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. RESUMEN

Las prostaglandinas (PGs) de la serie E juegan un papel importante en el
metabolismo y desarrollo 6seo. El analogo de prostaglandina E; (PGE,),
Misoprostol, registrado en Chile con indicacion para prevencion y tratamiento de
Ulceras pépticas inducidas por anti-inflamatorios no esteroidales. Se utiliza
ademas para inducir abortos por su capacidad uteroténica. La exposicion in utero
a misoprostol luego de intentos fallidos de aborto, ha sido asociada con
alteraciones articulares y esqueléticas por un mecanismo no dilucidado. Al poseer
capacidad de actuar en los receptores prostanoides expresados en tejido éseo, su
administracion durante la gestacion, podria producir efectos que se manifestarian
como malformaciones en las extremidades. Esta tesis tiene como objetivo evaluar
el efecto de misoprostol sobre el desarrollo de las extremidades y contribuir a
dilucidar su mecanismo de accion teratogénico. Se establecié un nuevo modelo de
estudio, el cultivo de fetos de DG 13,5, y se evaluaron parametros de
funcionalidad, crecimiento y morfologia en fetos cultivados en presencia de 200,
2.000 y 20.000 pg/mL de misoprostol, asi como en presencia de PGE; y del
antagonista de los receptores EP; y EP,, AH6809. El medicamento, la PGE; y el
antagonista indujeron similar toxicidad visualizada como generacion de hendiduras
anormales y disminucion del desarrollo éseo en radios digitales de extermidades
anteriores, sin alterar los pardmetros de crecimiento y funcionalidad. En
conclusién, misoprostol posee la capacidad de generar alteraciones visibles en el
desarrollo de las extremidades, las que no serian mediadas por los receptores

prostanoides EP; 0 EP».



ii. ABSTRACT

Prostaglandins of the E-series play an important role on bone metabolism
and development. Misoprostol is a prostaglandin E; analog and is registered in
Chile for the prevention and treatment of non-steroidal anti-inflammatory peptic
ulcers. Given its uterotonic activity it is also used to induce abortions. In utero
exposure to misoprostol, after failed abortion attempts, has been associated to joint
and skeletal defects, the mechanism of which is unknown. Since misoprostol can
act on prostanoid receptors expressed during gestation, it could induce limb
defects. In this thesis the effect of misoprostol on limb development was evaluated
as an effort to elucidate its mechanism of action. A new model of study was
established, the use of GD13,5 fetus culture in which to evaluate functionality,
growth and morphology when fetuses were cultured either in the presence of
misoprostol 200, 2.000 and 20.000 pg/mL or in the presence of PGE; or the EP;
and EP, antagonist, AH6809. Misoprostol, PGE, and the antagonist induced
similar toxicity, inducing abnormal clefts and decrease of bone development in
anterior limb digital rays. However, they did not alter growth and functionality
parameters. In conclusion, misoprostol induces overt manifestations of alterations
of limb development, which may not be mediated by prostanoid receptors EP; or
EP..



I. INTRODUCCION




Desarrollo embrionario

En vertebrados, la gestacién se inicia con la fecundacién, proceso en el cual
un espermatozoide y un ovocito Il se fusionan formando el cigoto. A medida que
avanza la gestacion y tras sucesivas divisiones y diferenciaciones celulares y
tisulares, y luego del establecimiento secuencial de la morula, el blastocisto, los

discos bilaminar y trilaminar se genera el embrion (Carlson, 2009).

En humanos, el desarrollo de las extremidades comienza al término de la
cuarta semana de gestacion, con la activacion de un grupo de células
mesenquimatosas del mesodermo lateral somatico originada posiblemente por la
expresion del factor de crecimiento fibroblastico 10 (FGF-10; Carlson, 2009).Al
final del primer mes de gestacién para las extremidades superiores, se ha
establecido el primordio de la extremidad y este comienza a crear un relieve en la
pared del tronco del embrion (figura 1) formando una yema compuesta por una
masa de células mesodérmicas cubiertas por una capa de ectodermo, que forma
ademas una capa engrosada a lo largo del eje anteroposterior de la extremidad,
conocida como cresta ectodérmica apical (figura 2), la cual se sitia al borde de las
regiones que originardn manos y pies y que presentan una forma de aleta

caracteristica.
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Figura 1: Corte transversal del tronco durante el desarrollo temprano de la yema
del miembro que muestra su posicion en relacion al somita (dermatomo). La yema
sobresale de la pared del miembro (modificado de Carlson, 2009).

Figura 2: Microfotografia electrénica de barrido que muestra la yema de un
miembro en un embrién humano, con la sobresaliente cresta ectodérmica apical
(flecha blanca; modificado de Carlson, 2009).

En cuanto al mesodermo de la yema que dara origen a la extremidad, este
esta formado inicialmente solo por células del mesodermo de la placa lateral, las
que daran origen al esqueleto, tejido conjuntivo y vasos sanguineos.

Posteriormente, migran células derivadas de las somitas para originar musculos,



mientras que las células de Schwann de los nervios y los melanocitos de la piel

derivan de la cresta neural (figura 3).
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Figura 3: Diferentes tipos celulares que migran a la yema del miembro
(modificado de Carlson, 2009).

Mientras se desarrolla la extremidad, comienzan a aparecer modelos
precartilaginosos que delimitaran los rayos digitales y los espacios entre los
mismos, asi a medida que el miembro crece hacia afuera, la muerte celular
programada o apoptosis esculpe los espacios interdigitales, aunque si bien no se
conoce el mecanismo exacto que determina la muerte celular en ellos, se sabe
que las proteinas morfogénicas 6seas (BMP) 2, 4 y 7 jugarian un papel importante

en la sefializacién de la misma. (Carlson 2009).

En cuanto a los procesos de formacién del hueso, estos aparecen
inicialmente como condensaciones de células mesenquimales que constituiran

primero un modelo cartilaginoso y delimitaran la diferenciacion celular. El hueso en



si se desarrolla sobre dos tipos de tejido conjuntivo, el mesénquima y el cartilago,
lo cual permite distinguir dos procesos de osificacion: la osificacion
intramembranosa y osificacion endocondral o intracartilaginosa. Este Ultimo
proceso se refiere a la generaciéon de huesos largos y cortos a partir de tejido
conectivo cartilaginoso y ocurre a partir de la condensacion del mesénquima que
origina el modelo 6seo, lugar donde las células se diferencian a condrocitos para

formar cartilago hialino.

En un modelo de hueso largo, como el de las extremidades, el nucleo o
centro de osificacion se encuentra en la futura diafisis del mismo (figura 4), aqui
ocurren una serie de procesos que daran origen al futuro tejido éseo: comenzando
por la hipertrofia de los condrocitos que acumulan glucégeno al interior del
citoplasma y retenciébn de agua, seguido por una mineralizacion de la matriz
cartilaginosa que hace imposible la nutricion de los condrocitos provocando la
muerte celular. Las células en necrosis liberan factores angiotaxicos lo que
provoca la penetracion de vasos sanguineos desde el periostio trayendo consigo
células osteoprogenitoras que daran inicio a la sintesis de tejido 0seo sobre la
matriz condral mineralizada generando trabéculas mixtas de centro de matriz
cartilaginosa carente de células y superficie de matriz 0sea con células

osteoprogenitoras.

Asi mismo, en el pericondrio, células que se han diferenciado a
osteoblastos comienzan a depositar sustancia osteoide que se calcifica y da

origen al periostio. El proceso de osificacion se extiende de forma divergente



desde ambos lados del centro de osificacion hacia los extremos de este donde

limita con las futuras epifisis.
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Figura 4. Proceso de osificacion de un hueso largo (osificacion endocondral,
modificado de Gilbert, 2005).

