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“Participacion del sistema endocannabinoide en el sitio de implantacion y en las

células infiltrantes en la reabsorcion embrionaria inducida por LPS.”

Se ha demostrado una estrecha asociacion entre el aborto y cambios en el sistema
endocannabinoide (SEC) en linfocitos periféricos de mujeres. En un modelo murino de
reabsorcion embrionaria (RE) inducida por LPS estudiamos la participacion del SEC tanto
del sitio de implantacion como de las células inmunes infiltrantes y su posible regulacion
por progesterona (P).

En este modelo observamos niveles plasmaticos elevados del principal endocannabinoide,
anandamida (AEA). Por otro lado encontramos que la RE inducida por LPS era mucho
menor en ratones transgénicos deficientes en el receptor de cannabinoides tipo 1, como asi
también la disminucién de los niveles séricos de P. Demostramos la presencia del SEC en
las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de ratonlg goevidad de la

enzima metabolizante de la AEA (hidrolasa de amidas de acidos grasos, FAAH) de las
PBMC de ratones prefiados es mayor que la de los ratones no prefiados. Asimismo
observamos un efecto protector de la P sobre la actividad de la FAAH y que el mismo
estaba mediado por los receptores clasicos de esta hormona (PR). Encontramos que el
70% de las PBMC estudiadas son linfocitos T, demostramos la presencia de los PR en
estas células.

Por otro lado el LPS increment6 tanto los niveles de 6xido nitrico (NO), como de la
enzima que lo sintetiza (NOSI). La P aboli6 el incremento inducido por el LPS, actuando a
través de los receptores de glucocorticoides.

Durante la RE, la decidua es infiltrada por células del sistema inmune, sufre importantes
dafios y finalmente es expulsada. Investigamos el efecto de la infiltracion leucocitaria
sobre la actividad de FAAH en las deciduas mediante un sistema de cocultivo. Cuando las
deciduas de animales controles se cultivaron en presencia de PBMC provenientes de
animales prefados tratados con LPS, la actividad de la FAAH decidual disminuyo, efecto
que fue revertido por la coadministracion de P o la de un inhibidor selectivo de la NOSI,
aminoguanidina. Asimismo observamos un aumento en la nitracion de las proteinas
deciduales y especificamente de la FAAH cuando las decidua se co-cultivaban junto a las
PBMC de animales tratados con LPS y que este efecto fue revertido por la P.
Este trabajo demuestra que el SEC participa en la RE inducida por LPS y que los cambios



de este sistema en la decidua estan influenciados tanto por las células inmunes infiltrantes

como por alteraciones en el sistema endacrino.

Palabras claves:
Reabsorcién embrionaria - Lipopolisacarido - Sistema endocannabinoide - Células

mononucleares de sangre periférica - Progesterona - Anandamida - Oxido nitrico



“Participation of the endocannabinoid system inthe implantation site and
infiltrating cells in LPS-induced embryonic resorption”

A close association between abortion and changes of the endocannabinoid system (eCS) in
peripheral lymphocytes of women has been demonstrated. In a murine model of LPS-
induced embryonic resorption (EmR), we studied the involvement of eCS in the site of
implantation and in the infiltrating immune cells and its possible regulation by
progesterone (P).

We observed an elevated anandamide (AEA) plasma levels, a major endocannabinoid, in
this model. On the other hand, we found that the LPS-induced less EmR in cannabinoid
receptor 1 (CB1) knock-out mice, together with a lower drop of P plasma |&Vels.
showed the presence of eCS in murine peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
that the PBMGs fatty acid amide hydrolase activity (FAAH, the main catalytic enzyme for
AEA) from pregnant mice was higher than from non pregnant mice. Moreover, we
observed that P, via its classical receptors for this hormone (PR), has a protective effect on
FAAH activity. Given that the 70% of PBMC are lymphocytes, we demonstrated the
presence of PR in this subpopulation.

Furthermore, LPS produced an increased levels of both nitric oxide (NO) and inducible
NO synthas (iINOS). Interestingly, P abolished these LPS effects acting through
glucocorticoid receptors.

During EmR, decidua is infiltrated with immune system cells, suffers important damage
and is finally expelled. Using a co-culture system, we investigated the effects of
leukocytary infiltration on decidual FAAH activity. When deciduas from control mice
were cultured in presence of PBMC from LPS-treated animals, decidual FAAH yactivit
was abolished. This effeatas revertedy the co-administration of P or aminoguanidiae (
selective inhibitor of INOS). When deciduagre co-cultured with PBMC from LPS
treated mice, we observed an increase in decidual protein nitration and payticularl
FAAH enzyme; an effect that was reverted by P.

This work shows that the eCS is involved in the LPS-induced EmR and that changes in the
decidua are influenced both by infiltrating immune cells as well as by alterations in the

endocrine system.

Keywords:
Embryonic resorption - Lipopolysaccharide - Endocannabinoid system - Peripheral blood

mononuclear cells - Progesterone - Anandamide - Nitric oxide
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Introduccién

Introduccion.

1.- Relevancia del tema en estudio.

1.1.- Definicion.

La palabra aborto proviene del latihortus que a su vez deriva del térmiaborior. Este concepto

se utilizaba para refesea lo opuesto arior, o sea, lo contrario a nacer. Desde el punto de vista
gineco-obstétrico, hace referencia a la interrupcion de un embarazo en desarrollo antes da la seman
veinte de gestacion o con fetos de un peso menor a 500 g. Esto implica la pérdida gestacional previa

al desarrollo de un feto capacitado para la vida extrauterina en forma independiente.

Particularmente la expresion aborto espontaneo se refiere a la pérdida del embridén en desarrollo en
ausencia de cualquier tipo de intervencién quirtrgica o médica, aunque, dependiendo de las

circunstancias, esta puede ser necesaria posteriormente para asegurar la seguridad fisica de la mujel

1.2.- Causas.

Existen numerosas causas que pueden provocar la pérdida temprana de la gestacién. Entre las ma
comunes se encuentran la trisomia autosémica, la monosomia X y las malformaciones estructurales
(Kajii y col., 1980; Simpson, 1980). Su incidencia es de aproximadamente un 50 % del total de los

embarazos y un 6 % de los abortos espontaneos a repeticion. Las anomalias cromosomicas tambiér
pueden producir un saco gestacional que no contiene feto alguno, ya sea porque el embrién no se

formd o porque se reabsorbio precozmente.

Otros factores asociados a la causalidad del aborto espontaneo son las anormalidades anatémica
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del tracto reproductivo femenino (Pandey y col., 2005). Entre ellas se encuentran: el Utero septado o

el unicorne, los fiboromas uterinos y el sindrome de Asherman (Li y col., 2002).

También estan directamente asociadas al aborto las alteraciones enddcrinas del tipo diabetes
mellitus insulino-dependiente no controlada (Dorman y col., 1999), hipotiroidismo, insuficiencia
hormonal en fase lutea y poliquistosis ovarica. Asimismo, tanto fallas a nivel de los mecanismos
inmunologicos como las enfermedades auto-inmunes pueden causar abortos, ejemplo de esto sor
las perdidas gestacionales en mujeres que padecen sindrome antifosfolipidico o lupus eritematoso

sistémico (Cervera y Balasch, 2008).

Por otro lado, los factores infecciosos asociados al desencadenamiento del aborto espontaneo
representan un capitulo aparte. EI mecanismo de interrupcion puede dispararse debido a tres
posibles focos de infeccion: endometrial crénica que interfiere con la implantacion, infeccién fetal

causante de mortandad fetal o de malformaciones incompatibles con la vida y corioamnionitis.

Las infecciones mas conocidas relacionadas con abortos espontaneos son: rubéola, brucelosis,
listeriosis, micoplasma, ureaplasma, chlamydia, sifilis, primo infeccion por herpes genital,
citomegalovirus, toxoplasmosis y malaria. Ademas, las mujeres con VIH (virus de la
inmunodeficiencia humana) sintomaticas presentan mayor incidencia de interrupciones debido a las

infecciones concomitantes.

1.3.- Efectos.

El aborto espontaneo provoca dolor fisico menor y sus sintomas son de poca gravedad,
practicamente la Unica complicacion es la hemorragia genital, la cual puede st cesuelativa

facilidad en cualquier institucion médica, con bajo riesgo para la vida de la madre.

Sin embargo, el aborto trae consigo un gran dolor psicoldgico que no termina sino que se inicia con

la pérdida fetal. Las mujeres pueden experimentar shock, negacion, angustia prolongada y
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depresion profunda. Por otro lado, para aquellas parejas que sufren de pérdidas gestacionales
repetidas (abortos recurrentes), el distrés emocional causado por cada aborto es acumulativo y éste
patologia termina siendo causal de sensacion de pérdida del control sobre sus opciones

reproductivas y de gran infelicidad.

1.4.- Estadisticas.

Se ha informado que la pérdida precoz del embarazo es la complicacibn mas frecuente de la
gestacion. El aborto espontaneo ocurre en el 20% de todos los embarazos comprobados (Agarwal y
col.,, 2012). Lo observado clinicamente omite los casos subclinicos, dado que muchos abortos
ocurren antes o coinciden con el siguiente periodo menstrual, y no se manifiestan mas que por un
sangrado anormal o abundante, por lo cual muchas mujeres nunca llegan a saber que han tenido ur
aborto. Teniendo en cuenta estos datos, las tasas de aborto espontaneo pueden estar acercandose
40% o 50%. Datos epidemioldgicos indican que el riesgo de un nuevo aborto después de uno

espontaneo es del 24%, pero asciende a un 40% después de 4 abortos consecutivos.

1.5.- Importancia.

La mayor parte de los trabajos evidencian que las etiologias mas frecuentes en las mujeres con tres
0 mas abortos son los trastornos endocrinos y las alteraciones en el sistema inmune y que en un

elevado porcentaje el origen es idiopéatico (Cunningham y col., 2002).

La ausencia de una terapéutica adecuada para el aborto lleva a la necesidad dead&iermi
mecanismos involucrados en el desencadenamiento y desarrollo del mismo, como también
intentar definir mas claramente la inmuno-regulacion tanto en embarazos normales como
patolégicos. Conocer como puede ser la aceptacion o el rechazo del embrién concebido por la
futura mama y particularmente determinar qué infecciones y como provocan la pérdida del embrion

son necesidades eseneml
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El hecho de que un feto que posee tanto antigenos maternos como paternos pueda sobrevivir pone
en evidencia la existencia de mecanismos protectores muy precisos que evitan el reghazo, y
permiten que la madre continte con la homeostasis perfecta de su sistema inmune. ES por esto que
nacio la inmunologia reproductiva, con el objetivo de estudiar la tolerancia materno-fetal, la

interfase y la inmunidad de los tractos reproductivos.

2.- Animales de experimentacion.

2.1.- Caracteristicas generales.

Alrededor del 90% de los animales utilizados en investigacion son roedores, principalmente ratones
y ratas. Los animales de laboratorio son biomodelos experimentales que tienen esialidad
necesarias para dar respuesta al cuestionamiento de como estudiar las enfermedades qlie afectan
hombre, a la especie que se esta estudiando, y a las demas especies productivas y domésticas. Le
ratas y ratones estan entre los que responden mas uniformemente a esos requerimientos, son de fac
manejo y poseen las caracteristicas zootécnicas adecuadas. Este trabajo se llevélaaradm uti

ratones de la cepa albina BALB/c y de la cepa CD1, pertenecientes a la Bigeciasculus

Variadas son las caracteristicas que han hecho del género Mus un modelo bioldgico y biomédico

muy utilizado en investigacion. En primer lugar, su talla apropiada para la crianza y manpulac

Los animales adultos miden entre 9 y 12 cm y pueden alcanzar un peso de entre 25 y 35 gramos

segun el sexo. Segundo, poseen requerimientos minimos de espacio y alimentacion como también
de temperatura y humedad para su mantenimiento y reproducciéon. Tercero, son lo suficientemente
longevos (viven en promedio alrededor de 24 meses), se reproducen durante todo el afio, los
periodos de gestacion y destete son breves, y las camadas numerosas. Asimismo, son mamifero:

euterianos como el hombre, con quien comparten el 99% del genoma y su sistema inmune es muy
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similar al de los seres humanos.

2.2.- Caracteristicas reproductivas.

El ciclo reproductivo del ratdbn es estral. Lo mas caracteristico de este tipo de ciclo es la
manifestacion de receptividad sexual por parte de las hembras por periodos limitados. La ovulacion
€S un proceso espontaneo y predecible ya que el estro conductual coincide con el pico pre-
ovulatorio de hormona luteinizante. Las hembras son poliéstricas continuas, esto significa que
presentan ciclos consecutivos durante todo el afio que soOlo son interrumpidos por periodos

gestacionales.

El ciclo esta dividido en 4 fases: estro, metaestro, diestro y proestro, que duran entre 4 y 5 dias. El
estro también suele llamarse fase de “celo” y se define como el periodo de receptividad sexual, al

final del cual se produce la ovulacion. El metaestro o fase luteinica se corresponde con el desarrollo
inicial del cuerpo Iuteo que pasa a ser activo durante el diestro. El periodo de crecimiento folicular,
gue se inicia con la regresion del cuerpo lateo y culmina con la aparicion del estro, se denomina
proestro. Cada fase del ciclo puede ser identificada mediante un extendido vaginal, sgugoicel a

del epitelio que se descama. Los ciclos son dependientes de los niveles de hormonas circulantes y

por ello son muy sensibles a los cambios ambientales de temperatura, humedad y luz-oscuridad.

Tanto las hembras como los machos son sexualmente maduros a los 50-60 dias de edad. La copula
gue se produce durante el estro, puede comprobarse al dia siguiente por la presencia de un tapor
vaginal. El mismo consiste en una sustancia viscosa del eyaculado que solidifica en la vagina y dura
aproximadamente 12 h. Este tapon actia principalmente como barrera mecanica que ayuda a que e

esperma permanezca dentro.

Dependiendo de la cepa utilizada, el periodo gestacional del raton varia, pudiendo durar entre 19 y
21 dias a partir de la copula. En las cepas aqui utilizadas, BALB/c y CD1, la gestacién se prolonga

durante 19 dias, al final de la cualparen entre 6 y 14 crias. Una vez que las criasid@nla
5
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hembra devora la placenta, ayudando la salida de la cria y estimulando la eliminacgundiedé

las vias respiratorias.

A diferencia de lo que ocurre en la mujer, los ovarios en el ratdon son indispensables para el

mantenimiento de la gestacion hasta el parto, ya que son los principales productores de la hormona
progesterona. La ovariectomia en cualquier etapa de la gestacion o la insuficiente secrecién ovarica
de progesterona, indefectiblemente interrumpen la prefiez ya que el aporte placentario es limitado

(Rubinstein y Forbes, 1963).

2.3.- Tejidos en estudio.

e El utero.

Anatémicamente, el Gtero murino es un 6rgano bicérneo o duplex que comienza en el oviducto y

recorre la cavidad abdominal dorsal (Neal y col., 1943). Consiste en dos largos cuernos, que se unen
s6lo externamente hacia el final ya que, aunque parecen estar unidos, se mantienen separados pc
un septo medio. Cada uno de ellos desemboca por sus respectivos conductos cervicales en el

extremo superior de la vagina (Figura 1).

Histolégicamente, el Utero de una hembra estéd constituido por tres capas de tejido diferentes. La
externa o serosa, la media muscular o miometrio y la mucosa interna o endometrio (Ham y col.,

1970).

— La serosa es la cubierta peritoneal del Gtero. Esta constituida por una capa epitelial secretora que
consiste en una monocapa de epitelio simple avascular, sostenida por tejido conectivo que se
continta con el peritoneo. El tejido conectivo proporciona nutrientes al epitelio a través de vasos
sanguineos, asi como inervacion. Dentro de la cavidad, la secrecion de fluido seroso reduce la
friccibn del movimiento muscular. Ademas, la membrana sirve como capa de anclaje a otros

organos y estructuras corporales (Krinke, 2004).
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Figura 1. Sistema urogenital del raton.

— La seccion media muscular esta compuesta por musculo liso dispuesto en una capa interna
circular y una externa longitudinal al eje mayor del Utero. Entre ambas capas hay tejide@onecti

bien definido formado por fibras de colageno, fibroblastos y células inmunes (Ham y col., 1970).

El musculo liso, también conocido como visceral o involuntario, se divide en dos grupos
dependiendo de sus caracteristicas electrofisiologicas. Aquellos llamados unitarios, que poseen
actividad espontanea, y los llamados multiunitarios, que se caracterizan por tener fibras organizadas
en unidades motoras activables por un nervio motor extrinseco (Eccles y col., 1937). El miometrio

es un tejido de tipo unitario cuya actividad contractil estd coordinada y regulada por mediacion

7
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nerviosa. El érgano se halla inervado por terminaciones de tipo colinérgicas y adrenérgicas del

sistema nervioso autbnomo.

— La capa mas interna o la expuesta a la luz uterina es el endometrio o mucosa. Esta formada por
una capa epitelial y un estroma. El epitelio es cilindrico simple y el estroma es una lamina propia de
gran espesor. En el estroma se hallan incluidas las glandulas tubulares simples, cuyos conductos,
atravesando la superficie epitelial, se abren en la luz del Utero y cuyas porciones mas pragindas

alcanzan al miometrio.

El endometrio se divide en 3 capas histologicas y funcionalmente distintas. La mas profunda,
adyacente al miometrio, es el estrato basal que alimenta y sustenta a todo el endometrio. Le sigue
una ancha capa de tejido estromal esponjoso adyacente a una capa superficial comigacta. y de
Estas ultimas dos se denominan, en conjunto, estrato funcional ya que son las que sufren mas

cambios y las que se descaman periddicamente cuando el ciclo es menstrual (Figura 2).

musculo liso musculo liso

S r
longitudinal circular serosa

lumen endometrio

Figura 2. Corte transversal de utero de raton.
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e La decidua.

El atero sufre profundos cambios en respuesta a la implantacion del embridon. El estroma
endometrial se modifica radicalmente para formar la decidua en un proceso denominado

decidualizacion.

La formacion de la decidua deja a los embriones incluidos en una masa engrosada de tejido
decidual, separados unos de otros por tejido endometrial no transformado. Este tejido tiene diversas
funciones biolégicas, nutritivas, estructurales e inmunoldgicas y, aunque no han sido
completamente determinadas, se cree que es un componente critico de la respuesta materna a
embrion. Esto ocurre en parte porque controla la naturaleza invasiva del trofoblasto, y también

porque juega un papel paracrino y autocrino importante, tanto para la madre como para el feto.

El proceso de decidualizacion comienza en las células estromales lindantes a los blastocistos
implantados, pero pronto la transformacion se extiende a gran parte del endometrio. Su avance
produce aumento en el tamafio y el peso del Utero, no sélo producto de la proliferacién, aumento de
tamafio y diferenciacion de las células del estroma sino también causado por la infiltracion

leucocitaria, el aumento localizado de la permeabilidad vascular y el desarrollo de edema tisular.

La decidualizacion es un fenébmeno endocrino dependiente de progesterona. Bajo su influencia, las
células fusiformes del estroma se diferencian en dos tipos: células pre-deciduales grandes,
redondeadas, con nucleo hipocromatico y abundante citoplasma, y células mas pequefias con
abundante contenido granular en el citosol. Estudios inmunohistoquimicos han revelado que los
granulos contienen y producen relaxina (Dunn y col., 2003). Hoy sabemos que la progesterona sola
no basta para producir esta reaccion. Los factores de crecimiento como el EGF, el IGF-1/2 y

proteinas como la fibronectindaylaminina, también son necesarios.

Aunque el estroma uterino contiene varios tipos celulares que probablemente tienen distintas

funciones en la decidualizacion (Padykula y col., 1981), la mayoria de los estudios sostienen que los
9
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elementos del estroma tipo fibroblastos son los que daran lugar a las células deciduales definitivas
(Kleinfeld y col., 1983). Las otras células del estroma son infiltrantes: macréfagos y linfocitos

grandes granulados (LGL) que tienen su origen en la médula 6sea y se acumulan en el endometrio

(Ogando y col., 2003) (Figura 3).

En la actualidad se sabe que si se introduce un cuerpo extrafio en el Utero de un roedor tratado cor
progesterona se produce una intensa reaccion decidual denominada deciduoma, y que la
diferenciacion de las células del estroma se puede reproducir experimentalmente en cultivo (Tang y
col., 1994; Sengupta y Ghosh, 2003). Sin embargo, en presencia de un blastocisto implantado o
implantandose, o de células trofoblasticas en co-cultivo, se producen reacciones nuevas, mas
profundas e intensas, que requieren de la participacion de otros mensajeros hormonales y celulares.

Es necesaria, entonces, una interaccion trofoblasto-endometrio para completar el proceso de

decidualizacion.

10
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Figura 3. Cortes histologicos de sitios de implantacion de ratones con diferentes tratamientos.
Ratones BALB/c hembra fueron inyectados en el dia 6 o 7 de prefiez con PBS (control),
aminoguanidina (AG, un inhibidor de la enzima que sintetiza 6xido nitrico), lipopolisacéarido

(LPS) 0 LPS MAAG, y se sacrificaron 6 h después. Los sitios de implantacion se fijaron y se

11
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tineron las secciones con hematoxilina-eosina. (a) Imagen con bajo aumento déiarcentrol,
donde se muestran grandes lagunas (lac) kndecidua mesometrial (m). (b) Vista a bajo
aumento de animales tratados con AG, con morfologia similar al control. (c, d) Detalle de
lagunas deciduales de los animales control y tratados &@® respectivamente. (e, g) El LPS
produce una gran fibrindlisis (fib) y la infiltracion de la decidua mesometrial. Los infiltrados
fueron identificados como granulocitos (gr) y macréfagos (mac). (f, h) El tratamiento con AG
inhibe la infiltracion y la fibrindlisis producida por LPS. am: decidua antimesometrial; rc (red
cells): globulos rojos. Las barras de escala representan (a, b) 200 um, (c, dxh0Qe, f) 160um

y (g, h) 80um (Ogando y col., 2003).

3.- Reabsorcion embrionaria.

3.1.- Modelos de reabsorcion embrionaria.

Clark y colaboradores propusieron por primera vez, en 1980, la cruza murina alogeneica CBA/J x
DBA/2 como modelo de aborto espontaneo. En ella, el desarrollo de un inapropiado perfil de
citoquinas en la interfase materno-fetal se correlaciona con un alto indice de reabsorcion
embrionaria. Ha sido muy utilizada para el estudio de los aspectos inmunoldgicos implicados en la
reproduccién, ya que representa un modelo de aborto por respuesta local inflamatoria exacerbada

(Clark y col., 1980).

La tasa de reabsorcidn espontanea en esta cruza es de un 20-40% y puede ser incrementada al 60
por la administracion intraperitoneal de acido policitidilico (Poli I:C, por su nombre en inglés
Polyinosinic:polycytidylic acid), una molécula sintética de ARN doble cadena capazivhr a
macrofagos y células natural killer (De Fougerolles y Baines, 1987; Cavanaugh y col., 1996;
Shimada y col., 2003). El incremento en la tasa de reabsorcion por Poli I:C parece imitar, ¥n curso

citopatologia, a lo que se observa cuando simplemente se cruzan hembras CBA/J con machos
12
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DBA/2 (Duclos y col., 1994 y 1995).

