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Lista de Abreviaciones

Todos los simbolos y abreviaciones fueron usados de acuerdo con las recomendaciones de
la Comision de Nomenclatura Bioquimica [UPAC-IUB: Nomenclatur and symbolism for
Amino Acids and Peptides [1].

AC Adenililciclasa o Adenilato Ciclasa
AMPc Adenosin monofosfato ciclico

BCC Bloqueadores de canales de calcio

Gi Proteina-G inhibidora

Gs Proteina-G estimuladora

GPCR Receptores acoplados a proteinas G
ic intracelular

IL interleucina

U infeccion intrauterina

LPS Lipopolisacarido

PDEs Fosfodiesterasas

PKA Proteina cinasa dependiente de AMPc
PP Parto Prematuro

Proteina-G Proteina heterotrimérica reguladora de

unidn a nucleodtidos-guanina
RPM Ruptura Prematura de Membranas

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral-alfa
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Anexo

El siguiente articulo esté relacionado con este trabajo de tesis doctoral, se anexaran tres links

para su busqueda en linea.

AMA Munoz-Pérez VM, Fernandez-Martinez E, Ponce-Monter H, Ortiz MI. Relaxant and

MLA

APA

anti-inflammatory effect of two thalidomide analogs as PDE-4 inhibitors in pregnant
rat uterus. The Korean Journal of Physiology & Pharmacology : Official Journal of
the Korean Physiological Society and the Korean Society of Pharmacology.

2017;21(4):429-437. doi:10.4196/kjpp.2017.21.4.429.

Muiioz-Pérez, Victor Manuel et al. “Relaxant and Anti-Inflammatory Effect of Two
Thalidomide Analogs as PDE-4 Inhibitors in Pregnant Rat Uterus.” The Korean
Journal of Physiology & Pharmacology: Official Journal of the Korean
Physiological Society and the Korean Society of Pharmacology 21.4 (2017): 429—

437. PMC. Web. 14 Aug. 2017.

Munoz-Pérez, V. M., Fernandez-Martinez, E., Ponce-Monter, H., & Ortiz, M. L
(2017). Relaxant and anti-inflammatory effect of two thalidomide analogs as PDE-
4 inhibitors in pregnant rat uterus. The Korean Journal of Physiology &
Pharmacology : Official Journal of the Korean Physiological Society and the
Korean Society of Pharmacology, 21(4), 429-437.

http://doi.org/10.4196/kjpp.2017.21.4.429
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1. Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto utero-relajante y antiinflamatorio de
dos analogos de talidomida como inhibidores de la enzima fosfodiesterasa-4 (PDE-4) en
utero aislado de rata gestante. Los uteros de ratas de la cepa Wistar fueron aislados en el dia
19 de gestacion. Las muestras uterinas fueron empleadas en estudios funcionales para evaluar
el efecto inhibitorio de los analogos, 3-(4-nitroftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenilo)-propanoato
de metilo (4NO2FDPMe) y el segundo el 3-(4-aminoftalimido)-3-(3,4-dimetoxifenilo)-
propanoato de metilo (4AFDPMe), sobre las contracciones fasicas inducidas por
prostaglandina-F2a, y las contracciones tonicas inducidas con K* y Ca?*. La acumulacion de
AMPc fue cuantificada con la técnica de ELISA. El efecto antiinflamatorio fue evaluado
usando ELISA para determinar las citocinas proinflamatorias, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina-(IL)-1p, y la citocina antiinflamatoria IL-10, en explantes uterinos
estimulados con lipopolisacarido (LPS). Nifedipina, forskolin y rolipram fueron usados como
controles positivos. Los andlogos inhibieron significativamente las contracciones uterinas
inducidas por los estimulos farmaco- y electromecanicos. Nifedipina y forskolin fueron mas
potentes que rolipram, y el 4AFDPMe fue equiefectivo con nifedipina. Los andlogos
incrementaron los niveles uterinos de AMPc en forma dependiente de la concentracion. La
secrecion uterina de TNF-o e IL-1B inducida por LPS fue disminuyendo en forma
dependiente de la concentracién, mientras que la secrecion de la IL-10 incremento
significativamente. Los andlogos mostraron el efecto utero-relajante y antiinflamatorio, que
fue asociado con el incremento de AMPc en utero de rata gestante. Estas propiedades los
coloca como agentes tocoliticos efectivos y potencialmente seguros en el area de la

ginecologia, como en los casos de parto prematuro.
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2. Introduccion

2.1. Parto Prematuro

En México y en el mundo el parto prematuro y el aborto espontaneo son participes
de los principales problemas de morbilidad y mortalidad perinatal. En algunos paises de
bajos recursos, sigue siendo un grave problema de salud reproductiva, ya que no se cuenta
con los medicamentos suficientes, seguros y eficientes para su control, ademds de causar
varios efectos secundarios serios [2].

El parto prematuro (PP) es definido médicamente como el parto producido antes de
la semana 37 de gestacion, representa una complicacion obstétrica frecuente en el embarazo,
constituyendo una de las principales causas de muerte perinatal y de secuela a largo plazo
en el sobreviviente [3]. Anualmente, se estiman casi 15 millones de partos prematuros en
todo el mundo, y ocurre entre 15 - 20% de los nacimientos en la mayoria de los paises
subdesarrollados o del tercer mundo. Mientras mas corto es el periodo del embarazo, mas
alto es el riesgo de presentar complicaciones; los bebés que nacen de forma prematura tienen
un riesgo de muerte alto en sus primeros afios de vida. Existe también un alto riesgo de
desarrollar problemas de salud serios como: paralisis cerebral, enfermedades croénicas
pulmonares, problemas gastrointestinales, retraso mental, pérdida de la vision, el oido, asi
como complicaciones a largo plazo en adultos: cognitivas, socio-conductuales, problemas
de salud y crecimiento [4-6]

Existen factores de riesgo que predisponen al parto prematuro e incluso pueden llevar
al aborto espontaneo. Dentro de los mas importantes tenemos algunas enfermedades de la

madre como infecciones de las vias urinarias, vaginales o sistémicas, enfermedades renales,
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cardiacas, diabetes, anemias severas, alteraciones tiroideas, abortos o partos pretérmino

previos, anomalias uterinas como la miomatosis y el cancer uterino [2].

2.2. Etiologia

No se conoce una causa unica, pero existen diversos factores que estan relacionados
con el PP; de hecho, se conoce como una entidad heterogénea y multifactorial, asociado a
variables socio-biologicas, socio-economicas, y complicaciones del embarazo. Las
infecciones de madres a sus bebes (infecciones intrauterinas y de nacimiento) son
actualmente un importante reto a nivel global [2, 7]. Algunos estudios epidemioldgicos y
clinicos han identificado una serie de factores que incrementan el riesgo de ruptura
prematura de membrana (RPM) en el parto prematuro. Estos incluyen: infecciones de tracto
reproductivo materno (vaginitis bacteriana por tricomonas, gonorrea, clamidia, y
Corioamnionitis oculta); conductuales (tabaquismo, abuso de sustancias, estado nutricional
y relaciones sexuales); complicaciones obstétricas (embarazo multiple, polihidramnios,
incompetencia istmica cervical, hemorragias durante el embarazo y trauma durante el
embarazo, y cambios ambientales (presion barométrica). Los resultados de los estudios
epidemiologicos, clinicos, histoldgicos, microbioldgicos y de biologia molecular sustentan
que la infeccion focal y la inflamacidon juegan un papel primario y secundario en la
patogénesis de la RPM en el parto prematuro [8, 9].

En particular, la invasion de bacterias en la cavidad amniotica es la causa
fundamental de la mortalidad neonatal mundial; de hecho, las infecciones uterinas (IU)

representan alrededor del 40% de los casos de PP en todo el mundo. Las infecciones
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amnioticas estdn presentes en casi el 50% de todos los PP resultantes de la IU, y la edad
gestacional temprana se relaciona muy frecuentemente con la [U [10-12].

La IU se define por la presencia de microorganismos patogenos en la cavidad
amnidtica o en el espacio corio-amniotico, que puede demostrarse mediante una muestra de
liquido amniotico obtenido por amniocentesis. Se han propuesto cuatro etapas progresivas
en la IU ascendente: 1) Sobrecrecimiento de microorganismos patdgenos en la vagina y el
cuello uterino, por ejemplo: vaginosis bacteriana o vaginitis (VB); 2) acceso de los
patdgenos a la cavidad uterina localizandose en la decidua y promoviendo una reaccion
inflamatoria local, -deciduitis-, y posterior extension al corion; 3) la infeccion alcanza el
amnios “amnionitis” y la cavidad amnidtica; 4) las bacterias acceden de la cavidad amniotica
al feto por diferentes vias de entrada, por aspiracion de liquido a neumonia, por siembra a
infeccion localizada como otitis, conjuntivitis, onfalitis y, la propagacion desde estos sitios
a la circulacion fetal que determinan la bacteriemia y la septicemia fetal [13]. Se ha reportado
que la septicemia y la bacteriemia fetal estan directamente relacionados con dafios al sistema
nervioso central y sistema circulatorio del neonato. Ademas, las infecciones se han
relacionado con el sindrome de respuesta inflamatorio fetal que condiciona la aparicion de
trastornos autoinmunes en las diferentes etapas de vida de los afectados; de hecho, las
infecciones placentarias y perinatales incrementan el riesgo de padecer autismo,
esquizofrenia, déficit neurosensorial, psicosis y alergias [14, 15].

