada en presencia de la progesterona, por el contrario, la combinacién de ambos
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compuestos provocd mayor relajacién que la relajacion inducida por cada compuesto en
forma independiente, revelando asi un sinergismo en el efecto relajante de ambos

compuestos (Fig. 9).
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Fig. 9. Relajaciéon inducida por RU 486 y progesterona (P) sobre la contractilidad
espontanea del miometrio humano gestante a término. La relajacién inducida por 100 yM de P,
evaluada a 30 min, no fue afectada en presencia de 100 uM de RU 486 y la relajacion inducida
por RU 486 a 100 uM no fue prevenida por P a 100 uM, la relajaciéon producida por estas
combinaciones fue significativamente mayor (*p < 0.0005) a la relajacion inducida por cada
compuesto por separado. Cada barra representa la media + E.E.M; n = 6.
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Ademas, el efecto inducido por la combinacion de ambos compuestos, fue
significativo respecto al efecto del vehiculo, el cual sélo provocé 1.8 £ 0.6 % de

relajacion para cada uno de los compuestos.
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3. Efecto relajante inducido por RU 486 sobre contracciones inducidas por
diferentes agentes uteroténicos en el miometrio humano gestante a término

a) Contracciones inducidas por oxitocinay prostaglandinas

El ETOH 0.1% no modificé de manera significativa (p > 0.05) la contraccion
inducida por Oxy (1.97+ 0.5% de inhibicién). Sin embargo, RU 486 a las diferentes
concentraciones probadas, provocdé de manera rapida (~5 min) una inhibicién

significativa (6-19% de relajacion) de la actividad inducida por Oxy (Fig. 10 y Fig. 11B).

RU 486 produjo una inhibicion maxima sobre la contraccion inducida por Oxy de
19.95 + 0.6% de inhibicion, presentando, al igual que sobre la contraccidon espontanea,
una curva incompleta y en consecuencia no fue posible hacer un ajuste de la curva por

regresion lineal para obtener la Clsg y calcular la potencia del compuesto.
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Fig. 10. Efecto relajante inducido por RU 486 a diferentes concentraciones sobre la
contraccién inducida por Oxy (100 nM) en el miometrio humano gestante a término. Diferencias
significativas (*p < 0.05, **p < 0.005) respecto a la concentracion menor. Cada punto representa
la mediaden>6+E.E.M.

La relajacion inducida por RU 486 sobre la contraccion inducida por Oxy (19.95
1 0.64% de relajacion) fue significativamente menor (p < 0.005) a la inhibicién inducida
por la progesterona (30.23 + 1.82% de relajacion), resultando RU 486 menos eficaz que

la progesterona para inhibir la contraccion inducida por Oxy.
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Respecto al efecto de RU 486 sobre contracciones inducidas por PGs, la
antiprogestina provocd una marcada disminucion en la amplitud de las contracciones,
provocadas por cada una de las PGs (PGE;,, PGF,, y misoprostol), observandose
claramente un efecto inhibitorio sobre las respuestas de cada uno de los agentes
contractiles (Fig. 11C-E). En el caso de la prueba en presencia de misoprostol (Fig.
11D), en algunos casos se pudo también apreciar que RU 486 provocd un ligero
incremento en la frecuencia de las contracciones; sin embargo, el resultado final fue
inhibicidn de la contractilidad. Ademas, el efecto inhibitorio de RU 486 fue observado en
~5 min (Fig. 11B-E) y fue parcialmente reversible cuando se retiro el tratamiento
mediante lavados (recambios de solucién Ringer). La relajacion inducida por RU 486
sobre contracciones inducidas por Oxy (~20 %), evaluada a 30 min, fue
signifivativamente mayor (p < 0.05) en comparacion a la relajacion que induce sobre las
diferentes PGs en el mismo tiempo (Fig. 11B-E). Los datos mostraron que a 90 min, el
efecto relajante de RU 486 sobre las contracciones inducidas por cada una de las PGs,
fue significativamente menor (p < 0.05) en el caso de la PGE, y no fue
significativamente diferente (p > 0.05) sobre las contracciones de PGF,, o misoprostol

(Fig. 12A).

El vehiculo utilizado para disolver las PGs o el RU 486 (ETOH 0.1%), no
modific6 de manera significativa (p > 0.05) la contraccion espontanea en el utero
humano gestante a término (Fig. 11A). Asimismo, la adicion del vehiculo de RU 486
(ETOH 0.1%) no modificé significativamente (p > 0.05) cada una de las respuestas de

las diferentes PGs.
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Fig. 11. Registros tipicos de la actividad contractil del miometrio humano gestante a
término. A) El vehiculo (ETOH 0.1%) en el cual se administré cada prostaglandina (primera
adicion) y en el cual se administr6 RU 486 (segunda adicion), no modific6 de manera
significativa (p > 0.05) la actividad contractil. Notese el efecto relajante inducido por RU 486 100
MM sobre la respuesta contractil generada por B) oxitocina (Oxy; 100 nM); C) prostaglandina F,
(PGF,,; 1 uM); D) prostaglandina E, (PGE;; 1 uM) y E) Misoprostol 1 uM.
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Al comparar la eficacia de RU 486 y progesterona a la concentracion
equimolecular de 100 uM sobre la respuesta inducida por las diferentes PGs, se
observé claramente una mayor sensibilidad de las contracciones inducidas por estos
agentes uterotdénicos a la accidon de la progesterona respecto a RU 486 (p < 0.0005)

(Fig.12A y 12B).
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Fig. 12. Curso temporal del efecto relajante de: A) RU 486 100 uM y B) de
progesterona (P), 100 uM en presencia de cada una de las prostaglandinas (PGF,, PGE; y
misoprostol; a la concentracion de 1 yM cada una). Diferencias significativas fueron observadas
(p < 0.0005) al comparar el efecto de RU 486 vs. el efecto de la P.
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Es importante resaltar que después del pretratamiento con 100 uM de RU 486,
no se observd un incremento en la respuesta de cada una de las PGs a 90 min de
evaluacion, por el contrario, se observdo una disminucidn en la respuesta contractil
inducida por las PGs, para PGFyq, (47.5 £ 2.5%), PGE; (74.3 £ 5.4%) y misoprostol

(55.2 + 6.0%).

b) Contraccién inducida por KCI

Sobre la contraccion inducida por KCI (40 mM), el vehiculo (ETOH 0.1 % o
ETOH 0.5 %, adiciones acumulativas), no modificé de manera significativa el tono de la
contraccion, provocando 3.80 + 1.32 y 4.18 + 0.90% de relajacion respectivamente. En
contraste, RU 486 a 100 yM modific6 de manera inmediata (~2 min) el tono de la
contraccion de manera dependiente del tiempo (Fig. 13A) y ademas, después de
realizar varios lavados, se observo la recuperacion del tejido. A la concentracion de 500
MM, RU 486 provocd un efecto relajante significativamente mayor (p < 0.005), (Fig.13B).
El efecto relajante de RU 486 a 100 y 500 uM fue significativamente diferente (p <

0.0005) respecto al efecto del vehiculo correspondiente (ETOH 0.1 6 0.5%).