Algunos estudios han demostrado que el aborto por desbalance inmunolégico es dependiente de
factores ambientales, como los lipopolisacéaridos (LPS) bacterianos (Clark y col., 2002 y 2004).
Este componente de la pared de las bacterias gram-negativas es causante de muerte fetal y aborto €
animales (Zahl y Bjerknes, 1943) y esta implicado en el mecanismo de parto pre-término en
humanos (Romero y col., 1988; Cox y col., 1988). Desde hace algunos afios es comun su uso en
modelos animales de parto pre-término, administrado ya sea por via intraperitoneal o directamente
mediante incision en el cuerno uterino (Elovitz y col., 2004; Xu y col., 2007; Wang y Hirsch, 2003;

Hirsch y Muhle., 2002Cella y col., 201}

Esta extensamente descripto que el LPS induce una marcada respuesta inflamatoria mediada
primariamente por la activacion de macrofagos, la transcripcion de citoquinas inflamatorias como el
TNF-a y la liberacién de prostanoides (Shachelford, 1995; Michalek y col., 1980; Michie y col.,

1988; Spinas vy col., 1991).

Como ya se menciond, de las ventajas de usar un modelo experimental en raton podemos enumeral
su corta prefiez (19 a 22 dias), su genoma, que esta ampliamente estudadsjstema

inmunoldgico que no solo estd bien estudiado, sino que ademas es similar al encontrado en
humanos. Ademas, los ratones son faciles de manipular y existen diversas y sencillas vias de

administracion de drogas y de agentes pro-inflamatorios e infecciosos (Elovitz y col., 2006)

4.- El lipopolisacarido.

Las bacterias gram-negativas poseen una membrana externa ademas de la pared formada po
peptidoglicanos. Esta membrana estd compuesta principalmente por lipopolisacaridos (LPS), los
cuales constituyen un importante factor de virulencia (Narita, 2011). Por esto es qua su sol

13
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presencia justifica que se denomine a la membrana externa, generalmente, capa de lipopolisacaridos

o simplemente LPS.

Cuando las bacterias gram-negativas se multiplican o mueren, los lipopolisacaridwesran

unidos a otras proteinas bacterianas o de forma libre. Una vez en el torrente sanguineo, se disponer
en agregados debido a su naturaleza anfipatica (Maeshima y col, 2013) y sdélo se presenta como
monomero gracias a la accién de la proteina plasmatica LBP o “LPS Binding Protein”. EI LBP

transfiere lipidos y cataliza el pasaje del LPS desde los agregados al receptor CD14, si@uble o
membrana. También transfiere la endotoxina a fosfolipidos, especialanigpaeroteinas de alta
densidad (HDL, del inglés High Density Lipoprotein) (Vreugdenhil y col., 2003rfel y col.,

1994).

El complejo LPS/LBP se une al receptor CD14 en la membrana de células monociticéxld al C
soluble presente en sangre y fluidos. Las células que no poseen el receptor CD14 son blanco del
complejo CD14 soluble/LPS. Este mecanismo permite que células, como las endoteliales o

epiteliales, que no expresan CD14 puedan responder a la endotoxina (Henneke y Golenbock, 2002).

4.1.- Receptores.

Multiples evidencias sugieren la participacion del CD14 en fases tempranas del mecanismo de
accion del LPS pero no en la cascada de sefializacién celular, ya que su domirfasfglichH-

inositol, que lo ancla a la membrana, impide la traduccion de sefiales.

En este sentido, han sido identificadas una serie de proteinas transmembraneigragsre la
familia de los TLR (receptores tipo Toll, las siglas por su denominacion en ifigitdsLike-
Receptors”) como posibles transmisoras de la sefial del LPS, en particular el TLR4 (Anderson,
2000; Beutler, 2000). Su nombre tiene origen en la similitud que presentan a nivel génico con los
genes Toll identificados dbrosophila melanogasteEvidencias tales como que los ratokesck-

outde TLR4 no responden al LPS (Takeuchi y col., 1999) o la observaciéon de que la cepa C3H/HeJ,
14
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LPS-resistente, tiene una mutacion puntual en elTdgeh (Poltorak y col., 1999), lo involucran

directamente con esta via.

La sefial emitida por el TLR4 provoca el reclutamiento secuencial de MyD88 (Factor 88 de
diferenciacion mieloidelas siglas por su denominacion en inglés: myeloid differentiation factor
88), una molécula adaptadora, y de IRAK (Quinasa asociada al receptor de interleuquina-1, las
siglas por su denominacién en inglés: interleukin-1 receptor-associated kinase) (Figura 4). Esta
ultima finalmente interacciona con TRAF6 (Factor 6 asociado al receptor de TNF, las siglas por su
denominacion en inglés: TNF receptor-associated factor 6) promoviendo la activacion celular via el
factor nucleanB (NF-kB) o c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase (JNK/SAP),

ambos involucrados en la activacion de numerosos genes pro-inflamatorios (Muzio y col., 1998).

4.2 .- Nuestro modelo de RE.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo murino de reabsorcion embrionaria inducida
por LPS (Ogando y col., 2003). El modelo consiste en la administracion de una Unica dosis de LPS
por via intraperitoneal, de 1 pg/g de peso, a hembras BALB/c en el dia siete de gestdoigueDa

la implantacion en el raton es un evento que se produce durante el quinto dia de gestacion, este e
un modelo de RE post-implantatorio. Sin embargo, puede ser considerado un modelo de RE
temprana, ya que la administracion de la endotoxina ocurre s6lo unas horas después de iniciado el

proceso de gastrulacién del embrién.

La administracion de la toxina produce 100% de reabsorcién embrionaria a las 24 h. La reabsorcion
como tal es un proceso que involucra tanto la destruccién, como la asimilacion parcial del tejido. En
nuestro modelo observamos que el tratamiento con LPS produce la necrosis total del embrién y de
la mayor parte de la decidua. Los restos son expulsados 24 h después, es decir a las 48 h de habers
administrado el LPS. Sin embargo se observa una zona de la decidua que no ha sidoetotalment

necrosada y permanece pegada al utero (Ogando y col., 2003).
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Figura 4. Transduccién de sefiales de la via LPS-TLR4.

El LPS también produce efectos sistémicos en las hembras tratadas. Por ejemplo a las 2 h del
tratamiento se observa disminucion de la ingesta de alimento, inactividad, postura agachada, pilo-
ereccion y diarrea. Todos sintomas tipicos, que se desarrollan seguidamente a la infeccion
bacteriana o viral aguda y que forman parte del mantenimiento de la homeostasis inflamatoria.
Luego de transcurridas las 48 h, el proceso de RE finaliza y la hembra recuperacgladapa
gestacional. La RE producida por infeccion o aborto séptico es un mecanismo de defelasa para

madre, de esta forma se interrumpe la prefiez y se la preserva para futuras gestaciones.

Ademas, al igual de lo que ocurre en nuestro modelo de RE, el aborto espontaneo en la mujer no

esta asociado a mortalidad materna.

El hecho de que el LPS produzca reabsorcion embrionaria a dosis que no son letales demuestra la
elevada sensibilidad de los tejidos reproductivos a este tipo de moléculas pro-inflamatorias. Nuestro

modelo muestra que la unidad feto-placentaria murina es extremadamente sensible al LPS durante
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la prefiez temprana. El tratamiento con la endotoxina en estadios mas avanzados de la gestacion
provoca retardo del crecimiento embrionario y parto prematuro. Dosis veinte veces mayores son

necesarias para producir shock séptico en roedores (Karima y col, 1999).

5 .- El 6xido nitrico.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa, inestable, producida por diversos tipos celulares
como musculo liso, células mesangiales, neuronas, plaquetas, macréfagos, fibroblastos y células
epiteliales, entre otras (Zhai y col., 2013; Timothy, 1995; Cooke y col., 2013; Sugiyaoia y

2013). Posee multiples funciones, participando en diferentes procesos fisiologicos como por

ejemplo la apoptosis, la citotoxicidad, la vasodilatacion, la antiagregacién plaquetaria y la

neurotransmision (Burke y col., 2013; Pacher y col., 2007; Cooke y col., 2013).

El NO tiene un efecto dual, actuando tanto en situaciones fisiolégicas como patoldgicas. Por
ejemplo, puede actuar como secuestrador de radicales libres e inactivar al radical superoxido,
previniendo la citotoxicidad celular (Cooke y Tsao, 1993). En otras circunstancias, el NO puede
reaccionar con el aniéon superéxido y generar peroxinitrito (ONOO-), compuesto que tiene un alto
poder oxidante (Beckman y Crow, 1993). Debido a que existen mecanismos fisiolégicos que
disminuyen la concentracién del anion superoxido y del NO, éstos no se consideran particularmente
toxicos (Beckman, 1996a y 1996b). El radical superéxido es rapidamente neutralizado por las altas
concentraciones de la enzima superdxido dismutasa (SOD), mientras que el NO difunde
rapidamente a través de las membranas celulares, ingresando en los globulos rojos (Butler y col.,
1998) donde es convertido en nitratos por la accion de la oxihemoglobina (Figura 5). Por esto la

vida media del NO es menor de 30 segundos.
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Musculo liso

Figura 5. Difusion celular del NO (Pacher y col., 2007).

5.1.- Vias de sintesis.

Esta molécula es sintetizada por una familia de enzimas llamadas éxido nitrico sintasas (NOS, por
sus nombre en inglés: Nitric Oxide Synthases), de las cuales se conocen tres isoformas ampliamente
estudiadas, y se las denomind segun el orden en que fueron descubiertas o el tejido en el que fueror

detectadas.

Los sustratos de estas enzimas son el aminoacido L-arginina, el oxigeno molecular y la
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) y actdan convirtiendo la L-arginina en L-

citrulina y NO en cantidades equimolares (Figura 6).
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L-Arginina + NADPH + O2—{ NOS - L-Citrulina + NADP

NOSe NOSnh ?{}w#

dependiente independiente
de Ca? de Ca™*

Figura 6. Biosintesis del NO e isoformas de la NOS.

5.1.1.- Clasificacion y caracteristicas de las isoformas de la NOS.

Las isoformas de la NOS son codificadas por genes distintos y, en un comienzo, fueron divididas en
constitutivas (NOS endontelial o NOSe y NOS neuronal o NOSn) e inducible (NOSi) (Figura 6).
Sin embargo, actualmente se sabe que la expresion de la NOSe y la NOSn también puede ser
inducida y que en algunos tejidos la NOSi parece expresarse constitutivamente (Baylis y ¢ol., 1999

Alderton y col., 2001).

Una nueva clasificacion de las isoenzimas de la NOS se basa en su dependencia al calcio. Tanto la
NOSe como la NOSn son reguladas por calcio y calmodulina, mientras que la NOSi se une
fuertemente a calmodulina y, por lo tanto, es relativamente independiente de calcio (Alderton y col.,

2001).

o NOSnh (también NOS ).

Fue la primer isoforma descripta, originalmente en cerebro, de alli la nomenclatura “n” (neuronal) o
“b” (del inglés “brain”). Al momento, esta isoforma fue encontrada en diferentes tejidos incluyendo
los reproductivos femeninos (Ali y col., 1997). Es un homodimero y cada subunidad tiene una masa

molecular de aproximadamente 150-160 kDa.
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e NOSi (también NOS II).

Se la descubrié en macrofagos y posee un peso molecular de aproximadamente 125-13@&kDa. Se
nombré como la isoforma inducible debido a que es activada por productos bacterianos como el
LPS y el &cido lipoteico, citoquinas (TNE-ANF-y, IL-1a, IL-1B, IL-6 elL-2) y otros mediadores
inflamatorios (Lowestein y col., 1993). Su expresion estad altamente asociada a una respuesta
inflamatoria (Stefano y Kream, 2011). A diferencia de la NOSnh, esta isoforma es calcio-
independiente y, una vez activada, genera NO en grandes cantidades y por largos periodgs (Pacher

col., 2007).
o NOSe (también NOS III).

Fue la tercera en ser descripta, y se identificd originalmente en el endotebovdeos sanguineos
(Pollock y col., 1991), y luego en el pulmén y en el higado (Springall y col., 1992). Es una proteina
asociada generalmente a la membrana de células endoteliales y su masa molecular es de
aproximadamente 135-140 kDa. Como ya se ha mencionado, su actividad catalitica depende de

calcio/calmodulina (Férstermann y col., 1991).

Las enzimas calcio dependientes son sensibles a los quelante$” deaClas inhibidores de la
calmodulina. EI NO generado por estas isoformas es responsable de una variedad de acciones
biolégicas como la relajaciéon del endotelio, inhibicion y agregacion plaquetaria y comunicacion
célula-célula en el sistema nervioso central. La reduccion de la sintesis de NO podria ser
responsable de hipertension y desérdenes vasculares (Rees y col., 1989; Panza y col., 1990),

estenosis pilorica y funcion neuronal defectiva (Huang y col., 1993).
o NOSmt (NOS mitocondrial).

Por otro lado, se ha postulado la existencia de una cuarta isoforma, llamada NOS mitocondrial

(Brookes, 2004). Esta enzima, asociada a la membrana interna de la mitocondria, es activa
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constitutivamente, dependiente de calcio y ejerce un control importante sobre la respiracion

mitocondrial y el metabolismo celular del oxigeno (Boveris y col., 1999).
5.2.- Mecanismo de accion del NO.

El NO, a través de la activacion de una guanilato ciclasa soluble (GCs), produce la formacion de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc), un segundo mensajero. Si bien las guanilato ciclasas (GC)
pertenecen a una familia, solo las isoformas solubles que contienen un grupo hemo son blanco de la
activacion por NO. El NO tiene una alta afinidad de union y reactividad por el complejorde hier
reducido (F&” que conforma al hemo. La unién del NO a este grupo modifica su conformacion,
alterando la actividad de la enzima (Ignarro, 1991). De esta manera, la enzima GCs es activada por
el NO, produciendo GMPc a partir de guanosina trifosfato (GTP). La actividad del segundo
mensajero GMPc finaliza por la rapida conversion a GMP y esta reaccion es catalizada por varias

fosfodiesterasas (Figura.7

v
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@anales i(')nic09 @osfodiesteras@
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Figura 7. Mecanismo de accion del NO.

Este segundo mensajero, GMPc, participa de la activacion de proteinas quinasas dependientes de

GMPc, fosforilasas de diferentes proteinas de membrana del reticulo sarcoplasmico, entre las que se
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encuentran canales de potasio, un sistema proteico llamado IP3-IRAG y un polipéptido llamado
fosfolambam. La activacion de estas tres vias lleva a una disminucién de la concentracion

intracelular de C& que resulta en una inhibicién de la vasoconstriccién (Gewaltig y Kojda, 2002).

Entre otras actividades mediadas por el GMPc encontramos la relajacion muscular, la inhibicion del
crecimiento de células del musculo liso, la prevencion de la agregacion plaquetaria y la adhesion de

los neutréfilos a las células endoteliales (Murad, 1994; Gewaltig y Kojda, 2002).

Distintos estudios sugieren que el NO también puede producir efectos biolégicos activando vias que

no dependen de GC (Vila-Petroff y col., 1999; Russwurm y col., 2013).

Los multiples efectos del NO pueden ser producidos en forma directa o por la combinacién con el
O, y el anion superdxido (¢O) para formar especies reactivas de gran poder oxidativo (Fiura 8
(Grisham y col., 1999). El «O, es considerado como un efectivo agente secuestrador de Oxido
nitrico, perdiéndose la actividad bioldgica del NO, y generahdadical peroxinitrito (*OONO)

como consecuencia de la interaccion. El «OONO es una molécula con una potente actividad
citotoxica y pro-inflamatoria (Virag y col., 2002; Beckman y col., 1990; Salvemini y col., 1998;

Misko y col., 1998).

El *OONO reacciona con los residuos de las proteinas produciendo la nitracion de las mismas

(Figura 8). La nitracion es una modificacion covalente que resulta de la adicién de un grupo nitro
NO,) a uno de los dos orto-carbonos equivalentes del anillo aromético del aminoacido tirosina
(Eiserich y col., 1998). Esta modificacion post-traduccional puede alterar el funcionamiento de las
enzimas. Por este motivo esta asociada con numerosas situaciones fisiopatoldgicas como:
infecciones pulmonares, inflamacion ocular y del sistema nervioso, shock séptico, cancer, rechazo
en trasplantes y diferentes desordenes neuroldgicos (Szabd y col., 2007; Pacher y col., 2007; Seija 'y
col., 2012). Aunque normalmente las proteinas estan compuestas por un 4% de residuos tirosina,

solo algunos de estos residuos de algunas proteinas especificas son capaces de ser nitrados (Rac
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2004).

Daiio al ADN

Nitracion de Proteinas
Peroxidacion de Lipidos

N 4

Figura 8. Formacion del radical peroxinitrito.

La nitraciébn de una enzima puede causar tanto una ganancia como una pérdida en su actividad
(Cassina y col., 2000; Vadseth y col., 2004; Balafanova y col., 2002). Existen varios ejemplos de
pérdida de actividad por nitracion, uno de ellos es la manganeso superdxido dismutasa (MnSOD)
mitocondrial, la enzima que normalmente mantiene controlados los niveles de superoxido. Como
consecuencia de este fendmeno, se produce una acumulacion de peroxinitrito (Radi y col., 2002)
gue podria nitrar y alterar otras proteinas y receptores, perpetuando y/o amplificando el dafio inicial,
que finalizaria con la interrupcion del metabolismo mitocondrial. Otro ejemplo, a nivel
cardiovascular, es la nitracion de la prostaciclina sintasa. Una disminucion en su actividad genera
una pérdida de la proteccion contra la trombogénesis, la hipertension y la aterogénesis,

favoreciendo la acumulacién de tromboxano A2, un potente pro-trombético y vasoconstrictor
23



Introduccién

(Davidge, 2001; Dogne y col., 2005; Grosser y col., 2006). En pacientes con sepsis se ha observado
gue la NOSi se encuentra nitrada (Lanone y col., 2002), induciendo un cambio conformacional que

impacta a nivel de la dimerizacion y produce disminucion de su actividad catalitica.

Por el contrario, Beharka y col. (2002) y Aisemberg y col. (2007) proponen que la cicloxigenasa 2
(COX-2), la isoforma inducible de la enzima que sintetiza prostaglandinas, al nitrarse aumenta su
actividad. Otros, postulan que el peroxinitrito inhibe la enzima a través de la nitracion de sus

tirosinas (Boulos y col., 2000; Deeb y col., 2002; Upmacis y col., 1999; Trostchansky y col., 2007).

5.3.- El 6xido nitrico en nuestro modelo de RE.

El NO cumple importantes funciones durante la prefiez y participa en procesos fisiolégicos como la
implantacion, decidualizacién, vasodilatacion y relajacion miometrial (Franchi y col., 1994;
Yallampalli y col.,, 1993; Ali y col., 1997; Sladek y Roberts, 1996). Sin embargo, en altas
concentraciones, como las producidas durante la sepsis, el NO es toxico dado que genera radicales

libres (Grisham y col., 1999).

El LPS produce un aumento en la sintesis de 6xido nitrico e infiltracion leucocitaria en diversos
tejidos (Salter y col., 1991). La mayor parte de ese NO liberado proviene de la actividad de la NOSiI
y, a diferencia de lo que ocurre con las otras dos isoformas conocidas, la NOSe y la NOSn, la
liberacion de NO por la NOSi es de mayor magnitud y mas prolongada en el tiempo (Alderton y

col., 2001).

Se ha informado que la expresion basal de la NOSi en el Gtero y la produccion de NO se asocia con
el mantenimiento de la quiescencia del 6rgano, necesaria para que la gestacion llegue a término

(Dong y col., 1996b; Farina y col., 2001; Izumi y col., 1995; Buhimischi y col., 1996).

En nuestro modelo de RE inducida por LPS se observa un incremento en la produccién decidual y

uterina de NO, el cual alcanza su maximo nivel a las 6 h post-inyeccion. Este incremento es
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acompafnado por un aumento en la expresion proteica de la NOSi en ambos tejidos (Ogando y col.,
2003). Por la técnica de inmunohistoquimica se observan infiltrados deciduales de macréfagos y

granulocitos, NOSi y CD14 positivos, que son parte del exudado.

Por otro lado, la administracion de aminoguanidina (AG), un inhibidor selectivo de la actividad de
la NOSiI, revierte completamente la RE inducida por LPS. La inhibicion de la sintesis de NO reduce
significativamente la fibrindlisis e infiltracion del tejido, visualizandose una matriz extracelular

mucho menos dafada.

En conjunto, estos datos sugieren que el NO participa en el proceso de reabsorcion embrionaria

inducido por el LPS.

6.- El sistema endocannabinoide.

En el afio 1964 se aislo el A9-tetrahidrocannabinol (THC), principal compuesto psicoactivo de la
plantaCannabis sativgMechoulan y col., 1964). Esta molécula es un cannabinoide que ejerce sus

efectos via receptores especificos.

Los endocannabinoides (EC) son mediadores lipidicos que incluyen amidas, ésteres y éteres de
acidos grasos de cadena larga poli-insaturada que participan de diferentes procesos biolégicos

actuando como agonistas enddgenos de estos receptores (Battista y col. 2012).

El sistema endocannabinoide (SEC) es considerado un nuevo sistema de sefializacién que participa
en una gran variedad de eventos fisioldgicos. Sus principales componentes son los EC, las enzimas

de sintesis y degradacién de los mismos, y los receptores especificos (Pagotto y col. 2006).

6.1.- Los endocannabinoides.

Varios EC han sido descriptos hasta el momento, entre los mas estudiados se encuentran la N-
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araquidoniletanolamina (anandamida; AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG). La familia de EC
incluye otras moléculas lipidicas derivadas de acidos grasos poli-insaturados tales como la O-
araquidonilamina (virodamina), la noladin éter y la N-araquidonildopamina (NADA), ademas de N-
acil-etanolaminas relacionadas, tales como la palmitoiletanolamina (PEA) y la oleoiletanolamina

(OEA) (Battista y col., 2012) (Figura 9).
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— i H — = OH
N-Arachidonoylethanolamine 2-Arachidonoylglycerol
(Anandamide, AEA) (2-AG)
o}
erﬁ cxx:< oS A
N-Arachidonoyldopamine 2-Arachidonoylglycerylether O-Arachidonoylethanolamine
(NADA) (Noladin ether) (Virodhamine)
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N/\/OH N/\/OH
H / H
N-Palmitoylethanolamine N-Oleoylethanolamine
(PEA) (OEA)

Figura 9. Estructuras moleculares de los diferentes endocannabinoides.

La AEA fue aislada por primera vez en el afio 1992, a partir de un extracto lipidico obtenido de
cerebro de cerdo (Devane y col. 1992). Luego fue demostrado que esta molécula es un potente
agonista de los receptores de cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2), con un efedticespec
diferencia de otras amidas y ésteres derivados del acido araquiddnico (Childers y col., 1994; Pinto y

col., 1994).

Entre los efectos fisiolégicos conocidos de la AEA se encuentran la hipotermia, la anti-nocicepcion,
la vasodilatacion y la anti-inflamacion a nivel de sistema nervioso central (Zygmunt y col., 1999).

Ademas, esta molécula ha sido implicada en otros procesos fisiolégicos como la analgesia, la

26



Introduccién

reproduccion, la regulacion del tono vascular y procesos patologicos como la obesidad, el cancer, la

esquizofrenia y la esclerosis multiple (Pacher y col., 2006).

6.2.- Mecanismo de accioén de los EC.