Por otro lado como muestra la figura 4, en las epifisis se inician semanas o
meses después los centros secundarios de osificacién, que dan lugar al hueso
esponjoso epifisiario que conservard cartilago en la superficie, el que se
transformara en el cartilago articular. El crecimiento en longitud del hueso, se
genera por procesos de osificacion en la metafisis, localizada entre diafisis y
epifisis. En la zona de la metafisis mas cercana a la diafisis ocurre hipertrofia de
los condrocitos y calcificacion de la matriz cartilaginosa, mientras que en la zona
cercana a la epifisis ocurre proliferacion continua de los condrocitos, generando

asi columnas o trabéculas que cuando se calcifican, los osteoblastos generan
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nuevo tejido 6seo lo que lleva al alargamiento del hueso (Eynard y cols., 2008). En
los procesos del desarrollo y metabolismo 06seo intervienen una serie de

mediadores, dentro de los que se encuentran las prostaglandinas de la serie E.

Prostaglandinas E: desarrollo y metabolismo 6seo.

Las prostaglandinas (PGs) corresponden a grupo de mediadores lipidicos
producidos a partir de acido araquidénico en diversos tejidos, tanto en condiciones
fisiologicas como patologicas (Aoyama y cols., 2005), sintetizadas y liberadas
inmediatamente en respuesta a variados estimulos con el fin de mantener la
homeostasis local. La prostaglandina E, (PGE;), es la mas producida en el
humano y otras especies y presenta las acciones mas versatiles, jugando papeles
importantes en la inflamacion, implantacion embrionaria y vasodilatacion. Se sabe
qgue actua a través de 4 receptores expresados diferencialmente en casi todos los
tejidos: EP1, EP,, EP3 y EP4 (Sugimoto y Narumiya, 2007) pertenecientes al tipo
de receptor acoplado a proteina G. Ademas, que EP; estaria acoplado a una
proteina Gy mediando un aumento del Ca*? intracelular, mientras que EP, y EP,
estarian acoplados a una proteina Gs que mediaria una activaciéon de adenilato
ciclasa aumentando los niveles de AMPc, en contraste con EP3; que mediante una
proteina G; inhibiria dicha enzima y por consiguiente provocaria una disminucién

del AMPc intracelular (figura 5; Bos y cols., 2004).
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Inicialmente PGE; y PGE; fueron asociadas a una estimulacion de la
resorcion 6sea (Klein y Raisz, 1970). No obstante, investigaciones mas recientes
las asocian también con efectos anabdlicos en hueso y cartilago. Se ha visto, que
la sefial inducida por PGE, a través del receptor EP, es capaz de inducir
maduracién y diferenciacion de los condrocitos del cartilago articular (Aoyama y
col., 2005), mientras que en la placa de crecimiento, nombre que se da al tejido
cartilaginoso encargado de la osificacion endocondral de los huesos largos, PGE;
ejerceria un efecto proliferativo mediado principalmente por EP; (Brochhausen y
cols, 2006). Adicionalmente, otros estudios, como el desarrollado por Minamizaki y
cols (2009) utilizando cultivos de células de calvaria demostraron que EP, y EP4
mediarian efectos de PGE; en la formacion de nuevos nodulos mineralizados en el

hueso en formacion.

cAMP 4 cAMP § cAMP 4

Figura 5: Receptores EP y sus vias de sefalizacion (modificado de Konya y cols.,
2013).
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Por otra parte, se ha estudiado el efecto de agonistas selectivos de los
receptores EP. Cameron y cols (2009) observaron que la activacion de EP, por
CP-533536, un agonista selectivo de este receptor, mediante inyeccion en la
médula Osea de la metéfisis proximal de la tibia, generaba formacion local de
hueso. Por otro lado, la utilizacion de ONO-4819, un agonista selectivo para los
receptores EP,4, demostro que éste jugaria un papel importante en la formacion de
hueso, aumentando el volumen del mismo por induccion de la diferenciacion de
células mesenquimales a osteoblastos sin mediar efectos significativos en

osteoclastos (Ninomiya y cols, 2011).

Asi mismo, la prostaglandina E; (PGE,) actuaria sobre los mismos 4 tipos
de receptores aunque con distinta afinidad y potencia (Ungrin y col., 2001). Su
interaccion en el receptor EP, aumenta la produccion de AMPc en osteoblastos
(Boskey y col., 1996). Ademas, estudios sugieren que en estas células se
favoreceria la produccion de Factor de Crecimiento Vascular Endotelial, por una
activacion de Rho-quinasa via EP,, lo que implicaria un aumento de la
permeabilidad vascular y estimulacion de la proliferacion y migracion de células
endoteliales, las que proporcionarian la vasculatura necesaria para la
remodelacion 6sea (Adachi y col., 2009). Adicionalmente, se sabe que las células
mesenquimales producen PGE; y PGE; durante su diferenciacion (Boskey vy cols.,
1996), lo que permitiria avalar la importancia de las prostaglandina E; y E; en el
desarrollo esquelético normal y la mantencién del metabolismo 6seo. Por lo

mismo, diversos analogos y agonistas de las vias de sefializacion de las
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prostaglandinas de la serie E, como es el caso del misoprostol, podrian jugar un
rol en el desarrollo de las extremidades y, de esta forma, estar implicado en la

generacion de defectos del desarrollo (DD).

Misoprostol como agente teratégeno.

Segun la Real Academia Espafiola un teratdgeno es un agente que produce
malformaciones en el embrion o feto (RAE, 2013). Este término se refiere
Unicamente a factores ambientales, los cuales englobarian una serie de agentes
fisicos, biolégicos y quimicos, dentro de los cuales estaria inmerso el

medicamento misoprostol (Rojas y cols., 2012).

Misoprostol (15-deoxy-16-hydroxy-16-methyl PGE;) es un analogo sintético
de la prostaglandina E; (figura 6). Ha sido registrado en Chile para prevencion de
Ulceras pépticas producidas por anti-inflamatorios no esteroidales (AINES) por su
capacidad anti-secretora de acido gastrico y efecto citoprotector de la mucosa

gastrica (Watkinson y cols, 1988).

o]
MCDDCH! W‘VE OOH
S G‘W/
Ha o HO Hél
Misoprostol PGE,

Figura 6: Estructura quimica de misoprostol y de la Prostaglandina E1 (Collins,
1990)
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Debido a su interaccion con los receptores EP3; en el Gtero, misoprostol
induce un aumento del calcio citosdlico, con el consecuente incremento en la
frecuencia e intensidad de contracciones en el musculo liso uterino (Bugalho y
col., 1994), por esto es utilizado también como un inductor de parto, ampliandose
Su uso en obstetricia a la prevencion y tratamiento de la hemorragia obstétrica y
atencion post-aborto (Corréa y Mastrella, 2012). Por esta razon, es utilizado
ampliamente con fines abortivos, sea legal o ilegalmente, contando con un margen
de efectividad del 85 a 90% cuando se le utiliza como farmaco unico (Faundes y
cols., 2007). En otras palabras, un 10 a 15% de las madres podria continuar su
embarazo, en caso de un aborto fallido, con el consiguiente riesgo de la

exposicion intrauterina al misoprostol.

Ya que posee alta efectividad y ventajas comparativas con otros
medicamentos, como son su precio, disponibilidad y estabilidad a temperatura
ambiente, misoprostol es incluido por la Organizacion Mundial de la Salud en la
Lista Modelo de Medicamentos Esenciales para la interrupcion temprana del
embarazo (WHO, 2013). Sin embargo, la Food and Drug Administration (FDA) de
los Estados Unidos de Ameérica, lo clasifica en la categoria X, contraindicado
durante el embarazo, dado que la exposicion a misoprostol durante el embarazo
puede causar el desarrollo de defectos congénitos, entre los que destaca la
artrogriposis, paralisis central de pares craneanos (sindrome de Moebius),

defectos en las extremidades y anormalidades cerebrales (Cavieres, 2011).
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Evidencia epidemioldgica de toxicidad por misoprostol

Existe una fuerte asociacion epidemioldgica entre exposicion a misoprostol
durante la gestacion y el desarrollo de anormalidades congénitas, las cuales se

pueden resumir en tres tipos (Cavieres, 2011):

1.- Defectos de extremidades: Deformidades superiores e inferiores, las que

incluyen con frecuencia el pie varo-equino y artrogriposis.

2.- Defectos del sistema nervioso: Principalmente Sindrome de Moebius,

asociado o no al espectro autistico.