La relajacion inducida por la progesterona a 100 uM, fue significativamente
mayor (p < 0.05) a la relajacion inducida por 100 yM de RU 486 a 30, 60 y 90 min de
evaluacion; es decir, la progesterona resulté mas eficaz que RU 486 para relajar la

contraccion inducida por KCI (Fig.13B).
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Fig. 13. Efecto relajante inducido por RU 486 y progesterona (P) sobre la contraccion
inducida por KCI. A) Registro representativo de la contraccién inducida por KCI (40 mM) donde
se muestra el efecto relajante inducido por RU 486 a 100 yM, nétese que el efecto es mayor a
mayor tiempo de exposicion del tejido al compuesto. El circulo sélido representa el momento del
lavado. B) Relajacion inducida por RU 486 y P sobre la contraccion inducida por KCI (40 mM).
Diferencias significativas fueron observadas (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005) al
comparar el efecto de RU 486 100 uM vs. la relajacién inducida por RU 486 500 uM y P 100
MM.
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c) Eficacia de RU 486

La comparacion de la Rmax de RU 486 en los diferentes tipos de contracciones,
es mostrada en la Fig. 14. Las pruebas estadisticas sefalan que RU 486 fue mas eficaz
sobre la contraccion espontanea, respecto a las contracciones inducidas por los
diferentes agentes uterotonicos a 30, 60 y 90 min, siendo mas evidente a 60 y 90 min.
Solo en el caso de la contraccion inducida por Oxy (evaluacion del efecto a 30 min), RU

486 fue mas eficaz que sobre la contraccion uterina espontanea.

Por otra parte, la Rmax de la progesterona sobre la contraccion espontanea, no
fue significativamente diferente de la Rysxde RU 486 a 30 min de evaluacion (p > 0.05),
pero si a 60 y 90 min de evaluacion. Asimismo, sobre las contracciones inducidas por
los diferentes agentes uteroténicos empleados en este estudio (Oxy, PGs y KCI), la
Rmax de la progesterona fue significativamente mayor a la Rmsx de RU 486,
demostrandose que la progesterona es mas eficaz que RU 486 para inhibir la

contractilidad uterina del miometrio humano gestante a término
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4. Mecanismo de accion del efecto relajante uterino inducido por RU 486

El efecto relajante inducido por 100 uM de RU 486 sobre la contraccion
inducida por KCI (29.58 + 1.82% de relajacién), no fue bloqueado cuando el tejido fue
preincubado, durante 30 min, con cicloheximida (28.17 £ 1.61% de relajacién) o
actinomicina D (30.20 £ 2.5% de relajacion) (Fig. 15). Asimismo, el vehiculo utilizado
(ETOH 0.1%) para disolver los inhibidores de la transcripcion y sintesis de proteinas, no
modificé de manera significativa (p > 0.05) el tono de la contraccion inducida por KCI

(40 mM).
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Fig. 15. Efecto relajante de RU 486 a 100 uM evaluado a 90 min, sobre la contraccion
inducida por KCI (40 mM) en el miometrio humano gestante a término, sélo y en presencia de
los inhibidores de la transcripcion (actinomicina D 10 pM) y de la sintesis de proteinas
(cicloheximida 40 uM), mostrando que no hay diferencia significativa (p > 0.05). Cada barra
representa la media £ E.E.M; n = 6.

57



5. Efecto de RU 486 sobre la contraccion inducida por calcio en miometrio
humano previamente despolarizado

El ETOH 0.1%, no modific6 de manera significativa la contraccién inducida por
2.5 mM de CaCl; (2.3 £.0.5 % de inhibicion) en tejidos previamente despolarizados sin
calcio extracelular. Sin embargo, la contraccion inducida por CaCl,, fue
significativamente prevenida por RU 486 a 100 uM (30.6 + 0.9% de inhibicion) (Fig. 16).
El antagonismo ejercido por RU 486 sobre la contraccion inducida por CaCl,, fue
revertido al retirar el compuesto mediante lavados, mostrando la recuperacion de la
contraccion de CacCl; en la ultima adicion. De manera interesante, al comparar la Rmax
de RU 486 sobre la contraccién inducida por CaCl; (30.6 + 0.9% de inhibicién), respecto
a la Rmnax sobre la contraccion espontanea (12.34 £ 0.6% de relajacion), se observé que
RU 486 fue notablemente mas eficaz para prevenir la contraccion inducida por CaCl; en

tejidos previamente despolarizados.
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Fig. 16. Efecto de RU 486 a100 uM sobre la contraccion inducida por 2.5 mM de CacCl,
(Ca®*) en el miometrio humano gestante a término previamente despolarizado por solucién alta
en potasio libre de calcio (KCI-@Ca®"). A) El vehiculo utilizado para disolver el RU 486 (ETOH
0.1%) no modificdé de manera significativa (p > 0.05) la contraccién inducida por Ca. B) La
contraccién de Ca?* fue notablemente prevenida por RU 486 a 100 pM. La barra sélida indica el
tiempo de incubacion con ETOH o RU 486 y los circulos sélidos representan el momento del
lavado.
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VII. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion sefalan que RU 486
es capaz de inducir un efecto relajante rapido y reversible sobre la contractilidad uterina
espontanea e inducida por diferentes agentes uteroténicos. Asi, éste es el primer
estudio sistematico que reporta un efecto relajante inicial de la antiprogestina RU 486
en el miometrio humano gestante, que revela que esta antiprogestina puede inducir un

efecto antiuteroténico antes de su accién antiprogestacional gendémica.

Como muestran los resultados, los inhibidores de la transcripcion y sintesis de
proteinas no modificaron la relajacion inducida por RU 486; asi, el efecto relajante
uterino rapido y reversible de RU 486 no requiere la expresion de genes o sintesis de
proteinas. Con base a lo anterior; los presentes hallazgos muestran que RU 486 como
la progesterona, puede inducir relajacion uterina por una via no gendémica, previo a su
efecto antagonista sobre el receptor de progesterona. RU 486 es clasicamente descrito
como una antiprogestina, pero los presentes datos revelan una accion agonista a nivel
no gendmico por inducir relajacion miometrial de manera similar a la progesterona, pero
con menor eficacia. Asimismo, los resultados experimentales indican que RU 486 no
actua como un antagonista no gendmico de la progesterona, ya que la relajaciéon
miometrial inducida por la progesterona ocurre en tejidos uterinos pretratados con RU
486; indicando que esta antiprogestina no interfirié con la accion no genémica de la
progesterona en el utero. Asimismo, la progesterona no bloqued la relajacién inducida
por RU 486; por el contrario, ambos compuestos, progesterona y RU 486 se

sinergizaron para producir mayor relajacion que la que ejerce cada uno por separado.
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En forma notable, se observé que RU 486 no fue capaz de incrementar las respuestas
contractiles a Oxy o PGs; por el contrario, estas respuestas fueron disminuidas en

presencia de RU 486.