En un comienzo, se mantenia la hipotesis que los cannabinoides ejercian sus efectos mediante
interacciones inespecificas con lipidos de la membrana plasmatica (Roth and Williams 1979). Sin
embargo, a principios de los afios *90, fueron identificados y clonados receptores que son blancos
farmacologicos del THC y otros cannabinoides (Matsuda y col., 1990; Gerard y col., 1991; Munro y

col., 1993). Estos receptores fueron denominados receptores de cannabinoides (CBs).

Los EC, en particular la AEA, son agonistas de los receptores CBs, de los receptores ganilloide
tipo 1 (TRPV1) y de los receptores nucled?®ARy (por su denominacion en inglés: peroxisome

proliferator-activated receptor gamma) (Battista y col. 2012).

6.2.1.- Receptores de cannabinoides (CBSs).

Hasta el momento, se han descripto y clonado dos subtipos de receptores CBs: CB1 y CB2 (Figura
10). Ambos pertenecen a la superfamilia de receptores de membrana acoplados a proteina G
(GPCR). Como otros GPCRs, los CBs contienen un dominio extracelular glicosilado, siete
dominios a-hélice transmembrana y un dominio carboxi-terminal intracelular. Sus respuestas
funcionales son mediadas por proteinas que unen GTP y que son sensibles a la toxina pertussis

(Gilo) (Matsuda y col., 1990; Devane y col., 1992; Munro y col., 1993).

Los receptores CB1 fueron caracterizados por primera vez en cerebro de rata ({Dmlah888).

En un primer momento se creia que estos eran expresados Unicamente en el sistema nervioso centre
y periférico (Matsuda y col., 1990), sin embargo también se demostré que estan presentes en otros
tejidos. En particular, con respecto al sistema reproductor, estos receptores fueron descriptos en

diversos tipos celulares y tejidos, entre ellos testiculo de vertebrados (Cobellis y col., 2006),
27
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espermatozoides bovinos (Gervasi y col.,, 2009), oocitos (Peralta y col.,, 2011), embriones
preimplantatorios (Schuel, 2006), tejido muscular del oviducto murino (Wang y col. 2004), placenta

humana (Aban y col., 2013), membranas fetales y miometrio (Taylor y col. 2007).

Espacio extracelular
Membrana celular

Espacio intracelular

CB1

Figura 10. Receptores de CBs: CB1 y CB2.

Los receptores CB2 fueron caracterizados por primera vez en macrofagos de la porel der
bazo y se encuentran principalmente en células del sistema inmune (Munro y col. 1993). Sin
embargo, se ha encontrado el transcripto de dicho receptor en placenta y célulaghiesttvadn
ratas (Buckley y col., 1998), en espermatozoides (Gervasi y col. 2009) y en ovario (El-Talatini y

col., 2009).

Recientemente ha sido descripto un nuevo receptor de cannabinoides denominado GPR55, que
podria ser el receptor CB3, aunque aun no ha sido denominado asi. Este es, hasta el momento, ur
receptor huérfano que no estaria acoplado a proteina Gi o Gs (Moriconi y col., 2010; Baker y col.,

2006; Sawzdargo y col., 1999).

Los receptores de vanilloides (TRPV1) son canales de cationes no selectivos que pertenecen a
superfamilia de canales ionicos receptores de potencial transitorio (TRP, por su denominacién en
inglés: transient receptor potential) (Caterina y col., 1997). Los receptores TRPV1, como otros
miembros de la familia TRP, se caracterizan por poseer seis dominios de paso transmembrana con

los dominios amino-terminal y carboxi-terminal largos e intracelulares (Gunthorpe y col. 2002).

Los receptores TRPV1 se encuentran altamente expresados en neuronas sensoriales, con un:
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moderada expresion en otros tejidos y 6rganos tales como pancreas, cerebro, higado, vejiga, riion,
intestino, células endoteliales y linfocitos, entre otros (O'Neil and Brown 2003). Ademas, la
expresion de TRPV1 ha sido informada en placenta de roedores (Cella y col. 2008) y en

espermatozoides de porcinos y bovinos (Maccarrone y col. 2005, Gervasi y col. 2011).
6.3.- Metabolismo de AEA.

La actividad bioldgica de la AEA depende de su control metabdlico, llevado a cabo tanto por las
vias biosintéticas como por las catabdlicas y oxidativas. Ademas, la captacion celular de AEA y el

trafico intracelular de la misma son pasos criticos en este proceso (Maccarrone y col. 2010).

Los EC son moléculas que se producen principalmente “a demanda” a partir de precursores que
forman parte de los fosfolipidos de la membrana plasmética (Muccioli y col., 2010; Maccarrone y

col., 2010).
6.3.1.- Sintesis de AEA.

Se han descripto diferentes rutas metabodlicas para la sintesis de AEA (Figura 11) (Maccarrone y
col., 2010). La enzima N-Acil-transferasa (NAT) cataliza la transferencia de araquidonata de
fosfatidilcolina al grupo amino de una fosfatidiletanolamina de fosfolipidos de membrana por un
mecanismo dependiente de’Cdormando el precursor de membrana N-Acil-fosfatidil-etanolamida
(NAPE) (Di Marzo y col., 1994; Cadas y col., 1997). La principal via de sintesis de AEA es a partir
de este precursor y es catalizada por la enzima N-Acil-fosfatidil-etanolamida fasdp@&APE-

PLD). En el afio 1994, el grupo de Di Marzo describié que la formacién y liberacion de AEA ocurre
mediante el clivaje de NAPE, por una fosfodiesterasa con propiedades similares a la de la
fosfolipasa D (PLD) (Di Marzo y col., 1994). Esta enzima fue identificada y descripta como una
nueva PLD con actividad especifica para producir N-Acil-etanolamidas (Petersen and Hansen,
1999). Aflos mas tarde, el grupo de Okamoto denomindé a esta enzima como NAPE-PLD ya que

confirmd que la misma es la principal responsable de la formacién de AEA y de otras N-Acil-
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etanolaminas endogenas como OEA y PEA (Okamoto y col., 2004). En los ultimos afios han sido
propuestas vias de sintesis alternativas de AEA a partir del precursor de membrana NAPE. La
enzima fosfolipasa C (PLC) puede clivar NAPE y producir fosfo-AEA (p-AEA) que l@sgo
desfosforilada por una fosfatasa (Liu y col., 2006). También la fosfolipasa A2 secretora (SPLA2)
puede hidrolizar NAPE a N-Araquidonil-liso-fosfatidiletanolamina (liso-NAPE) que luego es
hidrolizada a AEA por la enzima liso-fosfolipasa D (Liso-PLD) (Sun y col., 2004). Finalmente, la
molécula precursora NAPE puede ser desacilada por el complejo enzimatico o/B-hidrolasa 4

(ABH4), generando glicero-fosfo-AEA (gli-p-AEA) que luego es clivada a AEA por una

fosfodiesterasa (Simon and Cravatt, 2006).
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Figura 11. Metabolismo de AEA. Figura modificada de Maccarrone y col. (2010).
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Luego de sintetizada, la AEA es liberada al espacio extracelular, por un mecanismo que aun no ha
sido dilucidado totalmente, en donde puede actuar en forma autocrina o paracrina (Piomelli y col.,

2000).

6.3.2.- Transporte de AEA.

Dado que la AEA puede activar diferentes vias de sefalizacion a través de receptores y que los
sitios activos de estos receptores pueden ser tanto extracelulares como intracelulares (Maccarrone y
col., 2010), es importante tener en cuenta el transporte y la captacién de la AEA cuando se quieren

analizar las diferentes vias de sefalizacion de esta molécula.

Existen diversas hipotesis que explican el transporte de la AEA a través de la membrana plasmatica,
entre ellas: 1) por difusién pasiva a través de la membrana, la cual puede ser asistida por la
formacion de complejos AEA-colesterol (Di Pascuale y col., 2009); 2) por transporte facilitado por
un posible transportador que aun no ha sido clonado EMT (Hillard y jarrahian, 2003) y 3) por

endocitosis mediada por caveolina (Yates y Barker, 2009).

Por otro lado, recientemente se ha descripto que la AEA puede ser almacenada intracelularmente e
adiposomas, y que los mismos podrian encontrarse asociados a las enzimas que catabolizan AEA
(Maccarrone y col., 2010). Este podria ser un paso de regulacién metabdlica de esta molécula que

controle y mantenga un “tono” de AEA adecuado en la célula (Maccarrone y col. 2010).

6.3.3.- Degradacion de AEA.

Existen varias vias de degradacion de AEA (Figura 11), la principal se caracteriza por la hidrolisis
de la misma a acido araquidoénico y etanolamina, catalizada por la enzima de membrana conocida
como hidrolasa de amidas de &cidos grasos (FAAH, por su denominacion en inglés: fatty acid amide
hydrolase) (Cravatt y col., 1996). La FAAH se encuentra an@dds membranas intracelulares

(Maccarrone y col., 2010) y tiene un peso molecular de 63kDa. Fueron descriptas dos sstéorma
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esta enzima: FAAH-1 y FAAH-2, sin embargo esta ultima fue hallada en humanos, elefantes y

conejos, pero no en roedores (Wei y col., 2006).

Esta enzima cumple un papel fundamental en mantener el tono fisiolégico de AEA. Se ha
informado que ratones deiientes (KO) para el gen de la NAPE-PLD tienen niveles normales de
AEA (Liu y col., 2008). Sin embargo, taném ratones KO para el gen de FAAH como en ratones
salvajes tratados con inhibidores de esta enzima, se observa un aumento de los niveles endogeno:
de AEA en el sistema nervioso central (Cravatt y col., 2001; Kathuria y col., 2003; Lichtman y col.,

2004), y en tejidos periféricos (Cravatt y col., 2004).

Asimismo, otra via de metabolizacion de la AEA es la oxidacion (Figura 11). La AEA puede se
oxidada a 15-hidroxi-AEA (15-HAEA) tanto por el complejo citocromo P450, como por la enzima
15-lipo-oxigenasa (15:0X) (Bornheim y col., 1995; Ueda y col., 1995). Ademas, la AEA puede
ser oxidada por la enzima ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) a prostaglandina E2-etanolamida (PGE2-EA),

perteneciente a los compuestos conocidos como prostamidas (Yu y col. 1997).

6.4.- Endocannabinoides y reproduccion.

Dado que la marihuana es la droga recreativa mas utilizada y que entre el 10 y el 28% de
mujeres embarazadas la consumen (Park y col., 2004), se han realizado varios estudios para conoce
los efectos del cannabis durante la prefiez. En humanos, el consumo de cannabis durante el
embarazo ha sido asociado con bajo peso al nacer (Sherwood y col., 1999; Zuckerman 1989), parto
prematuro (Fried y col., 1984), restriccion del crecimiento intrauterino, presencia de anormalidades
congénitas y muerte perinatal entre otras patologias (Fergusson y col., 2002). Ademas, estudios
realizados en animales demostraron que el THC causa abortos en Rimsas(Asch y col.,

1986), y produce aumento de muerte intrauterina y pérdida de peserfataiones (Abel y

Dintcheff, 1986).

El SEC se encuentra presente en gran parte de los tejidos reproductivos, y participa tanto en
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procesos fisiologicos como patologicos durante la prefiez (Sun y Dey, 2012). Dentro de los procesos
fisiologicos podemos enumerar la fecundacion, el desarrollo embrionario preimplantatorio, el
transporte oviductal, la implantacion, la decidualizacion, la placentacion y la regulacion del parto.
Por ejemplo, en roedores es necesaria una regulacion fina de los niveles uterinos de EC para una
correcta implantacion, ya que se requieren bajos niveles de EC en los sitios de implantacion y altos
niveles en los intersitios (Wang y col., 2007). Ademas, se sabe que concentraciones altas de AEA
inhiben la formacién de la zona de anclaje del blastocisto, mientras que concentraciones bajas
producen diferenciacion y crecimiento del trofoblagtovitro (Schmid y col., 1997). Estos
antecedentes indican que tanto en el Gtero como en el blastocito es necesario un control de los

niveles de los EC para una correcta implantacion (Sun y Dey, 2012).

Por otro lado, se conoce que mujeres con abortos espontaneos presentan menores niveles de
proteina y mensajero de FAAH en linfocitos de sangre periférica asi como también menor actividad
de esta enzima respecto a mujeres con embarazos exitosos (Maccarrone y col., 2000).
Coincidentemente, el grupo de Habayeb (2008) encontr6 que mujeres con abortos recurrentes
presentan niveles plasmaticos de AEA mayores que los de mujeres con embarazos qae llegan
término. En la misma linea se determind, en un grupo de mujeres que fueron sometidas a
tratamientos de fecundacidn vitro, que las pacientes con un embarazo a término presentaron
mayores niveles en la actividad de FAAH en linfocitos de sangre periférica y menaes
plasmaticos de AEA respecto a las pacientes cuyo embarazo no llegé a término (Magaastone

20023. Asimismo, los niveles de FAAH periféricos estan disminuidos en mujeres que presentan

embarazos ectopicos (Gebeh y col., 2013).

6.5.- Endocannabinoides y LPS.

Se ha observado que sangre completa de pacientes con sepsis posee menores niveles de ARI
mensajero de FAAH respecto a sangre completa de pacientes sanos (Tanaka et al. 2007). En

estudiosin vitro se ha descripto que el LPS disminuye tanto la actividad como la expresion
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(proteina y mensajero) de FAAH y aumenta los niveles de AEA en linfocitos humanos de sangre

periférica (Maccarrone y col., 2001).

Ademas, la incubacion con progesteranaitro, induce un aumento de los niveles de actividad de
FAAH en linfocitos humanos, y este efecto podria estar mediado por los receptores clasicos de esta

hormona (Maccarrone y col., 2001).

En nuestro laboratorio, hemos demostrado que los EC participan en los mecanismos
desencadenados por el LPS en la reabsorciéon embrionaria en ratén en el dia 7 de gestacion, comc
son el aumento del 6xido nitrico, las prostaglandinas y el dafio tisular, tanto en decidua como en

utero (Vercelli y col., 2009a y 2009b ).

6.6.- Los endocannabinoides y el 6xido nitrico.

Se ha informado que el tratamiento con AEA aumenta la sintesis de NO en células endoteliales
renales de rata (Deutsch y col., 1997) y en lineas celulares endoteliales humanas (Fimiani y col.,
1999). Carney y col. (2009) demostraron que agonistas de los receptores de cannabinoides inducen
la produccion de NO por accién de la NOSn en células de la linea celular N18TG2 (neuroblastoma

murino).

En nuestro laboratorio hemos observado que la anandamida modula la produccién de NO en
placenta de rata (Cella y col., 2008). Ademas, encontramos que el aumento de la produccién de NO

en utero y decidua inducido por LPS esta mediado por AEA (Vercelli y col, 2009a; 2009b).

Estos datos sugieren que la anandamida podria estar participando del efecto deletéreo del LPS sobre

el Utero, el tejido embrionario y la interfase materno-fetal.
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/.- La progesterona.

La progesterona (P) es una hormona esteroidea clave para el desarrollo y funcionamiento de los
tejidos reproductivos, asi como también participa en la excitabilidad neuronal del sistema nervioso
central de los mamiferos (Graham y Clarck, 1997; Burrows, 1951). Los progestdgenos junto con los

estrégenos, forman el binomio hormonal femenino por excelencia.

Esta hormona esteroidea es producida por las glandulas suprarrenales, el cuerpo liteo del ovario y
la placenta (Messinis, 2006; Hill y col., 2011). En algunas especies, incluyendo la humana, la

produccion de P es sostenida por la placenta durante la gestacién (Tan y col., 2012). A diferencia de
lo que ocurre en las mujeres, en los roedores -excepto en los cobayos- los ovarios son

indispensables para el mantenimiento de la gestacién, ya que son los principales productores de la
hormona progesterona durante toda la prefiez. La ovariectomia en cualquier etapa o la insuficiente
secrecion ovarica de progesterona, indefectiblemente interrumpen la prefiez ya que el aporte

placentario es limitado (Rubinstein y Forbes, 1963).

La P es sintetizada a partir de colesterol mediante una reaccidén enzimatica en dos pasos. Primero e
colesterol dentro de la mitocondria es convertido en el esteroide intermediario pregnenolona, en una

reaccion catalizada por la enzima citocromo P-450. Luego, a partir de pregnenolona por accién de

la 3B-hidroxiesteroide deshidrogen®/4 isomerasa es producida la P. El 30% de la P circulante

viaja unida a una proteina transportadora, la transcortina o CB6, una globulina de origen hepatico.

El mecanismo de accion de la P ha sido motivo de estudio desde hace varias décadas, siendo e
mecanismo clasiceu accion gendmica. Sin embargo, también ha sido descripto un mecanismo de

accion de la P a través de la activacion de receptores de membrana.

7.1.- Receptores de progesterona.

La accién gendémica de la P es llevada a cabo por los llamados receptores clasicosstieqrage
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(PR). Se conocen 3 isoformas de estos: PR-A, PR-B y PR-C, todos miembros de la superfamilia de

receptores nucleares que son factores de transcripcion.

Tanto en roedores como en humanos, los PR son producto del mismo gen, pero son el resultado de
la transcripcion bajo promotores alternativos (Kastner y col., 1990; Kraus y col., 1993) o de la

traduccion a partir de diferentes codones de iniciacion (Figura 12) (Conneely y col., 2000).

PR-B NH:—[ DBD LBD }COOH
“AF3 F AF2
N
PR-A NHz{ DBD LBD e COOH
J
T AF-2.
\
PR-C NH: LBD = COOH
1 }
“AF2

Figura 12. Receptores clasicos de progesterona.

Respecto a las isoformas, PR-B tiene un adicional de 165 aminoécidos en su N-terminal que
corresponde al dominio de transactivaciébn o activacion funcional AF3. Este dominio extra le
permite unirse a una serie de co-activadores que no son reclutados eficientemente por PR-A.
Existen evidencias de que cuando ambas isoformas coexisten, PR-A actlla como un potente represot
de PR-B (Tan y col., 2012). Por su parte, PR-C posee un dominio de uAlBN 4DBD) truncado

lo que lo hace inactivo. Se ha propuesto que PR-C constituye una isoforma inhibitoria que

participaria en el momento del parto (Wei y col., 1996; Condon y col., 2006).

En contraste a la accion genomica de la P, existen efectos que han sido catalogados pomo de ti

genomico, por su rapida accion (Losel y col., 2003). Por ejemplo, los canaléslddéakmembrana
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de linfocitos T son bloqueados por accién directa de la P, de forma rapida y reversible. Esto provoca
la inhibicién de vias que dependen de la concentracién dar®acelular, entre ellas la expresion

del gen de la IL-12. Esto indica que la progesterona podria estar actuando a través de un receptor de
membrana acoplado a proteina G, los cuales fueron clonados recientemente y se los ha denominadc

mPRa, B, vy 6 (Gellersen y col., 2009).
7.2.- Progesterona y prefiez.

La P, hormona esencial no solo para el establecimiento sino también para el mantenimiento de la

prefiez, es parte del cambio hormonal que caracteriza la prefiez.

Esta hormona induce tanto la proliferacion como la diferenciacion y decidualizacion de las células
del endometrio, favoreciendo el ambiente para la implantacion (Young, 2013). Ademas, contribuye
a la inhibicién de las contracciones uterinas, disminuye las conexiones gap, estimula la actividad de
la 6xido nitrico sintasa uterina y regula la secrecion de citoquinas (Ragusa y col., 2004; Astle y col.,

2003).

Por otro lado se han descripto efectos de la P sobre la ovulacion y el desarrollo de la glandula
mamaria. Sin embargo, los mecanismos por los cuales esta hormona ejerce estos efectos son

diversos y en algunos casos no han sido totalmente esclarecidos.

Las concentraciones séricas de P en la mujer se incrementan significativamente y de forma lineal
conforme avanzan las semanas de gestacion. Este aumento favorece la adaptacion del sistems
materno-fetal a cambios directos sobre los blancos especificos de la hormona o a su

biotransformacion a otros esteroides como andrégenos y estrogenos, producidos por la unidad

funcional feto-placentaria.

El estado de quiescencia del Utero durante la gestacion es asociado a los altos niveles de P

circulante. En la mayoria de los mamiferos, el cambio del estado de quiescencia uterino a un estado
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activado capaz de responder a los estimulos contractiles durante el trabajo de parto se encuentra
asociado a una disminucion brusca de los niveles de P circulante. En particular en ratones, se
observo que el inicio del parto esta asociado a un aumento del metabolismo de la progesterona en el
Utero y en el cérvix (Condon y col., 2004; Mahendroo y col., 1999) y un aumento en la expresiéon de
PRAY PR-C (Condon y col., 2006; Mesiano y col., 2002). En cambio, en humanos esto no sucede,
dado que los niveles de P se encuentran elevados incluso durante el parto, hasta la expulsion de le
placenta. Un posible mecanismo propuesto para la inhibicion de la accion de la P es un cambio en la
proporcion de las isoformas de PR, donde la isoforma predominante en mujeres que no han entrado
a trabajo de parto es la PR-B, mientras que en las parturientas la isoforma es PR-A (Oh y col.,

2005).

7.3.- La progesterona y el sistema inmune.

El embarazo es una condicion Unica que garantiza el desarrollo de un organismo independiente con
diferente perfil antigénico al de la madre. La regulacidon del aspecto inmunoldgico materno esta en
constante estudio, sin embargo es evidente que las moléculas producidas por las células deciduales

y del trofoblasto tienen una importante participacion en esta aceptacion.

En particular, la progesterona contribuye de forma preponderante e integral en funciones de
tolerancia inmunoldgica que permiten la supervivencia del feto. Los tipos celulares que median la
implantacion, son susceptibles a los efectos de la P debido a la creciente produccion de la hormona
y sus receptores durante el embarazo. El efecto de la P sobre estas células promueve la tolerancia
regulando el reconocimiento de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad paternos, la
polaridad de las células T efectoras, la sensibilidad de las células presentadoras de antigeno y
suprimiendo la actividad de los macrofagos (Szekeres-Bartho y col., 2005; King y col., 1998;

Thellin y col., 2000).

Es importante mencionar, que diferentes estudios han concluido que la IL-12,vel INANF-a
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promueven la diferenciacion de las células T virgenes hacia el fenotipo Th1l, siendo dafiinas para el
embarazo. Por otro lado, la IL-4 determina la polarizacion de las células hacia el perfil Th2 evitando
el rechazo. Sin embargo, el mecanismo regulatorio de la secrecion de estas interleuquinas en la

interfase materno-fetal aun esta en estudio.

Los trabajos del laboratorio hungaro dirigido por Szekeres-Bartho (Mico y col., 2011) sefialan que
los efectos inmunomoduladores de la P son mediados por una proteina llamada factor bloqueante
inducido por progesterona o PIBF. Este factor es sintetizado por accion de la P en linfocitos de
mujeres gestantes sanas. El aumento de PIBF, bloquea la accion de BoRlé\cual no se libera

AA y no hay sintesis de prostaglandinas ni leucotrienos, hecho que conduce también a la
disminucién de la produccién de IL-12 dependiente de esta via. En paralelo se inhibe la actividad de

las células NK o natural killer, que son activadas por IL-12.

La sintesis de PIBF se ve favorecida por la sobreexpresion de los receptores defdeits li
activados de la decidua y el trofoblasto. Trabajos en ratones y mujeres utilizando RU-486, un
reconocido antiprogestageno, corroboran la importancia de la P sobre la produccion de PIBF
(Kalinka y Szekeres-Bartho, 2005; Joachim y col.,, 2003; Salomén y col., 2005). Diversos
experimentosn vivo e in vitro muestran que los linfocitos activados y tratados con PIBF producen
citoquinas tipo Th2: IL-3, 4 y 10, capaces de suprimir la diferenciacion a Thl. EI mecanismo
propuesto involucra la interaccion del PIBF con las proteinas transductoras de sefiales y activadoras
de la transcripcion (STATS), que juegan un rol clave en la via de sintesis y sefializacién de las

citoquinas en general (Szekeres-Bartho y Polgar, 2010).