3.- Otros: anormalidades viscerales y esqueléticas, defectos del tubo neural,

labio y paladar fisurado.

Asi es el caso de un estudio prospectivo de cohorte en Argentina en el que
compararon los resultados en la gestacion de 94 mujeres expuestas a misoprostol
y 401 mujeres no expuestas durante el primer trimestre de embarazo. Del total de
expuestas, 5 tuvieron hijos con malformaciones mayores en contraste de las no
expuestas con solo 8 casos de malformaciones congénitas, lo que evidencié un
riesgo relativo significativamente aumentado de malformaciones en nifos
expuesto in utero a misoprostol, a pesar de que algunas malformaciones no han
sido consideradas como efectos caracteristicos de esta droga (Barbero y cols.,

2011).

En cuanto a nuestro pais, Osorio y col (2007) documentaron un caso de

sindrome de Moebius y artrogriposis asociado al uso de misoprostol en que la
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madre refiere haber utilizado 3 comprimidos de misoprostol por via vaginal a las 8
semanas de gestacion. A los 13 dias del nacimiento, la evaluacion neurologica del
lactante evidencia hipotonia axial con artrogriposis distal y de articulacién temporo-

maxilar, displejia facial periférica, paralisis VI par bilateral y paralisis IX-X.

Se piensa que misoprostol ejerceria sus efectos teratogénicos mediante las
intensas contracciones uterinas, que limitarian el flujo de sangre al embrién o feto
en desarrollo, lo que a su vez provocaria una condicion de hipoxia. Por otro lado,
el efecto mecanico de las contracciones favoreceria una flexion de los nervios
craneales que sumado a la vulnerabilidad de los mismos, debido a la etapa de
desarrollo en que se encuentran, colaboraria en la génesis del sindrome de
Moebius. Ademas, los efectos disruptores vasculares estarian asociados a
defectos en el desarrollo en las extremidades en crecimiento (Vargas y cols.,

2000; Bos-Thompson y cols., 2008)

Evidencia experimental de embriotoxicidad de misoprostol

La evidencia experimental con modelos animales in vivo que demuestren
los efectos teratogénicos y que diluciden el mecanismo por el cual ocurren las

malformaciones causadas por misoprostol, aun es limitada.

Por esto, se hace necesaria la utilizacién de modelos in vitro para estudiar
los mecanismos que median la teratogenicidad de misoprostol. Con este fin, en el

Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
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Valparaiso se han utilizado una serie de modelos para dilucidar el mecanismo de
accion de la molécula. Campos y Cavieres (2011) demostraron que el ensayo de
cultivo de embriones de rata postimplantacion resultaba apropiado con este fin.
Recientemente Tapia (2013) corroboré estos resultados, al evidenciar defectos en
el desarrollo de embriones de 9,5 dias de gestacion cultivados por 48 horas en
presencia de misoprostol. Estos defectos se caracterizaron por falta de fusion del
tubo neural anterior y posterior, alteracion de los arcos faringeos, defectos en la
rotacion del embridn en porciones distal y proximal, alteracién en los esbozos de
extremidades anteriores y posteriores asi como disminucién en la viabilidad de los
embriones. Las observaciones realizadas por Tapia (2013), las que incluyen la
utilizacion de AH6809, antagonista de receptores EP; y EP,, le permitieron
plantear a esta autora, que los efectos generados podrian deberse a la union de
misoprostol a los receptores EP; presentes en la vasculatura del saco vitelino.
Esto ultimo, basado principalmente en la vasoconstriccion observada en los
embriones tratados con misoprostol y ausente al ser expuestos al antagonista EP;

y EPa.

En esta misma linea, se han utilizado fetos de mayor edad gestacional que
permiten estudiar efectos ocasionados mas tardiamente, como aquellos visibles
en las extremidades. Por ejemplo, el uso de cultivos de células mesenquimales de
primordios de extremidades de rata mediante el ensayo de micromasa, permitid
observar como misoprostol es capaz de aumentar la viabilidad y diferenciacion de

estas células a condrocitos cuando se cultivan en presencia de altas
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concentraciones del farmaco. Este efecto fue revertido con la utilizacion de L-
789106, antagonista de receptores EP3, cuando se ensay0 conjuntamente a

misoprostol (Rosa Delgado, comunicacion personal).

Debido a estas observaciones recientes y a los datos recogidos de la
literatura, es posible hipotetizar que misoprostol ejerceria sus efectos tdxicos
debido a su capacidad de interaccion con los receptores de PG’s lo que generaria
los efectos en el desarrollo de las extremidades. Resulta necesaria, entonces, la
generacion y utilizacion de un nuevo modelo de estudio, el cultivo de fetos de dia
gestacional (DG) 13,5, el que ademas se plantea como una alternativa valida para
estudiar teratogénesis, ya que como mencionan Cockroft (1973) y Fantel y cols,
(2000) los fetos en esta etapa gestacional presentan un rapido crecimiento y
desarrollo de sus extremidades y por consiguiente una alta susceptibilidad al
desarrollo de alteraciones en ellas. Por lo demas, este método cumple con los
principios del uso bioético de animales de experimentacion ya que reduce el

namero de animales de experimentacion.

Cabe mencionar, que para efectos de esta investigacion, los fetos de DG
13,5 se correlacionan con un feto humano de 5 a 6 semanas de gestacion
(Kaufman, 1992) y que, como se menciond anteriormente, presenta una
susceptibilidad a los DD en las extremidades por lo que se pretende contribuir de
esta manera a la elucidacion del mecanismo de accién teratogénico del

misoprostol.
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II. HIPOTESIS
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Dado que las prostaglandinas E; y E; participan en el desarrollo esquelético
a través de receptores prostanoides y dado que misoprostol actia a traves de
estos mismos receptores, el cultivo de fetos de rata en presencia de este

medicamento, podria inducir alteraciones en el desarrollo de las extremidades.
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[ll. OBJETIVOS

22



Objetivo General

Evaluar el efecto de misoprostol sobre el desarrollo de las extremidades en un

modelo de feto de rata en organogénesis tardia.

Objetivos especificos

Caracterizar los efectos de misoprostol sobre el desarrollo esquelético de los fetos

de 13,5 dias de gestacion mediante analisis morfologicos.

Comparar los efectos inducidos por misoprostol y aquellos inducidos por

prostaglandinas E; en el desarrollo esquelético de fetos de rata.

Comparar los efectos inducidos por misoprostol y aquellos inducidos por un
antagonista de receptores EP; y EP, en el desarrollo esquelético de los fetos de

rata.
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ll. MATERIALES Y METODOS
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Los procedimientos que involucraron animales de experimentacion en el
transcurso de esta tesis se basaron en las normas del Guide for the Care and use
of Laboratory Animals del National Research Council de Estados Unidos (2010) y
ademas contaron con la aprobacion del Comité de Bioetica de la Facultad de
Ciencias y certificacion de bioseguridad por el Comité de Bioseguiridad

Institucional de la Universidad de Valparaiso (Ver Anexos)

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de 8 semanas de edad y de 250 = 30 g
de peso de la colonia del Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Valparaiso, mantenidas a 21 + 2°C, con ciclos de
luz/oscuridad (12/12) y acceso ad libitum a alimento (Lab Rat, Champion) y agua

potable.

Montaje del método experimental

Previo al desarrollo experimental fue necesario establecer las condiciones
Optimas de cultivo para lograr una viabilidad adecuada. Con este objetivo, se
ajusto, tanto la edad gestacional de los fetos en el momento de la recoleccion
como el periodo de cultivo. Asi mismo, se evaluaron dos moléculas como control
positivo, es decir, moléculas que no ejercieran efectos sobre la viabilidad pero que
evidenciaran defectos en el desarrollo de las extremidades. Asi, se realizaron

cultivos con fetos recolectados en los DG 13,0 y 13,5, los que se cultivaron por 8 'y
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24 horas en presencia de 5-fluoruracilo (5-FU; Sigma-Aldrich N° CAS 51-21-8) 1

mg/L o ketoconazol (Sigma-Aldrich N° CAS 65277-42-1) 200, 100 o 75 pg/mL.