En forma consistente con nuestros resultados, estudios previos in vitro han
demostrado que RU 486 puede inducir relajacion uterina no gendmica en ratas no
gestantes (Perusquia y Kubli Garfias, 1994; Parra et al., 2000). De acuerdo con estas
observaciones, también en dos estudios in vitro se observod indirectamente que RU 486
era capaz de producir un efecto rapido relajante sobre la contractilidad espontanea del
utero no gestante, con implicaciones patoldgicas en mujeres en el periodo peri
menopausico (Lobaccaro et al., 1992; 1996). Sin embargo, no existian evidencias sobre
la contractilidad uterina del humano gestante (la condicién endocrina para el uso
terapéutico de RU 486), por lo que, el presente estudio es la primera evidencia de una
relajacion uterina no gendmica inducida por RU 486 en humano gestante. No obstante,
es importante considerar que numerosas evidencias han demostrado que RU 486
aumenta la contractilidad uterina por una accién gendémica antiprogestacional, aunque
algunos informes han documentado que RU 486 no es capaz de inducir el parto
(Haluska et al., 1987; Wolf et al., 1989). En este contexto, se ha reportado que en
monos verdes gestantes, RU 486 provoca contracciones uterinas, pero estas fueron
insuficientes para inducir el parto (Wolf et al., 1989). De manera similar, en el mono
Rhesus gestante a término, la antiprogestina induce una disminucion transitoria de la
actividad contractil uterina y 8 h después del tratamiento produce un incremento en las
contracciones, las cuales fueron irregulares e insuficientes para inducir el parto

(Haluska et al., 1987). Por lo anterior, es inevitable proponer que la ineficiencia de RU
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486 para promover el parto sea debida al efecto relajante no gendémico inicial inducido

por RU 486.

Los presentes hallazgos muestran que RU 486 es capaz de relajar varios tipos
de contracciones uterinas. La contractilidad espontanea, de manera general, fue la mas
sensible al efecto relajante inducido por RU 486, respecto a las contracciones inducidas
con KCI, Oxy y PGs. También fue evidente que RU 486 provocod un efecto relajante
ligero 30 min después de su adicion, pero la eficacia fue notablemente mayor a 60 y 90
min. Sin embargo, es notorio que el intervalo de concentracion de RU 486 probado en
el presente estudio (0.1 a 500 yM) fue mucho menor (500 a 1500 veces) que sus dosis
terapéuticas (200-600 mg) empleadas en los regimenes clinicos vigentes; implicando
que RU 486 fue probado en un bajo intervalo de concentracion en este estudio, lo cual
fue debido a la naturaleza hidrofébica del compuesto. Sin embargo, las concentraciones
probadas en este estudio se encuentran en el mismo intervalo uM, en el que se
encuentran los niveles plasmaticos de RU 486 en mujeres embarazadas después de la
ingesta de RU 486 a las dosis de 400 y 600 mg (revisado por Sitruk-Ware y Spitz,
2003). Debido a que no fue posible examinar el efecto de RU 486 a concentraciones
mayores a 500 yM en nuestro sistema, se especula que la eficacia de RU 486 para
inducir relajacidn uterina pudiera ser mayor a concentraciones mas cercanas a las dosis

terapéuticas.

El presente estudio sugiere que el efecto relajante uterino inducido por RU 486
es mediado por una accién no genoémica. La relajacion provocada por RU 486 sobre la

contraccion inducida por KCI y la parcial prevencion de la contraccién inducida por Ca®"
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en miometrio despolarizado con solucién de KCI-@Ca?*, sugiere que el efecto relajante
de RU 486 involucra, al menos en parte, una reduccion del influjo de ca® por bloqueo
de canales de Ca* operados por voltaje. Por otra parte, la evidencia de que RU 486
también es capaz de relajar las respuestas contractiles inducidas por Oxy y PGs,
implica que esta antiprogestina, también podria bloquear canales de Ca®' operados por
receptor, como previamente ha sido reportado para progestinas y andrégenos

(Perusquia y Jasso-Kamel, 2001; Perusquia et al., 2005).

Es importante considerar que RU 486 es un compuesto relacionado
estructuralmente con las hormonas esteroides; por esta razén, esta antiprogestina al
igual que las hormonas esteroides sexuales (progestinas y andréogenos) puede poseer
la misma propiedad de provocar relajacion miometrial por una via no genémica, aunque

con diferente eficacia.

Desde el punto de vista clinico, el tiempo minimo necesario para que RU 486
provoque la sensibilizacion del utero a la accion contractil de las PGs, ha sido un tema
de gran interés, actualmente diversos estudios clinicos estan investigando la posibilidad
de acortar el intervalo de tiempo entre la administracion de RU 486 y la PG con la
finalidad de acelerar la interrupcién del embarazo; estos estudios deben considerar que
RU 486 induce un efecto relajante inicial sobre la actividad contractil uterina. Los datos
disponibles en la literatura y los obtenidos en el presente estudio, indican que RU 486
inhibe (no gendmicamente) y estimula (gendmicamente) la actividad contractil

miometrial dependiendo del tiempo transcurrido después de la administracion de RU
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486. Por consiguiente, los resultados de este estudio, ayudan a entender mejor la

completa accion de RU 486.

Finalmente, es importante tomar en cuenta que el intervalo de tiempo entre la
administracion de RU 486 y la aparicion de contracciones uterinas producidas por una
mayor sensibilidad a las PGs, es de 24 a 36 h, siendo maxima de 36 a 48 h (Swahny
Bygdeman, 1988). Tomando en cuenta estos intervalos de tiempo, es fundamental
analizar el posible papel de factores farmacocinéticos en la accion de este farmaco, ya
que RU 486 (administrado por via oral) se absorbe y metaboliza rapidamente (de 1 a 2
h), presentando una vida media de 25 a 30 h, con un extenso metabolismo por
desmetilacion e hidroxilacion (Heikinheimo et al., 2003). Con estas bases, es razonable
proponer que RU 486 inicialmente provoca un efecto relajante y su posterior accion
genomica, podria ser mediada por sus metabolitos. Un analisis mas detallado de la
accion relajante no genomica y del metabolismo de RU 486, puede dar nuevas

evidencias de las acciones de este compuesto en la funcion uterina.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Los datos experimentales obtenidos en el presente trabajo revelan que RU
486 tiene la capacidad de provocar relajacion de la contractilidad miometrial en humano
gestante a término, al inducir una clara disminucidon de la actividad contractil

espontanea e inducida por Oxy, PGE,, PGF,4, misoprostol y KCI.