La mayoria de las infecciones o anomalias uterinas producen cambios fisioldgicos en
el espacio decidual-corionico, en la membrana fetal y en el miometrio, que desencadenan
una inflamacion local y la subsecuente liberacion de citocinas como el factor de necrosis

tumoral-alfa (TNF-a), la interleucina-1 beta (IL-1p) e interleucina-6 (IL-6), que son capaces
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de activar el metabolismo de fosfolipidos, liberar acido araquidonico y activar finalmente el
sistema de transduccion de senales relacionado con el factor nuclear kappa B (NF-xB) que
incrementa la expresion de la ciclooxigenasa (COX-2), lo cual provoca la sintesis y la
liberacion de agentes uterotonicos, como las prostaglandinas (PG)-E2 y PG-F2a, que
estimulan las contracciones uterinas, provocando el parto prematuro [16, 17]. Ambas
moléculas, prostaglandinas E> y Fa,, estimulan la contraccién activando la via de la
fosfolipasa C (PLC), inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) [18]. Se ha reportado
incluso, que alteraciones del sistema inmunitario pueden desencadenar el proceso
inflamatorio y la subsecuente iniciacion del parto prematuro, cuyo origen sigue en
investigacion [19]. Estudios recientes han relacionado la Inflamacién y la infeccion
intrauterina como desencadenantes principales del parto prematuro; de hecho, son factores
que alteran el estado de reposo uterino e inducen contracciones uterinas. Ademas, la
inflamacion es un proceso natural en el término del embarazo; sin embargo, un factor
contundente tan frecuente como la infeccion podria desencadenar prematuramente la

contracciones uterinas y la ruptura prematura de membrana (RPM) [9].

2.3. Tocoliticos para el Parto Prematuro

La amenaza de parto prematuro es un cuadro clinico que implica dentro del
transcurso de un embarazo altos indices de morbilidad y mortalidad perinatal. Dentro de su
manejo se encuentran varios tipos de medicamentos ya sean estos corticoides para estimular
la maduracion pulmonar, antibidticos para el tratamiento de las infecciones y farmacos
tocoliticos para el control de las contracciones uterinas, y de esa forma prolongar el

embarazo.
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En la practica ginecobstetrica, el parto prematuro se trata principalmente con
farmacos tocoliticos. Los agentes tocoliticos que existen para tratar la amenaza de parto
prematuro se clasifican en 5 principales grupos: Betamiméticos o agonistas -adrenérgicos,
sulfato de magnesio, bloqueadores de calcio, inhibidores de la sintasa de prostaglandinas,
antagonistas de Oxitocina. Asimismo, una de las principales funciones de los tocoliticos es
detener o posponer la contraccién uterina prematura. Pero, esto sigue siendo una
controversia y ha sido cuestionado, porque no hay evidencia que muestre que los farmacos
actuales puedan mejorar el resultado neonatal a largo plazo; ademas, algunos tocoliticos
pueden causar efectos cardiovasculares, metabdlicos y neuromusculares serios en la madre
y el feto [20, 21].

Los betamiméticos o agonistas P2-adrenérgicos tienen relacion estructural con la
adrenalina y la noradrenalina e incluyen ritodrina, terbutalina, salbutamol, hexoprenalina y
orciprenalina. Su mecanismo de accion se relaciona con la unién a los receptores B2-
adrenérgicos en el musculo liso uterino, activan la enzima adenilato ciclasa y hacen que
aumente el nivel de AMPc, disminuyendo el calcio libre y fosforila la cinasa de cadena ligera
de la miosina, inhibiendo la contraccion muscular. La terbutalina, asi como los demas
betamiméticos mencionados, se han estudiado ampliamente y su uso clinico esta sujeto a
observaciones por sus efectos adversos materno-fetales como: taquicardia, edema pulmonar,
hipotension, hiperglucemia, hidropesia fetal, hipocalcemia e hiperbilirrubinemia fetal [22].
La principal complicaciéon mas grave de este tipo de farmacos es el edema pulmonar, en el
5% de los casos; ademas, el mayor riesgo se presenta en pacientes con gestaciones multiples,
anemias, cardiopatias e infecciones. En estos casos, su incidencia puede llegar a ser del 38%

[22].
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El sulfato de magnesio se ha convertido en el tocolitico de primera linea en el
tratamiento a corto plazo para frenar el parto prematuro idiopatico. Los motivos para su
aceptacion incluyen, la facilidad de uso y la ausencia de efectos secundarios maternos
importantes; sin embargo, el uso del sulfato de magnesio ha sido asociado con un aumento
del riesgo de muerte del neonato [23]. Su mecanismo de accidon aun no se conoce con
exactitud, pero se ha visto que concentraciones elevadas de magnesio afectan la liberacion
de acetilcolina en la unidén neuromuscular y disminuyen la sensibilidad a esta en la placa
neuromuscular; ademas, se ha sugerido un antagonismo con el calcio, disminuyendo las
concentraciones intracelulares del calcio necesarias para la interaccion actina-miosina [24].
Su eficacia prolonga el parto durante 24 horas en 58% de las mujeres con membranas
integras, y se evidencid que es mas eficaz en pacientes con menor dilatacion [24]. Sus efectos
adversos abarcan desde la hiperemia facial, sensacion de calor, cefalea, vision borrosa,
nauseas, letargia, hipotermia, retencion urinaria, hasta el edema pulmonar (0 - 2%),
hipocalcemia que puede llevar a convulsiones [24].

El bloqueador de los canales de calcio (BCC) mas utilizado en la clinica, es la
nifedipina. Se absorbe rapido y completamente por via oral, alcanzando niveles plasmaticos
en 5 minutos. Se ha reportado que la nifedipina puede ser méas efectiva que los f-agonistas
en retrasar el nacimiento pretérmino mas alld de las 45 horas. Su mecanismo de accion esta
relacionado con la inhibicion del ingreso del ion calcio a través de la membrana de la célula
muscular y disminuyen la resistencia vascular uterina. El calcio intracelular disminuido
también disminuye la actividad contréctil del miometrio; ademads, no se recomienda su uso
concomitante con sulfato de magnesio [25]. Tiene una eficacia de aproximadamente 45 horas

en el 50 al 60% de los casos [26]. Sus efectos adversos materno-fetales incluyen:

pag. 13



vasodilatacion e hiperemia facial, cefalea, nduseas, hepatotoxicidad, bloqueo neuromuscular
cuando se utiliza concomitantemente con sulfato de magnesio, hipotension transitoria
asociada con el aumento de la frecuencia cardiaca [27].

La indometacina es uno de los inhibidores de la sintasa de prostaglandinas mas
utilizados en la clinica, ya que se usa para crear las condiciones favorables para la activacion
y estimulacion del parto, tanto a término como prematuro. Los farmacos inhibidores de PGs
pueden ser utiles en la prevencion del parto prematuro ya que inhiben la sintasa de las
prostaglandinas y disminuyen la produccion de éstas; mientras que su mecanismo de accion
asemeja a los demads antiinflamatorios no esteroideos (AINES), inhibiendo la enzima
ciclooxigenasa (COX-2), que es responsable de la formacion de prostaglandinas (PGs) a
partir del 4cido araquidénico [28]. La eficacia de los AINES inhibidores de PGs como la
indometacina reducen la incidencia del parto prematuro dentro de las primeras 48 horas; sin
embargo, los efectos adversos materno-fetales incluyen: alteraciones gastrointestinales
maternas, oligohidroamnios, constriccion prematura ductal, nduseas leves, alteracion en la
funcién de neutrofilos y plaquetas, alteracion en la hemodindmia de arterias mesentéricas,
cerebrales y renales, produciendo sepsis, hemorragia intracraneal, alteracion renal y
enterocolitis, se relaciona, ademas, con hiperbilirrubinemia neonatal [29].

El atosiban es un inhibidor selectivo de los receptores de oxitocina en la decidua y
en el miometrio. Su eficacia es similar a la de los B-miméticos, pero su uso tiene dos ventajas
fundamentales. La primera de ellas es que la frecuencia de aparicion de efectos secundarios,
incluso leves, es baja, unas diez veces menos frecuente que con el empleo de f-miméticos y
la segunda, es la sencillez de utilizacion, dado que se administra siguiendo un régimen de

dosificacion fijo. Su mecanismo de accion se basa en la competicion con la oxitocina para
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unirse a sus receptores en miometrio, decidua y membranas fetales, inhibiendo a su vez la
liberacion de prostaglandinas en estos sitios. Los efectos adversos materno-fetales incluyen:
dafios gastrointestinales, nauseas, vomito, cefalea y artralgias [30]. Una de las desventajas
del atosiban es su alto costo y su ausencia en la clinica.

De todos los agentes tocoliticos expuestos, algunos autores realizan clasificaciones
de acuerdo a su efectividad, asi tenemos que se habla de un ranking de tocoliticos. Ranking
de tocoliticos (EBM): nifedipina, atosiban (no se usa en los Estados Unidos de América),
indometacina (uso recomendado solo antes de la semana 32 de gestacion), B-miméticos y
sulfato de magnesio [31].