Por otra parte, el proceso de polarizacién celular es un evento regulado por la activacion y/o
inhibicién del factor nuclear NkB, uno de los principales inductores de genes inflamatorios. Este
factor activado, transloca al nacleo e induce la expresién de varias citoquinas como IL-1, 2, 6, 8 y
TNF-0, entre otras. Hay trabajos que muestran la capacidad de la P para inducir la produccion de

Ix-B, el inhibidor endogeno de NEB (Wissink y col., 1998). También se propone una competencia
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del complejo hormongeceptor y el NF¢B por un sitio de unién al ADN o por la union a cofactores

(McKay y col., 1999).
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Hipotesis y Objetivos

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo murino de reabsorcion embrionaria (RE)
inducida por una unica dosis de LPS a hembras BALB/c en el dia 7 de gestacion (Ogaindo y ¢
2003). En este modelo se produce un 100% de RE a las 24h de haber administrado el LPS. A las
48h los restos son expulsados y la madre recupera su capacidad gestacional. Observamos tambiél
un aumento en la produccion de oxido nitrico (NO) y de prostaglandinas (PGs) (Ogando y col.,
2003; Aisemberg y col., 2007), y una gran infiltracion leucocitaria (Ogando y col., 2003). Ademas,

la administracion de la endotoxina provoca una disminucion significativa de los niveles séricos de

progesterona (P) y la suplementacion con esta hormona previene la RE (Aisemberg y col., 2013).

Numerosos estudios muestran que los endocannabinoides, especialmente la anandamida (AEA), sor
necesarios en los procesos de implantacion y desarrollo embrionario, pero altos niveles en el Utero

son perjudicisdspara ambos procesos (Paria y col., 1996; Schmid y col., 1997).

Las mujeres con abortos recurrentes tienen menores niveles de actividad de la enzima hidrolasa de
amidas de &cidos grasos (FAAH), que degrada la anandamida, en linfocitos de sargieaperif
(Maccarrone y col., 2010) y elevados niveles de anandamida (AEA) en plasma (Taylor y col.,
2011). Se ha informado ademas que niveles bajos de FAAH y altos de AEA estan asociados a fallas
en el embarazo en un grupo de mujeres que fueron sometidas a fertilizacién in vitro (FIV)
(Maccarrone y col., 2002). Asimismo en mujeres que presentan embarazos ectopicos se observan

altos niveles plasmaticos de varios endocannabinoides (Gebeh y col., 2013).

En linfocitos humanos tratadas-vitro con LPS se observd una disminucién en la actividad de
FAAH y en consecuencia un aumento en los niveles de AEA (Maccarrone y col., 2001). La P,

hormona esencial para el establecimiento y mantenimiento de la prefiez, es capaz de modular
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positivamente la actividad de FAAH en cultivos de linfocitos humanos.

En nuestro laboratorio hemos demostradevitro que la AEA participa de varios de los
mecanismos inducidos por LPS, como el aumento de la sintesis de NO y de las PGs tanto en Utero
como en la decidua (Vercelli y col., 2009a y 2009b). Asimismo, la incubacion con LPS del tejido
uterino y decidual del dia 7 de gestacion produce un alto grado de desorganizacion tisular que es
revertida mediante la co-incubacién con un antagonista del receptor CB1 (Vercelli y col., 2009a y

2009D).

Hipotesis:

“El sistema endocannabinoide de las células inmunes infiltrantes asi como del sitio de
implantacion participan en los mecanismos involucrados en el desencadenamiento de la
reabsorcion embrionaria inducida por LPS, cumpliendo la progesterona un papel protector en estos

procesos.”

Objetivo general:

Estudiar la participacion del sistema endocannabinoide tanto del sitio de implantacién como de las
células inmunes infiltrantes en la reabsorcion embrioiadizcida por LPS y su posible regulacion

por progesterona.
Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos particulares:
Objetivos particulares:

e Evaluar la participacion del sistema endocannabinoide en la reabsorcion embrionaria inducida

por LPS.
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e Estudiar el sistema endocannabinoide de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC
por su sigla en ingléperipheral blood mononuclear cglmurinas y su posible modulacién por

LPS. Determinar el papel de la progesterona sobre los efectos de la endotoxina en estas células.

e Analizar si el LPS modula al sistema nitrérgico de las PBMC, y el posible efecto protector de la

progesterona ante la endotoxina.

e Estudiar el efecto local de las células inmunes infiltrantes sobre el sistema endocannabinoide de

la decidua en la reabsorcion embrionaria inducida por LPS.
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Materiales y métodos:

1.- Drogas y reactivos.

El lipopolisacarido (LPS) deEscherichia coli 055:B5, los anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa de rabano picante (HRP), la nitrato reductasa y lactato
deshidrogenasa, el Hoescht 33342, el NADPH, la Naftil-etiiendiamina (NEDA), el
HISTOPAQUE-1083 y el Rojo Ponceau S fueron obtenidoSigma Chemical Co (St.
Louis, USA).

Las membranas de nitrocelulosa (Trans-Blot, 0,45um) fueron adquaridbsratorios Bio-

Rad (CA, EE.UU.).

El antagonista de los receptores de progesterona (PR) RU-486, mifepristone, fue provisto
por BIOMOL (Enzo Life Sciences, Miami, FL, USA)y el Lonaprizan (ZK230211) fue
gentilmente donado por la empreBayer-Schering (Germany).La dexametasona fue
provista por Laboratorios Sidus (Buenos Aires, Argentina).

El Pan T Cell Isolation Kit Il mouse fue adquirido Bhitenyi Biotec GmbH (Bergisch
Gladbach, Alemania).

El material radioactivo utilizado fue obtenido®erkin Elmer:
«[5,6,8,9,11,12,14,15-*H]-anandamida (172,4 Ci/mmol, 100 pCi/ml)

« [1,2,6,73H]-progesterona (115Ci/mmol, 1 mCi/ml)

Los reactivos para western blot (WB) fueron suministradoSigmna y Bio-Rad

Los insumos para cultivo: DMEM sin rojo fenol y el mix de antibidtico + antimicotico
(Penicilina G 20 U/ml, Estreptomicina 20gml, Amphotericina B 50 ng/ml) fueron
suministrados poGIBCO (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). El suero fetal bovino fue

provisto por Internegocios (Internegocios SA, Mercedes, Bs.As., Argentina)
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Las placas de silica gel 60 de aluminio con zona concentradora para cromatografia en placa
delgada (TLC) se obtuvieron éferck (Darmstadt, Alemania)

Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.

1.1.- Anticuerpos primarios utilizados.
El anticuerpo anti-PR hPRa7 fue suministradoTgeermo Scientific (Kalamazoo, USA
El anticuerpo anti-PR C-19 fue adquiridoSinta Cruz (California, USA).
Los anticuerpos anti-NAPE-PLD (ab77474) y anti-CB1 fueron suministrado\ba@m
Inc. (Cambridge, MA, USA).
El anti-CB2 en Biomo(Enzo Life Sciences, Miami, FL, USA)
El anticuerpo anti-FAAH fue gentilmente donado por el laboratorio del Dr. Benjamin
Cravatt.
El anticuerpo anti-NOSi fue provisto pBD BiosciencegFranklin Lakes, NJ, USA).
El anticuerpo anti-nitrotirosina fue adquirido Miilipore (Billerica, USA).
El anticuerpo anti-actina fue suministrado Sama Chemical Co (St Louis, MI, USA).
Los anticuerpos utilizados para citometria de flujo:

- el CD3 y los controles de isotipo fueron obtenido8BnBiosciencegFranklin Lakes,
NJ, USA).

- el F4/80, el Ly66 ¢l CD49b (DX5) fueron adquiridos eBiosciencgSan Diego, USA).

2.- Soluciones y medios.
e Liquido de centelleo para muestras acuosas.
Optiphase HiSafe 3 de PerkinElmer.
e Buffer fosfato (PBS)
NaCl 136,9 mM + KCI 2,68 mM + KHPO, 1,47 mM + NaHPOy+7H20 8 mM.

e PBS-T
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PBS + Tween 20 (0,1%)
e Buffer de inhibidores para muestras de Western Blot.
PBS + EDTA 1 mM + aprotinina 2 pg/ml + leupeptina 20 uM + DTT 5 mM + STY 2 mM +
acido caproico 1 mM + benzamidina 2 mM.
e  Buffer muestra de WB.
Azul de bromofenol 0,3% (p/v) + Buffer Tris 0,5 M (pH=6,8) + SDS 1% (p/\)-+
mercaptoetanol 5% (v/v) + glicerol 10% (v/v).
e Buffer RIPA.
Tris-HCI 50 mM (pH=7,4) + Triton X-100 1% + NaCl 150mM + EDTA 1mM
Deoxicolato de sodio 0,25% (v/v).
e Buffer de corrida de WB.
Tris base 123,8 mM (pH=8,3) + glicina 0,96 M + SDS 17,3 mM.
e Buffer de transferencia de WB.
Tris 25 mM (pH=8,1-8,4) + glicina 192 mM + metanol 20% (v/v).
e Rojo Ponceau S.
Rojo Ponceau S (acido 3-hidroxif2-sulfo-4{4-sulfofenilazo) fenilazo]-2,7-
naftalenodisulfonico) 0,5% (p/v) + acido acético 1% (v/v)
o Buffer lisis para extraccion de ADN:
Tris-HCI 100mM (pH=8,0) + EDTA 5mMpH=8,0) + SDS 0,2% + NaCl 200mM
e Medio de cultivo completo:
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y con 1% de antibiotico/antimicético
e Buffer A (inmunoprecipitacion)
10 ml buffer Trizma (7,35 g Trizma base para 100 ml, pH=7.4); 7,5 ml NaCl 1M; 5 ml
detergente (0,29 g Trizma base, 10 ml de Igepal, 5 mg de Nadeoxycholate, para 100 ml); 50
Ml NaVO4 1 M. Llevar con HO, a un volumen final 50 ml.

e Buffer B (inmunoprecipitacion)
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10 ml buffer Trizma (7,35 g Trizma base para 100ml, pH=7.4); 25 ml de NaCl 1M; 0,5 ml
de detergente; 25 ul RO, 1 M. Llevar con HO, a un volumen final 50 ml.

e Buffer C (inmunoprecipitacion)
10 ml buffer Trizma (7,35 g Trizma base para 100ml, pH=7.4); 0,25 ml de detergente. 25 pl

NagVVO,4 1 M. Llevar con HO, a un volumen final 50 ml.

3.- Animales.

Los ratones utilizados fueron hembras de las cepas:

-BALB/c virgenes de entre 8 y 12 semanas de edad (25-30 gr de peso).

-CD1 silvestres (wt) y deficientes para el gen CB1 (ko) de entre 8 y 12 semanas de edad
(28-32gr de peso).

Algunas de estas hembras fueron utilizadas virgenes y el resto de estas hembras se aparearon
con machos adultos fértiles de la misma cepa. La copula en ratones se comprueba por la
presencia de tapdén vaginal detectado en la mafiana del dia siguiente, el cual en nuestro
modelo fue considerado como dia 0 de prefiez.

Bajo nuestras condiciones de cuidado en el 50% de los casos es criterio de prediccion de
prefiez y la gestacion tiene una duracion de 19-20 dias. Los animales se mantuvieron bajo un
régimen de 12 h luz/12 h oscuridad, temperatura constante (23-25°C), alimentoag-agua

libitum.

3.1.- Tratamientos de los animales.

CD1:

Andlisis de la tasa de RE:

Animales prefiados en dia 7 de gestacion fueron inyectados con distintas dosis de LPS (0,5 y
1 pg/g de peso) y fueron sacrificados 48 h después (Figura 13 A).

Ewlucion de la prefiez de los ratones ko-CB1.:
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Animales prefiados en dia 7 de gestacion fueron inyectados con LPS 0,5 pg/g de peso y se
los mantuvo hasta el final de la gestacion.

Para cada animal: i) gegistro el dia del partg ii) se realizé el seguimiento del peso
promedio de las crias de la camada hasta los 2 meses de edad (FRjura 13

Niveles séricos de P:

Animales prefiados en dia 7 de gestacion fueron inyectados con LPS 0,5 ug/g de peso y
fueron sangrados 12 h después del LPS para aislar el suero (Figira 13

Al
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Figura 13. Tratamientos ratones CD1. A.- Andlisis de la tasa de RE. B.- Evolucion de la

prefiez de los ratones ko-CB1. C.- Niveles séricos de P.

BALB/c:
Andlisis de la tasa de RE inducida porARA:
Animales prefiados fueron inyectados con dos o tres dosis de ndAEAg/g de peso y

fueron sacrificados 48 h después (Figura 14).
48



Materiales y métodos

Dia 6 de Gestacion / / Dia 7 de Gestacién / / Dia 8 de Gestacion // Dia 9 de Gestacion

0h // 24h // a8 // 2h

// // /1
m-AEA m-AEA
vehiculo vehiculo

m-AEA
vehiculo

Sacrificio

Figura 14. Tratamientos ratones BALB/c para el analisis de la tasa de RE inducida por
m-AEA

Ratones no prefiados:

(i) control: las hembras recibieron una inyeccion intra-peritoneal (i.p.) de vehiculo y 14 h
después una nueva inyeccion i.p. de vehiculdR@}86 / Lonaprisan / Progesterondas
hembras recibieron una inyeccion i.p. de RU486 o Lonaprizan (LONA) o progesterona (P,
sub-cutanea [s.c.]) y luego de 14 h se les administré una nueva dodi®Siilas hembras
recibieron una inyeccion i.p. de vehicyld4 h después se les administro i.p. una inyeccion

de LPS; (iv)LPS + P. hembras recibieron una inyeccion s.c. de P y luego de 14 h se les
administré una inyeccién de LPS y una segunda dosis de BP®/» P + RU486hembras
recibieron una inyeccion s.c. de P y una inyeccion i.p. de RU486, luego de 14 h se les
administré6 LPS y una segunda dosis de P y RU486;L@8 + P + LONA: hembras
recibieron una inyeccion s.c. de P y una inyeccion i.p. de LONA, luego de 14 h se les
administré una inyeccion de LPS y una segunda dosis de P y de LONA. Los animales fueron
sacrificados 6 h después de la administracion de LPS (Figukg {&i) Dexa las hembras
recibieron una inyeccién i.p. de dexametasona (Dexa) y 14 h después una inyeccion i.p. de
vehiculo; (viii) LPS + Dexa las hembras recibieron una inyeccion i.p. de dexametasona
(Dexa) y 14 h después una inyeccién i.p. de LPS. Los animales fueron sacrificados 6 h

después de la administracion de LPS. (FigurB)15
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Figura 15. Tratamientos ratones BALB/c no prefiados. A.- Esquema de dosis P y

antagonistas de P. B.- Esquema de dosis Dexa.

Ratones prefiados en dia 7 de gestacion:

(i) control: las hembras recibieron una inyeccion intra-peritoneal (i.p.) de vehiculo y 2 h
después una nueva inyeccion i.p. de vehiculoLRi%: hembras recibieron una inyeccion

i.p. de vehiculo y 2 h después se les administr6 una inyeccion i.p. de LPRUABG
hembras recibieron una inyeccién i.p. de RU486 y 2 h después una inyeccion i.p. de
vehiculo; (iv)LPS + RU486 hembras recibieron una inyeccion i.p. de RU486 y 2 h después
se les administré una inyeccion i.p. de LPS.Rvinembras recibieron una inyeccion s.c. de

P y 2 h después una inyeccion i.p. de vehiculo; (AP + P. hembras recibieron una
inyeccion s.c. de P y 2 h después se les administré una inyeccion i.p. de LPS. Los animales
fueron sacrificados 6 {Figura 16 A) o 12 h (Figura 16 C) después de la administracion de
LPS.

(vii) AG: hembras recibieron una inyeccion i.p. de aminoguanidina (AG), 24 h después una

segunda dosis de AG y 3 h luego una tercer dosis; A@i} LPS hembras recibieron una
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inyeccion i.p. de AG, 24 h después una segunda dosis de AG y 3 h luego junto con la tercer
dosis de AG una inyeccion i.p. de LPS. Los animales fueron sacrificados 6 h después de la
administracion de LP@-igura 16B).
Nota: La administracion de RU486 produce RE y expulsién de los fetos en los animales
prefiados a las 12 h de la administracion. Por esto, hemos modificado el esquema de dosis
reduciendo el tiempo de 14 h a 2 h antes de la administracion del LPS.
Dosis:
- LPS: 1 nug/g de peso o 0,5u0/g de pego, en solucion fisiolégica (SF)
- Progesterona:

Ratones no prefiados: 4 ug/g de peso (s.c., en aceite de maiz).

Ratones prefiados: 2 mg/animal (s.c., en aceite de maiz).
- RU-486 (mifepristone): 10 pug/g de peso (i.p., en 1:2 EtOH:SF)
- Lonaprizan (ZK230211, LONA): 1,2 ug/g de peso (i.p., en 1.2 EtOH:SF)
- Dexametasona (Dexa): 1,5 pg/g de peso (i.p., en SF)

- Aminoguanidina (AG): 6 mg/animal (i.p., en SF)
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Figura 16. Tratamientos ratones BALB/c prefiados. A.- Esquema de dosis P y antagonista
de P, sacrificio 6 h después de la dosis de LPS. B.- Esquema de dosis inhibidor de NOSi
(AG), sacrificio 6 h después de la dosis de LPS. C.- Esquema de dosis P, sacrificio 12 h

después de la dosis de LPS.

Los procedimientos experimentales fueron realizados siguiendo la guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio (NIH). Las extracciones de sangre fueron realizadas bajo
anestesia (C9, y se realizaron todos los esfuerzos posibles para disminuir al minimo el

sufrimiento de los animales.

4.- Purificacion PBMC.
La purificacion de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se realizé a partir

de sangre periférica. La sangre se recolectd por sangrado retro-orbital para lo cual los
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animales fueron anestesiados en una atmosfera deeC@mediatamente después fueron
sacrificados por dislocacion cervical. Para el sangrado se utilizaron tubos con buffer citrato
de sodio 129mM pH=7,2 como anticoagulante.

La purificacion se realizd por medio de gradientes de HISTOPAQUE-1083, los cuales se
centrifugaron durante 30 minutos a 400 x g a temperatura ambiente. De la interface se
tomaron las PBMCs, las cuales fueron lavadas por medio de centrifugacion lertag(200

10 minutos) con PBS 1X para remover plaquetas y restos de HISTOPAQUE.

Dependiendo del ensayo fueron llevadas a cultivo o congeladas a -70°C para su posterior

utilizacion.

5.- Co-cultivos PBMC y deciduas.

Para estos experimentos se utilizaron animales prefiados de dia 7 de prefiez provenientes de
los diferentes tratamientos.

Luego de su purificaciéon, las PBMC fueron resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo
compléo, colocadas en placas de 6 pozos, y mantenidas en estufa gaseada (5% CO2) a 37°C
durante 2 h. Luego fueron descartados los monocitos que pudieron haberse pegado,
utilizdndose Unicamente las células en suspension.

Por otro lado, luego de sacrificar los animales, se extrajeron los cuernos uterinos, se
individualizaron los sitios de implantacién y se separdasrdeciduas (decidua mas tejido
embrionario) del Gtero. Las deciduas fueron colocadas en placas de 24 pozos y fueron
cubiertas con 400 pl de medio de cultivo completo. Luego en cada pozo se coloco un inserto
(se utilizaron insertos con un poro de 0,4 micrones) generando dos camaras. En la camara
inferior se encontraba la decidua y en la camara superior se colocaron®2&ki@s

PBMC en 200ul de medio de cultivo completo (Figura 17). Inmediatamente se colocaron en
estufa gaseada (5% GOa 37°C durante los tiempos de incubacion de cada caso en

particular. Los tejidos fueron recuperados y conservadf3°C hasta su utilizacion.
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Figura 17. Esquema del disefio experimental de los co-cultivos de decidua y PBMC.

6.- Citometria de flujo:

Luego de la purificacion, las PBMC fueron contadas. En cada tubo fueron colocadas
1.000.000 células, las cuales fueron centrifugadas ax2@0durante 10 minutos, se
descartaron los sobrenadantes y se resuspendieron las PBMC en PBS + 1% de BSA.
Nuevamente se centrifugaron a 20@ por 10 minuto% incubadas durante 30 minutos a

4°C en oscuridad con el anticuerpo de marcacién de superficie acoplado a un fluoréforo
(CD49Db [clon DX-5], CD3, F4/80 y sus correspondientes controles de isotipo, ver Jabla 1
en PBS + BSA 1%. Luego las células fueron lavadas por centrifugacionx (80aLo
minutos) con la solucion de PBS + 1% de BSA y fijadas con paraformaldehido (PFA) al 1%.
Se mantuvieron a 4°C y en oscuridad hasta el dia siguiente cuando se adquirieron los datos
en un citometro de flujo (FACSAria de la empresa BD Bioscience). Todos los resultados

fueron analizados con el programa Cyflogic version libre.
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Antigeno Fluoréforo Dilucion
CD3 PerCP-cy5.5 1:50
CD49b (clon DX5) APC 1:50
F4/80 FITC 1:50

Tabla 1. Concentracion y tipos de anticuerpos utilizados en las citometrias de flujo.

7.- Medicion de NQ'+ NO,". Reaccioén de Griess.

Una de las formas de estudiar la formacion del NO producido es a través de la medicion de
nitritos (NQy-) y nitratos (NQ-), dos productos primarios estables y no volatiles que genera

el metabolismo del NO. Una de las técnicas mas utilizadas para su deteccion es la reaccion
de Griess, un método colorimétrico que permite detectar nitritos en distintos tipos de fluidos
bioldgicos y experimentales como plasma, suero, orina y sobrenadantes de cultivo. Para esto
fueron cosechados los sobrenadantes de las PBMCs cultivadas en medio cultivo completo en
estufa gaseada (5% @@ 37°C durante 24 horas.

El ensayo requiere de 2 pasos enzimaticos: el primero con Nitrato Reductasa dependiente de
NADPH para reducir los nitratos y poder estimar la produccion total real. EI segundo con
Lactato Deshidrogenasa para oxidar el NADPH que inhibe la reaccién de Griess. Para el
ensayo, 100 pl de sobrenadante fueron incubados con 5 pul de NADPH 2 mM y 5 ul de
nitrato reductasa (de Aspergillus 10 Ul/m). Luego se agregaron 10 pl de &cido piravico 100
mM y 10 pl de lactato deshidrogenasa (1000 U/ml). Finalmente, se adicionaron 50 ul de
acido sulfanilico (10 mg/ml) y se revel6 agregando 50 ul de Naftil-etilendiamina (NEDA)
(Img/ml) por 5 min en oscuridad y agitacion constante. El producto coloreado fua leido

540 nm. La concentracion de h@ue deducida con una curva estandar de nitritos que se
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realizé en paralelo a las muestras. Los resultados fueron expresado como:,uMKRO
células (Grisham y col, 1996).

8.- Inmunofluorescencia.