2. Las caracteristicas del efecto relajante uterino inducido por RU 486,
rapido, reversible y no modificado por inhibidores de la transcripcién y sintesis de
proteinas, indican que RU 486 es capaz de inducir relajacion uterina por un mecanismo
de accion de tipo no gendmico, antes de ejercer su conocida accién genémica como

antiprogestina.

3. RU 486 al igual que la progesterona, aunque con menor eficacia, ejerce un
efecto antiuterotdnico, posiblemente por compartir la estructura basica de las hormonas

esteroides, comportandose como agonista a nivel no genémico.

4. RU 486 podria ejercer relajacion uterina por diferentes mecanismos de
accion, la inhibicién sobre contracciones inducidas por Oxy y PGs, sugiere un bloqueo
de canales de calcio operados por receptor, mientras que la inhibicion de la contraccion
inducida por KCl y la prevencién de la contraccion inducida por Ca?*, indican un bloqueo

de canales de calcio operados por voltaje.
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to steroid hormones, some of which possess a nongenomic uterine relaxing effect, we investigated the
potential nongenomic relaxing action of RU 486 on the human pregnant myometrium. Myometrial tissues
were obtained from pregnant women undergoing elective cesarean section at term and were isomet-
rically recorded. RU 486 caused relaxation on spontaneous contractility and high potassium-induced
contractions with lower relaxing efficacy than progesterone. The progesterone receptor-blocking activ-
ity of RU 486 did not antagonize the uterine relaxation of progesterone. Moreover, contractions induced
by oxytocin or different prostaglandins (PGFa, PGE;, and a prostaglandin analogue, misoprostol) were
inhibited rather than increased by RU 486. RU 486 induced a rapid and reversible relaxing effect, which
was unaffected by inhibitors of protein synthesis and transcription, implying that RU 486 acts through
a nongenomic mechanism. This study reveals that RU 486: (i) reduced high potassium-induced contrac-
tion and prevented calcium-induced contraction in depolarized tissue; and (ii) relaxed the oxytocin-
and prostaglandin-induced contractions, indicating a blockade of voltage- and receptor-operated cal-
cium channels by RU 486. These data show that this antiprogestin may induce a rapid nongenomic
antiuterotonic effect prior to its antiprogesterone action.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Numerous clinical studies have confirmed that the combination of
RU 486 and a prostaglandin analogue (gemeprost or misoprostol)

It is widely recognized that progesterone promotes uterine qui-
escence by inhibiting myometrial contractions during pregnancy. In
1956, Csapo demonstrated that progesterone induced a significant
inhibition of uterine contractile activity [ 1]. This study was followed
by other pioneering investigations, which examined the effect of
progesterone on myometrial activity (for review, see [2]). More
recent studies have reported that progesterone and its metabo-
lites elicit a nongenomic relaxing effect in the rat [3,4] and human
[5,6] myometrium. Therefore, the development of medical abor-
tion has focused to discover drugs with both antiprogesterone and
uterotonic activity. Mifepristone (RU 486) was the first synthetic
steroid of this class employed as a medical method for early ter-
mination of pregnancy; initially used alone at a dose of 600 mg,
and then used with a subsequent low dose of prostaglandin [7].

* Corresponding author at: Universidad Nacional Auténoma de México, Insti-
tuto de Investigaciones Biomédicas, 3er Circuito Exterior s/n, Ciudad Universitaria,
Delegacién Coyoacan, México D.F., C.P. 04510, Mexico. Tel.: +52 55 56 22 89 63.

E-mail address: perusqui@servidor.unam.mx (M. Perusquia).

0039-128X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.steroids.2009.05.002 .

is highly effective in terminating early pregnancy [7-12] and led to
development of medical abortion using RU 486 plus a prostaglandin
by oral, vaginal or sublingual routes of administration. Treatment
with 200-600 mg RU 486 followed by oral administration of 0.4 mg
misoprostol 36-48 h later is the most commonly used medical
method for termination of pregnancy, but the effect of misopros-
tol following pretreatment with RU 486 on uterine contractility has
not been studied at an interval shorter than 12 h.

The mode of action of RU 486 as an antagonist of progesterone
during pregnancy has been documented extensively and has shown
that treatment with RU 486: (1) reverses the hyperpolarization
of the cell membrane and the progesterone-induced inhibition of
gap junction formation [13]; (2) increases decidual prostaglandin
release by reducing the activity of prostaglandin dehydrogenase
[14]; (3) sensitizes the myometrium to the contractile effect of
prostaglandins [7]; and (4) causes ripening of the cervix and dilata-
tion of the cervical canal [15,16].

It is also important to highlight that the molecular structure of
RU 486, like all steroid hormones, is composed of a ring complex
formed of three cyclohexane rings (A, B, and C) and a cyclopen-
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tane ring (D). As a result of this molecular structure, the progestins
[2] and androgens [17] are both capable of inducing a nongenomic
relaxing effect in human pregnant uterus. Likewise, RU 486 has
been used as a pharmacological tool to block the genomic action of
progesterone, but only two in vitro studies in rats have reported that
this antiprogestin has the ability to produce myometrial relaxation
by rapid nongenomic actions [18,19]. Based on this background,
our study specifically examined the potential initial relaxing effect
of RU 486 on spontaneous contractile activity in pregnant human
myometrium at term, as well as on the contractions induced by
high potassium, oxytocin, natural prostaglandins (PGs): PGF;, and
PGE;, and a PGE; analogue, misoprostol. Additionally, in order to
investigate the potential mechanism of the nongenomic action,
we examined: (1) the possible participation of nuclear transcrip-
tion/translation mechanisms; and (2) the prevention of calcium
influx through the voltage gates.

2. Experimental
2.1. Uterine samples

Written informed consent was obtained for removal of myome-
trial tissue from women undergoing elective (nonlabor) cesarean
section (38-40 week of gestation). None of the pregnant women
included in this study had underlying disease, and the indication
for cesarean section was breech presentation, placenta previa, or
maternal request. Biopsy specimens were taken from the mid-
line of the upper edge of the lower segment incision and placed
immediately in cold physiological salt solution (Hartmann, Bax-
ter Laboratories). The present study was approved by the Ethics
Committee of Woman's Hospital, Ministry of Health of Mexico
(Department of Medical Teaching RE: 597) and was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki. The sample was trans-
ported to the laboratory and kept refrigerated (4 C) for 24-48 h.