La terapia antibiotica combinada ha sido recomendada en el manejo conservador de
la RPM en el PP y su meta es prevenir o tratar la infeccion ascendente intrauterina,
prolongando asi el embarazo y disminuyendo la infeccidbn materna y neonatal. La
antibiotico-terapia profilactica ha mejorado el prondstico neonatal, reduciendo el riesgo de
sindrome distress respiratorio, sepsis temprana, hemorragia intraventricular y enterocolitis
necrosante sin incrementar el riesgo de infeccion maternal y/o neonatal [32, 33]. Se utilizan
de 2 a 4 dosis de betametasona o dexometasona intramuscular cada 24 horas,
respectivamente. Segun, los protocolos del IMSS para el tratamiento del parto prematuro, se
recomienda utilizar solo un esquema de madurez pulmonar fetal y en casos necesarios,
maximo dos. El uso de la tocolisis en el embarazo con RPM, ha sido controvertido; sin
embargo, algunas evidencias han demostrado su utilidad en periodos cortos de tiempo (48 —
72 hrs), durante la administracion de corticoesteroides en pacientes en manejo conservador

[34].
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2.4. Infeccion, Inflamacion e Inmunomodulacion en el Parto Prematuro
Actualmente, algunos procesos y cambios fisioldgicos, que experimenta el utero
durante el embarazo, sigue siendo un gran desafio para el area de la biologia reproductiva.
El comprender como funcionan los mecanismos inmunologicos, enddcrinos y fisioldgicos
relacionados con el embarazo, como la hipertrofia e hiperplasia uterina, la adaptacion para
la implantacion del embridn, que asegura el éxito de un embarazo, podria ayudar a entender
mejor que es lo que sucede durante el parto y el parto prematuro. Sin embargo, estos procesos
bioldgicos son necesarios para inducir los diferentes cambios fisioldgicos que acontecen en
los tres trimestres del embarazo, primeramente para regular la respuestas pro- y
antiinflamatorias relacionadas con la inmunomodulacion, que es mediada por las células T
colaboradoras, conocidas como Th. Se conocen desordenes fisiopatologicos en estas
respuestas, que podrian causar una desregulacion en el numero y comportamiento de las
diferentes células inmunocompetentes localizadas en el utero, como los mastocitos,
neutréfilos, eosinofilos, macrofagos, células dendriticas, monocitos, etc. [35]. Uno de los
tipos celulares que participa en la inmunomodulacion durante el embarazo son los
mastocitos, que estan localizados comtinmente en el tejido endometrial uterino; ademas,
benefician positivamente el curso del embarazo, y contribuyen en el proceso de la
implantacion; por otra parte, participan también en la formacion de la placenta y en el
crecimiento fetal mediante la liberacion de la proteina de union glicano a galectina-1, que
esta crucialmente implicada en la formacion de la interface materno-fetal [36]. Ademas,
coordinan la remodelacion tisular, la angiogénesis, y los cambios ductales [37]. Todos estos
cambios se presentan periddicamente durante los tres trimestres de embarazo, y son

regulados y coordinados por las células T (Thl y Th2), los mastocitos, monocitos y
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macrofagos, entre otras células. Durante el primer trimestre y en las fases tempranas del
segundo trimestre del embarazo, se requiere de una respuesta inflamatoria fuerte, que sea
capaz de asegurar la remodelacion del tejido uterino y de eliminar los desechos celulares;
mientras que en la fase tardia del embarazo, los mastocitos también participan en la
liberacion de mediadores proinflamatorios que estan asociados con el parto normal y el parto
prematuro, tales como las histaminas, prostaglandinas, leucotrienos, diferentes citocinas pro-
y antiinflamatorios, y proteasas. [38-40]. Se sabe que durante el embarazo el numero de
mastocitos incrementa en el miometrio, y que contribuyen en la regulacion de la
contractilidad uterina [14, 41], y en la remodelacién hiperplasica e hipertrofica del
miometrio, promoviendo asi, el desarrollo y crecimiento del feto [42, 43]; de hecho, se ha
sugerido por algunos autores, que los resultados del embarazo dependen de la influencia de
los mastocitos, y ain mas relevante es, cuando su estado de activacion es regulado por
alteraciones fisiopatoldgicas, como las infecciones uterinas [44].

La respuesta inflamatoria del ler trimestre del embarazo, estd regulada por las células
Th1 mediante la liberacion de citocinas proinflamatorias, como INF-y, TNF-a e IL-2, que
son secretadas por los monocitos y macrofagos, células dendriticas y por los mastocitos [44].
Por otro lado, el 2do trimestre de embarazo se caracteriza por un incremento hormonal de
estrogenos y de progesterona en el utero, que promueven un cambio en la respuesta de las
células Thl, hacia una respuesta Th2, que es regulada por la citocina antiinflamatoria, 1L-4,
secretada por granulocitos locales como los mastocitos, basofilos y neutrofilos. Este proceso
se conoce como inmunomodulacidn, y es necesario para mantener el embarazo en un curso
normal, y mantener también el Utero en estado de reposo hasta alcanzar el inicio del 3er

trimestre [45]. Finalmente, en el ultimo trimestre del embarazo, el itero experimenta también
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un cambio en la respuesta Th2 hacia una respuesta Thl, en donde nuevamente existe la
presencia de citocinas proinflamatorias, como INF-y, TNF-a e IL-2, que participan en el
inicio del parto [44].

Este proceso de inmunomodulacion tiene como objetivo regular los cambios
endocrinos y fisioldgicos de los tres trimestres del embarazo, y mantener el ttero en reposo
para que el feto pueda desarrollarse dentro de éste; sin embargo, multiples factores pueden
alterar estos mecanismos y afectar el embarazo, como es la presencia de infecciones uterinas
(IU) por las bacterias: Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Gardnerella
vaginales, entre otras. Las IUs estdn presentes en el 25 — 40% de los casos de Parto
Prematuro [46], y su presencia estd relacionada con la liberacion de citocinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6, que estimulan la produccion de potentes agentes
uterotonicos, como las prostaglandinas-E2 y —F2a, cuya funcién es la de activar el sistema
de transduccion de sefiales relacionado con el factor nuclear kappa B (NF-kB) que
incrementa la expresion de la ciclooxigenasa dos (COX-2), y estimula la contraccion
activando la via de la fosfolipasa C (PLC), IP3 y DAG [47-49]; ademas, estas vias de
sefializacion culminan con la ruptura prematura de la membrana, corionica-amniética, e
inducen las primeras contracciones prematuras en el ttero [3, 19, 50].

El papel de la inflamacion en la induccion del PP parece tener ventajas para la
aplicacion de tocoliticos con efectos antinflamatorios, asi como se ha reportado para algunos
inhibidores de la enzima PDE4 [51, 52]. El LPS, una endotoxina de bacterias Gram-
negativas, induce el parto prematuro en animales y es considerado un factor desencadenante
del PP en humanos [46, 53]. En algunos estudios, el Rolipram ha sido empleado como un

prototipo de inhibidor selectivo de la PDE4, inhibiendo la liberacion del TNF-a inducido
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por LPS [54, 55]. Se sabe, que la isoforma PDE4B es una molécula esencial para la respuesta
inflamatoria del TNF-a activada por LPS; por esa razon, la isoforma PDE4B se ha convertido
en un blanco molecular para el desarrollo de farmacos con efecto antiinflamatorio y utero-
relajante, tanto en enfermedades autoinmunes como en el parto prematuro [56-58].

El efecto antiinflamatorio y relajante de algunos analogos de la talidomida, con
caracteristicas inhibitorias sobre la enzima PDE4, es de gran valor farmacologico, debido a
que podrian controlar la inflamacion y la contraccion en el PP, y de esa forma prolongar el
embarazo. Las estrategias terapéuticas para la prevencion del PP, podrian enfocarse mas en
el desarrollo de farmacos inhibidores de la PDE4 que induzcan efectos ttero-relajantes e
inmunomoduladores y antiiinflamatorios que retarden el parto prematuro evitando

consecuencias adversas para la madre y el infante.

2.5. AMPc en la relajacion del musculo liso uterino del Parto Prematuro

El utero es un 6rgano miogénico, cuya contraccion puede ser inducida de forma
electromecanica y farmacomecanica. La primera, se produce por el uso de una solucion
despolarizante de alto potasio, produciendo una contraccioén tonica sostenida dependiente
del Ca*" extracelular. Y la segunda, puede inducirse por la prostaglandina F2,, que activa
sus receptores especificos produciendo contracciones fasicas, también dependientes del Ca>*
extracelular. En este tipo de estimulos farmacomecanicos inducidos por receptores
uterotonicos acoplados a proteinas G, inducen la generacion de segundos mensajeros (IP3 +
DAG) implicados en la regulacion de las contracciones uterinas [59-61].

El estado de reposo uterino durante el embarazo y su repentino incremento en la

actividad uterina que induce el parto prematuro, puede ser consecuencia de varios factores,
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como las infecciones uterinas, que desencadenan una respuesta inmunitaria liberando
citocinas pro-inflamatorias, aminas biogénicas, prostaglandinas (PGF2,), entre otras, asi
como también, inducir cambios en la actividad y expresion de receptores miometriales
modificando la generacion de segundos mensajeros intracelulares, cuyo papel principal es
regular los mecanismos responsables de mantener en reposo el utero embarazado [62-64].

Algunos de los receptores sobre la superficie de la células son llamados receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs o RAPGs). Varios miembros de esta clase de receptores
pueden responder a un amplio rango de sefales exodgenas fuera de la célula. Estos receptores
transmiten las sefales hacia el interior de la célula, provocando de esa forma una serie de
reacciones que envuelven a otras proteinas, nucledtidos, y iones, que eventualmente entregan
un mensaje que podria conducir a la activacion de una respuesta celular y fisiologica [65].
Cuando algunos GPCRs estan activados (por unidn a sus ligandos especificos), se puede
inducir la produccion de AMPc a través de la enzima adenilato ciclasa (AC) a partir del ATP
[66]. Luego, el AMPc se difunde a través del citoplasma hasta que alcanzar su proteina
blanco, generalmente es la proteina cinasa dependiente de AMPc, conocida como PKA, que
transmite y amplifica una senal en el interior de la célula. La amplitud y duracion de la senal
es regulada por una gran familia de enzimas llamadas, fosfodiesterasas de nucledtidos
ciclicos (PDEs), cuya funcion esta relacionada con la degradacion del AMPc en su forma
inactiva AMP mediante el rompimiento del enlace fosfodiester de la molécula [67].

El AMPc, al ser un segundo mensajero enddgeno, juega un papel clave en la
regulacion de varias respuestas biologicas en el humano, incluyendo inflamacion, apoptosis,
y metabolismo lipidico. EI AMP ciclico participa en el mantenimiento de la homeostasis

inmunitaria mediante la supresion de la liberacion de mediadores proinflamatorios, tales
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como el TNF-a, IL-1, IL-17, IFN-y [68], y ademads, promueve la liberacion de mediadores
antiinflamatorios, como la interleucina-10 (IL-10) e IL-4 [69, 70], en células inmunitarias.
También, numerosos estudios in vitro han mostrado que el AMPc participa en la regulacion
de la funcién de las células T cooperadoras o helper, CD4+ [71].