Al finalizar la purificacion de las PBMCs, se resuspendieron en PBS + 10% BSA, se coloco
una gota de la solucién con las células en un porta-objeto cargado positivamente y se dejo
secar al aire. Luego se fijaron las PBMC con PFA 4% (en PBS) durante 15 minutos a
temperatura ambiente, y se hizo un lavado de 5 minutos con PBS. Las células s
permeabilizaron y bloquearon durante 20 minutos con PBS + 10% de suero normal de cabra
+ 0,3% de TRITON X-100. Luego se incubaron con el anticuerpo primario anti-PR (C-19)
1:50 en la solucion de permeabilizacion durante 60 minutos. Se lavaron 10 minutos con PBS
y luego se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado al fluoréforo Alexa-
555 (1:200 en la solucion de permeabilizacién) durante 30 minutos. Se lavaron 5 minutos
con la solucién de permeabilizacion y 5 minutos con PBS + 5% suero normal de cabra. Se
incubd con un anticuerpo anti-CD3 acoplado a FITC 1:50 durante 60 minutos. Se lavo con
PBS 10 minutos y se incubd con Hoechst 1 ug/ml durante 10 minutos. Se lavaron 2 veces
con PBS 10 minutos y se mont6 con PBS: Glicerol (1:9).

En la marcacion intracelular los controles negativos se realizaron colocando el secundario
acoplado al fluoréforo, sin haber colocado previamente el anticuerpo primario. En la
marcacion de antigenos de superficie, al ser directa, para los controles negativos se utiliz6 el
control de isotipo del anticuerpo (misma IgG del anticuerpo en cuestion acoplada al mismo
fluoréforo).

Los preparados se observaron en un microscopio de fluorescencia y las fotografias fueron

sacadas con camara digital acoplada al mismo (Nikon, Japdn).
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9.- Purificacion de Linfocitos T.

Para el enriquecimiento en Linfocitos T por seleccion negativa de las PBMC se utilizé el kit
comercial de purificacién para linfocitos T (Pan T cell isolation) y se utilizd el protocolo
recomendado por el fabricante.

Una vez obtenidas las PBMCs, por medio del gradiente de HISTOPAQUE-1083, fueron
colocadas 1,5xf0células por tubo y centrifugadas a 390y durante 10 minutos, el
sobrenadante fue descartado. El pellet de las células fue resuspendido en 40ul de PBS +
0,5% de BSA + 2 mM EDTA (buffer), y fueron agregados 10 pl de la mezcla de gniicue
acoplados a biotina y se incubaron las células durante 10 minutos a 4°C.

La mezcla de anticuerpos conieanticuerpos anti-CD11b, CD11c, CD19, CD45R (B220),
CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC class Il y Ter-119, los cuales son afines a células no T,
tales como linfocitos B, NKs, dendriticas, macrofagos, granulocitos, células endoteliales y
eritrocitos.

Al término de la incubacién con la mezcla de anticuerpos acoplados a biotina se agregaron
30 pl de buffer y 20 ul de un anticuerpo anti-biotina acoplado a esferas magnéticas durante
15 minutos a 4°C. Luego fueron lavados por centrifugacion con 1 ml de buffer»xadg300
durante 10 min, se descarto el sobrenadante y se resuspendieron en 500 ul de buffer.

El dltimo paso, fue pasar las células por una columna, la cual previamente se acoplé a un
sistema magnético y se humedecidé con el buffer. Se colectaron las células que no fueron
marcadas, que representa la fracciébn enriquecida en linfocitos T.

Para obtener la eficiencia del procedimiento, una porcion de las células colectadas fue
utilizada para hacer una citometria de flujo con un anticuerpo anti-CD3, marcador de
linfocitos T. El resto de las células fueron centrifugadas y resuspendidas en trizol, para luego

extraer el ARNmensajero.
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10.- Genotipificacion de ratones.

Segmentos de 5-6mm de colas de ratones de 21 dias de edad de la cepy €bfuaiton
utilizados como material para obtener el ADN gendmico para la genotipificacion. Los
segmentos de las colas fueron digeridos con la enzima proteinasa K y el buffer de lisis para
extraccion de ADN durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego fueron
centrifugados los tubos a 14.000 rpm durante 10 minutos, los sobrenadantes fueron
traspasados a un nuevo tubo donde se les agreg6 400 ul de isopropanol y se invirtieron para
que precipite el ADN. El ADN fue traspasado a un nuevo tubo, fue dejado secar al aire
durante 5 minutos y luego fue resuspendido con buffer TE durante 8 horas a 37°C. A partir
de este ADN fueron realizadas las PCRs para las secuencias del gen CB1 y/e elecase
neomisina (Neo-casete) (Tabla 2). Este ultimo es la secuencia por la cual se reemplazo el

gen en cuestion (CB1) en los animales ko.

Gen Sentido Secuencia

Neo-casete Sentido GATGCTCTTCGTCCAGATCATCC

Anti-sentido GCAGGATCTCCTGTCATCTCACC

CB1 Sentido GAGGTGCCAGGAGGGAACC

Anti-sentido CATCATCACAGATTTCTATGTAC

Tabla 2. Secuencia de los sebadores utilizados para la genotipificacion.

Las PCRs dieron dos productos el correspondiente al gen CB1 de 366 pb y el
correspondiente al Neo-casete de 200 pb.

Para estas PCRs se ultiliz6 el siguiente programa:

94°C 2 min (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos de 94°C 30 seg, 56°C 1 min, 72°C 20 seg y

por ultimo 72°C 7 min (extension final).
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Al finalizar la PCR se realizo un gel de agarosa al 2% y se observé la presencia de bandas

correspondientes a los fragmentos esperados.

11.- Western Blot.

Procesamiento de las muestras.

Las PBMCs y las deciduas fueron sonicadas por 30 seg en buffer de inhibidores para
muestras de WB. Los sobrenadantes se guardaron a -70°C previa determinacion de los

niveles proteicos de cada muestra por el método de Bradford (1976).

Separacion electroforética de las proteinas.

La separacion se realizé en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) segun la técnica descripta
por Laemmli (1970), las proteinas extraidas fueron desnaturalizadas a 100°C durante 5 min,
luego colocadas para su separacion electroforética en buffer muestra y sembradas en geles
cuyo porcentaje de poliacrilamida dependié del peso molecular de la proteina a detectar
(NOSi: 7.5 %; PR, FAAH, NAPE-PLD, CB1 y CB2: 10 %; NT: gradiente 5 a 15%). La
electroforesis se llevo a cabo en buffer de corrida a corriente constante (15mA por gel) y a

temperatura ambiente (TA) durante 90 min aproximadamente.

Electrotransferencia de las proteinas.

Finalizada la corrida las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa de
0,45 pm, utilizando el sistema de transferencia hiumedo Mini-Protean Ill de Bio-Rad a
voltaje constante y a 4°C durante 18 h (30 V) o0 90 min (100 V).

A fin de determinar la correcta transferencia de la transferencia las membranas fueron
tefiidas con el colorante reversible Rojo Ponceau S. Luego las membranas fueron lavadas
repetidamente con agua corriente y solucion de lavado (PBS-T), y se incubaron en solucion

de bloqueo (PBS con 5% de leche descremada) durante 1 h a temperatura ambiente.
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Deteccion inmunoldgica.
Posteriormente las membranas se lavaron para ser incubadas con los respectivos anticuerpos

primarios (Tabla 3) durante 18 h a 4°C.

Proteina Dilucion del anticuerpo Tipo de anticuerpo
FAAH 1:400 Policlonal
CB1 1:300 Policlonal
CB2 1:200 Policlonal
NAPE-PLD 1:400 Policlonal
NOSI 1:200 Policlonal
PR (hPRa7) 1:100 Monoclonal
NT 1:400 Policlonal
Actina 1:4000 Policlonal
2rioAnti-conejo acoplado a HRP 1:5000 Policlonal
2rioAnti-raton acoplado a HRP  1:4000 Policlonal

Tabla 3. Anticuerpoy diluciones utilizados.

Luego de la incubacién, las membranas se lavaron tres veces por 10 minutos en PBS-T y
posteriormente se incubaron por 15 minutos con anticuerpo anti-actina y se volvieron a
lavar. Luego las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente
(Tabla 3) diluido en PBS durante 1 h a temperatura ambiente.

El revelado fue realizado por quimioluminiscencia, para lo cual las membranas fueron

incubadas con la solucion de revelado para ECL durante 1 min y posteriormente fuero
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visualizadas y fotografiadas en el analizador de imagenes ImageQuant (GE Hehitacare

Sciences).

Identificacion de las bandas proteicas.

Las bandas proteicas y sus correspondientes pesos moleculares fueron identificadas
mediante la utilizacion de un marcador de peso molecular. El peso molecular de la banda fue
verificado por su valor de relacidon de frentes (Rf: distancia recorrida en mm por la proteina a
determinar/distancia recorrida en mm por la proteina patrén) aplicando una regresion
logaritmica.

La intensidad de las bandas se cuantificé utilizando el programa Image J (libre acceso, NIH).
Las bandas correspondientes a cada proteina se normalizaron contra la banda
correspondiente a la actina. Los resultados se expresaron como la densidad Optica de la

proteina analizada relativa a la de la actina.

12.- Inmunoprecipitacion de FAAH.

Para determinar el grado de nitracion de la FAAH, se decidi6 realizar una
inmunoprecipitacion de la misma y luego realizar un western blot con el anticuerpo anti-NT
y anti-FAAH.

Para la inmunoprecipitacion se utilizaron deciduas provenientes de los co-cultivos con las
PBMC. Las mismas fueron homogenizadas por sonicacion en buffer de homogeneizacion,
200 pg de proteinas fueron resuspendidas en 100 pl de buffer de homogenizacion y fueron
afadidos 5 pl de anti-FAAH. Fueron incubados durante 3-4 h a 4 °C en agitacion. Luego
fueron anadidos 30 pul de proteina G-sephaydseron incubados durante toda la noche en
agitacion a 4°C.

Los complejos fueron lavados segun los siguientes pasos

a) Se centrifugaron ®in a 13.000 rpm y se descartaron los sobrenadantes.
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b) Se agreg6 al pellet 1 ml de buffer A y se mantuvieron en agitaciiimz294 °C.

c) Se centrifugaron Min a 13.000 rpm. Se descartaron los sobrenadantes y se agrego al
pellet 1 ml de buffer A, se mantuvieron en agitacion otros 20 min.

d) Se repiti6 el procedimiento con el buffer B y luego con el buffer C.

e) Se centrifugaron 1 min a 13.000 rpm y se descartaron los sobrenadantes.

f) Se resuspendieron los pellets en buffer muestra para electroforesis 6X, se hirvieron las
muestras por 5 min y luego se mantuvieron en hielo.

Se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm por 3 min y los sobrenadantes fueron guardados
a-70°C hasta su utilizacion.

g) Se sembraron 15-30 ul de muestra por calle en geles de poliacrilamida de 10%.

13.- Determinacién de la actividad de la hidrolasa de amidas de acidos grasos (FAAH).

La actividad de la FAAH fue determinada segun la técnica descripta por Paria y col. (1996)
con modificaciones menores.

Brevemente, las PBMCs y las deciduas fueron sonicadas durante 30 segundos en buffer Tris-
HCI 20 mM (pH=7,6) conteniendo EDTA 1 mM y se determindé la concentracion de
proteinas por el método de Bradford (1976).

Paa las proteinas de las PBMC, @@ por tubo fueron incubadas durante 30 min, mientras

que para las proteinas de las deciduas 100 pg por tubo fueron incubadas durante 15 minutos
en ambos casos en un bafio termoestatizado a 37°C. La proteinas se incubaron en 200 pl de
buffer Tris/HCI 50 mM (pH=8,5) que conteni*H]-anandamida 100 pM y 20 nmoles de
anandamida fria. La reaccibn se detuvo mediante la adicion de una mezcla
cloroformo:metanol (1:1 v/v). Se centrifugd durante 5 min a 7.000 x g y se transfirio la fase
organica a un nuevo tubo. Sobre la fase acuosa se realizaron dos extracciones de
componentes organicos adicionando cloroformo puro y centrifugando 5 min a 7.000 x g. Las

fases organicas de cada muestra se recolectaron en un mismo tubo y se dejo evaporar el
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solvente. Una vez secas, las muestras se resuspendieron en cloroformo: metanol (1:1 v/iv) y
se sembraron en placas de cromatografia de capa delgada (TLC) Silica Gel 60 de aluminio
con zona concentradora (Merk KgaA. Darmstadt, Germany). Luego los tubos se lavaron y
sembraron dos veces mas con cloroformo puro. Las placas se corrieron en la fase organica
de un sistema de solventes compuesto por acetato de etilo:hexano:acido acético:agua
destilada (100:50:20:100 v/v). Los lipidos fueron visualizados por tincion con godo
identificados por la migracidbn conjunta con estandares de AA y AEA. Las calles
correspondientes a cada muestra, conteniendo los lipidos separados cromatograficamente,
fueron cortadas en secciones dependiendo de la localizacion de los lipidos de interés y
fueron colocadas en viales con liquido de centelleo. La cuantificacion se llevé acabo en un
contador de centelleo liquido. La actividad del pico radioactivo correspondiente al AA fue
contada y expresada como un porcentaje de la radioactividad total de cada calle. La

actividad enzimatica se expresé como nmol AA/h/mg de proteina.

14.- Radioinmunoensayo (RIA) para cuantificar la concentracion de progesterona.

Las muestras de suero se obtuvieron a partir de sangre perif@risangre se recolectd por
sangrado retro-orbital para lo cual los animales fueron anestesiados en una atmdsfera de
CO,, e inmediatamente después fueron sacrificados por dislocacion cervical. La sangre fue
incubada durante 15-30 min a temperatura ambiente hasta que se formé el coagulo. Luego
las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 3000 rpm y se separé el suero en nuevo
tubo.

Las muestras de suero se llevaron a 50 ul con PBS. Después se extrajeron con ciclohexano
(dos extracciones con 300 ul cada una). En cada extraccion se separ0 la fase organica y s
evaporo con calor. Finalmente se resuspendieron los esteroides qanPB®. El RIA se

realizo segun el protocolo descripto por Martinez Calejman y col. (2010). Brevemente, se

agregaron a las muestras 100de la progesterona marcada con tritio (aproximadamente
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25.000 dpm/100 pl) y 100 ul de la dilucion apropiada del anticuerpo anti progesterona. Se
incubaron a 4°C durante toda la noche. Siempre en frio, se agregaron 200 pl de
carbon/dextrano y se centrifugaron a 3.200 rpm durante 15 minutos. Una alicuota del

sobrenadante fue contada en un contador de centelleo liquido.

15.- Medicion de endocannabinoides por cromatografia liquida de alta eficacia (HE)

acoplada a espectrometria de masa (ME).

La medicion de endocannabinoides por HPLC acoplado a espectrometria de masa fue
realizada en muestras de plasma de sangre periférica de ratones prefiados. La sangre se
recolectd por sangrado retro-orbital, para lo cual los animales fueron anestesiados en una
atmosfera de C§ e inmediatamente después fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Los tubos donde se recolectd la sangre fueron previamente tratados con 20 pl de EDTA
0,5M para evitar la coagulaciéon. Una vez recolectada la sangre fue centrifugada durante 10
min a 3.000 rpm y el plasma fue pasado a un nuevo tubo el cual fue mantenido a -70°C hasta
su utilizacion.

La cuantificacion se realizé a través de una colaboracion con el laboratorio de la Dra.
Heather B. Bradshaw en la Universidad de Indiana siguiéndose el siguiente protocolo.

Para el analisis de lipidos, se retiraron 0,6 ml de cada fraccidon y se les afadidrde

metanol de grado HPLC. Se afiadi6 a cada muestgrAEA (200 pmol) y se diluyé con

agua grado HPLC para hacer una solucién acuosa al 75%. Los lipidos fueron extraidos como
se ha descrito previamente por Bradshaw y col. (2006). Brevensenicondicionaron
columnas de extraccion en fase soélida 500 mg C8 Bond Elut (Varian) con 5 ml de metanol
grado HPLC, seguido de 3 ml de agua HPIBE. cargaron en columnas individuales las
soluciones acuosas conteniendo un 75% de las fraccioege fueron lavadas con 20 ml

de agua. Se realizaron cinco eluciones secuenciales (1.5 ml de cada uno de 30, 50, 85 y

100% de metanol) las cuales se recogieron para el analisis de espectrometria del masas. E
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analisis de la muestra de los lipidos se llevo a cabo de la siguiente manera: Una parte de cada
uno de los eluidos se cargo utilizando una SCL10Avp Shimadzu (Wilmington, DE, EE.UU.)

en un inyector automatico de fase inversa Zorbax 2.1 columna LC ¥ 50 mm C8 que se
mantuvo a 40 ° C. La formacion del gradiente de HPLC a un caudal de 200 ml por min se
logré mediante un sistema compuesto de un controlador Shimadzu y dos bombas Shimadzu
LC10ADvp. Los niveles de lipidos en las muestras se analizaron en el modo de control de la
reaccion multiple (MRM) en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, usando ya sea
el API 3000 o el API 4000 (Applied Biosystems / MDS Sciex, Foster City, CA, EE.UU.),

con ionizacién por electrospray. Los calculos en los experimentos de cuantificacion se

basaron en curvas de calibracién con patrones sintéticos.

16.-RT-PCR.
Se llevaron a cabo estudios B&-PCR para analizar la ergsion del ARNm de la enzima

FAAH y de los receptores de progesterona (PR-A y PR-B).

Extraccion del ARN:

Luego de la purificacion dea$ PBMCs, estas fueron homogeneizadas directamente en
TRIZOL (Invitrogen, California, USA) manteniéndolas en frio. La extraccién del ARN total
fue realizada segun las instrucciones del fabricante. La cuantificacion del ARN total se
realiz6 midiendo la absorbancia a 260nm y su pureza por medio de la relacién entre la

absorbancia a 260nm y a 280nm.

Preparado del ADNc
El ARN (2 pg) de cada muestra fue tratado con DNAasa. Para obtener la primer cadena de

ADNCc se realiz6 una transcripcion inversa utilizando la enzima M-MLV (Moloney Murine
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Leukemia virus reverse transcriptase, Invitrogen, California, USA) y cebadores aleatorios

(Random primers), en presencia de un inhibidor recombinante de ribonucleasas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Se utilizaron cebadores (primers) especificos disefiados con el programa Primer-Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blajtsobre la base genética lis musculugTabla

4). Dado que la secuencia del ARNm de PR-A esta incluida en la secuencia del ARNm de
PR-B, los primers de PR se disefiaron para PR-B y para la suma de PR-A y de PR-B (PR-
AIPR-B).

Cebadores utilizados:

Gen Sentido Secuencia Producto (pb)

FAAH Sentido 5’-GAG ATG TAT CGC CAG TCC GT¥ 287 pb
Anti-sentido 5’-ACA GGC AGG CCT ATACCC TT®

PRA/PR-B Sentido 5’-GGTGGGCCTTCCTAACGAGY 121 pb
Anti-sentido  5’-GACCACATCAGGCTCAATGCT3’

PR-B Sentido 5’-GGTCCCCCTTGCTTGCAY 121 pb
Anti-sentido  5’-CAGGACCGAGGAAAAAGCAG-3’

B-actina Sentido 5-TGT TAC CAACTG GGA CGA CA3" 392 pb
Anti-sentido 5-TCT CAG CTG TGG TGG TGA AG3’

Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados.

La reaccion fue llevada a cabo utilizando como moldes los ADNc previamente obtenidos por

transcripcion reversa, junto con desoxiribioncleotidos trifosfatos, Tag DNA polimerasa (2,5

U), MgCl, (1,5 mM) y los cebadores correspondientes (0,5 uM).
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Las condiciones adecuadas de hibridacion y extension fueron puestas a punto para cada
reaccion. En cada experimento se realizaron controles negativos, donde se colocaron todos

los reactivos menos el ADNc.

Deteccion de la amplificacion:

Los productos resultados de la amplificacién fueron sembrados en geles de agarosa al 2 %
conteniendo bromuro de etidio (1 mg/ml) y separados mediante una corrida electroforética a
100 V. Una vez finalizada la corrida electroforética las bandas fuercalizégslas mediante

el uso de un transiluminador, los geles fueron fotografiados con una cadmara digital bajo luz
UV vy la intensidad de las bandas se cuantificé utilizando el programa Image J (Libre acceso,
NIH). Las bandas correspondientes a cada ARNmM se normalizaron contra la banda
correspondiente a la actina de la misma muestra. Los pesos moleculares de las bandas fueron
determinados de acuerdo a los pesos moleculares de los marcadores de peso molecular

utilizados.

17.- Analisis de la reabsorcion embrionaria (RE).
Los animales control (PBS) y los tratados con kBSacrificaron en el dia 9 de gestacion y
el porcentaje de reabsorcion embrionaria fue calculado como: n° de embriones reabsorbidos

/ (n° de embriones viables + n° de embriones reabsorbidos) X 100.

18.- Analisis de infiltracion leucocitaria.

Los animales control (PBS) y los tratados con LPS se sacrificaron 6 h luego de la inyeccion
con PBS o LPS, segun corresponda. Se extrajeron los sitios de implantacion, los cuales
fueron fijados en formol al 10% en PBS durante 24h. Luego, el tejido se deshidratdo mediante
sucesivos pasajes en alcoholes (desde 70% hasta 100%). Finalmente, se incluyeron en

parafina y se realizaron los cortes darb de espesor. Previo a proceder con la técnica de
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tincion con hematoxilina-eosina, se procedio a eliminar la parafina de los cortes histologicos.
Luego de la tincion, los cortes se montaron con Permount.

Se tomaron fotos de los sitios de implantacion a dos aumentos: 40x y 100x.

Se contaron los tipos celulares de interés en un campo con aumento 100x. Los resultados
fueron expresados como la sumatoria de células infiltrantes en 10 campos observados. Para

cada tratamiento se contd con un n=4.

19.- Medicion de la actividad de la sintasa de oxido nitrico.

Fue utilizada la técnica de Bredt & Snyder (1989) modificada, gbasseen la conversion de

14 - . 14 - . . -

[ C]-L-arginina y O2 a [ C]-L-citrulina y NO. Puesto que estos son producidos en cantidades

equimolares, se puede utilizar la medicion de kitey que permanece en la muestra, como

medida de las cantidad de NO (el cual es rapidamente destruido) producida.

Las deciduas provenientes de los animales de los distintos tratamfeetos pesadas y
homogeneizadas en 500de buffer HEPES completo (HEPES 20,14 mM, pH=7,4, conteniendo

CIZCa 0.45mM, DTT 2.5mM, NADPH 0.5mM y valina 25mM (inhibidor de las arginasas)).

14
Posteriormente, los tejidos fueron incubados co@]{L-arginina 10uM (0.3uCi), durante 15

min., en bafio Dubnoff a 37°C con agitacion constante y atmdsfera de carbogeno.
Finalizada la incubacion, cada muestra fue centrifugada a 7800 g por 10 min.

El sobrenadante del centrifugado se sometié a cromatografia danmbéwddnico, para separar
la citrulina formada, utilizando columnas DOWEX AG50W-X8 (forma aniorizat) que
retienen la arginina y dejan pasar la citrulina. Se colect@uigloede cada columna, luego se
realizaron tres lavados con agua destilada para terminar de alelspeijrulina de la columna,
colectandose estos eluido en los mismos tubos que los anteriores, adesaguego el liquido

de centelleo Optiphase HiSafe 3 (PerkinElmer)
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14
La radioactividad de los eluidos (€]-L-citrulina) se cuantificé en un contador de centelleo beta

(Beckman).
En cada ensayo se adiciond un tubo conteniendo solamente &&®uffer HEPES completo y

14
[ C]-L-arginina. La radioactividad medida en estos tubos luego degkepasala columna fue

considerada inespecifica y ese valor fue restado a las muestras andetermi
La actividad de la enzima se expres6 como fentomoles de citrulilmactieh producidos por

14
mg de peso humedo de tejido en 15 minutos (fm@l{citrulina/mg p.h. x 15 min.).