Cultivo de fetos en organogénesis tardia

El cultivo de fetos fue adaptado de acuerdo a los procedimientos descritos
por Cockroft (1973), Fantel y cols (2000) y Liu y cols (2007) para cultivo de fetos

recolectados en el DG 13,5.

Para la obtencién de fetos, se cruzaron ratas en una proporcién de 3 a 4
hembras por macho, por un periodo de cruza desde las 17:00 horas del primer dia
a 09:00 horas del dia siguiente. EI DG 0,5 fue determinado por presencia de

espermatozoides en el frotis vaginal realizado al término del periodo de cruza

(figura 7)

E2P-
Y }?
Q.

Figura 7: Citologia vaginal de rata en etapa estro del ciclo estral (a) Rata no
prefiada, ausencia de espermatozoides en frotis vaginal (b) Presencia de
espermatozoides en frotis vaginal, indicativo de coito y prefiez de la rata
(Fotografia microscopia optica 10 X).
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La hembra fue eutanizada en el DG 13,5 mediante dislocacion cervical,
previa anestesia con diéxido de carbono y sometida a cesarea para la recoleccién
de fetos, los que fueron transferidos a una placa Petri con solucion salina de
Hank’s (CaCl,, NaCl, KCIl, MgSO,, NaHCOg3, glucosa, Na,HPO, y KH2PO4)
previamente esterilizada y a 37°C. En la solucion salina, se procedio a la remocion
de la decidua procurando dejar intacta la placenta para posteriormente realizar un
corte en L en el saco vitelino, evitando dafar la circulacion del mismo para no
provocar un sangrado excesivo y alterar la viabilidad fetal. A través del corte en L
se realizé la exteriorizacion del feto dejandolo totalmente expuesto al medio de

cultivo (figura 8).

Figura 8: Extraccion y exteriorizacion de fetos en DG 13,5 (a) cesarea DG 13,5.
(b) cuerno uterino gravido. (c) feto explantado con decidua cubriendo saco vitelino
y placenta. (d) feto explantado sin decidua sobre saco vitelino y placenta,
mostrado zona de corte en L (e) feto exteriorizado con saco vitelino recogido listo
para ser cultivado.
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Una vez exteriorizados, los fetos fueron cultivados en tubos desechables de
50 mL con 15 mL medio de cultivo, compuesto por suero de rata desactivado,
solucion salina de Hank’s y penicilina/estreptomicina en una concentracion de
10.000 U/mL y 10 mg/mL respectivamente (Sigma-Aldrich N° CAS 8025-06-7). El
volumen utilizado por cada uno de estos componentes en la preparacion del medio de
cultivo fue distinto para cada tratamiento (tabla 1). Los fetos se cultivaron a 37 °C por
un periodo de 24 horas y puestos de manera inclinada en un agitador rotatorio a 60
rpm, para favorecer el intercambio de nutrientes y la oxigenacién entre el feto y el
medio de cultivo (New, 1967). Previo al cultivo, los fetos fueron pre-cultivados por 2
horas en las mismas condiciones con el fin de descartar aquellos que no serian

viables por el periodo deseado.

Durante el periodo de cultivo, los fetos fueron oxigenados durante 1,5

minutos cada 4 horas con una mezcla gaseosa de 95 % O,y 5 % CO,,

Preparacion de suero de rata

La sangre fue recolectada a través de puncién de la aorta abdominal de
machos previamente anestesiados por inhalacion de diéxido de carbono, a los
cuales se les realiz6 un corte abdominal para la introduccién de la jeringa. Una vez
extraida fue depositada en tubos desechables de 15 mL y centrifugada
inmediatamente a 3.500 rpm por 5 minutos a 4°C. El suero recolectado fue

recentrifugado en las mismas condiciones y almacenado a -18°C. El dia de su

28



utilizacién fue descongelado y sometido por 45 minutos a bafio termorregulado a

56°C para desactivacion del complemento.

Grupos experimentales

Los fetos, seis por tratamiento, fueron asignados al azar en uno de los
siguientes grupos de estudios: control de medio, control negativo, control positivo,
control de vehiculo, misoprostol (Sigma-Aldrich N° CAS 59122-46-2) 200, 2.000 y
20.000 pg/mL. Se utilizaron concentraciones crecientes de misoprostol, siendo
alrededor de 200 pg/mL la concentracion plasmatica de acido misoprostoico que
se alcanza en una mujer a la que se ha administrado una dosis de 400 pg del
medicamento via vaginal (Zieman y col., 1997; Khan y col., 2004). Para evaluar la
concentracion-dependencia de la toxicidad se ensayaron dos concentraciones
mas altas. Debido a que el misoprostol es un compuesto liposoluble, se utilizé
formamida desionizada (FDA; Sigma-Aldrich N° CAS 75-12-7) como vehiculo en

una concentracion de 0,5% (Augustine-Rauch, 2004).

Para asegurar la calidad del estudio, se utilizé Penicilina G sodica (Sigma-
Aldrich N° CAS 15140-163) a una concentracion final de 1000 mg/L como control
negativo y ketoconazol a una concentracion final de 50 pg/mL como control

positivo.

Adicionalmente se realizaron cultivos en presencia de PGE; a 70 pg/mL
(Sigma-Aldrich N° CAS 363-24-6), siendo ésta ultima la concentracion de PGE,

que se encontraria en el feto humano (Weiner y Robillard, 1989), y de AH6809, un
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antagonista EP,/EP, (Sigma-Aldrich N° CAS 33458-93-4) a 0,1 uM (29.829
pg/mL), siendo ésta la minima concentracion reportada para que este antagonista
bloquee las acciones de PGE,; mediada por los receptores EP,/EP, (Jones y cols.,

2009). Tanto PGE2 como AH6809 fueron disueltos en FDA.

Tabla 1. Formulacion del medio de cultivo.

Misoprostol PGE, ATG Misoprostol + ATG

EP1/EP2 EP1/EP2
Suero de rata 2,000 2,000 2,000 2,000
Solucidén salina de Hank's 12,865 12,865 12,865 12,790
Penicilina/estreptomicina 0,060 0,060 0,060 0,060
Misoprostol 0,075 - 0,075
PGE, --- 0,075
AH6809 --- --- 0,075 0,075
Volumen Total 15,000 15,000 15,000 15,000

Evaluacion de Toxicidad.

Al finalizar las 24 horas de cultivo, los fetos fueron retirados del medio y
evaluados individualmente en base a observaciones morfoldgicas que incluian
viabilidad (frecuencia de latido cardiaco), longitud craneo-nalga, longitud de la

cabeza y longitud de las extremidades anteriores y posteriores (figura 9).
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Figura 9: Descripcion de parametros de crecimiento: Longitud craneo-nalga (LC-
N), longitud de la cabeza (LC), longitud extremidad anterior (L EA) y longitud
extremidad posterior (L EP)

Doble tincion azul alciano-rojo alizarina.

Con el propdsito de observar la presencia y grado de desarrollo del modelo
0seo, asi como sus alteraciones, posterior a la evaluacion de toxicidad, los fetos
fueron sometidos a la doble tincion con azul alciano y rojo alizarina, tifiendo
cartilago y tejido 6seo, respectivamente. La tincion se llevo a cabo de acuerdo al
método descrito por McLeod (1980) y adaptado para la edad gestacional de los
fetos. Los fetos se fijaron en etanol al 95% por 24 a 36 horas para luego ser
teflidos con una mezcla azul alciano 0,3% en etanol al 70%, rojo alizarina 0,1% en
etanol al 95%, acido acético y etanol al 70% (1:1:1:17) por 3 dias a 37°C. Una vez
tefidos, los fetos fueron aclarados mediante pasos sucesivos por mezclas de
glicerina/hidroxido de potasio al 1% en concentraciones crecientes de glicerina

(20, 50, 80%) por un periodo de 24 horas en cada una, para finalmente ser
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almacenados en glicerina/etanol 95% (1:1) hasta su posterior analisis cualitativo

mediante una escala de Likert (tabla 2).