Por otra parte, el AMPc también participa en la funcion y regulacion de la relajacion
uterina, especialmente durante el embarazo, el parto y el parto prematuro [72]. También,
puede influenciar algunos eventos fisiologicos, como la activacion de proteinas cinasas, la
modulacién del transporte de calcio y la regulacion de la activacion de genes. Su funcidn en
la relajacion uterina esté relacionado con la inhibicion de la movilizacion de calcio y de la
maquinaria de contractilidad del musculo liso uterino [73]. Cuando el AMPc activa a la
proteina cinasa dependiente de AMPc, PKA, fosforila varias proteina blanco, como la cinasa
de la cadena ligera de la miosina, (MCLK) [74] y la fosfolipasa C (PLC) [75]. La PKA puede
fosforilar el sitio serina 52, conocido como Ser52 de la PLC, que inhibe la producciéon de
segundos mensajeros como el inositol trifosfato, IP3, y el diacilglicerol, DAG, en musculo
liso [76]. También, puede fosforilar los canales de calcio tipo L, bloqueando la entrada de
calcio intracelular [77]; de hecho, la PKA puede fosforilar positivamente las ATPasas Ca*'-
Mg" de la membrana plasmatica y las bombas de Ca2+ del reticulo sarcoplasmico para
liberar el espacio citoplasmatico de las concentraciones altas de Ca** [78].

Los niveles intracelulares de AMPc son el resultado de la interaccion entre agonistas
y receptores acoplados a las proteinas G (GPCRs), pueden activar a la enzima AC, por la via
de la subunidad proteica Gas, o inhibirla, por la via de la subunidad proteica Gai, cuya

familia de enzimas es responsable de generar AMPc a partir de la adenosina trifosfato (ATP)
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[79]. Ademas, algunas xantinas (teofilina) pueden incrementar el AMPc intracelular, que

induce la relajacion del musculo liso [80].

2.6. Inhibidores de Fosfodiesterasas 4, PDE4

La familia de las fosfodiesterasas esta constituida por 11 subfamilias y diferentes
isoformas, cuya funcion es la de hidrolizar segundos mensajeros como el AMPc y el GMPc.
Mientras que algunas PDEs hidrolizan especificamente el AMPc (PDE-4, PDE-7 y PDE-8),
otras hidrolizan el GMPc especificamente (PDE-5, PDE-6 y PDE-9) y otras hidrolizan
ambas moléculas AMPc y GMPc (PDE-1, PDE-2, PDE-3, PDE-10 y PDE-11). Hay dos
PDEs que hidrolizan el AMPc predominantemente en células de mamiferos, la PDE-3 y la
PDE-4. Pero a diferencia de la PDE-3, la PDE-4 es especifica para AMPc [81].

La PDE4 es una enzima predominantemente expresada en linfocitos (Thl, Th2 y
Th17), granulocitos (mastocitos, neutrofilos, eosinofilos, basoéfilos), en monocitos y
macrofagos, asi como también, en musculo liso uterino y en musculo liso de vias aéreas [68,
82]. Tiene un papel muy importante en promover la respuesta inflamatoria; ademas, ejerce
su efecto proinflamatorio mediante la degradaciéon del AMPc en células inflamatorias,
células de musculo liso, células endoteliales y queratinocitos. La PDE4 puede incrementar
la produccion de TNF-a, IL-17, IL-1, IFN-y, que son conocidos como mediadores
proinflamatorios [83-85]. Al mismo tiempo, la PDE4 disminuye la produccion de
mediadores antiinflamatorios, como a la interleucina-10 e -4 (IL-10 e IL-4); de hecho, la
produccion de la interleucina 12 (IL-12), en macréfagos, es importante para la diferenciacion
de células T-helper 1 o Thl, que también es regulado por la PDE4 [86]. En células T, el

AMPc esta involucrado en una via de sefializacion que suprime la activacion de las células
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T [87, 88]; sin embargo, mediante el rompimiento del AMPc en células T, la PDE4 promueve
la produccion de TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-5 y la proliferacion de células T [89-91]. Por lo
tanto, el papel de la PDE4 en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria podria
ayudar a explicar su participacion en el balance de la contraccion y relajacion del musculo
liso uterino [92].

De la subfamilia de la PDE-4, se expresan diferentes variantes o isoformas, que son
codificadas por cuatro genes PDE-4A — PDE-4D. Con el tiempo, la PDE-4 ha sido propuesta
como blanco molecular para el desarrollo de farmacos, que puedan inhibir su actividad y que
presenten subsecuentemente propiedades antiinflamatorios y miorelajantes [93]. Existen
compuestos con estas cualidades, como el apremilast, roflumilast, entre otros, que siguen
siendo estudiados en tratamientos clinicos, en su mayoria, en enfermedades autoinmunes
asociadas con la inflamacion cronica, como es el caso del lupus eritematoso, psoriasis, artritis
reumatoide, cirrosis, etc. [94, 95]. Varios estudios han demostrado, que algunos inhibidores
selectivos de la PDE-4 pueden modular la activaciéon de las células inflamatorias. Sin
embargo, estos agentes terapéuticos han presentado efectos secundarios leves como néuseas,
émesis, diarreas, y algunos severos como las arritmias cardiacas y hemorragias
intracraneales; actualmente, se realizan también estudios clinicos con diferentes inhibidores
de PDE-4 para enfermedades autoinmunes como en la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y el asma [93, 96, 97].

Por lo tanto, el uso de inhibidores de PDE-4 es una alternativa prometedora para el
tratamiento del parto prematuro asociado con la infeccion, puesto que el incremento del
AMPc podria inducir un efecto antiinflamatorio y utero-relajante. Por todo lo anterior, el

objetivo de este proyecto es evaluar las propiedades utero-relajantes y antiinflamatorias de
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dos Compuestos sintetizados en el laboratorio de Quimica Medicinal, como inhibidores de
PDE-4 sobre el utero aislado de rata gestante. El primero es el 3-(4-nitroftalimido)-3-(3,4-
dimetoxifenilo)-propanoato de metilo (4NO2FDPMe) y el segundo el 3-(4-aminoftalimido)-
3-(3,4-dimetoxifenilo)-propanoato de metilo (4AFDPMe) [98]. Ambos compuestos poseen
dos enantiomeros, R y S, que son usados experimentalmente en mezcla racémica. Ademas,
se utiliz6 como control positivo, un inhibidor selectivo de la PDE4 (rolipram) cuya estructura
quimica tiene semejanzas estructurales con los dos compuestos antes mencionados

(4NO2FDPMe y 4AFDPMe.).
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Figura 1. Estructura quimica de talidomida, rolipram y dos analogos de talidomida.

2.7. Talidomida y sus analogos

La talidomida ha surgido por su amplio espectro de efectos farmacoldgicos e
inmunologicos como un agente anti-TNFa [99]. Su aplicacion potencialmente terapéutica
abarca un gran nimero de enfermedades como canceres, trastornos cuétanos, enfermedades
autoinmunes inflamatorias, entre otras [100, 101]; sin embargo, el uso clinico de la
talidomida se ha limitado por sus efectos adversos a largo plazo, como bradicardia,
hipotension, prurito, edema en cara, reacciones de hipersensibilidad, etc. [102]; de hecho, se

han creado nuevos andlogos de talidomida, que son mas seguros y eficaces. Actualmente se
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han reportado dos clases de andlogos de talidomida [103]: el grupo de inhibidores de
fosfodiesterasas 4 que inhiben al TNF-a, y que son conocidos como farmacos selectivos
inhibidores de citocinas, (por sus siglas en inglés: selected cytokine inhibitory drugs,
SelCIDs), como el Apremilast, y que ademas no conservan el anillo glutarimido de la
talidomida [104]. El segundo grupo no inhiben a la fosfodiesterasa 4, y estructuralmente
son muy similares a la talidomida, pero estimulan de forma marcada la proliferacion de
células T, asi como también, la produccion de IL-2 e INF-y; de hecho, son conocidos como
farmacos inmunomoduladores (por sus siglas en inglés: immunomodulatory drugs, IMIDs),
como la lenolidomida y la pomalidomida [104].

El apremilast es otro andlogo de la talidomida y es un inhibidor potente y especifico
de la PDE-4, se desarrollo para ser usado en trastornos inflamatorios cronicos, y tiene la
capacidad de inhibir a todas las 4 subfamilias e isoformas de la PDE-4 (PDE-4A-D); de
hecho, al no poseer el anillo glutarimido, como el resto de los andlogos inhibidores de PDE-
4, son agentes inhibidores selectivos de la PDE-4 no teratogénicos [104-106].

En marzo del 2014 la FDA aprueba el uso del apremilast para los tratamientos de
psoriasis, artritis psoridsica, artritis reumatoide, casos de epilepsia y espondilitis
anquilosante [105-110]. Varios analogos de talidomida se encuentran en estudios clinicos
para diferentes enfermedades como leucemias, tumores solidos y enfermedades

hematoldgicas [104, 111].
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General
Estudiar el efecto tutero-relajante e inmunomodulador de los andlogos de talidomida,

4NO2FDPMe y 4AFDPMe, en modelos in vitro en Utero aislado de rata gestante.

3.2. Objetivos Particulares
1. Evaluar el efecto utero-relajante de ambos analogos sobre las contracciones inducidas
farmaco-mecéanicamente y electromecdnicamente en tiras de Utero aislado de rata

gestante, para construir las curvas concentracion — respuesta del efecto utero-relajante
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de los compuestos sobre las contracciones uterinas, para determinar los parametros
farmacologicos: concentracion inhibitoria 50 (Clso) y efecto maximo (Eméx).