2.2. Samples and general methods

The tissue was transferred to Krebs-Henseleit solution with
the following composition (mM): NaHCO3 (25), NaCl (119), KCI
(4.6), KH2PO4 (1.2), MgSO04 (1.2), CaCl, (1.5) and glucose (12), and
gassed continuously with 95% 0,/5% CO, to maintain pH 7.4 and
constant temperature (37 °C). The connective tissue was carefully
removed and the myometrium dissected in strips parallel to the
muscle fiber bundles. Prepared strips were approximately 10 mm
long, 5mm wide and 5mm thick. Each strip was placed verti-
cally in a temperature-controlled (37°C) organ bath containing
10 ml Krebs-Henseleit solution for isometric tension recordings.
One end of the strip was attached to a fixed support at the bottom
of the chamber, and the other end was connected to an isometric
force transducer (FTO3C, Grass Instrument, Quincy, MA) via stain-
less steel wire. The organ bath solution was continuously bubbled
with 5% CO, in O, (pH 7.4). A passive resting tension of 10mN
(1.0g) was adjusted throughout the experiment. Isometric force
was recorded by a polygraph (79, Grass Instruments, Quincy, MA)
and the spontaneous contractile activity was allowed to stabilize
for approximately 90 min. In previous trials, spontaneous activity
was stable for more than 5 h. The data were acquired and analyzed
by using PolyView 2.5 (Grass Instruments Division/Astro-Med, Inc,
West Warwick, RI) data acquisition software.

2.3. RU 486 response on spontaneous myometrial contractility

After tissue stabilization in Krebs-Henseleit solution, a 30-
min of spontaneous contractility was recorded as the control,
and immediately afterwards, the effect of noncumulative concen-
trations (logarithmic concentrations, starting where the lowest

concentration tested had a detectable response: 0.1, 1.0, 10, and
100 wM; only a single concentration was added to each strip) of RU
486 on spontaneous contractions was determined for 30, 60 and
90 min in samples from each donor (thus, n=6 women in inde-
pendent experiments). Collaterally, in some experiments under
the same experimental conditions, myometrial contractility was
exposed to the vehicle alone (0.1% absolute ethanol; a volume iden-
tical to that used as solvent for RU 486). The limited solubility of RU
486 prevented further experimentation at concentrations higher
than 100 wM (at only a single addition); however, in order to inves-
tigate the RU 486 effect at higher concentration, some experiments
were carried out by applying 5 consecutive additions of 100 .M RU
486 (final concentration 500 M), given cumulatively with an inter-
val of approximately 5 min between each addition. Accordingly, in
different tissues, 0.1% absolute ethanol was also applied five times
under the same schedule as a vehicle control.

In a separate group of experiments, the spontaneous myometrial
contraction was also exposed to 100 wM progesterone [equimolar
concentration to the highest concentration of RU 486 used to induce
the maximal relaxation (Rmax) in a noncumulative manner]; its
effect was evaluated every 30 min and compared with the relaxing
effectinduced by RU 486 at the same concentration. To examine the
potential blocking effect of RU 486 on progesterone-induced relax-
ation, the spontaneous contractility was pretreated for 30 min with
RU 486 at 100 .M, and then progesterone at 100 wM for 30 min. The
response to progesterone was evaluated for 30 min and compared
to the response when RU 486 was not present. In the same way, the
possible blocking action of progesterone on RU 486-induced relax-
ation was also analyzed; thus, the relaxing effect induced by RU 486
alone was compared to that of tissues that were preincubated for
30 min with progesterone at 100 M and then treated with 100 uM
RU 486 for 30 min.

2.4. RU 486 response on contraction induced by high potassium

This protocol was employed to examine the effect of RU 486 on
the contractile response generated by high potassium (40 mM KCl).
The tissues were depolarized by replacing normal Krebs-Henseleit
solution with an equimolar substitution of 40 mM KCl and 84 mM
NaCl. A tonic contraction was elicited and recorded for approxi-
mately 120 min (control response); then, the myometrial tissues
were washed with normal Krebs-Henseleit solution (repolarized).
When the tone reached baseline, the tissues were allowed to equi-
librate for 30 min and then 40 mM KCl was added again. After a
stable contractile tension was attained (~30min), 100 wM RU 486
(highest concentration tested, in a single addition, to induce the
Rmax On spontaneous contraction) or 100 wM progesterone were
separately added, and the effect of each compound was recorded
for 30, 60 and 90 min. Finally, the tissues were washed and allowed
to reequilibrate for 30 min before inducing the last contraction to
KCI which was recorded for 120 min to assess tissue recovery and
viability. In a separate group of vehicle-control experiments, KCl-
induced contraction was determined after exposure to the vehicle
for each compound (absolute ethanol; the addition never exceeded
0.1% v/v). However, to explore RU 486-induced relaxation at higher
concentrations, some experiments were performed by applying
5 consecutive additions of 100 uM RU 486 (final concentration
500 uM), given cumulatively with an interval of approximately
5 min between each addition. Accordingly, in different tissues, 0.1%
absolute ethanol was also applied five times under the same pro-
tocol.

In other experiments, myometrial strips precontracted with KCI
were incubated with the protein synthesis inhibitor cycloheximide
(40 wM) or the transcription inhibitor actinomycin D (10 wM) for
30min. Subsequently, 100 .M RU 486 was added and its effect
(evaluated during 30, 60 and 90 min) was compared in the absence
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and in the presence of these inhibitors. The inhibitor concentrations
used were high enough to completely inhibit protein synthesis [20]
and transcription [21]. In addition, the effect produced by the final
volume of vehicle (0.1% absolute ethanol) for each substance was
analyzed in independent experiments.

2.5. Effect of RU 486 on contractile responses to different
uterotonic agents

In these experiments the spontaneous contractility was
recorded for 30 min; subsequently, 100 nM oxytocin was added and
when the contractile activity generated was stable, a 30-min control
time was recorded. Immediately, RU 486 was applied at different
noncumulative concentrations (0.1-100 wM; only a single concen-
tration was added to each strip) and the response was determined
for 30 min. The transient action of oxytocin only allowed evaluation
of the response for 30 min.

To compare the sensitivity of oxytocin-induced contraction to
RU 486-induced uterine relaxation, the same procedure was fol-
lowed on the contraction induced by different PGs: natural (PGF,
or PGE;) and synthetic (misoprostol). Therefore, in other myome-
trial strips, the relaxant efficacy of RU 486 at 100 wM (the highest
concentration tested on spontaneous contraction) was analyzed for
the contractile response to each PG at 1 wM, and the effect was eval-
uated for 30, 60 and 90 min. To examine if the response to PGs was
potentiated by RU 486, in a series of experiments the opposite treat-
ment was employed: after 30 min of RU 486-induced relaxation at
100 wM, each PG was separately added at 1 .M and the effect was
recorded for 30, 60 and 90 min.

Additionally, the effect of 100 wM progesterone was also eval-
uated in different myometrial strips for the contraction generated
by each uterotonic agent under the same experimental protocol.
In parallel independent experiments, the effect produced by the
final volume of the vehicle (0.1% absolute ethanol) was analyzed on
contraction induced by each uterotonic agent.