20.- Andlisis estadistico de los datos.

La evaluacion estadistica (InfoStat version 2010 estudiantil) se realizé aplicando analisis de
varianza (ANOVA) de uno o dos factores seguido por el test de comparaciones mdultiples de
Tukey o DuncanPara el caso de dos tratamientos se utilizo la prueba “t” de Student (para
muestras no pareadas). Los supuestos de normalidad y homosedasticicidaerapor

medio del test de Shapiro-Wilks y de Levene respectivamente. En el caso que los datos no
hayan cumplido con los supuestos se realizaron transformaciones de los mismos (escores
normales, por ejemplo). Los datos fueron expresados como los valores medios + SEM (error
estandar de la media). Las diferencias se consideraron significativas cuando p fue menor a

0,05.
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Resultados:

1.- Participacion del SEC en la RE inducida por LPS.

Antecedentes de nuestro laboratorio demuestran, en estudi®, la participacion del sistema
endocannabinoide en los mecanismos moleculares involucrados en la RE inducida por LPS
(Vercelli y col., 2009a y 2009b). Por este motivo, realizamos un abondaio para confirmar la

participacion del SEC en la RE inducida por LPS.
1.1.- Efecto del LPS sobre los niveles plasméaticos de AEA.

Dado que diferentes fallas reproductivas en mujeres (abortos recurrentes, embarazos ectopicos, etc.)
estan asociadas con altos niveles de AEA plasmatica (Taylor y col., 2011; Gebeh y col., 2013),
analizamos, en primer lugar, los niveles plasmaticos de este endocannabinoide en nuestro modelo
de RE. Parallo se administrd6 LPS (lug/g de peso) a ratones de la cepa BALB/c en dia 7 de

gestacion y se midieron los niveles séricos de AEA a las 12h del tratamiento con la endotoxina.

Como se puede observar en la figura 18, los niveles de AEA plasmatica del grupo tratado con LPS

son significativamente mayes(p< 0,05) que los del grupo control.

1,810 - b
1,61 -
1,410 -
1,20 1
1,010 -
8,011 -
6,01

4,01 -
2,01

0 T ~ R m!
Control LPS

moles AEA /L

Figura 18. Niveles plasmaticos de AEAetras diferentes indican una diferencia significativa

(p < 0,05). n=7 animales por grupo.
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1.2.- Efecto de la AEA en la RE.

Habiéndse encontrado que la AEA plasmatica se encuentra aumentada en los animales que
padecen RE inducida por LPS, se decidié estudiar si, a su vez, la administracion de este
endaannabinoide podria modificar la tasa de reabsorcion. Para ello se inyectaron
intraperitonealmente (i.p.) con meta-anandamida (m-AEA, un analogo no hidrolizable de la AEA)

ratones BALB/c en el dia 7 de gestacion. Se administraron dos o tiegldd0®3 ng/g de peso

(Tabla 5.

Tratamiento % RE
Control 9,13+0,35
2 dosis m-AEA 11,50 +£ 1,80
3 dosis m-AEA 15,90 + 2,38*)

Tabla 5. Tasa de RE en animales tratados con m-AHAsa de RE: sitios reabsorbidos en el dia
9 de gestacion sobre sitios totales multiplicado por 100. * p < 0,05 (vs. Control) . n=4 animales

por grupo.

En la tabla 5 se observa que los animales tratados con tres dosis de m-AEA muestran un aumento
significativodela tasa ddRE respecto de los animales del grupo control. Este resultado sugiere que

la AEA podria inducir REper se
1.3.- Participacion del receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) en la RE inducida por LPS.

Para analizar si los endocannabinoides participan en la RE inducida por LPS, se utilizaron ratones

(CD1) transgénicos deficientes en el receptor de cannabinoides tipo 1 (ko-CB1).
1.3.1.- Control del genotipo de los ratones silvestres y de los ko-CB1.
A fin de determinar el genotipo de las colonias silvestre (M@ ock-out(ko-CB1) se realizé una

PCR de ADN gendmico segun se describe en la seccion de materiales y métodos. Comwaase obser
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en la figura 19, de los ratones wt se obtuvo un producto para el gen CB1 y ninguno pata elecas
neomicina (Neo ce). En cambio, en la PCR de ADN gendmico de los ratones ko-CB1 se puede
observar el producto correspondiente al casete de neomicireusen@ del producto

correspondiente al gen CBfigura 19).

ratones wt ratones ko-CB1

CB  — — S—— ‘-E.__.

Neo casete —

Figura 19. Genotipificacion de las colonias CDIPCR de ADN gendmico obtenido de
fragmentos de colas de ratones wt y ko-CB1, para el gen CB1 (366pb) y para el Nesdea
(200pb).

1.3.2: Participacion del CB1 en la RE inducida por LPS.

Dado que los ratones disponibles para el desarrollo de esta parte de la tesis son de una cepa distint
a la utilizada por Ogando y col. (2003) y a la utilizada por Vercelli y col. (2009a) endapsia

vitro saore la participacion del SEC en los mecanismos relacionados con la RE, en primer lugar se
puso a punto el modelo de RE en los ratones CD1. Se inyectaron anwhales dos dosis
diferentes de LPS (0,5 yile/g de peso) en el dia 7 de gestacion y se determinaron las tasas de RE

en cada caso. Con ambas dosis de la toxina se observaron elevados porcentajes de RE en los ratong
wt (Figura 20). La administracion de las mismas dosis de LPS a ratones ko-CB1 produjeron
menoestasas de RE respecto a lo observado en Id§igiira 20, panel superiprCabe destacar

gue los animales ko-CB1se reproducen con igual eficiencia que los ratones wt, la duracion de la

prefiez no varia, como tampoco el nimero de crias por paricion.

Con el propdsito de analizar una posible morbi-mortalidad neonatal asociada al tratamiento con la

endotoxina en los animales transgénicos, se permitié continuar con la prefiez hasta su fin a un grupo
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de estos ratones tratados con LPS@/ de peso. Observamos que las crias nacieron a término

(dia 19) y con aspecto normal, al compararlos con un grupo de ratones nacidos de hembras no
tratadas. Ademas, se registro el peso de las crias semanalmente hasta la semana ocho de edad. L
crias provenientes de hembras tratadas con LPS presentan menor peso desde el nacimiento hasta |
adultez, respecto de las crias control. Sin embargo, las curvas de ganancia de peso en ambos grupo
son similares (Figura 21). La descendencia de los animales ko-CB1 no mostré diferencias respecto
de los controles en los siguientes parametros de desarrollo fisico: el momento de apertura de los

0jos, el crecimiento del cabello y ufias, y la erupcion de los dientes.

Tratamiento Wi Ko-CB1

Control 0,0+0,0% 0,0+0,0%
LPS (1 pg/g de peso) 82,0 +11,9 %*) 28,5+ 3,0%
LPS (0,5 pug/g de peso) 69,4 + 22,0 %*) 34+£1,4%

Control

LPS 1 pg/ g de peso

LPS 0,5 pg/ g de peso

Figura 20. Reabsorcién embrionaria inducida por LPS en la cepa CBanel superior, tasas de
RE en ratones wt y ko-CB1 (%RE: sitios reabsorbidos sobre sitios totales multiplicado por
100, en dia 9 de gestacion). * p < 0,05 (wt vs ko). Panel inferior, fotos ilustrativas de los
cuernos uterinos, las flechas muestran ejemplos puntuales de sitios reabsorbidoss Imismos

se identifican por su menor tamafio y aspecto hemorragico. n=5 animales por grupo.
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=== PS8 0.5ug/gr === Control
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Figura 21. Curvas de ganancia de peso en ratones ko-CH1panel de la izquierda muestra
fotografias de crias nacidas, en distintas etapas de crecimiento, de madres ko-CBitatas
con LPS 0,5 pg/g de peso. En el panel de la derecha: curvas de antmele peso de crias
nacidas de madres ko-CB1 controles y tratadas con LPS 0,5 pg/g de peso. * p < (n83.

animales por grupo.

1.3.3.- Efecto del LPS sobre la progesterona plasmatica en ratones ko-CB1.

Dado que nuestro modelo de RE inducido por LPS presenta una disminucion significativa de los
niveles séricos de P y que la suplementacidén con esta hormona revierte las tasas de RE (Aisemberg
y col., 2013), procedimos a determinar los niveles séricos de P en los ratones wt ytkat&ftids

con la endotoxina. Para ello, animales en dia 7 de gestacion fueron tratados con LPS (&5 pg/g
peso) y se obtuvo el suero para determinar los niveles de la hormona 12 h luego del trat@miento.
LPS provoco la disminucién de los niveles séricos de P tanto en los ratones wt como los ko-CB1 en

comparacion con sus respectivos controles (Figura 22). Sin embargo, al comparar los wt con los ko-
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CB1 tratados con la endotoxina, se puede destacar que la disminucion de los niveles de P es de
menor magnitud en los ko-CB1. En estos ultimos, la disminucién en los niveles de progesterona es

de un 38% mientras que en los wt alcanza el 70%.
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Control LPS Control LPS

wt ko

Figura 22. Niveles séricos de progesterona en losd®t Letras diferentes indican una

diferencia significativa (p < 0,05). n=8 animales por grupo.

2.- El SEC de las PBMC murinas y su posible modulacion por LPS. Papel de la P

sobre los efectos de la endotoxina en estas células.

Debido a que diferentes fallas reproductivas en mujeres (abortos recurrentes, embarazos ectopicos,
entre otros) estan asociados tanto con bajos niveles de actividad de FAAH (enzima que degrada la
AEA) en linfocitos de sangre periférica, como con altos niveles de AEA plasmatica (Maecgrr

col., 2010; Taylor y col., 2011; Gebeh y col., 2013), decidimos estudiar la expresion del SEC en

PBMC murinas y luego analizamos su posible modulacion por LPS.
2.1.- Presencia del SEC en las PBMC murinas y su posible modulacion por LPS.

En primer lugar demostramos, por la técnica de western blot, la expresion proteica del SEC en las

PBMC murinas de hembras de la cepa BALB/c no prefiadas adultas. La ZBjuraiestra la
75



Resultados

presencia de la NAPE-PLD (enzima principal de sintesis de AEA), de los receptoresCER21 y

(receptores de cannabinoides) y de la FAAH (enzima que degrada la AEA).

Otro grupo de hembras se trataron con LR/ de peso para analizar luego de 6 h si éste podria

modular los niveles proteicos de los diferentes componentes del SEC.

Aunque tanto la enzima NAPE-PLD como los receptores CB1 y CB2 se expresan en estas células,
no se encontraron diferencias significativas entre los niveles proteicos de expresion de los animales
tratados con LPS y de los animales control (Figura 23A, B y C). En cambio, el trataroirehfeS:

disminuye significativamente los niveles proteicos de la enzima de degradacion(Figaka 23D

y B).
E.-
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Figura 23. Presencia del SEC en PBMC y efecto del tratamiento con LB&Ses representativos
de: A.- NAPE-PLD. B.- CB1. C.- CB2. D.- FAAH. E.- Cuantificacion del WB de FAAH en
PBMC de animales controles y tratados con LPS por 6 h. Letras diferentes ilcdn una

diferencia significativa (p < 0,05). n=4 animales por grupo.

Luego analizamos la actividad enzimatica de la FAAH en PBMC de ratones no prefiados y
provenientes de ratones prefiados en el dia 7 de gestacion, en ambos casos tratados y no tratados c
LPS por 6 h. En primer lugar, los resultados muestran que la enzima FAAH de las PMBC

provenientes de animales prefiados presenta mayor actividad (aproximadamente un 32%) que la de
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las células de los no prefiados (Figura 24).
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Figura 24. Actividad de FAAH en PBMC de hembras prefiadas y no prefiadas, control y tratadas

con LPS.Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=5 animales por

grupo.

Debido a que en las PBMC de ratones no prefiados el tratamiento con LPS disminuye los niveles
proteicos de FAAH a las 6 h, se decidi6 compda actividad de esta enzima entre PBMC
provenientes de ratones prefiados y no preflados desafiados durante 6h con LPS. En la figura 24 se
observa que, en concordancia con lo observado con los niveles de la proteina, el LPS disminuye la
actividad de FAAH de los PBMC de los animales no prefiados. Es clave destacar quélatatas c

de ratones prefiados la endotoxina no tuvo efecto sobre la actividad de esta enzima.
2.2.- Papel de la P sobre el efecto del LPS sobre la FAAH en las PBMC.

Dado que se ha informado que la P puede modular la actividad de la FAAH (Maccarrone y col.,
2003), y que la misma se encuentra elevada durante la prefiez, analizamos si esta hormona podriz
ser la responsable de las diferencias observadas en la respuesta al LPS entre animales prefiados y r
prefiados. Para ello a ratones prefiados en el dia 7 de gestaci@nagmitastré RU486, un
antagonista de los receptores de progesterona, y se evaluod la actividad de FAAH en PBMC alas 6 h

del LPS. La figura 25A muestra que el pre-tratamiento de los animales prefiados con RU486
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disminuye significativamente los niveles de actividad de la FAAH en PBMC de animales tratados

con LPS (un 42% aproximadamente).

En nuestro modelo de RE, los niveles séricos de P disminuyen un 10% a las 6 h del tratamiento con
LPS, mientras que luego de 12 h la disminucion es del 60% (Aisemberg y col., 2013). Por ello, se
decidi6é analizar qué ocurria con la actividad de FAAH a las 12 h de tratamiento con LPS, donde los
niveles séricos de P estan disminuidos. La figura 25B muestra que luego de 12 h hay ue &fecto d
endotoxina sobre la FAAH. Particularmente se observa una disminucion de la actividad enziméatica

de aproximadamente un 36%.

En paralelo analizamos el efecto sobre los niveles plasméaticos de AEA en estos animales. Se
observé que el tratamiento de ratones prefiados con LPS durante 12 h aumenta los nisieles de e
endocannabinoidéFigura 26). Debido a que a las 12 h los niveles de progesterona disminuyen
marcadamentejecidimos evaluar el efecto del suplemento con P sobre los niveles de AEA. Para
ello, un grupo de animales fue inyectado con Py 2 h después con LPS. Se obtuvieron los PBMC de
los mismos 12 h post-administracion de la endotoxina. Se encontré que el suplemento con P
previene el aumento de los niveles de AEA inducido por el tratamiento con LPS.
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Figura 25. Actividad de FAAH en PBMC de ratones prefiadéds: PBMC de ratones tratados 6
h con LPS y RU486. B.- PBMC de ratones tratados 12 h con LPS. Letras ddates indican

una diferencia significativa (p < 0,05). n=5 animales por grupo.
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Figura 26. Niveles plasméatico8EA. Letras diferentes indican una diferencia significativa (p <

0,05). n=7 animales por grupo.

Estos resultados sugieren que niveles elevados de P previenen el efecto del LPS solidath acti
dela FAAH. Para corroborar esta hipotesis, se suplementaron ratones no prefiados (Iti®ceales
normalmente niveles bajos de P en sangre) con P y posteriormente se les administré LPS. En la
figura 27 se muestran los resultados obtenidos. La actividad de la FAAH de PBMC de ratones no
prefiados disminuy6 cuando fueron tratados con LPS por 6 dseyefecto fue revertido al

suplementar con P.

Quisimos profundizar este analisis evaluando si la progesterona actuaba a través de sus propios
receptores clasicos (PR). Para ello se traté a los animales con P, RU486 y LPS. Se obsérvo que a
administrar RU486, el efecto protector de la P desapdFegpara 27). Dado que este antagonista
también actla sobre los receptores de glucocorticoides (GR), se decidi6 utilizar lonaprizan (LONA),
un antagonista con mayor especificidad y selectividad por los PR. El resultado obtenido fue el

mismo y se muestra en la figura 27.

Al analizar los niveles proteicos y los niveles del ARNm de FAAH en PBMC de ratones no
prefiados (Figura 28 Ay B, respectivamente) se observo que el tratamiento con LPS produjo una
disminucién significativa en sendos casos; y giumiplementar con Berevertia el efecto del LPS.

En concordancia con los resultados obtenidos sobre la actividad de, FAAdHninistracion de los

antagonistas de los receptores de P, RU-486 y LONA bloqued el efecto de la P solnbilos ea
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la expresion inducidos por la endotoxina.
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Figura 27. Actividad de FAAH en animales no prenasloLetras diferentes indican una

diferencia significativa (p < 0,05). n=4 animales por grupo.
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Figura 28. Niveles de FAAH en ratones no prefiado#\.- Niveles proteicos. B.- Niveles de

ARNmM. Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=5 animales por

grupo.

Estos resultados sugieren que la P revierte el efecto de la endotoxina actuando a través de sus

receptores nucleares.
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3.- Efecto del LPS sobre el sistema nitrérgico de las PBMC, y el posible pape

protector de la P.

En nuestro modelo de RE inducida por LPS se observé un incremento en los niveles de NO tanto en
la decidua como en el Gtero, el cual alcanzé un méximo a las 6 h post-inyeccion (Ogando y col.,
2003). Asimismo, la administracién de aminoguanidina (AG), un inhibidor selectivo de la NOSi,
previno la RE inducida por LPS. Salter y col. (1991) describieron que el LPS produce un aumento
en la produccion de 6xido nitrico e infiltracion leucocitaria en diversos tejidos. Por la técnica de
inmunohistoquimica, Ogando y col. (2003) observaron infiltrados de macréfagos y granulocitos
NOSi y CD14 positivos en la decidua. Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos
estudiar si el tratamiento de ratones no prefiados con LPS modulaba los niveles de NO en las
PBMC. En la figura 29 se observa que la administracion de LPS incrementd la liberacion de NO
producido por estas células (se determinaron los niveles de nitratos y nitritos acumulados en los
sobrenadantes de cultivo de 24 h). Dado que en otros sistemas la P tiene un efecto protector sobre |z
inflamacion (De Nicola y col., 2013) que uno de los objetivos de este trabajo es evaluar el papel

de la hormona en nuestro sistema, se analiz6 si la P podria modular el incremento en la produccién
de NO inducido por LPS en las PBMC. Se suplementaron animales no prefiados con P y luego de 6
h del tratamiento con la endotoxina se obtuvieron las PBMC. En la figura 29 se puede observar que

el tratamiento con P revierte el incremento de los niveles de NO inducido por LPS.

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que el incremento del NO inducido por el
tratamiento con la endotoxina en el Gtero y la decidua es acompafiado por un aumento en la
expresion proteica de la NOSi (Ogando y col., 2003). Por tal motivo se analizaron los niveles de
esta enzima en las PBMC de animales no prefiados. La figura 30 presenta los resultados, obtenidos
se observé un aumento de los niveles proteicos de la NOSi cuando se trata a los animales con LPS.
Asimismo, se determinaron los niveles de expresién de la enzima en las PBMC provenientes de

animales suplementados con P y encontramos que el tratamiento con la hormona revirtié el
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incremento en la expresion de la NOSi inducido por la endotoxina.
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Figura 29. Producciénde nitratos y nitritos en PBMC de ratones no prefiada®tras diferentes

indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=5 animales por grupo.

Posteriormente estudiamos si en el efecto de la P sobre la NOSi estaban involucrados sus receptore:
clasicos y para ello se utilizaron nuevamente los antagonistas de los receptores de progesterona. De
la figura 30 concluimos que, cuando los animales fuedatnatados con LPS, P y RU486, no se
observo el efecto de la P. Sin embargo, cuando se utilizé LONA en lugar de RU486, sewisservo

disminucién de la expresién de la NOSi en las PBMC.
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Figura 30. Niveles proteicos de NOSi en PBMC de animales no prefiados tratados con
antagonistas de los receptores delBtras diferentes indican una diferencia significativa (p <

0,05). n=4 animales por grupo.

Dado que RU486 no es unicamente antagonista de los PR sino también de los GR, se analiz6 si un
agonista especifico de los GR, como dexametasona (Dexa), mimetizaba los efectos observados al

suplementar con P. En la figura 31 se observa que la administracion de Dexa revierte el efecto del

LPS.
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Figura 31. Niveles proteicos de NOSi en PBMC de animales no prefiados tratados con un
agonista de los receptores de glucocorticoidéstras diferentes indican una diferencia
significativa (p < 0,05). n=4 animales por grupo.

Estos resultados sugieren que el efecto protector de la P sobre el sistema nitrérgico es ddsavés de

receptores de glucocorticoides.

4.- Analizar la presencia de los receptores nucleares de P en las PBMC.

Dado que existen controversias acerca de la presencia de los receptores de progisieasan

las PBMC de raton, se decidié caracterizar la presencia de éstos en PBMC de animales no prefiados
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En primer lugar se realizo una PCR para estudiar la presencia de ARN mensajero (ARNm) de estos
receptores. Debido a las caracteristicas del gen de PR pudimos disefiar dos pares de cebadores, ur
especifico para PR-B y el otro par que no diferencia entre PR-A y PR-B. En la figurat®2sa

el producto de la PCR, coincidentemente con lo esperado para ambos cebadores, lo que sugiere

presencia de ambos receptores en las PBMC de raton.

Para confirmar que ambas isoformas se expresan, se estudio la expresion proteica de las mismas po
la técnica de WB. En la figura 33 se observan las bandas correspondientes a las dos isoformas, lo

cual confirma los resultados obtenidos por PCR.

Nos resultd interesante analizar si el LPS puede modular la expresion de los receptoresade P e
PBMC. Por ello analizamos los niveles proteicos de estas isoformas (PR-B y PR-A) cuando se
trataban ratones no prefiados con LPS. Los resultados muestran que con el tratamiento con la
endotoxina disminuye la relacion PR-B/RR¥Figura 33A). También se analiz6 si la progesterona
modula sus propios receptores. Al co-administrar LPS y P, la relacion PR-B/PR-A volvié a los
valores de los animales control, mientras que cuando se us6 RU486, el efecto de la P no se
evidenci6 (Figura 33A). Asimismo, se observé que cuando los ratones fueron tratados con LPS, los
niveles de PR-B disminuyeron; que el tratamiento con P revirtié el efecto de la endotoxina; y que al

utilizar RU486, la proteccion ejercida por la P desaparecio (Fig@a 33
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Figura 32. Expresion del ARNm de los receptores nucleares d@TPPCR para (A) PR-A+PR-B

y para (B) PR-B. n=4 animales por grupo.
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Figura 33. Niveles proteicos de PR-A y HR-A.- Relacion PR-B / PR-A. B.-PR-B. Letras

diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=3 animales por grupo.

5.- Los linfocitos T entre las PBMC.

Las PBMC incluyen distinsgpoblaciones celulares, por ello se procedié a analizar la proporcién de
células CD3 positivas (marcador de linfocitos T) en la preparacion de célulatasisian

Histopaque. El andlisis por medio de citometria de flujo indicé que al menos un 75% de las PBMC

son células CD3+ (Figura B4
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CD3 PercP-cy5.5

T T T1T7TT

Figura 34. Citometria de flujo representativa de células CD8+4 animales por grupo.