2. Determinar las concentraciones de AMPc, en homogenados de ttero de rata en
presencia y ausencia de los compuestos, 4NO2FDPMe y 4AFDPMe, rolipram
(inhibidor especifico de PDE4) y forskolin (activador de adenilato ciclasa).

3. Determinar las concentraciones del TNF-a, IL-1p e IL-10 en tiras uterinas de rata
gestante, inducidas por LPS, en presencia y ausencia de los analogos, 4NO2FDPMe
y 4AFDPMe, rolipram (inhibidor especifico de PDE4) y forskolin (activador de

adenilato ciclasa) para comparar sus efectos.

4. Materiales y Métodos

4.1. Animales

En este proyecto se usaron ciento seis ratas gestantes de la cepa Wistar con un peso
corporal de 200-220 g y una edad de 70 a 80 dias. Para determinar el dia cero del embarazo
de las ratas gestantes (RG) fue necesario observar la presencia del tapon espermatico en la
vagina de la rata. La presencia del tapon espermatico fue considerada como el primer dia de
gestacion o embarazo de la rata. Cuatro animales por caja fueron mantenidos bajo las

siguientes condiciones: temperatura (20-25 °C), humedad (40-60%), 12 horas de luz / 12
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horas de obscuridad y la toma de agua y comida ad libitum. Todos los animales recibieron
cuidado humano de acuerdo a las normas directrices institucionales de la Norma Oficial

Mexicana (NOM-062-Z00-999) [112].

4.2. Farmacos y Soluciones

Los anélogos de talidomida, 4NO2PDFMe y 4APDFMe, fueron sintetizados por el
Dr. Eduardo Fernandez-Martinez en el laboratorio de Quimica Medicinal [113]. Rolipram
(inhibidor selectivo de la PDE4), forskolin (activador directo de AC), nifedipina (bloqueador
de canales de calcio), Escherichia coli, LPS (serotipo 055:B5), prostaglandina PGF2a, medio
de cultivo (Dulbecco's modified Eagle's medium), el amortiguador salino Dulbecco
phosphate buffered saline (PBS 10x) y el solvente para disolver los compuestos, Dimetil

sulfoxido (DMSO) fueron comprados en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.3. Estudio funcional de contractilidad in vitro

Las ratas gestantes fueron sacrificadas por inhalacion de CO; el dia 19 de gestacion.
Todos los cuernos fueron colocados inmediatamente en una caja de Petri a temperatura
ambiente, llena de una solucidn salina fisiologica (SSF) con la siguiente composicion mM:
NaCl 113, KCI1 4.8, KH2PO4 1.2, MgS0O4 1.2, CaCl2 1, NaHCO3 25, Glucosa 5.5; pH: 7.4)
el tejido uterino se limpid en forma cuidadosa removiendo los restos fetales y placentarios.
Posteriormente, los cuernos fueron cortados en tiras de 1 cm x 3 - 4 mm y preparados para el
ensayo de la funcion contractilidad in vitro, de acuerdo con la técnica de Oger S, et al., 2004

[114]. Los tejidos se colocaron en una camara para tejidos aislados que contenia un volumen
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de 3 mL de la solucion SSF. Por medio de un hilo de seda, una de las puntas de los tejidos se
sujeto a la base de la camara y la otra punta se uni6 con el hilo de seda a un transductor de
tension FTO3 Grass. La temperatura de la cdmara se mantuvo a 37 °C hasta finalizar el
experimento. Los tejidos se mantuvieron inmersos en 3 mL de SSF con burbujeo constante
de una mezcla de gas carbogeno de 95% Oz y 5% CO2, y a una tension de 1 g, la cual se
mantuvo durante todo el experimento. Después del montaje de los tejidos en las cdmaras, la
solucion SSF se cambid cada 15 minutos durante una hora, hasta que la basal se estabilizara
a lg. En estas condiciones se inician los protocolos experimentales, para el estimulo
farmacomecanico (FM), en donde se utilizd una concentracion de 1 micromolar de PGF2a,
y para el estimulo electromecdnico (EM) se utiliz6 una solucion despolarizante de K+ (40
mM) con calcio; para el efecto de los compuestos sobre el estimulo de Ca** (1 mM) se utilizo
una solucion despolarizante de K+ 40 mM sin calcio La actividad contractil de las tiras
uterinas fue registrada isométricamente por medio de un transductor de tensiéon FTO03
conectado a un poligrafo Grass. Después de que la basal se estabilizo a 1 g, y cuando la
respuesta contractil inducida por los estimulos FM y EM fueron uniformes se adicionaron
los compuestos, 4NO2FDPMe, 3-(4-nitrophtalidomido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato
de metilo y 4AFDPMe, 3-(4-aminophtalidomido)-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoato de
metilo), rolipram, nifedipina y forskolin a diferentes concentraciones. Para evaluar el efecto
utero-relajante de los compuestos fue medida el area bajo la curva (ABC), en donde se
tomaron registros de 20 min de control y 20 min de region tratada con los compuestos. Para
cada compuesto se ensayaron seis concentraciones diferentes, para cada concentracion se
usaron seis tejidos en total y para cada curva se utilizaron 36 tejidos. Se determind el valor

promedio de cada concentracion y el error estandar (n=6) para cada curva. Con los datos
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obtenidos se construyeron las curvas concentracion-respuesta de los compuestos ensayados
en tejidos aislados de rata gestante, con los que se determinaron los pardmetros
farmacologicos, concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) y el efecto maximo (Emax). Los
datos fueron analizados por una prueba de anélisis de varianza (ANOVA) de una via, seguida
por la comparacion multiple pareada total de Bonferroni y Student-Newman-Keuls; se
considero6 una diferencia significativa con un valor de p <0.05. Para realizar estas pruebas se
uso el programa SigmaPlot version 11 (Jandel Corporation, U.S.A.) [115]. Ademas, el efecto
inhibitorio de ambos andlogos, rolipram, forskolin y nifedipina sobre las contracciones

uterinas fasicas y tonicas fueron expresados de la siguiente manera:

% Inhibicioén = 100% - (AUCr/AUC1) x 100

AUC es el AUC restante después de la exposicion del tejido uterino al firmaco, y AUCi es
el AUC de la actividad integra antes de cualquier adicion del compuesto. Antes y después de
la exposicion a los farmacos, fueron considerados 20 minutos como tiempo suficiente para
obtener una actividad biologica representativa y estable. Todas las curvas concentracion-
respuesta fueron generadas por ambos andlogos y rolipram usando la siguientes
concentraciones: 10, 32, 56, 86, 100, 230 y 320 uM; para forskolin: 0.18, 0.56, 1, 1.8, 3.2y

5.6 uM; y para nifedipina: 1, 3.2, 10, 18, 23 y 56 nM.

4.4. Acumulacion de AMPc en utero de rata gestante

4.4.1. Cultivo tisular de utero de rata gestante
Los cultivos tisulares se realizaron con un nimero total de cuatro ratas gestantes
(n=4). Todas las muestras fueron lavadas varias veces en PBS (1x) para remover el exceso

de sangre y material feto-placentario. Los tejidos uterinos fueron cortados en pequefios
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fragmentos, que pesaron aproximadamente 100 mg, y que fueron cultivados en una placa de
24 pozos, junto con 1 ml de medio de cultivo DMEM, que estaba suplementado con 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Posteriormente, se incubaron bajo las
siguientes condiciones: 37°C, ambiente humedo, con 95% 02; 5% CO2 [116]. Después de
que los fragmentos fueran incubados por una hora, el medio de cultivo fue cambiado para
iniciar los protocolos experimentales. Primeramente, todas las muestras fueron incubadas por
1 hora con los inhibidores de PDE4, rolipram, 4AFDPMe y 4NO2FDPMe a concentraciones
de 100, 300 y 1000 uM, y después del primer periodo de incubacidn, los tejidos fueron
incubados por 30 minutos con forskolin a una concentraciéon de 10 uM. Finalmente, la
reaccion fue detenida con HCI a una concentracion de 0.1 mM, como esta establecido en el
protocolo del kit para ELISA. Los tejidos fueron recolectados y congelados en nitrogeno

liquido y almacenados a -80 °C.

4.4.2. Homogenizacion de utero de rata

Para la cuantificaciéon del AMPc, los tejidos aislados de ratas gestantes congelados
fueron primeramente homogenizados en frio sobre hielo a una temperatura aproximada de 4
°C, utilizando el homogeneizador, Bullet-Blender 50-DX de la compaiiia Next-Advance.
Para la homogenizacion de los tejidos se usé el siguiente amortiguador: 100 mM Tris/HCl
(pH: 7.4), 2 mM de MgSO4, 2 mM EDTA, 1 mMp-mercapto etanol, 10% glicerol; la
proporcion entre el peso del tejido y el amortiguador fue el siguiente: 100 mg/Iml. El
amortiguador estaba suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas, “Complete”
de la marca Roche, Germany [114]. Finalmente, los homogenados fueron centrifugados a
10000 rpm por 5 minutos a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante fue separado de los

restos celulares, recolectado y colocado en un microtubo nuevo.
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4.4.3. Cuantificacion de AMPc

Para la cuantificacion del AMPc se utiliz6 el kit: cAMP Direct Immunoassay kit 100
Assays de la marca Biovision Incorporated. Este inmunoensayo de reconocimiento directo,
puede ser usado para determinar y cuantificar el AMPc en muestras biologicas. Los 96 pozos
de la placa estan cubiertos con un anticuerpo policlonal IgG-recombinante especifico para
AMPc, el cual puede unirse con el AMPc de las muestras bioldgicas ensayadas. 100 uL de
los sobrenadantes recolectados de los homogenados fueron colocados en los pozos,
dejandolos incubar por 2 horas junto con el conjugado AMPc-HRP (HRP- proteina aislada
de rabano). Al finalizar las 2 horas, la placa se lavo 4 veces con el buffer de lavado del kit.
Después, se inici6 una segunda incubacion de 1 hora usando 200 pL del sustrato del kit en
cada uno de los pozos de la placa. Finalmente, se colocaron 50 puL en cada pozo, para iniciar
la lectura espectrofotométrica. La cantidad de AMPc-HRP unida a la placa fue determinada
midiendo la densidad optica (OD) de la actividad HRP a una OD de 405nm. Esta intensidad
OD de 405nm es inversamente proporcional a la concentracion del AMPc acumulado en las
muestras ensayadas de utero de rata gestante. El kit puede detectar aproximadamente 0.1-10
pmol / 5 pl (o ~ 0,02-2 mM) de AMPc en muestras biologicas. Para la cuantificacion se
utilizd un espectrofotometro de la marca Jenway 6705 UV/VIS y el lector de placas
MultiSKAN EX, marca Thermo Electro Corporation. Este experimento fue llevado acabo

siguiendo las indicaciones del protocolo del kit y las técnicas reportadas [114, 116].