Tabla 2: Escala de Likert para la evaluacion cualitativa del grado de desarrollo de
los modelos 6seos.

Ausencia de tincion en toda la extremidad

Presencia de tincién solo en esbozo de brazo o pierna

Presencia de tincién leve en al menos dos rayos digitales

Presencia de tincién marcada en al menos dos rayos digitales

Presencia de tincidn leve en tres o mas rayos digitales

vuiHd W N RO

Presencia de tincién marcada en tres o mas rayos digitales

Andlisis estadistico

Todos los resultados son expresados como promedio + desviacion estdndar
(DS). Las diferencias de los tratamientos, con respecto al control fueron
analizadas utilizando el analisis de varianza ANOVA de 1 via, seguido por el test
de Dunnett’s. Donde un valor de p < 0,05 fue considerado como estadisticamente
significativo. Mientras que las diferencias entre los distintos tratamientos fueron
analizadas utilizando el analisis de varianza ANOVA de 1 via, seguido por el test
de Tukey. Considerando un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo.
Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa estadistico

Graph Pad Prism 6.
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V.RESULTADOS
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La evaluacién de toxicidad del misoprostol se llevd a cabo a través de
observaciones macroscopicas, realizandose un analisis cualitativo y cuantitativo,
mediante mediciones de parametros de crecimiento y la observacion de

alteraciones morfoldgicas, cuyos resultados se presentan a continuacion.

1.- Montaje del método experimental.

Las pruebas realizadas para el establecimiento del periodo de cultivo asi
como la determinacién de un control positivo adecuado demostraron que los fetos
de DG 13,5 cultivados por 8 y 24 horas en presencia de 5-FU se desarrollaron sin
diferencias en relacion al control (solo medio). Por otro lado, los fetos de DG 13
cultivados por 24 horas en presencia de 200 pg/ml de ketoconazol no tuvieron
viabilidad, por lo que se intenté mejorar la viabilidad, por un lado, recolectando en
el DG 13,5 y por otro, cultivando en presencia de concentraciones menores de
ketoconazol (100, 75 y 50 pg/mL). De acuerdo a estas ultimas observaciones, se
decidi6 mantener la recoleccion en el DG 13,5, cultivando por 24 horas en
presencia de 50 pg/mL, dado que en estas condiciones se mejoraba
sustancialmente la viabilidad lo que permitié la observacion de defectos en el

desarrollo de las extremidades (tabla 3).
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Tabla 3: Viabilidad fetal segun condiciones de cultivo

Recolecciéon en DG13,5; Cultivo por 8 horas, en presencia NO
de 5-FU 1 mg/L

Recoleccion en DG13,5; Cultivo por 24 horas, en NO
presencia de 5-FU 1 mg/L

Recoleccion en DG13,0; cultivo por 24 horas, en NO
presencia de ketoconazol 200 pg/mL

Recoleccion en DG13,5; cultivo por 24 horas, en NO
presencia de ketoconazol 100 pg/mL

Recoleccion en DG13,5; cultivo por 24 horas, en NO
presencia de ketoconazol 75 pg/mL

Recoleccion en DG13,5; cultivo por 24 horas, en Sl

presencia de ketoconazol 50 pg/mL

* Presencia de latidos cardiacos al término del cultivo

2.- Control de calidad interno

El control de calidad interno se realiz6 mediante cultivo con dos sustancias
de prueba: penicilina G sodica a una concentracion final de 1000 mg/L como
control negativo y ketoconazol 50 pg/mL como control positivo. Tal como se
esperaba, penicilina G soédica no alteré el desarrollo fetal a diferencia de
ketoconazol que causo alteraciones evidentes en las extremidades en desarrollo,
especificamente a nivel de la aleta que mas tarde se convertiria en la pata
anterior, evidenciandose un cambio brusco en la forma de la pata en relacion al
control, perdiéndose las invaginaciones propias del desarrollo de los digitos
ademas de una desaparicion de los rayos digitales (figuras 10 y 11). Cabe
destacar que los efectos observados se presentan mayormente en las patas

anteriores que en las posteriores.
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Es importante mencionar que la frecuencia cardiaca, fue el inico parametro
alterado significativamente por ketoconazol en relacién al control (figura 12), ya
que caus6 hemorragias, edema abdominal y disminucién de la viabilidad. En
contraste, la penicilina G sodica no causO alteraciones en ninguno de los

parametros medidos ni generé hemorragias o edema en los fetos (tablas 4 y 5).

En cuanto a la tinciébn de los fetos con azul alciano y rojo alizarina, se
observé una disminucion significativa de la visualizacién de los rayos digitales en
las extremidades anteriores de aquellos fetos expuestos a ketoconazol. En
cambio, penicilina G no causé diferencias significativas en relacion al control (tabla
5y figura 13). La tincién de las extremidades posteriores se observo igual para los
tres tratamientos controles (medio de cultivo, penicilina G y ketoconazol),

mostrando sélo un cartilago incipiente (tabla 5 y figura 14).
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Tabla 4. Parametros de funcionalidad y crecimiento de fetos expuestos a
penicilina G sodica y ketoconazol.

Control 84 +32,4 10,6 + 0,32 5,8+0,12 2,2+0,20 2,0+0,12
PEN (1000 90 + 29,9 10,0 + 0,54 5,5+ 0,39 2,3+0,19 1,9 +0,27
mg/mL)
KETO (50 31+175*  10,8+0,57 5,7+ 0,20 2,2+0,16 2,0+0,12
ug/mL)

PEN: penicilina G. KETO: ketoconazol. lat x min: latidos. Datos se presentan como
promedio + (DS). * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo
control p < 0,05 (ANOVA - Dunnett’ s).

Tabla 5: Frecuencia de aparicion de alteraciones en extremidades en fetos
expuestos a PEN y KETO (n=6) y grado de tincién en de las extremidades.

Control 0/6 0/6 0/6 0/6 2,67 £0,49 1,00 £ 0,00
PenicilinaG  1/6 1/6 0/6 1/6 2,25+0,45 1,00 £ 0,00
Ketoconazol 5/6 3/6 0/6 1/6 1,25+£0,45* 1,00 £ 0,00

EA: extremidad anterior. EP: extremidad posterior * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control p < 0,05 (ANOVA - Dunnett’ s).



Figura 10: Evaluacién de la extremidad anterior de fetos cultivados por 24 (a) feto
control de medio. Invaginaciones normales (flecha blanca) entre radios digitales
(flechas negras) (b) control negativo. Radios digitales conservados e
invaginaciones normales.

Figura 11: Evaluacion de la extremidad anterior de fetos cultivados por 24 horas.
(a) feto control de medio. Invaginaciones normales (flecha blanca) entre radios
digitales (flecha negra). (b) control positivo. Invaginaciones anormales (flechas
rojas) y ausencia de radios digitales (cabeza de flecha).
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Figura 12: Parametros de funcionalidad y crecimiento de fetos cultivados como control interno (a) Frecuencia
cardiaca al termino del cultivo (b) Longitud craneo nalga (c) longitud cabeza (d) longitud extremidad anterior (e)
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Figura 13: Extremidad anterior tefiida con azul alciano de fetos cultivados por 24
horas. (a) control, notese la presencia de rayos digitales (flecha negra) asi como
presencia de modelo cartilaginoso de radio y cubito (flecha blanca) y hamero
(cabeza de flecha). (b) control negativo. (c) control positivo, nétese la disminucion
de la tincién en rayos digitales.

Figura 14: Extremidad posterior tefiida con azul alciano de fetos cultivados por 24
horas (a) control (b) control negativo (c) control positivo. Noétese tincion
Unicamente en esbozo de pierna (flecha negra).

3.- Fetos cultivados en presencia de misoprostol

Misoprostol fue ensayado en concentraciones crecientes de 200, 2.000 y
20.000 pg/mL. Dada su liposolubilidad, se utiliz6 FDA como vehiculo, siendo

ensayado como control en el mismo volumen que el agregado en los tratamientos
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con misoprostol (0,5% del volumen de medio de cultivo). Tal como se esperaba,
este vehiculo no demostré inducir efectos en comparacién al control. La tabla 6
resume el efecto de los distintos tratamientos con concentraciones crecientes de
misoprostol sobre los parametros de funcionalidad y crecimiento, los cuales no
mostraron diferencias significativas en relacion al control ni entre los distintos

tratamientos.