A partir de las PBMC se purificaron las células T con un sistema de esferas magnéticas y se
determind que el 91% de las células recuperadas eran CD3+ (Figura 35A). En eliasisdae
presencia de los PR por medio de RT-PCR y de inmunocitoquimica. Los productos de la RT-PCR
elaborada sobre estas células mostrda presencia de ambos amplicones (PR-A+PR-B y PR-B,
Figura 38). Mediante inmunocitoquimica demostramos que las células que tienen marcacion

positiva para PR, lo son también para el marcador CD3 (Figura 35 C).
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Figura 35. Expresion déd’R en células T (CD3+)A.- Histograma del andlisis por citometria de
flujo que muestra la poblaciénde células CD3 positivas; B.RT-PCR para PR-A+PR-B y para
PR-B; C.- Inmunocitoquimica para CD3+ y PR+. Se incluye la marcacion nuclear mediante

tincion de Hoechst. n=4 animales por grupo.

6.- Analizar la tasa de infiltracion leucocitaria inducida por LPS en rabnes ko-

CB1.

En nuestro modelo de RE en ratones BALB/c se observé un incremento de la infiltracion
leucocitaria en la decidua luego de 6 h del tratamiento con LPS (Ogando y col., 2003). Por otro
lado, cuando comparamos la tasa de RE entre animales CD1 wt y ko-CB1, observamos que estos
altimos tienen una tasa menor (figura 20). Con estos resultados previos nos propusimos analizar la
infiltracion de células inmunes en las deciduas de los sitios de implantacion 6 h después que los
ratones wt o ko-CBfueran tratados con LPS durante 6 h. En la figurasg6puede observar que el

tratamiento con la endotoxina produjo, en los ratones wt un incremento significativo de linfocitos
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en el infiltrado, lo que no se observé en los animales ko-CB1. Cuando analizamos la infiltracion de

neutroéfilos, no se observo incremento de este tipo celular en ninguno de lo$-icasas36Bb.
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Figura 36. Infiltracion de células inmunes en las deciduas de los sitios de implantadios.
resultados se expresan como sumatoria de células infiltradas en 10 campos con unentmde
1000x. A.- Linfocitos infiltrados. B.- Neutrofilos infiltrados. Diferentes letras indican
diferencia significativa (p < 0,05). n=4 animales por grupo. Animales de la cepa CD1 fueron
tratados con LPS por 6 h. Los sitios de implantacion fueron procesados para realizéa

tincion H&E y la posterior evaluacién citolégica de los sitios.

7.- Estudiar el efecto de las células inmunes infiltrantes sobre la decidea la
RE inducida por LPS.

Durante la reabsorcion embrionaria inducida por LPS la decidua es un tejido que sufre grandes
cambios y que finalmente es expulsado. La decidua es altamente reactiva al LP$ayn@ntia
con la endotoxina, tante vivo comoin vitro, produce dafio tisular, aumento de la produccion de

NO y nitracion de proteinas (Ogando y col., 2003; Vercelli y col., 2009a

Vercelli y col. (2009a) observaron un aumento del 75% en la actividad de la FAAH en cultivos

primarios de decidua cuando éstas eran tratadastro con LPS por 12 h. Es por ello que
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decidimos analizar en primer lugar el efestovivo de la endotoxina sobre la actividad de esta
enzima. Ratones de la cepa BALB/c fueron tratados con LR&g(de peso) en el dia 7 de
gestacion y a las 12 h se evalud la actividad de FAAH en las deciduas provenientes de estos
animales. En la figura 37 se observa que la actividad de FAAH disminuy6é aproximadamente

40% cuando los animales fueron tratados con LPS.
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Figura 37. Actividad de FAAH en deciduas de ratones prefiados tratados con LPS durante 12h.

Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=5 animales por grupo.

Encontramos una aparente contradiccion entre los resuitaditso del trabajo de Vercelli y los
resultadosin vivo presentados en esta tesis. Observamos que la incubacigtio con LPS
aumentd la actividad de la FAAH mientras que la administragionivo de la endotoxina
disminuyo6 dicha actividad. Nuestro modelo de RE se caracteriza por la presencia de un infiltrado en
la decidua de células leucocitarias (Ogando y col., 2003), lo que sugiere que la diferencia entre
estos dos modelos podria deberse a la presencia o ausencia de infiltracion. Para poner aaprueba est
hipétesis se puso a punto un modelo de co-cultivo con insertos. EI mismo consiste en la creacion de
un sistema con dos camaras separadas por una membrana con un ponorge0edsolo puede

ser atravesada por factores solubles. En la camara inferior se coloca una decidua provemente de u
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animal no tratado en dia 7 de gestacion y en la camara superior se colocan PBNifDede ra
prefiados con diferentes tratamientos (Figura 38). El dispositivo se coloca durante 12 h en estufa

37°C y con atmoésfera de 5% @©,.

Se realizaron co-cultivos con PBMC provenientes de ratones prefilados de dia 7 de gestacion
tratados con vehiculo y, como control interno, cultivos de deciduas sin la presencia de las PBMC.
No se observaron diferencias al congpda actividad de la FAAHeN las deciduas no expuestas a
células y la actividad de las cultivadas con células provenientes de animales control. Sin embargo,
cuando las deciduas de animales controles se cohiven presencia de PBMC provenientes de
animales tratados con LPS, la actividad de FAAH decidual disminuyé significativamente respecto a

la actividad observada en los co-cultivos con células de animales no tratados con la endotoxina

(Figura 39).
Ratones tratados Ratones controles
PBMC Decidua

2 h en cultive 2 h en cultivo
Tratamientos:
- Control

- Quercetina

Inserto con un pore de 0. 4um

-

12 h en cultivo

Figura 38. Esquema sistema de insertos.

Como mencionamos anteriormente, en nuestro modelo de RE inducida por LPS se observo una
disminucion significativa de los niveles séricos de P y una reversion de la reabsorcion al

suplementar los animales con la hormona (Aisemberg y col.,, 2013). Por ello nos planteamos
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estudiar el efecto de las PBMC provenientes de animales a los cuales se les ha administyado LPS
P sobre la actividad de FAAH de las deciduas control. En la ultima columna de la figura 39, se
puede observar como la P revirtié los efectos de la endotoxina sobre la actividad de FAAH la cual
alcanzé niveles similares a la actividad observada en las deciduas expuestas a las PBMC de
animales controles. Estos resultados sugieren que las células inmunes provenientes de animales

prefiados tratados con LPS secretan algun factor soluble que modula la actividad de la FAAH de la

decidua.
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Figura 39. Actividad de FAAH de deciduas co-cultivadas con PBMC mediante el sistema de

insertos. Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=6 animales por

grupo.

Dada la importancia del NO en nuestro modelo de reabsorcién embrionaria (Ogando y col., 2003;

Vercelli y col., 2009) y los resultados mostrados anteriormente donde el LPS indujo un aumento

tanto de los niveles de NO como de la expresion de la NOSi en PBMC de ratones no prefiados, se
decidio analizar si el NO podria ser uno de los factores solubles involucrados. Para lo cual se

mantuvo el sistema de insertos y en este caso las PBMC provinieron de animales tratados con
aminoguanidina (AG, un inhibidor selectivo de la NOSi) y LPS. La figura 40 muestral que e

tratamiento con AG rexio la inhibicion causada por el LPS de la actividad de FAAH de la
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Figura 40. Actividad de FAAH de deciduas co-cultivadas con PBM@tras diferentes indican

una diferencia significativa (p < 0,05)n=6 animales por grupo.

Para confirmar que las PBMC de ratones prefiados tratados con LPS aumentan la liberacion de NO
y que la P relerte este efecto, se realizaron los mismos cultivos y se determinaron los niveles de
nitratos y nitritos en los sobrenadantes. Observamos un aumento en los niveles de NO en el medio
de cultivo cuando las PBMC provienen de animales tratados con LPS, mientras que con las PBMC
de animales tratados con LPS y suplementados con P, los niveles de NO volvieron a los observados

en los controles (Figura X1

El NO puede reaccionar con el radical superéxido para generar peroxinitrito, un radical altamente
oxidante y nitrante (Grisham y col., 1999). Resultados previos de nuestro laboratorio indican que en
nuestro modelo de RE se produce peroxinitrito y que éste participa en la nitracion de la COX-2,
modificando su actividad (Aisemberg y col., 2007). A fin de estudiar si el radical peroxinitrito es
otro de los factores solubles involucrado en la inhibicion de la actividad de FAAH decidual, se

realizaron co-cultivos con quercetina (Quer), un secuestrador de peroxinitritos. Se colocaron
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deciduas de animales control en la camara inferior del sistema de insertos en presencia de Quer er
el medio de cultivo, mientras que en la camara superior se colocaron las PBMC provenientes de
animales prefiados control o tratados con LPS. En ausencia de Quer, las PBMC provenientes de
ratones tratados con LPS provocaron una disminucion de la actividad de FAAH en la decidua
(Figura 42). Por otra parte, las PBMC de animales tratados con LPS no modularon la actividad de

FAAH en presencia del secuestrador de peroxinitritos (Figyra 42
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Figura 41. Niveles de nitratos y nitritos liberados al medio de cultivo por las PBMé€ltras

diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05).

El peroxinitrito reacciona con los residuos de las proteinas produciendo la nitracion de las mismas,
lo que se traduce en general en cambios en la actividad enzimatica (Eiserici§9&)1.A partir

de los resultados obtenidos con Quer, decidimos analizar el nivel de nitracion de las proteinas de la
decidua co-cultivadas con PBMC de distinto origen. En primer lugar, los resultados de la figura 43
muestran que las PBMC provenientes de animales controles no ejercierorpefesésobre la
nitracion proteica de las deciduas en cultivo. Sin embargo, en las deciduas cultivadas en presencia
de PBMC provenientes de ratones tratados con LPS, se produjo un aumento en los niveles de
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nitracion de las proteinas respecto de las deciduas cultivadas con las PBMC de animales controles
(Figura 43). Para corroborar que el aumento en la nitracion se debia al incremento en los niveles de
NO, se decidio suplementar con AG a los ratones tratados con LPS vy realizar los co-cubivos. La

PBMC provenientes de animales tratados con LPS y AG no produjeron incremento en el nivel de

nitracion de las proteinas de la decidua (figura 43).

Control LPS Control LPS
Control Quer

Figura 42. Actividad de FAAH de deciduas en presencia de quercetina (Queo}rgultivadas
con PBMC obtenidas de animales control o tratados con LPE&tras diferentes indican una

diferencia significativa (p < 0,05). n=5 animales por grupo.
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DO relativa NT / actina

- Control LPS LPS+AG

Figura 43. Niveles de nitracion de las proteinas de deciduas co-cultivadas con PBMC de
animales tratados.Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=5

animales por grupo.
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Figura 44. Niveles de nitracion de la FAAH decidual inmunoprecipitada de co-cultivos con
PBMC provenientes de animales tratados con LPS ydtras diferentes indican una diferencia

significativa (p < 0,05). n=4 animales por grupo.
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Como mencionamos previamente, una modificacion postraduccional de una enzima, como lo es la
nitracion, puede producir tanto la ganancia como la pérdida de su actividad (Vadseth y col., 2004;
Balafanova y col., 2002). Dado que en nuestro sistema se observé un aumento de la nitracion
proteica y una disminucion de la actividad de FAAH, nos propusimos estudiar especificamente,
utilizando la técnica de inmunoprecipitacion, si la FAAH de las deciduas se nitra en presencia de
PBMC provenientes de ratones tratados con LPS. Se observé un mayor nivel de nitracion de la
enzima de la decidua al incubarla con PBMC de animales tratados con LPS refpectntoles

(Figura 44). La figura 41 evidencia un efecto protector por parte de la P sobre la actividad de la
FAAH decidual. Por ello se decidi6 analizar si la P podria modular la nitracién de esta enzima. En la
figura 44 se observa que, si bien las PBMC provenientes de animales tratados con LPS producen un
incremento en los niveles de nitracion de la FAAH de las deciduas, al co-cultivar las mismas con

PBMC de ratones tratados con P y LPS, se revierte este efecto.
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Discusion;

El 80% de los abortos en mujeres se produce dentro de las primeras 12 semanas de embarazo,
por lo que es comun que estas pérdidas pasen clinicamente inadvertidas. De esta manera, la
tasa de gestaciones que finalizan en aborto, consideraddajeg@ria siendo subestimada.

Aun asi la pérdida precoz del embarazo es la complicacion mas frecuentestad#ag, lo

gue determina que el establecimiento y mantenimiento del mismo es una situacion mucho
menos exitosa de lo que se podria imaginar. Asimismo, el hecho de que en un alto porcentaje
de casos el origen de estas pérdidas sea idiopatico, agrava la situacion. Si bien las etiologias
conocidas mas frecuentes son los trastornos a nivel endocrino e inmune, existen muchos

casos en los cuales la causa puede no estar caracterizada.

Aunque el aborto espontaneo o la pérdida temprana del embarazo generalmente no producen
complicaciones para la salud fisica de la madre, si tiene efectos psicologicos para la pareja.
Los mismos se intensifican cuando los abortos se producen a repeticion y cuando el

especialista no puede asegurar la causa del mismo ni proponer un tratamiento para evitarlo.
El crecimiento y desarrollo del campo de la reproduccion asistida en los dltimos afios es un

claro ejemplo de la necesidad de resolucidén de esta tematica. Hoy en dia, miles de parejas se
acercan a centros especializados para encontrar una solucion al problema del aborto y la

infertilidad.

Por otra parte, la investigacion basica aun no ha podido desentrafiar lasycadsasis los
mecanismos fisiopatologicos de las pérdidas embrionarias tempranas aun no estan

dilucidados completamente.
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Lamayoria de los estudios sobre el tema se han realizado utilizando la cruza murina CBA/J x
DBA/2, que presenta una alta tasa de reabsorcion espontanea. La misma se caracteriza por
desarrollar una respuesta inmune inadecuada, generando elevados niveles de citoquinas pro-
inflamatorias. Se ha informado que dosis fisiol6gicas de estas citoquinas no son capaces de
inducir reabsorcion embrionaria y que el desencadenamiento del aborto en este modelo
involucra una sefal mediada por TLR4, el receptor del LPS, que regula positivamente la
expresion de los receptores de TWE-IFN-y. Ademas, cuando se administra un anticuerpo
anti-TLR4 especifico hay una disminucion significativa en la tasa de reabsorcion en esta
cruza (Friebe y col., 2007). Por otro lado, Clark y col. (2002) describieron que el tratamiento
con antibioticos es capaz de revertir este fenotipo abortador. La alta tasa de abortos producida

en esta cruza se podria explicar por la exposicion al LPS durante el coito (Clark y col., 2004).

Coincidentemente, las endotoxinas bacterianas son reconocidas como agentes causantes de
reabsorcion embrionaria temprana. Se ha informado que este componente de las bacterias
gram-negativas provoca muerte fetal y aborto en animales (Zahl y Bjerknes, 1943) y también
se sabe que esta implicado en el mecanismo de parto pretérmino en la mujer (Romero y col.,

1988; Cox y col., 1988).

Durante el embarazo las infecciones del tracto genitourinario son un hecho frecuente,
caracterizandose por la presencia de una cantidad significativa de bacterias del grupo de las
enterobacterias, que colonizan una parte o la totalidad del tracto reproductiRs Es el

factor de mayor virulencia de las bacterias gram-negativas, las cuales son responsables de
aproximadamente el 90% de las infecciones, siendo uno de los factores de riesgo mas
importantes para la salud fetal. En los ultimos afios se ha descripto al LPS como un agente
abortogénico de gran importancia, siendo de suma relevancia dado el contacto continuo y

directo que se tiene con el mismo.

99



Discusién

En nuestro laboratorio hemos establecido un modelo de reabsorcion embrionaria murino
inducido por LPS (Ogando y col., 2003). En este modelo, la administracion intraperitoneal de
una Unica dosis de LPS de 1 ug/g de peso a hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez produce

un 100% de reabsorcidbn embrionaria a las 24 h. A las 2 h post-inyeccion de LPS son
apreciables algunos efectos sistémicos como diarrea, piloereccion, reduccion de la ingesta de
alimento, inactividad y postura agachada. El tratamiento en ningin caso fue letal y ademas de
no afectar la supervivencia materna, el cuadro inflamatorio finaliza aproximadamente luego
de 48 h. Las hembras expulsan los restos embrionarios y son perfectamente viables para
futuras gestaciones. Las caracteristicas mencionadas del modelo utilizado en este trabajo le
otorgan relevancia ya que, al igual que en este modelo murino, la pérdida temprana del
embarazo en la mujer no se encuentra asociada a mortalidad materna ni a complicaciones

sanitarias de gravedad.

El proceso inflamatorio implica el desarrollo de una respuesta frente a las agresiones del
medio (de tipo bioldgico, quimico, por alteraciones vasculares o inmunes) y cuya funcién
primordial es la de eliminar al agente dafino. Si bien una respuesta inflamatoria es esencial
para la recuperacion del tejido u 6rgano afectado, un proceso inflamatorio excesivo o
prolongado en el tiempo puede llevar a mayores lesiones que las iniciales y eventualmente

comprometer al tejido sano adyacente.

Durante & respuesta inflamatorise movilizan diferentes efectores y moduladores, asi como

potentes mediadores inflamatorios e inmunosupresores. Los mismos pueden actuar a nivel
sistémico o ser producidos localmente, como por ejemplo la produccion simultdnea de NO y
metabolitos derivados del acido araquidénico (las prostaglandinas, los tromboxanos, los

leucotrienos y las prostaciclinas).
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Como hemos mencionado repetidamente, el LPS induce una marcada respuesta inflamatoria
mediada primariamente por la activacion de macrofagos, la produccion y secrecion de
citoquinas inflamatorias como el TNE-IL-1p e IL-6, entre otras, asi como la liberacion de
prostanoides, NO y otros mediadores saaljShachelford y col., 1995; Michalek y col.,

1980; Michie y col., 1988; Spinas y col., 1991).

Los endocannabinoides, como la AEA, son ligandos enddgenos de los receptores de
cannabinoides que mimetizan muchos de los efectos asociados al uso del cannabis. El sistema
endocannabinoide (SEC) ha sido de gran interés en las Ultimas décadas debido a sus multiples
efectos tanto en procesos fisioldgicos como patoldgicos. En particular, se ha postulado que
los endocannabinoides tienen una gran relevancia en los eventos reproductivos al actuar
como una importante sefial de didlogo en la interface materno-fetal. Como ya se ha
mencionado anteriormente, se asocian niveles elevados de AEA en los sitios inter-
implantatorios coma inhibicién de la proliferacion del trofoblasto, mientras que niveles bajos

en los sitios implantatorios estan asociados con el efecto contrario. Este es un claro ejemplo
del efecto dual de la AEA donde diferencias de concentracion a nivel local tienen efectos

opuestos (Paria y col., 2000).

Por otro lado, el papel de los endocannabinoides en la sepsis e inflamacion ha sido descripto
en diferentes trabajos (Maccarrone y col., 2002b). En particular, en linfocitos humanos el
LPS aumenta los niveles de AEA disminuyendo la expresioén proteica y la actividad de la
FAAH (Maccarrone y col., 2001). Asimismo, Liu y col. (2003) han descripto que la
endotoxina aumenta los niveles de AEA y la actividad de la NAPE-PLD en macréfagos
murinos, y a su vez, aumenta los niveles de ARNm y la actividad de la FAAH en este tipo

celular.
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Estos antecedentes nos permitieron hipotetizar que el sistema endocannabinoide de las
células inmunes infiltrantes y del sitio de implantacién participan en los mecanismos
involucrados en el desencadenamiento de la reabsorcion embrionaria inducida por LPS,

cumpliendo la progesterona un papel inmunoprotector en estos procesos.

En nuestro modelo, la reabsorcion embrionaria inducida por LPS cursa con un incremento en
los niveles plasméaticos de AEA. Esta observacion concuerda con hallazgos que muestran que
mujeres que sufren abortos recurrentes presentan elevados niveles de AEA en plasma (Taylor
y col., 2011) y una disminucién en los niveles de actividad de FAAH (la enzima que degrada
la AEA) en linfocitos de sangre periférica (Maccarrone y col., 2010). Por otra partepel gr

de Maccarrone (2002a) encontré6 que tanto bajos niveles de actividad de FAAH como altas
concentraciones de AEA plasmatica estan asociados a fallas en el embarazo en mujeres que
fueron sido sometidas a fecundacid+vitro. Asimismo, Gebeh y col. (2013) observaron que
mujeres con embarazos ectopicos presentan altos niveles de diferentes endocannabinoides
plasmaticos. Por lo tanto, nuestro modelo murino de RE inducida por LPS reproduce los
cambios en los niveles de AEA que han sido dessrgstchumanos y que se asocian a fallas

en el desarrollo normal del embarazo.

La relevancia de las alteraciones del sistema cannabinoide enddgeno en procesds de abo
recurrente y pérdida del embarazo se ven reforzadas por el hecho deAJHEHC, el
principal compuesto psicoactivo de la marihuana, produce aborto y muerte fetal intrauterina
en modelos animales (Asch y col., 1986; Abel y Dintcheff, 1986). Es decir, los compuestos
cannabinomiméticos, tanto enddgenos como exdgenos, pueden afectar la regulacion del

embarazo y la sobrevida embrionaria y/o fetal.

En este sentido, evaluamos si la AEA produce RE en ratones en el dia 7 de gestacion.

Observamos entonces, que ademas del aumento de los niveles plasmaticos de la AEA
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inducido por la administracion de LPS, el tratamiento con met-AEA, un anélogo no

hidrolizable de la AEA, produjper-seun incremento en la tasa de RE.

Estos resultados demuestran la participacion de la AEA en la pérdida temprana de la prefiez,
ya sea por su induccion por un anélogo de este endocannabinoide como por el aumento de los

niveles plasméticos de AEA observado en en nuestro modelo de RE.

Asimismo, trabajos previas-vitro de nuestro grupo, muestran la participacion del receptor
CB1 en los mecanismos involucrados en la RE inducida por LPS (Vercelli y col., 2009a;
2009b). Por ello, el paso siguiente fue determimaivo, empleando animales genéticamente
modificados, la participacion del receptor CB1 en la RE. Observamos que la tasa de RE de
los ratones ko-CB1 tratados con la endotoxina fue menor que la de los ratones silvestres

(wi).

Los resultados obtenidos confirman las observaciones previas del laboratorio mencionadas en
el parrafo anterior, donde en particular se demostrd que laiAziro participaba de los
mecanismos involucrados en la reabsorcion embrionaria inducidal dd?S, como el
aumento de la sintesis de NO y de las PGs tanto en el Gtero como en la decidua (Vercelli y
col., 2009a; 2009b). En estos mismos trabajos, la incubacion con AEA del tejido uterino y
decidual del dia 7 de gestacién produce un alto grado de desorganizacion tisudar que
revertida mediante la co-incubacion con un antagonista del receptor CB1 (Vercelli y col.,

2009a; 2009Db).

Varios estudios informan que las mujeres abortadoras recurrentes, que muestran un retraso en
el desarrollo endometrial, presentan, en la mayoria de los casos, menores niveles de P en
suero (Daya, 1989; Babalioglu y col., 1996; Li y col., 2000). Por otro lado, diferentes trabajos

informan menores niveles plasmaticos de esta hormona asociados al desarrollo de infecciones
en mujeres abortadoras y en animales de experimentacion tratados con LPS o con la bacteria
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entera (Fidel y col., 1998; Hirsch y Muhle, 2002). Particularmente, en nuestro modelo
demostramos previamente que el tratamiento con LPS digensignificativamente los
niveles de progesterona plasmatica en los ratones prefiados y que, si se suplementa a estos

ratones corla hormona, se revierte el efecto de la endotoxina (Aisemberg y col., 2013).