4.5. Estudio del efecto antiinflamatorio e inmunomodulador

4.5.1. Cultivo tisular
Se usé un numero total de 4 ratas gestantes, (n = 4). Los tuteros fueron aislados y

colocados en una caja de Petri para lavarlos varias veces, limpiarlos y remover material feto-
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placentario usando PBS (1x). Los tejidos uterinos fueron cortados en pequefios fragmentos,
que pesaron aproximadamente 45-55 mg, y que fueron cultivados en una placa de 24 pozos
junto con 1 ml de medio de cultivo DMEM, suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100
ng/ml de estreptomicina. Después de la primera hora de incubacidn, se cambio6 el medio de
cultivo y se incubaron bajo las siguientes condiciones: 37°C, ambiente hiimedo, con 95%
02; 5% CO2. Después, los tejidos fueron incubados con lipopolisacarido de E. coli (LPS;
serotipo: 055:B5) y su vehiculo (solucién salina) como control positivo; ademads, se
colocaron concentraciones crecientes de los analogos, 4ANO2FDPMe y 4AFDPMe (10 a 10
3 uM), y rolipram (10° a 10 uM), y de forskolin (6 uM) Los sobrenadantes fueron
recolectados a su determinado tiempo y fueron congelados a una temperatura de — 20 °C

hasta ser cuantificados, como se ha reportado [114, 116].

4.5.2. Cuantificacion de TNF-a, IL-1f e IL-10

Para la cuantificacion de citocinas, los experimentos se realizaron con la técnica de
ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas). Los fragmentos de uteros de las ratas gestantes fueron
colocados en una placa de 24 pozos, que contenia 1 mL de medio de cultivo (DMEM)
suplementado con 100 U/mL penicilina and 100 pg/mL estreptomicina, y fueron incubados
a 37 °C en una atmosfera himeda con 5% CO; por 3 horas. Después, las muestras fueron
transferidas a una nueva placa de 24 pozos, que contenian nuevo medio de cultivo. Los
fragmentos uterinos fueron incubados con el 4AFDPMe, 4ANO2FDPMe, rolipram a diferentes
concentraciones: 100, 300 y 1000 uM, junto con, y sin lipopolisacarido de E. coli (LPS;
serotipo: 055:B5) a una concentracion de 10 pg/mL por un periodo de 24 horas. Ademads para

poder observar el estimulo de forskolin sobre la enzima AC, algunas muestras fueron

pag. 34



incubadas también por 24 horas con forskolin a una concentracion de 10 uM. Todos los
compuestos fueron disueltos en DMSO, que también fue utilizado como control, puesto que
fue empleado como vehiculo para la mayoria de los compuestos. Todos los experimentos
fueron realizados en duplicados. Después del periodo de incubacion, los sobrenadantes
fueron recolectados y almacenados a -20 °C, como ha sido reportado [117]. Las
concentraciones de TNF-a, IL-1B e IL-10 en los sobrenadantes del medio de cultivo fueron
determinadas usando los kits de ELISA para rata: rat TNF-a, IL-1p and IL-10 ELISA kits
(Novex Life Technologies, Waltham, MA, USA); se siguieron todas las instrucciones del
fabricante y las lecturas de las muestras se realizaron con un lector de placas Multi-SKAN

EX de la marca Thermo Electro Corporation [117].

4.5.3. Analisis Estadistico

Los datos del efecto utero-relajante de los farmacos ensayados sobre las contracciones
fasicas y tonicas fueron sometidos a un analisis estadistico para la construccion de las curvas
concentracion-respuesta, usando el software SigmaPlot version 11 (Systat Software Inc., San
Jose, CA, USA). Al mismo tiempo, se obtuvieron los dos parametros farmacoldgicos de cada
uno de los farmacos empleados en los experimentos: la concentracion inhibitoria 50 (ICso),
que es la concentracion de un farmaco que produce el 50% del efecto inhibitorio maximo
(potencia), y el efecto maximo (Emax), que puede ser producida por la concentracion mas
alta del compuesto ensayado (eficacia). Los datos fueron expresados como el error estandar
de la media + SEM, que fue determinado usando cada una de las concentraciones empleadas
en los ensayos (n=6). Las diferencias estadistas de la ICso y del Emax entre los compuestos
fueron determinadas por andlisis de varianza de una via ANOVA, seguido por una prueba de

comparacion multiple, conocida como, test post hoc Student-Newman-Keuls usando el
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software Sigma Stat version 3.1. (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). En todos los

casos, el valor p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

5. Resultados

5.1. Analogos inhiben la contraccion fasica y tonica en utero de rata gestante

La figura la, muestra las curvas concentracion-respuesta, en donde se aprecia el
efecto tutero inhibitorio de ambos andlogos y rolipram sobre las contracciones fasicas
inducidas con PGF2a, comparadas con el efecto utero inhibitorio de nifedipina y forskolin.
La curva de nifedipina estd ubicada en la region central izquierda en el rango de
concentracion 10 pM y alcanzé una respuesta maxima del 97.6%, mientras que la curva de
forskolin se ubica en el rango de concentraciéon 10°uM y su inhibicién maxima alcanzo
aproximadamente el 80%. Por lo tanto, forskolin fue menos potente y efectivo que nifedipina.
Las curvas concentracion respuesta de los analogos de la talidomida y de rolipram se
encuentran ubicadas en el rango de concentracion de 10 uM, indicando que los inhibidores
de PDE4 son menos potentes que los farmacos de comparacion; el orden de los compuestos
segin su rango de potencia fue el siguiente: 4AFDPMe > 4NO2FDPMe > rolipram (p <
0.05). La figura 1b, muestra el registro tipico del efecto utero inhibitorio de las contracciones

fasicas inducidas por PGF2a, en presencia de los andlogos.
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Figura 1. Efecto inhibitorio de los analogos de la talidomida, rolipram, forskolin y nifedipina
sobre contracciones uterinas féasicas inducidas por PGF2a: (a) curvas concentracion-
respuesta de tiras uterinas de rata gestante. Cada punto de la curvas de la grafica indica el
valor promedio de 6 experimentos (n=6) para ambos analogos, rolipram, forskolin y

nifedipina; las barras verticales representan el error estandar de la media (= EEM), *p < 0.05.
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(b) Trazo tipico de las contracciones uterinas fasicas, estimuladas con PGF2a e inhibidas por

los compuestos.

La figura 2a, muestra las curvas concentracion respuesta del efecto utero inhibitorio
de los analogos de la talidomida, rolipram, forskolin y nifedipina sobre las contracciones
tonicas inducidas por la solucion despolarizante de K* alto con Ca®* en tiras uterinas aisladas
de rata gestante, el orden de la potencia fue el siguiente: nifedipina > forskolin > 4AFDPMe
> 4NO2FDPMe > rolipram. La figura 2b muestra un trazo tipico del efecto ttero inhibitorio
de los compuestos sobre la contraccion tonica inducida por la solucion despolarizante de K+

alto con calcio.
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Figura 2. Efecto inhibitorio de los andlogos de la talidomida, rolipram, forskolin y nifedipina
sobre la contraccion uterinas tonica inducida por la solucion despolarizante de K+ alto: (a)
curvas concentracién-respuesta de los compuestos sobre la contraccion tonica de las tiras
uterinas. Cada punto indica el valor promedio de 6 experimentos (n=6) para ambos analogos,
rolipram, forskolin y nifedipina; las barras verticales representan el error estandar de la media
(= EEM), *» < 0.05. (b) Registro tipico utero inhibitorio de las contracciones tonicas

inducidas por la solucion despolarizante de K+ alto con calcio.
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Figura 3. Efecto inhibitorio de los andlogos de talidomida, rolipram, forskolin y nifedipina
sobre la contraccion ténica inducida por el estimulo de Ca** (1 mM) en una solucién
despolarizante sin Ca®": (a) curvas concentracion-respuesta de tiras uterinas del efecto ttero
inhibidor de los compuestos sobre la contraccion tonica inducida por el estimulo de Ca** (1
mM) en una solucioén despolarizante sin Ca?*. Cada punto representa el valor promedio de 6

experimentos (n=6) para ambos analogos, rolipram, forskolin y nifedipina; las barras
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verticales indican el error estdndar de la media (= EEM), * p < 0.05. (b) Registro tipico de la
contraccion tonica uterina estimulada con Ca®" (I mM) en tejidos preincubados con los

compuestos.