Ahora bien, se observdé un efecto concentracion-dependiente en la
induccion de alteraciones morfolégicas de las extremidades en los fetos tratados
con misoprostol (tabla 7), caracterizado por la generacién de hendiduras
anormales y pérdida importante de la forma en la futura pata anterior de los fetos.
Destaca que en los controles se puede observar la presencia de rayos digitales
aun sin la tincién con azul alciano y rojo alizarina, lo cual no ocurre en las patas de

los fetos tratados (figura 15).

Tabla 6: Parametros de crecimiento y funcionalidad de fetos expuestos a
misoprostol y PGE.,.

Control 84+32,4 10,6+0,32 58+0,12 2,2+0,20 2,0+0,12
FDA 0,5% 75+37,1 10,3+0,49 5,6+0,22 2,3+0,18 2,0£0,18
MISO 200 pg/mL 100+20,0 10,2+0,70 55+0,28 2,4+0,22 2,0+0,25
MISO 2000 pg/mL 58+46,6 10,7+0,46 59+0,47 2,4+0,18 2,0£0,16
MISO 20000 pg/mL  76+36,3 10,6+0,53 5,6+0,08 2,3+0,08 2,0 £0,04
PGE2 70 pg/mL 73+36,7 10,7+0,46 57+0,20 2,2+0,16 2,1+0,16

lat x min: latidos por minutos. MISO: Misoprostol. FDA: Formamida
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Tabla 7: Frecuencia de aparicion de alteraciones en las extremidades de fetos
expuestos a MISO y PGE; (n=6) y grado de tincion del modelo 6seo de EA 'y EP.

MISO 0 pg/mL 0/6 0/6 0/6 0/6 2,67 £0,49 1+0,00
FDA 0,5% 1/6 0/6 0/6 0/6 2,25+0,45 1+0,00
MISO 200 pg/mL 4/6 1/6 0/6 0/6 2,25+0,45% 1+0,00
MISO 2000 pg/mL 5/6 3/6 1/6 2/6 1,58 +0,51*% 1+0,00
MISO 20000 pg/mL 6/6 4/6 3/6 2/6 1,08 £0.29* 1+0,00
PGE2 70 pg/mL 5/6 5/6 1/6 1/6 1,08 +0.29* 1+0,00

EA: extremidad anterior. EP: extremidad posterior * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control p < 0,05 (ANOVA - Dunnett’ s) %
Diferencia estadisticamente significativa con respecto a PGE; p < 0,05 (ANOVA -
Tukey)

Figura 15: Evaluacion de la extremidad anterior de fetos cultivados por 24 horas
en presencia de control y misoprostol (a) control medio (b-d) misoprostol 200,
2.000 y 20.000 pg/mL respectivamente. Noétese la desaparicion de las
invaginaciones normales (flechas blancas) y de los rayos digitales (flechas negras)
y la aparicibn de hendiduras anormales (flecha roja) o la perdida de la forma
normal de la futura mano (flecha amarilla).
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La figura 16 muestra extremidades representativas de cada tratamiento. Se
observa que la concentracién de 200 pg/mL de misoprostol conservaba la tincién
en los modelos cartilaginosos en toda la extremidad aun cuando existe también
pérdida de la forma. Sin embargo, al aumentar la concentracion a 2.000 y 20.000
pg/mL se suma a la pérdida de la forma, una disminucién evidente en la intensidad
de tincidon de los rayos digitales, hasta el punto de no observarse tincion en ellos al
ser expuestos a la mas alta concentracion de misoprostol. Este efecto no fue
observado en las extremidades posteriores, ya que estas solo presentaron tincion

en la futura pierna.

Figura 16: Extremidad anterior y posterior tefiida con azul alciano de fetos
cultivados por 24 horas. (a,e) Control, (b,f) Misoprostol 200 pg/mL. (c,g)
Misoprostol 2.000 pg/mL (d,h) Misoprostol 20.000 pg/mL. Rayos digitales (flecha
negra), radio y cubito (flechas blancas), humero y fémur (cabezas de flecha),
ausencia de radios digitales (flechas rojas).
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4.- Fetos cultivados en presencia de PGE,.

A manera de comparar los efectos inducidos por misoprostol con aquellos
inducidos por PGE,, se procedi6 a realizar cultivos en presencia de 70 pg/mL de la
prostaglandina. No se observaron diferencias significativas con respecto al control
en todos los parametros evaluados (tabla 4 y figura 20). En cuanto a
malformaciones en las extremidades, PGE, causo un efecto similar en frecuencia
y forma al obtenido con las concentraciones de 2.000 y 20.000 pg/mL (tabla 5),
provocando una pérdida importante tanto de las invaginaciones propias del
desarrollo normal de la futura pata como de los rayos digitales (figura 17), lo cual
fue corroborado por una evidente disminucion de tincién en ambas patas aunque
sin afectar la tincion correspondiente a las condensaciones cartilaginosas que se
convertiran en los huesos del brazo (figura 18). En cuanto a las extremidades
posteriores, estas nuevamente mostraron solo tincién de un cartilago incipiente en

la pierna (figura 19).

Figura 17: Evaluacién de la extremidad de fetos cultivados por 24 horas (a)
control de medio (b) PGE2. Rayos digitales (flechas negras), ausencia de rayos
digitales (cabeza de flecha), invaginaciones interdigitales normales (flechas
blancas), alteracion de la forma normal de la mano (flechas rojas).
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Figura 18: Extremidad anterior teflida con azul alciano de fetos cultivados por 24
horas (a) control (b) PGE, 70 pg/mL. Nétese la desaparicién de los radios digitales
(Flechas negras y rojas) y el cambio de forma de la futura mano.

Figura 19: Extremidad posterior tefiida con azul alciano de fetos cultivados por 24
horas (a) control (b) PGE, 70 pg/mL. Se observa tincién so6lo en cartilago de la
pierna (flecha negra).
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5.- Fetos cultivados en presencia de antagonista EP,/EP-»

Para determinar el o los receptores EP involucrados en la respuesta
fetotoxica a misoprostol se procedié a ensayar un antagonista de los receptores
EP, y EP,. Tanto los fetos expuestos al antagonista AH6809 como aquellos
expuestos al antagonista mas 200 pg/mL de misoprostol no mostraron diferencias
significativas en los parametros de crecimiento y funcionalidad con respecto al
control, al igual que los tratamientos ensayados en primera instancia (tabla 8 y

figura 23).

Sin embargo, se evidencié un aumento en la frecuencia de aparicion de
malformaciones en las extremidades anteriores, tanto en fetos expuestos a
antagonista como en aquellos que tenian ademas misoprostol comparado con los
fetos expuestos Unicamente a misoprostol, mostrando en consecuencia, que el
antagonista posee por si mismo un efecto teratogénico capaz de alterar el normal

desarrollo de las extremidades (tabla 9 y figura 21).
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Tabla 8: Parametros de funcionalidad y crecimiento de fetos cultivados por 24
horas en presencia de AH6809 y asociacion AH6809-misoprostol

Control . 84+32,4 10,6 £ 0,32 58+0,12 2,2+0,20 2,0+£0,12
MISO 200 pg/mL 100 +£ 20,0 10,2+ 0,70 55+0,28 2,4+0,22 2,0+£0,25
0,1 uM Ant EP1/EP2 99 +17,7 10,7 £ 0,28 6,1+0,16 2,4+0,17 2,1+0,14
0,1 uM Ant EP1/EP2 94 +6,2 10,6 £ 0,25 56+£0,23 2,5%0,12 2,1+0,18
+ MISO 200 pg/mL

MISO: misoprostol. Ant: antagonista. lat x min: latidos por minutos.

Tabla 9: Frecuencia de aparicion de alteraciones en las extremidades de fetos
expuestos a AH6809 y asociacion AH6809-misoprostol (n=6) y grado de tincién
del modelo 6seo de EA 'y EP.