2.6. Potential calcium channel antagonism

In another assay, RU 486 was analyzed in myometrial strips
depolarized with a KCl-Ca?* free solution (KCI-Ca2*®; a depo-
larizing 40 mM KCl solution modified by addition of 2mM EGTA
and without CaCl). A transient contraction was obtained to
KCI-Ca?*® solution and, when the baseline was reached, 2.5 mM
CaCl; was added to evoke a reproducible tonic contraction, which
was recorded for 30 min (control); then, the tissues were prein-
cubated with 100 uM RU 486 for 10 min before the addition of
CaCl; at 2.5mM. Under these conditions, the contraction induced
by CaCl, was recorded for 30 min, which was compared with the
corresponding control. Subsequently, the tissues were washed and
a CaCly-induced contraction was elicited again. The washout was
done three times with KCl-Ca%*® solution after all CaCl, con-
tractions. Collaterally, the response produced by the final volume
of the RU 486 vehicle (0.1% absolute ethanol) was analyzed in
independent experiments under the same experimental condi-
tions.

2.7. Drugs

With the exception of oxytocin (Sytocinon; Novartis Farmacéu-
tica México), the remaining compounds were all purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA) and included: Mifepristone
(RU 486; 17B-hydroxy-11B-(4-dimethylaminophenyl)-17a-(prop-
1-ynyl)-estra-4,9-dien-3-one), progesterone (4-pregnen-3,20-
dione), the protein synthesis inhibitor (cycloheximide;(3-[2-(3,5-
dimethyl-2-oxocyclohexyl)-2-hydroxyethyl|glutarimide)), the
transcription inhibitor (actinomycin D; dactinomycin), PGFy,,

PGE;, misoprostol. RU 486, progesterone, PGs, and the inhibitors
of protein synthesis and transcription were dissolved in absolute
ethanol as stock solutions, and then diluted to working concentra-
tions in absolute ethanol; 10 wl aliquots were added to the 10ml
bath chambers, which never exceeded 0.1% v/v of vehicle. Oxytocin
was dissolved in distilled water. Actinomycin D was kept in the
dark to avoid light-induced degradation).

2.8. Data presentation and statistical analysis

Each experiment was performed on myometrial strips prepared
from different patients. All data in the text and figures are expressed
as mean+SEM (n=6 experiments, where n=1 represents one
patient). The concentration for each substance is expressed as
a final concentration in the organ bath. Changes in contractile
force are shown as percentage of the inhibition of the contrac-
tion.

The effect of RU 486 on the spontaneous, KCl-, oxytocin-, and PG-
induced contraction was evaluated by comparing the area under
the curve of the contraction before (control 100%) and after RU
486 addition. The preventive effect of RU 486 on the CaCl,-induced
contraction in depolarized tissues was compared with the exper-
imental responses (the previous control contraction set at 100%).
The efficacy of RU 486 is expressed as the Rmax (the maximal relax-
ation obtained by RU 486 at 100 uM). The unpaired Student's t-test
was utilized to compare the responses between two groups, where
n=6 represents one group. Statistical significance was accepted at
p<0.05.

3. Results

3.1. Effect of RU 486-induced relaxation on spontaneous
myometrial contractility

RU 486 in the concentration range of 0.1-100 wM inhibited the
spontaneous contractions of pregnant uteri at term. The effect of
RU 486 was immediate at onset and after three washouts contrac-
tile activity of the uteri was almost completely recovered (Fig. 1A).
The degree of recovery was variable for each experiment, depend-
ing of the concentration of RU 486, number of washes, and time of
tissue stabilization. No difference was found in the effect induced
by each concentration evaluated for 30 min, although all concen-
trations presented a slight but statistically significant (p <0.0005)
relaxing effect; the amplitude of the contraction decreased with
a small increment in the frequency but an evident relaxation of
about 7-12% of relaxation was still observed. The concentration-
dependent effect of RU 486 became evident after 60 min, clearly
showing that the utero-relaxing effect induced by RU 486 was
also time-dependent (Fig. 1B). The relaxing effect of RU 486 at
all concentrations tested was significantly different (p<0.0005)
when compared to that produced by 0.1% ethanol (a volume iden-
tical to that used as a solvent for RU 486), which relaxed no
more than 4.6+ 1.5% (n=6) at 90min (Fig. 1B). Moreover, 0.5%
ethanol (the volume when adding 500 .M RU 486) relaxed no more
than 6.82+1.5% (n=6) at 90 min, which was significantly differ-
ent (p<0.005) to that produced by RU 486 at 500 .M. The effect
induced by RU 486 at the higher concentration (500 uM applied
in an additive manner) was not significantly different (p>0.05) as
compared to the Riax induced by 100 wM at 30, 60, and 90 min (see
Fig. 1B).

The relaxation induced by 100 uM progesterone was not
significantly different (p>0.05) when compared to equimolar con-
centrations of RU 486 over a 30-min period, but at 60 and
90 min progesterone was more efficacious (p<0.05) than RU 486
(Fig. 2A). Additionally, progesterone-induced relaxation was not
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Fig. 1. Relaxing effect of RU 486 on spontaneous contractile activity of pregnant
human myometrium at term. (A) Typical recording of the spontaneous contractility
and the fast relaxing effect of RU 486 at 100 uM; note the contraction recovery
after washout (W), showing that the effect caused by RU 486 was reversible. (B)
Time-dependent effect of RU 486 at different concentrations evaluated for 90 minon
spontaneous contractility. Statistical significance ('p < 0.05, "p <0.005, ™ p <0.0005)
vs. the effect induced at 30 min. Each concentration tested was significantly different
(p<0.05) as compared with that of vehicle (absolute ethanol 0.1%; ETOH). The effect
induced at 100 uM was not significantly different (p>0.05) as compared with the
effect induced at 500 M. Each symbol in the graph represents the mean + SEM of
six independent experiments.

blocked by pretreatment with RU 486 and likewise, RU 486-induced
relaxation was not blocked by pretreatment with progesterone;
on the contrary, these combinations induced greater relaxation
than either compound alone (Fig. 2B). These effects were sig-
nificant (p<0.0005) when compared to those produced by the
vehicle-controls for progesterone and RU 486 (0.1% absolute
ethanol for each one), which relaxed no more than 1.8 + 0.6% (n =6).