La tabla 1 muestra el resumen de los parametros farmacologicos Clso y Emax para
ambos analogos de talidomida, rolipram, nifedipina y forskolin, obtenidos del andlisis de las
curvas concentracion-respuesta. El orden del efecto tutero inhibitorio del parametro
farmacologico Clso sobre el estimulo farmacomecénico (PGF2a) fue el siguiente nifedipina
> forskolin > 4AFDPMe > 4NO2FDPMe > rolipram. Con relacion al estimulo
electromecanico inducido por la solucion despolarizante con Ca2+ el orden de potencia fue:
nifedipina > forskolin > 4AFDPMe > 4NO2FDPMe > rolipram. Finalmente, el efecto utero
inhibitorio del estimulo de Ca*" en una solucién despolarizante sin Ca®" muestra el siguiente

orden de potencia: nifedipina > forskolin > 4AFDPMe > 4NO2FDPMe > rolipram.

Comparando la respuesta maxima entre los andlogos de la talidomida y el rolipram se

encontro la diferencia significativa entre el 4AFDPMe y rolipram (p < 0.05).
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Tabla 1. Valores Clso y Emax de los analogos de talidomida, rolipram, forskolin y nifedipina

Contraccién Fasica inducida con PGF2a Ténica inducida conKCl Ténica inducida con Ca**
Compounds Clso (uM) Emax (%) Clso (uM) Emax (%) Clso (uM) Emax (%)
4APDPMe 67.5+3.17"" 99.4 £1.3" 294+517" 99.8+ 1.0 30.9+2.7" 100+2.1°
4NO2PDPMe 101.4+7.3™ 894 +2.38 409+2.7" 924+2.8 48.8 £4.36" 90.9+3.4
Rolipram 146.7 £4.87 82.7+2.5 543+44 843+2.7 684+54 86.3+4.9
Forskolin 0.11+£0.28™" 79.8+2.9 0.98 £0.2"" 833+1.3 0.14+0.18™ 80.9+3.1
Nifedipina 0.0108 & 0.001"* 97.6+3.1"  0.00372 £0.00083™"  97.8+3.7°  0.0032+0.00084™"  97.9+3.7

Clso = concentracion inhibitoria-50. Emax = efecto maximo inhibitorio. Los resultados
estan expresados como el valor promedio + el error estandar de la media. Las diferencias

estadisticas entre los diferentes compuestos fueron siempre comparadas con Rolipram.

*=p < 0.05, **=p < 0.0], *** =p < 0.001.

5.2. Analogos de talidomida incrementan el AMPc en tutero de rata gestante

La figura 4, muestra las concentraciones de AMPc inducidas por los andlogos de la
talidomida, rolipram y forskolin, que fueron obtenidas de tejido uterino aislado de rata
gestante. El activador de la enzima AC, forskolin, aumento casi dos veces mas los niveles de
AMPc en el utero de rata gestante comparado con el valor basal (p <0.05), que no se modifica
por el vehiculo, DMSO, disolvente de los compuestos. La inhibicion de la PDE-4 inducida
por los analogos de la talidomida o por rolipram incremento los niveles de AMPc en forma
dependiente de la concentracion en las muestras uterinas, en combinacion con forskolin.
Tanto el rolipram, como el 4NO2FDPMe, incrementaron los niveles de AMPc de forma
similar usando las siguientes concentraciones (100, 300 y 1000 pM), mientras que el
4AFDPMe incremento los niveles de AMPc en mayor grado e incluso de una manera

significativa comparandolo con forskolin + rolipram 1000 uM.
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Figura 4. Concentraciones de AMPc inducidas por los andlogos de talidomida, rolipram y
forskolin en muestras uterinas de rata gestante. La acumulacién de AMPc inducido por
forskolin solo (10 pM) y combinado con rolipram, 4AFDPMe y 4NO2FDPMe se obtuvieron
a concentraciones crecientes (100, 300 1000 uM). Cada columna representa el valor

promedio de cuatro experimentos (n = 4) para ambos analogos, rolipram y forskolin; las

barras verticales representan el error estandar de la media (£ EEM). T = Diferente de la basal;

¥ = Diferente de forskolin; § = Diferente de FSK+Rolipram 1000 pM. Las diferencias

estadisticas entre los compuestos fueron tomadas como significativas, p < 0.05.
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5.3. Analogos de talidomida inhiben citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p
inducidas por LPS, e incrementan la citocina antiinflamatoria IL-10

A fin de evaluar la inmunomodulacion, las propiedades antiinflamatorias de ambos
analogos de talidomida como inhibidores de la PDE4, y los efectos preventivos sobre la
produccién de las citocinas proinflamatorias TNF-a (Fig. 5) e IL-1B (Fig. 6), se utilizaron
explantes uterinos de rata gestante. La figura 5, muestra el efecto inhibitorio de los analogos
de la talidomida, rolipram y forskolin sobre la produccion del TNF-a inducida por LPS. La
concentracion basal no mostré6 modificacion significativa en relacion con el DMSO.
También, se utilizé una concentracion de 1000 pM de ambos andlogos y de rolipram, que no
mostro diferencia entre las concentraciones de TNF-a del grupo de inhibidores de PDE-4.
Forskolin fue usado a una concentracion de 10 uM para todos los experimentos. Para ambos
analogos y rolipram fueron usadas también concentraciones crecientes de 100, 300 y 1000
UM combinadas con forskolin, que disminuyeron las concentraciones del TNF-a de forma
significativa en comparacion con la concentracion de TNF-a inducida por LPS. El LPS (10
pg/mL) junto con el forskolin (10 pM) disminuyo la concentracion de TNF-a
significativamente en comparacion con los niveles de TNF-a inducidos por LPS, p < 0.05.
Con relacion a la inhibicion de la produccion de TNF-a inducida por ambos analogos y
rolipram a diferentes concentraciones (100, 300 y 1000 uM) e incubados con LPS y forskolin,
se puede observar el efecto inhibitorio sobre el TNF-a con el siguiente orden de eficacia:

4AFDPMe > rolipram > 4NO2FDPMe, (p < 0.05).
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Figura 5. Efecto inhibitorio de ambos analogos de talidomida, rolipram y forskolin sobre la

produccion de TNF-a inducida por LPS en muestras uterinas de rata gestante. Las muestras

uterinas fueron cultivados en presencia de LPS (10 pg/mL), con los inhibidores de la PDE-4

a concentraciones crecientes, 100, 300 y 1000 uM, y con forskolin, FSK (10 uM) por 24

horas. La basal y el DMSO, se realizaron sin la adicion de LPS, o de algin otro compuesto.

Cada columna representa el valor promedio de cuatro experimentos (n = 4) para todos los

compuestos ensayados; las barras verticales indican el error estandar de la media (+ EEM);

a = Diferente de la basal; b = Diferente de LPS; ¢ = Diferente de LPS+Rolipram 1000 uM,

p < 0.05.
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La figura 6, muestra el efecto inhibitorio sobre la produccion de la IL-1 inducida por
LPS en muestras uterinas de rata gestante. Tanto ambos analogos, como el rolipram a la
concentracion de 1000 uM, tuvieron una ligera modificacion significativa en relacion con el
control basal y el DMSO. No hubo diferencias entre la basal y el DMSO. Se observo una
diferencia significativa entre las concentraciones de TNF-a de LPS y las de LPS+FSK, p <
0.05. Para ambos andlogos y rolipram se usaron concentraciones crecientes de 100, 300 y
1000 uM en combinacion con forskolin y LPS, cuyas concentraciones disminuyeron los
concentraciones de IL-1p en forma dependiente de la concentracion, y de forma significativa
con la concentraciéon maés alta de 1000 uM. El orden de eficacia sobre la inhibicioén de la
produccion de la IL-1 fue la siguiente: 4AFDPMe > rolipram > 4NO2FDPMe, (p < 0.05).
Por lo tanto, los inhibidores de la PDE4 como el forskolin prevenian parcialmente y
disminuian la produccién de ambas citocinas proinflamatorias de una forma significativa

dependiente de la concentracion.
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Figura 6. Efecto inhibitorio de los analogos, rolipram y forskolin sobre la produccion de IL-
1B inducida por LPS en explantes uterinos de ratas gestantes. Todos los explantes fueron
cultivados en presencia de LPS (10 pg/mL), con los inhibidores de la PDE-4 a 100, 300 y
1000 uM y con forskolin, FSK (10 uM) por 24 horas. Los experimentos control, basal y
DMSO, se realizaron sin la presencia de LPS, o algin otro compuesto. Cada columna
representa el valor promedio de cuatro experimentos (n = 4) para todos los compuestos
ensayados; las barras verticales indican el error estdndar de la media (= EEM); a = Diferente

de la Basal; b = Diferente de LPS; ¢ = Diferente de LPS+Rolipram 1000 uM, p < 0.05.
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La figura 7, muestra el incremento en la produccion de la citocina antiinflamatoria,
IL-10, inducida por ambos andlogos, forskolin y rolipram en presencia de LPS. Este
experimento fue realizado para confirmar el efecto inmunomodulador y antiinflamatorio de
ambos analogos de talidomida en muestras uterinas de rata gestante. En este caso, solamente
se utilizd la concentracion mas alta de los inhibidores de la PDE4 (1000 uM), y de forskolin
se emple6 una concentracion de 10 uM. Rolipram y ambos andlogos aumentaron
significativamente las concentraciones de la IL-10, comparados con la basal y el DMSO, que
se asemeja a lo observado con la citocinas proinflamatorias, aunque en mayor proporcion. El
LPS no elevo la concentracion de la IL-10 de forma significativa; incluso en combinacion
con forskolin. No obstante, los inhibidores de la PDE-4 causaron un incremento marcado de
IL-10, a pesar del efecto limitado inducido por LPS. Por lo tanto, el rolipram indujo la
concentraciones mas altas de IL-10 con el siguiente orden de eficacia: rolipram > 4AFDPMe
>4NO2FDPMe (p < 0.05), mientras que forskolin por si solo produjo un modesto incremento