Control 0/6 0/6 0/6 0/6 2,67 £0,49 1+0,00
MISO 200 pg/mL 4/6 1/6 0/6 0/6 2,25+0,45 1+0,00
0,1 uM Ant 5/6 4/6 1/6 0/6 1,92 +0,67* 10,00
EP1/EP2

0,1 uM Ant 6/6 5/6 1/6 3/6 1,75+ 0,45%* 10,00
EP1/EP2 + MISO

200 pg/mL

EA: extremidad anterior. EP: extremidad posterior. * Diferencia significativa con
respecto al control p< 0,05 (ANOVA-Dunnett’s).

48



Figura 21: Evaluacién de la extremidad anterior de fetos cultivados por 24 horas
(a) Control (b) Misoprostol 200 pg/mL (c) AH6809 (d) AH6809 + Misoprostol 200
pg/mL. Notese desaparicion de invaginaciones normales (flechas blancas) y radios
(flechas negras) y pérdida importante de la forma de la futura mano (flechas
amarillas).

El tratamiento con antagonista alteré el desarrollo de las extremidades
provocando pérdida importante de la forma y una disminucién significativa de la
tincion en relacion al control, lo cual no se diferencié significativamente de los
efectos inducidos por 200 pg/mL de misoprostol. Es importante destacar que la
asociacion de antagonista-misoprostol provocé una disminucién de la extension

de la tincién del modelo cartilaginoso del brazo de las extremidades (figura 22).
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Figura 22: Extremidad anterior tefiida de fetos cultivados por 24 horas (a) control
(b) Misoprostol 200 pg/mL (c) AH6809 (d) AH6809 + Misoprostol 200 pg/mL. Se
observa disminucion del grado de tincidon de los radios digitales (flechas negras) y
del modelo cartilaginoso en brazo (flecha y cabeza de flecha roja).
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VI. DISCUSION
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El uso de misoprostol durante el primer trimestre de embarazo esta
asociado a la generacion de una serie de defectos en los que se incluye el
sindrome de Moebius, artrogriposis, sindactilia y braquidactilia (Chiong y cols.,
2009). Sin embargo, la mutagenicidad y teratogenicidad asi como su embrio y
fetotoxicidad in vivo estudiadas durante el desarrollo del farmaco resultaron ser
negativas (Kotsonis, 1985). Adicionalmente, estudios previos en el Laboratorio de
Toxicologia, en que se administré el misoprostol en dosis de hasta 10 mg/kg de
peso via oral a ratas en los DG 9 y 10 no indujeron teratogenicidad (datos no

publicados).

Sin embargo, se ha sefialado que la teratogenicidad en animales de
experimentaciéon es importante, aunque no esencial para probar los efectos toxicos
de los compuestos quimicos durante la gestacion (Shepard, 1994). Por o mismo,
el hecho de que el misoprostol no sea teratogénico en animales de
experimentacion aunque si en humanos, podria llevar a suponer que los ensayos
in vivo usualmente utilizados para estudiar embriotoxicidad no son adecuados
para modelar el efecto del misoprostol en humanos, debido a las diferencias
farmacodinamicas entre especies, lo que lleva a la generacion de diferentes

efectos entre una y otra (Steinetz y cols., 1976).

Es por esto, que en el Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Valparaiso, se han establecido modelos
experimentales validados por la Comunidad Europea para el estudio de la

teratogenicidad de sustancias quimicas, como el Cultivo de Embriones Post
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Implantacion y el Ensayo de Micromasa, los que han resultado ser
complementarios para la busqueda del mecanismo de accion teratogénico de
misoprostol. No obstante, tal como lo mencionan Barber y cols (1993), el uso de
cultivos fetales podria generar informacion adicional para completar un estudio de

toxicologia del desarrollo como el que se estéa realizando con el misoprostol.

De esta forma, en esta tesis, se plante6 el montaje y puesta en marcha de
una nueva técnica de estudio capaz de modelar alguno de los efectos producidos
por misoprostol en el desarrollo de las extremidades. Para esto, fue necesario
llevar a cabo una serie de ensayos preliminares que permitieran establecer las

condiciones adecuadas de cultivo.

Las primeras experiencias experimentales demostraron que cultivos por 8
horas en presencia de 5-FU, una sustancia de conocida capacidad teratogénica en
ratas (Wilson y col., 1969) y ratones (Skalko y Jacobs, 1978) no fue capaz de
generar alteraciones morfologicas visibles en las extremidades de los fetos, debido
posiblemente al corto periodo de exposicion. Se decidié entonces, ampliar el
tiempo de cultivo a 24 horas, pero nuevamente no se logré6 modelar la
teratogénesis en las extremidades. Al descartar el factor tiempo, en este caso se
atribuyd la falta de teratogenicidad al mecanismo de accion del 5-FU, el cual
compite con el uracilo por la timidilato sintetasa, llevando a una inhibicién de la
sintesis y reparacién del ADN en el tejido embrionario, e impidiendo el crecimiento

celular (Skalko y Jacobs, 1978).

54



En la busqueda de un correcto control positivo se tomd la decision de
ensayar ketoconazol, un farmaco perteneciente a la familia de antifingicos
azolicos. Estos fungicidas han sido estudiados en modelo de organogénesis
temprana y han demostrado su capacidad de generar malformaciones (Menegola
y cols., 2006, 2013). Mas recientemente, en un estudio in vivo en ratas, a las que
se les administro ketoconazol el DG 13 se observé como este generaba efectos
fetales visibles el DG 20, dentro de los que destaca defectos en el desarrollo de

los digitos (Dodo y cols., 2010).

En los fetos de DG 13 cultivados en presencia de ketoconazol 200 pg/ml, no
se logro visualizar efectos nocivos en el desarrollo de las extremidad, lo que llevo
a pensar que en esta edad gestacional, los fetos no serian susceptibles al efecto
de ketoconazol, ya que los digitos comienzan su diferenciacion mas tardiamente

que el resto de la extremidad (Carlson, 2009).

Estas observaciones determinaron el regreso a la utilizacion de fetos de DG
13,5 como se planteé inicialmente. Las primeras pruebas de fetos de esta edad
gestacional con 100 pg/mL de ketoconazol no resultaron ser adecuadas debido a
la rapida muerte fetal, ocurrida generalmente entre las 12 y 20 horas de cultivo. La
muerte fetal se atribuy6 a la presencia de una zona extensa de hemorragia en la
cabeza y columna vertebral, posiblemente debido a que ketoconazol seria capaz
de inhibir la sintesis de tromboxanos y la agregacion plaquetaria (Steinhilber y
cols., 1990). Otro estudio ha revelado que ademas puede disminuir la

angiogénesis al generar un descenso de los niveles de acido epoxiecosatrienoico

55



(EET), un metabolito del acido araquidénico producido por una epoxigenasa P450
inhibida por ketoconazol, ya que EET participaria en la via de sefalizacion de

VEGF (Yang y cols., 2009).

Se requirié entonces disminuir la concentracion de ketoconazol a 75 pg/mL
y luego a 50 pg/mL hasta lograr una mejora sustancial en la viabilidad que
permitiera la observacién de alteraciones notorias en el desarrollo de las
extremidades. En esta Ultima concentracion se observé un alto numero de
malformaciones en las extremidades asi como ausencia de los rayos digitales y su
condensacion cartilaginosa, lo que es posible explicar, al menos en parte, por la
inhibicién que causaria ketoconazol de la angiogénesis en las extremidades, ya
que en estas existe vasculatura altamente regulada y en constante dinamismo
para facilitar la aparicién y desarrollo de patrones cartilaginosos (Carlson, 2009).
Otra de las hipotesis que explicarian la teratogenicidad del ketoconazol se basaria
en su capacidad de inhibir, en mamiferos, enzimas del citocromo P450
involucradas en la sintesis de esteroides (Santana y Pereira, 2009), como
colesterol y el metabolismo del 4cido retinoico. Tanto la alteracion de la sintesis de
colesterol como una acumulacion de acido retinoico han sido asociados al
desarrollo de malformaciones o a un retraso del desarrollo esquelético,
especialmente de las extremidades (Quemeilo y cols., 2007; Schmidt y cols.,

2009).