3.2. Effect of RU 486-induced relaxation on KCl-induced
contraction

Tonic contraction induced by KCl was relaxed by RU 486 at
100 uM, an effect which was induced within ~2min and was
time-dependent. A total recovery of the amplitude and tone of
KCl-induced contraction was observed after washout. RU 486
at 500 M, by additive addition, induced a greater relaxation
than that induced at 100 pM. In addition, 100 uM progesterone
were more effective than RU 486 in producing relaxation of KCI-
contracted tissues (Fig. 3A). The relaxing effect of RU 486 was
statistically different at all concentrations (p <0.0005) when com-
pared to that produced by 0.1% ethanol or by five consecutive
additions (p <0.005), which relaxed no more than 3.80 + 1.32% and
4.18 +0.90% at 90 min, respectively. The relaxing effect of RU 486 on
the KCl-induced contraction was not prevented by cycloheximide
or actinomycin D (Fig. 3B), and their vehicle (0.1% absolute ethanol
each) did not alter (p<0.005) KCl-induced contraction (data not
shown).
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Fig. 2. Relaxation induced by RU 486 and progesterone (P) on the spontaneous con-
tractility of pregnant human myometrium at term. (A) Comparison of the relaxing
effect ("p<0.05, “p <0.005) induced by RU 486 and P tested equimolarly at 100 M.
(B) P-induced relaxation at 100 pM, evaluated for 30 min, was unaffected in the
presence of 100 uM RU 486 as well as RU 486-induced relaxation at 100 pM was
not prevented in the presence of 100 uM P, but the relaxation produced by these
combinations was significantly augmented ("p<0.0005). Each bar represents the
mean £ SEM; n=6,

3.3. Effect of RU 486-induced relaxation on contraction induced
by oxytocin and PGs

Fig. 4 illustrates the relaxing response elicited by 100 uM RU
486 on oxytocin- and PG-induced contraction (PGF,,, PGE;, or
misoprostol). Pretreatment with RU 486 did not enhance the
response to PGs, observing a decrease in the contractile response
induced by PGFy, (47.5 +2.5%), PGE; (74.3 + 5.4%), and misopros-
tol (55.2 +6.0%) evaluated for 90 min. The contractions generated
by these uterotonic agents were significantly more sensitive
(p<0.0005) to progesterone-induced relaxation than those induced
by RU 486 evaluated at the same concentration (100 uM) every
30min. In the particular case of misoprostol-induced activity, a
relaxing effect was observed after the addition of RU 486, as
the amplitude of the contraction decreased, while the frequency
increased slightly (Fig. 4E). The vehicle for RU 486 (0.1% absolute
ethanol) did not modify the contraction to oxytocin or different
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Fig.3. Inhibitory effect of RU 486 or progesterone (P) on the contraction induced by
KCl (40 mM) in pregnant human myometrium. (A) The inhibitory effect of RU 486
at 100 uM was significantly different ('p<0.05, “p<0.005, *"p<0.0005) from the
inhibitory effect elicited by RU 486 at 500 uM and P at 100 p.M. (B) The effect of RU
486 at 100 wM evaluated for 90 min on KCl-induced contraction was not modified by
the inhibitors of transcription (10 wM actinomycin D) or protein synthesis (40 .M
cycloheximide). Each bar represents the mean + SEM; n=6.

PGs (p<0.0005; data not shown), as well as the vehicle for RU 486
and PGs (0.1% absolute ethanol for each compound) did not alter
the spontaneous contractility (Fig. 4A).

3.4. Efficacy

Fig. 5 shows the statistical evaluation of RU 486-induced relax-
ation determined at different time points (30, 60, and 90 min; n=6
for each interval) on spontaneous uterine contractility and on the
contractile response to each uterotonic agent. The Rpax value of
RU 486 (100 M) on spontaneous contraction was compared to
the effect on KCl-, oxytocin-, and PGs-induced contraction at var-
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Fig. 4. Typical recordings of contractile activity in pregnant human myometrium at
term. (A) The vehicle for prostaglandins and RU 486 (absolute ethanol; ETOH 0.1%)
had no significant effect (p>0.05) on myometrial contractility. Note the relaxing
effect induced by RU 486 at 100 uM on the contractile response generated by: (B)
oxytocin (Oxy; 100 nM); (C) Prostaglandin Fz, (PGFz.; 1 pM); (D) Prostaglandin E;
(PGE3; 1 wM); and (E) Misoprostol (1 uM).

ious time points to determine the relaxing efficacy of RU 486.
Indeed, the efficacy of RU 486 was different on the response to
different uterotonic activities as compared to the spontaneous con-
traction. In general, contractions stimulated by each uterotonic
agents were significantly less sensitive to RU 486-induced relax-
ation than the spontaneous contractions, but when evaluated for
30min, the oxytocin-induced contraction was more sensitive to
RU 486-induced relaxation than the spontaneous contraction (for
further details, see Fig. 5). Remarkably, it was also observed that
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Fig. 5. Comparison of the inhibition caused by RU 486 at 100 uM evaluated for 30,
60, and 90 min on the spontaneous contractile activity and the contraction induced
by high potassium (KCl 40 mM), oxytocin (Oxy 100 nM), and prostaglandins (PGFz,,
PGEz, and misoprostol) at 1 M. The inhibitory effect of RU 486 was significantly
reduced ('p<0.05, “p<0.005, " p<0.0005) or increased (*p<0.0005) when com-
pared to the effect produced on spontaneous contraction. Each bar represents the
mean + SEM; n=6.
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Fig. 6. Effect of RU 486 (100 uM) on calcium-induced contraction at 2.5mM
(Ca?*) in pregnant human myometrium at term previously depolarized by high
potassium-calcium free solution (KCI-Ca?* ®). (A) The vehicle for RU 486 (absolute
ethanol; ETOH 0.1%) had no effect (p > 0.05) on the contraction induced by Ca?*. (B)
The Ca?* contraction was notably prevented by 100 uM RU 486. The solid black line
indicates the incubation time with ETOH or RU 486, and the black circles represent
the time of washout.

progesterone is more effective than RU 486 in producing myome-
trial relaxation, due to the fact that when progesterone and RU 486
were separately tested at 100 wM, the relaxation to progesterone
was consistently greater than that induced by RU 486. In this con-
text, it is important to clarify that different concentrations of RU
486 on spontaneous contractility and oxytocin-induced contrac-
"tions did not produce a complete concentration-response curve;
thus, the Rmax did not attain 50% inhibition (Rmax=12.34+ 0.66
and 19.95 + 0.64% of inhibition, respectively), which did not allow
evaluation of the potency of RU 486 calculated through inhibitory
concentration50 (ICsq).

3.5. Effect of RU 486 on calcium-induced contraction in
depolarized myometrium

In previously depolarized tissues, a tonic contraction was
induced by CaCl; (2.5mM), which was partially prevented when
tissues were preincubated with 100 uM RU 486 (30.6 +0.9% of
inhibition, n=6), observing that the amplitude was significantly
decreased (Fig. 6). The calcium antagonistic effect induced by
RU 486 was completely reversible upon washing out the tissue
and removing the antiprogestin (data not shown). Importantly,
the prevention of this CaCl, contraction by RU 486 was signifi-
cantly greater than its inhibitory effect on spontaneous contraction
(12.34+0.66%; n=6). The final volume of RU 486 vehicle (0.1%
absolute ethanol) did not significantly affect the CaCl,-induced con-
traction (2.3 + 0.5% of inhibition; n=6, p>0.05).

4. Discussion

The present findings demonstrate that RU 486 is capable of
inducing a rapid and reversible relaxing effect on spontaneous uter-
ine contractility and on contractions induced by various uterotonic
agents. To our knowledge, this is the first systematic study to show
an initial relaxing effect of the antiprogestin RU 486 in human
pregnant myometrium, which reveals that this antiprogestin may
induce an antiuterotonic effect prior to its genomic antiproges-
terone action.