de esa citocina antiinflamatoria.
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Figura 7. Efecto de los analogos de talidomida, rolipram y forskolin sobre la produccion de
la IL-10 inducida por LPS en explantes uterinos de rata gestante. Todos los explantes fueron
cultivados en presencia de LPS (10 pug/mL), con los inhibidores de la PDE-4 a
concentraciones de 100, 300 y 1000 uM, y con FSK solo (10 uM) por 24 horas. La basal y
el DMSO, se realizaron sin la presencia de LPS, o algin otro compuesto. Cada columna
representa el promedio de cuatro experimentos (n = 4) para todos los compuestos ensayados;
las barras verticales indican el error estandar de la media (+ EEM); a = Diferente de la Basal;
b = Diferente de LPS; ¢ = Diferente de Rolipram 1000 uM; d = Diferente de LPS+Rolipram,

p < 0.05.
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6. Discusion

Este estudio muestra el efecto utero-relajante de dos analogos de la talidomida sobre
las contracciones fasicas y tonicas del ttero de rata gestante, inducidas por, PGF2a (1uM),
K" (40 mM) y Ca?" (1 mM), las que se relacionaron con el incremento de AMPc y con la
probable inhibicién de la PDE-4. Algunos inhibidores de la PDE-4 que tienen diferentes
afinidades para inhibir distintas isoformas de la PDE-4, como el apremilast, un inhibidor
selectivo de la PDE-4 y del TNFa, puede inhibir a todas las isoformas de la PDE-4, y tiene
similitud estructural quimica con la familia de analogos de talidomida ensayados en este
estudio [118]. Estos resultados sugieren que los andlogos de talidomida podrian inhibir a la
PDE-4 en ttero de rata gestante, como ha sido reportado con otros inhibidores de la PDE-4
ensayados en utero de rata y de humano [114, 116]. Las propiedades utero-relajantes de
ambos andlogos de talidomida fueron ensayadas sobre las contracciones fasicas y tonicas en
utero de rata gestante. Asi, para evaluar si la inhibiciéon de las contracciones fue una
consecuencia de la inactivaciéon de los canales de Ca®" operados por el receptor o por el
voltaje, o por estimulacion de la enzima AC, se utilizaron como controles de comparacion a
la nifedipina y al forskolin, puesto que ambos compuestos inhiben las contracciones uterinas
bloqueando los canales de Ca®" e incrementando el AMPc, respectivamente [119, 120]. Los
resultados de rolipram, (inhibidor selectivo de la PDE-4), estan de acuerdo con un reporte
anterior en miometrio humano [121], y el forskolin, que inducen el incremento de AMPc por
inhibicion de la PDE-4 y por estimulacion de la AC, respectivamente [119]. Los andlogos de
la talidomida inhibieron en forma dependiente de la concentracion las contracciones uterinas
por PGF2a (1pM), K™ (40 mM) y Ca®" (1 mM), indicando que ambos analogos tienen una

accion similar al rolipram tanto en potencia como en eficacia, esto sugiere que ambos

pag. 50



analogos pueden reconocer las mismas isoformas de la PDE-4s [58, 121]; es posible que los

compuestos y rolipram tengan el mismo blanco molecular en el ttero de rata gestante [113].

Se sabe que las contracciones miometriales son reguladas por la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK) y por la fosfatasa de la cadena ligera de la Miosina (MLCP). El
complejo Ca**-calmodulina, activa a la MLCK, mientras que la activacion de la MLCP es
dependiente de la presencia del AMPc [122]. Se ha propuesto, que el mecanismo de accioén
de los inhibidores de PDE-4, puede inducir la relajacion del musculo liso uterino a través de
la via de la fosforilacion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual puede
activar o bloquear diversas blancos proteicos, como los canales de calcio operados por el
voltaje (VOC) o los canales de calcio operados por el receptor (ROC) [113]. Ya que los
inhibidores de la PDE-4 incrementan las concentraciones intracelulares de AMPc y activan
a la PKA, las contracciones tonicas y fésicas del Utero de rata gestante son inhibidas
facilmente, pues esta relacionado con la inhibicion de otras proteinas blanco a través de la
fosforilacion mediada por la PKA, como la Rho-cinasa (ROCK), que puede fosforilar la
subunidad de la fosfatasa de la miosina (MLCP-MYPT1), bifosforilar a la cadena ligera
reguladora de la miosina, y también fosforilar a la MLCP, produciendo la contraccion uterina,
como se ha reportado en el musculo liso vascular y en el miometrio humano [59, 123-125].
Algunas estudios indican que los inhibidores de la PDE-4 pueden bloquear la entrada de
calcio, como lo hace rolipram y los analogos de talidomida en este estudio, debido a su
estructura similar con la nifedipina, verapamil y nicardipina, que produce la relajacion uterina
[56, 113, 120]; de hecho, los resultados de este estudio sugieren que ambos analogos
bloquean la entrada de calcio. En resumen, los resultados de este trabajo concuerdan en su

mayoria con otros reportes donde el forskolin y el rolipram [125, 126], asi como estos
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analogos de talidomida producen relajacion uterina por el incremento de AMPc y
probablemente por el mecanismo de accion de rolipram y de los analogos de talidomida como

potenciales bloqueadores de canales de calcio [113].

Los lipopolisacaridos (LPS) son potentes inductores de la repuesta inmunitaria
durante el parto prematuro tanto en humanos como en animales [19, 127]. Los analogos de
talidomida usados en este estudio inhibieron la liberacién de TNFa e IL-1p inducida por LPS,
cuyo efecto inhibitorio fue comparado con el efecto inhibitorio de rolipram y otros
inhibidores de la PDE-4 sobre la secrecion de citocinas proinflamatorias en macréfagos,
monocitos y células mononucleadas de sangre periférica [128-130]. Las vias de sefializacion
propuestas e implicadas en la inhibicién del TNFa son la via de AMPc/PKA, y la via de
inhibicion del factor nuclear kappa B, NF-xB [66, 131]. Se ha reportado que la inactivacion
de la transcripcion del NF-xB [52, 132] no afecta la secrecion de la IL-10 [133]; es mas,
actualmente se sabe que incrementa, debido a que la IL-10 se transcribe por siete diferentes
factores de transcripcion en macrofagos [134], y porque el promotor de la IL-10 posee cuatro
blancos moleculares relacionados con el elemento de union en respuesta al AMPc, (CREB
'cAMP response element-binding', en inglés) [133]. El tipo de andlogos de talidomida
estudiados en nuestro trabajo, jamas han sido reportados como agentes Utero-relajantes;
ademas, se ha evaluado su efecto inmunomodulador como agentes hepatoprotectores, puesto

que son capaces de aumentar la IL-10 en modelos murinos [113, 135, 136].

El desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento del parto prematuro esta
enfocado en la identificaciéon de blancos moleculares, que participen en las vias de

sefalizacion que inducen a la contraccion uterina. Un ejemplo de esto, es el uso clinico del
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salbutamol o la terbutalina, que son usados frecuentemente en la ginecoldgica, y que estan
asociados con varios efectos adversos serios sobre el feto y la madre [20, 21]. La disminucién
de la sintesis de citocinas proinflamatorias y el incremento de AMPc mediante la
combinacion de farmacos tocoliticos e inhibidores de PDE-4 podrian amortiguar el proceso
inflamatorio, que es un factor desencadenante en el parto prematuro [58, 116]. Recientes
estudios clinicos con apremilast, uno de los principales andlogos de la talidomida disefiado
como inhibidor de la PDE-4 para trastornos inflamatorios y/o enfermedades autoinmunes, ha
sido aprobado para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, tales como la psoriasis y la
artritis psoridtica [109]; por lo tanto, el incremento en los niveles intracelulares del AMPc y
la disminucion de citocinas proinflamatorias, inducido por los andlogos de talidomida
ensayados en este trabajo podrian ser usados para el tratamiento del parto prematuro, en
especial cuando el blanco molecular es la PDE-4, en particular la isoforma PDE-4B cuya
expresion es predominante en respuestas inflamatorias asociadas con infecciones uterinas,
asi como también para el tratamiento de enfermedades autoinmunes [137-139]. Se ha
considerado realizar otros estudios para poder determinar mas detalladamente las
interacciones de ambos analogos con diferentes isoformas de la PDE-4; sin embargo, los
efectos Utero-relajantes y antiinflamatorios de los analogos de talidomida fueron asociados

con el incremento de AMPc mediante la inhibicion de la PDE-4 en el ttero de rata gestante.

Con respecto a los posibles efectos adversos de estos andlogos de talidomida no
teratogénicos, los reportes indican que los analogos parecen ser no téxicos y no mutagénicos
cuando son empleados en cultivo celular in vitro, o en modelos animales agudos y cronicos,
in vivo [113, 128, 135, 136]. Probablemente, estos andlogos de talidomida pueden tener

efectos secundarios similares a los del apremilast, que tiene un perfil de seguridad aceptable;
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de hecho, los efectos secundarios observados en pacientes han sido, gastritis leve o moderada,
diarrea y nauseas que tienden a desaparecer al suspender el tratamiento [140]. Sin embargo,
el rolipram muestra los mismos efectos adversos, pero mas severos. En conclusion, las
propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y utero-relajantes de ambos andlogos de
talidomida, 4APDPMe y 4NO2PDPMe, como inhibidores de PDE-4 y probables
bloqueadores de canales de Ca®", los convierte en probables agentes tocoliticos
potencialmente seguros y eficaces en el area de la ginecologia que necesita introducir nuevos

tratamientos farmacologicos para el parto prematuro.
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7. Conclusion

En conclusion, el efecto utero-relajante y antiinflamatorio de ambos analogos de
talidomida, 4AFDPMe y 4NO2FDPMe, es considerado consecuencia de la inhibicion de la
PDE-4, debido al incremento de los niveles intracelulares del AMPc presentes en utero de
rata gestante. Por lo tanto, las propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y utero-
relajantes de ambos andlogos de talidomida les da el caracter de agentes tocoliticos
potencialmente efectivos para el tratamiento farmacoldgico en casos de parto prematuro por

infeccidn.
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