Por otro lado, los resultados obtenidos con penicilina G, utilizada como

control negativo del estudio, no mostraron diferencias estadisticamente
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significativas con respecto al control de medio. Esto concuerda con el hecho de
gue la penicilina no es consideradas teratogénicas en animales o humanos, siendo
clasificadas por la FDA dentro de la categoria B de riesgo, en otras palabras,

seguras durante el embarazo (Briggs y col, 2008).

Ahora bien, los efectos observados con misoprostol en las concentraciones
de 200, 2.000 y 20.000 pg/mL, en cuanto a los parametros de crecimiento, no
muestran diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Estos
efectos en un principio no concordarian con reportes clinicos como el realizado por
Osorio y cols (2007) quienes indicarian restriccion de crecimiento intrauterino
observado a las semanas 32 y 36 de gestacion en una mujer que refiere la
utilizacion del medicamento en la semana 8. Asi mismo, datos experimentales de
una tesis anterior realizada en el Laboratorio de Toxicologia, demostraron
también la disminucion significativa de parametros de crecimiento en embriones

de rata en organogénesis temprana (Tapia, 2013).

La discrepancia entre las observaciones observada en esta tesis y en la
tesis de Tapia (2013) puede ser explicada por diferencias en los modelos
utilizados. Por un lado, los fetos utilizados en esta tesis se encuentran en una
etapa gestacional bastante mas avanzada que los embriones utilizados por Tapia
presentando, por lo mismo, una tasa de crecimiento menor que no permite la
observacién de una restriccion en el crecimiento durante el periodo de cultivo de
24 horas. De hecho, en las observaciones realizadas durante el establecimiento

del modelo, se pudo determinar que los fetos de DG 13 crecieron en promedio 1,6
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mm de longitud craneo-nalga en 24 horas de cultivo, mientras que los fetos de DG

13,5 solo alcanzaron a crecer 0,9 mm en igual periodo.

Por otro lado, los mecanismos que podrian explicar la restriccion de
crecimiento en una etapa gestacional temprana pudieran no aplicarse a los fetos
utilizados en esta tesis. De esta forma, Tapia (2013) plantea que la restriccién de
crecimiento, observada en embriones de DG 9,5 cultivados en presencia de
misoprostol, se deberia a las alteraciones vasculares generadas en la circulacion
del saco vitelino. En cambio, en nuestro modelo, la exposicién de la circulacion
capilar en la superficie fetal, debido a la exteriorizacion de los fetos de DG 13,5,
facilitaria el intercambio gaseoso y de nutrientes con el medio de cultivo, supliendo
las deficiencias ocurridas por una vasoconstriccion en el saco vitelino y

posibilitando un mejor crecimiento y desarrollo fetal (Cockroft, 1973).

En cuanto a la frecuencia de malformaciones en las extremidades a las
diferentes concentraciones, esta mostré un aumento concentracion-dependiente.
Las alteraciones ocurrieron principalmente en las extremidades superiores, ya que
estas comienzan su desarrollo antes que las posteriores. La pérdida de la forma,
rayos digitales e invaginaciones propias del desarrollo de los digitos, asi como la
aparicion de hendiduras anormales en la futura pata anterior podria originar
alteraciones dentro del espectro de malformaciones mas frecuentemente
reportadas para misoprostol, las que incluyen sindactilia, braquidactilia y una serie

de otras manifestaciones agrupadas en los defectos transversales de la
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extremidad terminal o TTLD (por sus siglas en inglés) con o sin sindrome de

Moebius (Gonzélez y cols., 1993; Gonzalez y cols., 1998).

Efectos similares fueron observados en los cultivos con PGE,, lo cual
permite avalar la hipétesis de que misoprostol no sélo genera sus efectos por las
intensas contracciones uterinas sino también por una interaccion directa con los

receptores de prostaglandina E presentes en los tejidos del feto en formacion.

Aungue la evidencia cientifica indica que EP, y EP4 mediarian un aumento
de la sintesis de ADN y proteinas en el hueso, asi como un aumento de la
regeneracion de cartilago articular luego de una injuria (Woodiel y cols., 1992;
Yoshida y cols., 2002; Otsuka y cols., 2009), datos experimentales obtenidos
mediante la técnica de micromasa, mostraron que misoprostol no tendria un efecto
en la proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales a condrocitos, salvo
en concentraciones elevadas (Rosa Delgado, comunicacién personal). Asi, la
disminucién en el desarrollo del modelo cartilaginoso preferentemente en los rayos
digitales, observada mediante la tincion con azul alciano y rojo alizarina, estaria

mediada por mecanismos distintos a la proliferacion y diferenciacién.

La literatura asocia al receptor EP, y en menor proporcion EP, a un
aumento de la sintesis de BMP-2 en células mesenquimales, proteina que estaria
involucrada en el metabolismo 6seo (Arikawa y cols., 2004). Si bien, BMP-2 esta
asociada a la formacion de hueso mediante una induccion de la diferenciacion a

osteoblastos, también poseeria efectos inductores en osteoclastos participando en
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la remodelacion 6sea (Jensen y cols., 2010). Por otro lado, estudios mas recientes
evidencian que BMP-2, a altas concentraciones, seria capaz de reducir la
diferenciacion e inducir apoptosis en células del periostio (Kim y cols., 2013). Y se
ha descrito que las BMP, tendrian funciones duales dependiendo de la edad de las
células blanco, por ejemplo, en la extremidad temprana, pueden generar apoptosis
de las células mesenquimales cuando aun no se han formado condensaciones
cartilaginosas, o mas tarde llevar a la generacion de cartilago (Gilbert, 2005).
Ademas, otros datos apuntarian a que PGE, no solo generaria aumento de la
condrogénesis, sino que podria inhibir la diferenciacion a condrocitos y producir un

retraso en la maduracion de los mismos (Li y cols., 2005; Clark y cols., 2009).

Ahora bien, al analizar los efectos producidos por un antagonismo EP,/EP;
destaca la importancia de la sefializacion de PGE, enddgena, ocasionando
alteraciones evidentes, sin una disminucion significativa del desarrollo
cartilaginoso en la extremidad en relacibn a misoprostol, pero si al control,
haciendo evidente que la falta de estimulacion EP, produciria un retraso en la
maduracion del modelo 6seo. Ademas, Miyamoto y cols (2003) evidenciaron
mediante la utilizacién de agonistas selectivos, que la estimulacién simultanea de
EP, y EP, es esencial en la diferenciacion de células mesenquimaticas a

condrocitos.

Finalmente, estas observaciones llevan a proponer que el posible
mecanismo teratogénico de misoprostol, al menos en las extremidades, ocurriria

por una activacion excesiva de EP, con aumento en la expresion de BMP-2 que
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podria llevar a un incremento de la apoptosis en los tejidos de la futura pata
causando la generacion de hendiduras anormales y pérdida de la forma, ademas

de una disminucion en el desarrollo cartilaginoso.

Esto también podria hacerse extensivo como una posible explicaciéon a otra
de las alteraciones asociadas al uso de misoprostol, la artrogriposis, debido a que
las articulaciones se formarian mediante la separacién de un modelo cartilaginoso
mediado por muerte celular programada en la cual las BMP estarian involucradas,
aunque en este caso la sobre-produccién de BMP causaria la generacién de
columnas solidas y rigidas de cartilago, llevando a la formacion de articulaciones

rigidas (Carlson, 2009).
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VIlI. CONCLUSIONES
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1. La exposicion a 200, 2.000 y 20.000 pg/mL de misoprostol causé la
disminucién del desarrollo del modelo cartilaginoso de los rayos digitales,
alteracion de la forma y generacion de hendiduras anormales en las
extremidades anteriores, sin alterar los pardmetros de crecimiento ni

viabilidad.

2. La exposicion a 70 pg/mL de PGE; causo efectos similares a los obtenidos

por misoprostol en las concentraciones mas altas.

3. Los efectos observados en las extremidades no serian mediados por

activacion de receptores EP1 ni EP».
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