Neither transcriptional nor translational inhibitors altered RU
486-induced relaxation; thus, the rapid and reversible uterine
relaxing effect of RU 486 does not require gene expression or pro-
tein synthesis. Indeed, this finding supports a progesterone-like,
nongenomic mechanism of action prior to its antagonistic effect

on the progesterone receptor. RU 486 is classically described as an
antiprogestin but the present data reveal an agonistic action at the
nongenomic level by inducing a myometrial relaxation similar to
progesterone but with a lower relaxing efficacy. Likewise, we have
observed that RU 486 does not function as a nongenomic antag-
onist of progesterone, because progesterone-induced myometrial
relaxation still occurs in uterine tissues pretreated with RU 486.
This indicates that this antiprogestin did not interfere with the
nongenomic action of progesterone in the uterus. In addition, pro-
gesterone did not block RU 486-induced relaxation; on the contrary,
progesterone and RU 486 synergized to produce a greater relax-
ation together than either agent did alone. It is noted that RU 486
was incapable of enhancing the contractile responses to oxytocin
or PGs; in fact, these contractile responses were diminished in the
presence of RU 486.

Consistent with our results, previous in vitro studies have shown
that RU 486 may induce a nongenomic uterine relaxation in rats
[18,19]. In line with these observations, two in vitro studies indi-
rectly observed that RU 486 induced a rapid relaxant effect on
the spontaneous contractility of the nonpregnant uterus, with
pathological implications in women in the perimenopausal period
[22,23]. However, no evidence had been shown for pregnant human
uterine contractility (the endocrine condition for the therapeu-
tic use of RU 486), whereas nongenomic RU 486-induced uterine
relaxation was observed in the present study. Although numerous
lines of evidence have demonstrated the genomic antiprogesterone
action of RU 486 to increase uterine contractility, some reports
have documented that RU 486 fails to induce labor. In monkeys,
RU 486 only produces slight uterine contractions, which are insuf-
ficient to induce labor [24]. Similarly, during late pregnancy in
the rhesus macaque, this antiprogestin elicits only a transient
decrease in uterine contractile activity, followed by an attenu-
ated increment of irregular contractions 8 h later, which are not
sufficient to induce delivery [25]. Hence, these findings may be
attributed to the early nongenomic relaxant effect induced by RU
486.

The present findings show that RU 486 is capable of relaxing
various types of uterine contractions. In general, the spontaneous
contractility appears more sensitive to RU 486-induced relax-
ation than the contractions elicited by KCl, oxytocin and PGs. We
observed a slight relaxing effect of RU 486 when evaluated at
30 min, but the efficacy was substantially greater at 60 and 90 min
after administration. Admittedly, it is important to acknowledge
that the concentration range of RU 486 tested in the present study
was much lower (500-1500-fold) than the high therapeutic doses
(200-600 mg) employed in the current clinical regimens. The low
range of concentrations used in the present study resulted from the
hydrophobic nature of RU 486; however, these concentrations are
in the same M range of plasma levels of RU 486 observed in preg-
nant women after the intake of 400 and 600 mg doses (reviewed by
[26]). Since we were unable to examine the effect at concentrations
higher than 500 wM in our system, it is possible that the efficacy
of RU 486-induced relaxation could be enhanced at concentrations
closer to its therapeutic doses.

The present study suggests that the uterine relaxing effect of
RU 486 is mediated by a nongenomic action. Indeed, the relax-
ation produced by RU 486 on the KCl-induced contraction, and
the partial prevention of the Ca?'-induced contraction by RU
486 in a myometrium depolarized with KCl-Ca?*® suggests that
the relaxing effect of RU 486 involves, at least in part, a reduc-
tion of extracellular Ca?* influx by blocking the voltage-operated
Ca?* channels. However, the fact that RU 486 is also capable of
relaxing the contractile responses induced by oxytocin and PGs
implies that this antiprogestin may also block the receptor-operated
Ca?* channels as previously reported by progestins and androgens
[5,17].
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Remarkably, RU 486 represents a class of compound that is
structurally related to steroid hormones; hence, this antiprogestin
may possess the same nongenomic properties as the sex steroid
hormones (progestins and androgens) to induce myometrial relax-
ation, but with a different efficacy.

From the clinical point of view, the minimal time needed to sen-
sitize the uterus to the contractile action of PGs after treatment
with RU 486 has been a matter of much interest. Nevertheless,
the paradoxical initial relaxing effect of RU 486 on uterine con-
tractile activity reported in this study should be taken in account
in clinical studies that are currently investigating shorter intervals
between administration of RU 486 and PG with the goal of acceler-
ation the induction of abortion in medical regimens employing RU
486. Taken together, the available data, together with the present
study indicate that RU 486 inhibits (nongenomically) or stimu-
lates (genomically) myometrial contractile activity depending on
the time-course of RU 486 administration. Accordingly, the present
findings could provide a better understanding on the entire action
of RU 486.

Finally, it is important to keep in mind that the time interval
between RU 486 administration and the appearance of uterine con-
tractions produced by increased sensitivity to PGs, is 24-36 h, and is
maximal at 36-48 h after RU 486 [7]. Considering this time-frame,
it is crucial to analyze the possible role of pharmacokinetic factors
in the action of this drug. Orally administered, RU 486 is rapidly
metabolized in vivo (1-2 h) because of rapid absorption and a short
half-life of 25-30h, with extensive metabolism by demethylation
and hydroxylation [27]. On this basis, it is reasonable to assume
that over this time-frame RU 486 may initially induce relaxing
effect, followed by genomic antiprogesterone action mediated by
its metabolites. Further analysis of its nongenomic relaxing action
as well as its metabolism may shed new light on RU 486 actions on
uterine function.
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Anexo 2. Aprobacién del proyecto por la Comisidén de Bioética para
Investigacion en Humanos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
APARTADO POSTAL 7o228
CiunaDp UNIVERSITARIA
04510 MEXIco,D. F.

VHIVERADAD NACIONAL
AVENR A DE
MEXICe

DRA. MERCEDES PERUSQUIA NAVA

Investigador Titular
Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM

Estimada Dra. Perusquia:

La Comisién de Bioética para Investigacién en Humanos de este instituto ha
revisado el proyecto de investigacion “Determinacién de la accidn antiuteroténica y
vasodilatadora de RU 486 (MIFEPRISTONA) en el miometrio y la arteria umbilical
del humano®’. De acuerdo a los lineamientos de nuestro Cédigo Efico, este
proyecto cae dentro de la categoria que no requiere de una revision exhaustiva
por no implicar riesgo alguno para los participantes. Por lo anterior, esta Comision
emite un dictamen aprobatorio.

ATENTAMENTE,
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, a 22 de octubre de 2008.
POR LA COMISION

DR. SIMON KAWA

c.cp. Archivo

MEFC/nibb
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