Asimismo, la P puede también modular al sistema endocannabinoide (Gorzalka y Dang,
2012). En particular, el grupo de Maccarrone (2001; 2003) mostré que la P incrementa la
expresion y actividad de la FAAH en células T y en una linea celular derivada deomalinf

(U937). Se ha informado también que en Utero de raton la P disminuye la actividad de la
FAAH (Maccarrone y col., 2000a). Por otro lado, se ha demostrado que tanto el tratamiento
con AEA como con agonistas selectivos de los receptores CB1 y CB2 disminuye los niveles
plasmaticos de P y de la hormona leutinizante (LH), asi como también los niveles de ARNm
del receptor de LH en los cuerpos luteos (Habayeb y col., 2002; Tsutahara y col., 2011). La
liberacion de P podria estar controlada entonces a nivel central por la liberacion de LH, pero

también controlada directamente por el SEC en los cuerpos lateos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos estudiar si las alteraciones en los
niveles de P observados en nuestro modelo de RE también ocurren en los ratones que carecen
del receptor CB1. En este sentido, la administracion de LPS a ratones wt y ko-CB1
disminuy6 la concentracion plasmética de P en ambos grupos. Singeydsta merma en

los niveles plasmaticos fue menor en los ratones ko-CB1. Debido al papel fundamental de la

P tanto para el establecimiento como el mantenimiento del embarazo (Halasz y Szekeres-
Bartho, 2013), que el descenso de los niveles de P plasmatica inducido por el LPS en ratones
ko-CB1 sea menos pronunciado podria explicar la menor tasa de RE observada en estos
ratones comparados con los wt. Se sabe que en roedores, antes del parto a término, se
produce un descenso en los niveles de P plasmatica que desencadena cambios en el Gtero y en

el cérvix que son parte del inicio del parto (Condon y col., 2004; Mahendroo y col., 1999).
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Por lo tanto, en nuestro modelo de RE inducida por LPS la ausencia del CB1, al reducir la
magnitud del descenso de los niveles de P, podria contribuir tanto directa como

indirectamente a una menor tasa de RE al tratar los animales con la endotoxina.

Seha descripto que el tratamiento con LPS produce un aumento de la infiltracién leucocitaria
en diferentes tejidos (Salter y col.,, 1991). En nuestro modelo de RE inducida por LPS,
Ogando y col. (2003) observaron una mayor infiltracion leucocitaria en Utero y decidua de
ratones prefilados expuestos a la endotoxina, que disminuye con el tratamiento con inhibidores

de la NOS..

Pa otro lado,se ha demostrado la presencia del SEC en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) humanas (Bioque y col., 2013; Matias y col., 2002; Galiegue y col., 1995)
y que las PBMC constituyen una poblacién heterogénea de distintos tipos celulares que
tienen un papel clave en la infiltracion leucocitaria de los tejidos ante una inflamacion. Nos
preguntamos entonces si el SEC de las PBMC patrticipa de la RE inducida por el LPS. Para

intentar contestar esta pregunta llevamos a cabo diversos disefios experimentales.

En primer lugar caracterizamos el SEC en PBMC de raton, demostrando la preséaia de
enzimas de sintesis (NAPE-PLD) y degradacion (FAAH) de la AEA, y de los reze@Bd

y CB2, corroborando que estas células presentan el SEC tal como fue descripto por otros
autores en células PBMC humanas (Bioque y col., 2013; Matias y col., 2002; Galiegue y col.,

1995).

Dado que se ha informado que el LRSitro disminuye la actividad de la FAAH y aumenta

los niveles de AEA en linfocitos periféricos de mujeres (Maccarrone y col. 2001), desafiamos

a ratones no prefiados con la endotoxina durante 6 h para evaluar posibles cambios en el SEC
de las PBMC. Cuando observamos la actividad enzimatica y los niveles proteicos de la
FAAH en las PBMC, encontramos una disminucion en ambos parametros en los animales
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tratados con LPS. Por otra parte, cuando se determinaron los niveles basales de la actividad
de FAAH en las PBMC provenientes de ratones prefiados, se encontré que la actividad de
esta enzima fue mayor en las PBMC de estos animalesmias PMBC proveniente de
ratones no preflados. En contraste con lo obseradimss PBMC de ratones no prefiados,
cuando desafiamos con LPS por el mismo tiempo a ratones prefiados, no se observé una
disminucién en la actividad de FAAH. Esta respuesta diferenciada a la endotoxina entre las
células provenientes de animales prefiados y no prefiados podria explicarse por los diferentes
niveles de P que se observan entre ellagjue son 10 veces mayores en animales preflados

(Virgo y Bellward, 1974).

Estudiamos entonces si la administracién de un antagonista de los receptores de P (RU486) a
animales prefiados podria alterar la respuesta al LPS, observando que al bloquear los
receptores de la hormona los niveles y la actividad de la FAAH de las PBMC disminuyeron

por accion de la endotoxina.

Como ya se mencion0, en los ratones no prefiados los niveles séricos de P son bajos en
comparacién con sus niveles durante la prefiez (Wood y col., 2007). Por ello, estudiamos si
en estos animales el efecto del LPS sobre la actividad de FAAH podia ser revertido por la
administracion de P. Los resultados muestran que esta hormona bloqueé el efecto del LPS
sobre la actividad dia enzima que metaboliza AEA, reforzando nuestra hipétesis del papel

protector de la P frente al LPS.

Diversos trabajos muestran que la enzima FAAH de células inmunes y neuronas humanas es
modulada por la P a través de sus receptores, activando el factor de transcripcion lkaros
(Gasperi y col., 2005; Maccarrone y col., 2004), al igual que en nuestros resultados donde al

antagonizar los receptores de P se impidié que esta hormonzrawl efecto del LPS
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sobre la actividad de FAAH. Tomando estos datos en conjunto, hipotetizamos que la P

actuaria como agente protector frente a los efectos del LPS sobre la actividad de FAAH.

Como ya se menciond, el LPS también modula los niveles plasméaticos de P. Aisgmberg
col. (2013) mostraron que a las 6 h del tratamiento con LPS se produce una disminucion del
10% en los niveles plasmaticos de P en ratones prefiados y que, cuando se extiende el
tratamiento con LPS a 12 h la disminucion es del 60%. Una drastica disminucién en los
niveles de P podria ser la causa de la pérdida de los efectos protectores de esta hormona,
permitiendo que el LPS induzca un marcado aumento de varios marcadores inflamatorios,
como el NOy/o las prostaglandinas (Ogando y col., 2003; Aisembpergl., 2007), que en

nuestro modelo se observa tanto en Utero como en decidua.

Cuando evaluamos la actividad de la FAAH en PBMC de animales prefiados seis horas
después de la administracién de LPS, donde los niveles de P sélo han disminuido nm 10%,

se encontré efecto de la endotoxina. Sin embargo a las 12 h del tratamiento con LPS
observamos que la actividad de la FAAH disminuye en las PBMC de ratones prefiados,
concomitantemente con la pronunciada caida en los niveles de P, a este tiempo de

tratamiento, descripta previamente (Aisemberg y col., 2013).

Paralelamente, y en concordancia con la disminucién en la actividad de FAAH, encontramos
un aumento de los niveles de AEA en el plasma de ratones prefiados inducido por LPS,
mientras que el suplemento con P inhibe este aumento. Como indicamos anteriormente, a fin
de dilucidar el mecanismo por el cual actia la P, se administr6 un antagonista de los
receptores de esta hormona, el RU486, a ratones no prefiados y observamos que la P perdid
su efecto sobre la actividad de la FAAH de las PBMC de animales tratados con LPS. Dado
gue se ha descripto que RU486 es no solo antagonista de los receptores de progeRjerona (

sino también de los receptores de glucocorticoides (GR) (Besedovsky y co).defitidnos

107



Discusién

utilizar el lonaprizan (LONA), un potente antagonista de los PR aproximadamente 10 veces
mas selectivo que el RU486 (Afhippe y col., 2010). El efecto protector de la P sobre la
disminucion de la actividad de FAAH inducida por LPS fue inhibido también por el
tratamiento con este antagonista, sugiriendo que en este caso la hormona actla a través de sus

propios receptores nucleares.

Por otro lado, en nuestro modelo de RE inducida por LPS se observa un aumento de los
niveles de NO tanto en decidua como en Utero alcanzando un maximo a las 6 h post-
inyeccion (Ogando y col., 2003) y la administracion de un inhibidor selectivo de la NOSi
(Aminoguanidina, AGrevierte la RE inducida por LPS. Salter y col. (1991) describieron que

el LPS produce un aumento en la produccién de 6xido nitrico e infiltracion leucocitaria en
diversos tejidos. Por la técnica de inmunohistoquimica, Ogando y col. (2003) observaron
infiltrados deciduales de macréfagos y granulocitos que expresan NOSi y CD14 (parte del

complejo proteico que funciona como receptor del LPS).

En concordancia con nuestros resultados previos hemos observado que el LPS también
incrementa la liberacién de NO, en particular en esta tesis, producido por las PBMC. Dado el
papel inmunomodulador de la P, se analiz6 si esta hormona podria inhibir el incremento de la
produccion de NO inducido por la endotoxina. Se observé que el tratamiento con P previno el
efecto de la endotoxina sobre la produccion de NO. Resultados similares fueron informados
en un modelo de injuria en la médula espinal, donde se observa un aumento de la produccién
de NO y un efecto protector de la P (Coronel y col., 2013). En este sentido, se ha informado
gue la P inhibe tanto la produccién de NO como los niveles de la NOSi en macréfagos
murinos (Miller y col., 1996). En la misma linea de los experimentos de Ogando y col.
(2003), donde el incremento de NO es acompafiado por un aumento en la expresion proteica
de la NOSI, se analizaron los niveles de esta enzima en las PBMC de animales no prefiados.

Los resultados muestran un aumento de los niveles proteicos de la NOSi en los animales
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tratados con LPS, mientras que cuando estos animales fueron suplementadasreointié s
el aumento en la expresion de NOSi. Estos resultados indican que la P tiene también un
efecto protector ya que modula negativamente la estimulacién del sistema nitrérgicb, el cua
tiene una participacion clave en el desarrollo de la RE que se desencadena tresaéia

con LPS.

Al estudiar si la P podria estar actuando en este caso tamhignés de sus receptores
clasicos, se observé que el tratamiento con RU486 revirtio el efecto protector de la P sobre
los niveles proteicos de la NOSi. Sin embargo, cuando se utilizé el antagonista mas potente y
selectivo, LONA, la P mantuvo su efecto protector aboliendo el efecto de la endotoxina.
Dado que RU486 es también antagonista de los GR se administr6 dexametasona (Dexa), un
potente agonista de estos receptores, el cual mimetizé los efectos de la P. En concordancia
con estos resultados, Jones y colaboradores (2008) demostraron en macrofagos que la
P.frente a un estimulo como lo es el LPS, puede actuar tanto a través de sus propios

receptores como a través de GR.

Podemos entonces concluir que en nuestro modelo, la P protegeria de la disminucién de la
actividad de la FAAH (y por ende del incremento en los niveles de AEA) inducida por LPS a
través de los PR, mientras que inhibiria el aumento de los niveles de NO causado por la

endotoxina a través de los GR.

Dado que la mayor parte de las acciones de la P ocurre a través de los receptores nucleares
PRA y PR-B (Conneely y col., 2002) y que la presencia estos receptores éesM&sd3
controversialse decido estudiar si los mismos se expresan en las PBMC murinas. Algunos
trabajos sostienen que estos receptores no se expresan en las PBMC (Dosiou y col., 2008;
Szekeres-Bartho y col., 2001; Mansour y col., 1994) proponiendo la existencia de

mecanismos de sefializacion alternativos a los PR nucleares, como la accién a través de los
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receptores de glucocorticoides (Kontula y col., 1983), de canales dependientes de voltaje y
activados por CA (Lai y col., 2012; Ehring y col., 1998) o de receptores de membrana
(Ndiaye y col., 2012; Dosiou y col., 200&6in embargo, en nuestro modelo experimental
hemos demostrado que las PBMC murinas expresan los receptores nucleares de P por RT-
PCR y por WB. Dado que PR-A y PR-B son productos de un mismg gjendo la isoforma

PR-A un producto truncado de PR-B (carece de los 164 aminoacidos N-terminales) (Connely
col., 1989; Kastnet y col., 1990) no pudieron diferenciarse los productos de ambas isoformas
por la técnica d®T-PCR. Para sortear esta dificultad, se realiz6 un WB donde el anticuerpo
contra estos receptores permiti6 detectar ambas isoformas individualmente debido a las
diferencias existentes en el peso molecular de cada una de ellas. Apoyando nuestros
resultados, diversos trabajos de investigacién demuestran la presencia de estos receptores en
diferentes células inmunes, como por ejemplo células NK (Arruvito y col.,, 2008) y

esplenocitos (Ledn Nava y col., 2009).

Asimismo, hemos demostrado que el LPS actia disminuyendo los niveles proteicoB de PR-

y que la P puede modular el efecto de la endotoxina sobre sus propios receptores. Es
conocido que la P regula los niveles de sus receptores clasicos (Katzenelle, 1980) y que los
niveles, y por ende la relacién entre PR-A y PR-B, varian durante la prefiez en tejidos
reproductivos (Shymala y col., 1990). En nuestro modelo de RE inducida por LPS se observé
una disminucién de la isoforma FRen las PBMC cuando los animales no prefiados son
tratados con LPS. Esto es consistente con trabajos previos que muestran que la isoforma
predominante en membranas fetales de mujeres a las que se les realiza cesarea es PR-B,
mientras que en las que tienen parto vageaoforma predominantes PR-A (Oh y col.,

2005). Por otra parte, la relacion PR-A/PR-B es mayor en membranas fetales provenientes de
mujeres con trabajo de parto que de mujeres sin trabajo de parto (Oh y col., 2005). Tan y col.

(2012) sugieren que durante la mayor parte del embarazo humano, cuando las células
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miometriales expresan mayoritariamente los receptores PR-B, la progesterona promueve la
quiescencia del miometrio a través de acciones antiinflamatorias mediadas por esta isoforma.
En el momento del parto, el aumento de la expresion de PR-A promueve el trabajo de parto
mediante la inhibicion de las acciones antiinflamatorias mediadaBmp8ry estimula la

expresion de genes proinflamatorios en respuesta a la progesterona.

En nuestro sistema, el aumento de la relacion PR-A/PR-B inducido por la endotoxina y la
caida en los niveles de P podria estar relacionado con la disminucion en los niveles de
FAAH, disminuyendo la actividad de la misma y aumentando en consecuencia los niveles
plasméaticos de AEA, la cual participaria de los mecanismos proinflamatorios que contribuyen
a la RE. Asimismo, el efecto protector de la progesterona podria estar medidadd”poBlos

cuyo aumento promueve la propia hormona.

En este trabajo de tesis determinamos que los linfocitos T son la poblacion mayoritaria (70%)
de las PBMC en nuestro modelo. En humanos, los abortos tempranos se asocian con bajos
niveles de actividad y de expresién de FAAH en estas células maternas y con un incremento
de los niveles de AEA en sangre (Maccarrone y col., 2002a; Butts y col., 2007) hecho que
también ocurre en nuestro modelo. Ademas, en linfocitos humanos, la P incrementa los
niveles de FAAH, pero no de NAPE-PLD, ni del transportador de AEA (ATM) ni de los
receptores CBs, reduciendo los niveles de AEA contenidos en esas células (Maccarrone y

col., 2000a; 2001

Asimismo, dado que en las PBMC murinas no habia sido demostrada claramente la presencia
de los PR nucleares, se aislaron células T de la poblacion total de PBMC y se analizo la

presencia de los PR, observandose que los linfocitos T (CD3+) expresan estos receptores.
Estos resultados sugieren que los linfocitos T tienen la maquinaria necesaria para responder a

la P a través de sus receptores nucleares.
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Corroborando los hallazgos de Ogando y col.(2003) en ratones de la cepdcBiLB
administracion de LPS a ratones de la cepa CD1 también produjo un incremento en la
infiltracion de linfocitos en los sitios de implantacion. Sin embargo, este incremento en la
infiltracion linfocitaria inducida por el tratamiento con LPS no se observo en los ratones
genéticamente modificados que carecen del receptor CB1 (ko-EBi)s resultados
concuerdan con los de Marquart y col. (2010), quienes muestran que la inactivacion de los
receptores CB1 disminuye la infiltracion de linfocitos T en la piel lesionada, y que por el
contrario, la utilizacion de un agonista para estos receptores promueve la infiltracion de
linfocitos T. La ausencia de infiltracion leucocitaria en los animales ko-CB1 podria también

contribuir a la baj&RE observada en estos animales.

También hemos observado en la cepa CD1 que ein-RiSo aumenta la produccién de NO

por la decidua como ya habiamos descripto en la cepa Balb/c (Ogando, 2003). Cuando
estudiamos la sintesis de NO en deciduas provenientes de animales ko-CB1 encontramos que
la endotoxina no la modifica confirmando estudios prewiestro de Vercelli y col (2009a

gue mostraba el bloqueo del aumento inducido por LPS de la produccién de NO por un
antagonista del receptor CB1. Asimismo Maccarrone y col. (2000b) han informado de que la
activacion de los receptores CB1 por AEA provoca una estimulacion de la actividad y
expresion de la NOS inducible de las células endoteliales de la vena umbilical humanas

(HUVEC).

Si bien muchos de los mecanismos estudiados en la decidua durante el tratamiento con LPS
son similares tantin-vitro (Vercelli y col., 2009a) comdn-vivo (Ogando y col., 2003)

(como por ejemplo el aumento de la produccién de NO, prostaglandinas, incremento del dafio
tisular, entre otros) no ocurre lo mismo con la actividad de FAAH. Asi, Vercelli y col.
(2009a) mostraron que el tratamieimevitro de deciduas con LPS aumenta la actividad de

FAAH mientras que los resultadosvivo obtenidos en esta tesig) tratar a los ratones con
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la endotoxina, mostraron una disminucion de la actividad de dicha enzima. En nuestro
modelo, los resultados obtenidos con la administracion de LPS son coherentes con el
aumento encontrado de los niveles plasmaticos de AEA, ya que una menor metabolizacion
del endocannabinoide tendria como resultado una concentracion mayor del mismo si su
sintesis no esta afectada (como se observo al evaluar los niveles proteicos de NAPE-PLD,

enzima de sintesis).

La diferencia entre los resultadiwsvitro e in-vivo podria adjudicarse a la contribucidd

infiltrado leucocitario inducido por el LPS en la decidua de ratones tratados con la
endotoxina, situaciéon que no ocurre en el modelwitro, donde la decidua aislada es
expuesta al LPS. Para corroborar esta hipétesis nos propusimos realizar co-cultivos mediante
un sistema de insertos en el cual deciduas de animales controles se incuban con PBMC
provenientes de animales sometidos a diferentes tratamientos, separados por una membrana
gue soélo deja pasar factores solubles. Cuando las deciduas se co-cultivaron con PBMC
provenientes de ratones prefiados tratados con LPS durante 6 h, estas células indujeron una
disminucién de la actividad de FAAH decidual. Como se describié anteriormente, la P
cumple diferentes papeles inmunomoduladores (Butts y col., 2007; 2008) y, de acuerdo a
nuestras propias observaciones, es capaz de modular tanto la actividad de la enzima FAAH
como al sistema nitrérgico. Por ello, decidimos estudiar si suplemerg#osicatones con P

se contrarrestaban los efectos de la endotoxina en este modelo de co-cultivos. Efectivamente,
las PBMC provenientes de ratones desafiados con LPS y co-tratados con P no produjeron el
mismo efecto sobre la FAAH decidual que las PBMC provenientes de ratones tratados con
LPS, poniéndose en evidencia nuevamente el papel inmunomodulador y antiinflamatorio de

esta hormona.

Teniendo en cuenta que en el sistema de insertos elegido solamente pueden pasar de una

camara a la otra factores solubles, sumado al papel central que tiene el NO en nuestro modelo
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de RE (Ogando y col., 2003; Vercejlicol., 2009a; 2009h a los numerosos trabajos que
relacionan al sistema endocannabinoide con el sistema nitrérgico (Cella y col., 2008; Vercelli
y col., 2009b) yalos resultados previamente descriptos en los que el LPS induce un aumento
tanto de los niveles de NO como de la expresion de NOSi en PBMC de ratones no prefiados,
se analiz6 si el NO podria ser uno de los factores solubles que, al ser liberados por las PBMC,
modulaban la actividad de la FAAH decidual. Al analizar la produccién de NO, no solo se
observé un incremento en la liberacion de NO por parte de las PBMC al tratar los animales
prefiados con LPS, sino que el tratamiento con P abolid el efecto de la endotoxina. Dado que
en nuestro modelo de RE el incremento de los niveles de NO tanto en utero como en decidua
(Aisemberg y col., 2007) es producto de la NOSi (Ogando y col., 2003), sertrkis
animales con aminoguanidina (AG), un inhibidor de la NOSi en presencia o ausencia de LPS.
La administracion de AG a los animales que recibieron LPS bloqueé la capacidad de las
PBMC de inducir una disminucién de la actividadldd=AAH decidual. Conjuntamente,

estos resultados nos sugieren que el LPS, mediante un aumento de la expresion de la NOSi en
las PBMC, produce un incremento en los niveles de NO liberado, y este mediador seria el

factor soluble que modularia la actividad de la FAAH decidual.

Como los mecanismos involucrados en la modulacion de la actividad de la FAAH, en
particular por el NO, no han sido dilucide] nos propusimos estudiar si el radical
peroxinitrito podria estar involucrado en los mismos. El peroxinitrito, un radical altamente
oxidante y nitrante (Grisham y col., 1999), es generado al reaccionar el NO con el radical
superodxido. Por otro lado, se ha descripto que esta molécula tiene una potente actividad
citotoxica y pro-inflamatoria (Virag y col., 2002; Beckman y col., 1990; Salvemini y col.,

1998; Misko y col., 1998).

Para analizar si el NO liberado por las PBMC ejercia sus efectos a traves de la generacion de

radicales peroxinitritos, se incubaron las deciduas con quercetina (Quer), un secuestrador de
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peroxinitritos. Cuando se trataron las deciduas con (aepresencia de las PBMC
provenientes de animales tratados con LPS no produjo ningun efecto sobre la actividad de la
FAAH decidual. Ello sugiere que el radical peroxinitrito estaria involucradola
disminucion de la actividad de la FAAH decidual inducida por las PBMC de ratones

prefiados tratados con LPS y por ende en el mecanismo regulador ejercido por el NO.

Por otro lado, el anion superoxido es un agente secuestrador de NO. Como resultado de la
interaccién entre ambos se produce el anidén peroxinitrito, el cual tiene funciones regulatorias

cuyos mecanismos involucran la nitracion proteica en residuos tirosina.

La nitracion de las proteinas ha sido reconocida en los ultimos afios como una modificacion
post-traduccional eficaz que permite modular la funcionalidad de determinadas enzimas. Lo
cierto es que se ha descubierto que la nitracion mediada por peroxinitrito cumple un rol clave
durante la inflamacién. La misma, parece estar focalizadieterminados residuos tirosina

de las proteinas, lo que potencialmente resulta en ganancia o pérdida de actividad enzimatica.

Podriamos mencionar a la manganeso superoxido dismutasa (MnSOD) mitocondrial (Radi y
col., 2002), a la prostaciclina sintasa, al receptor de glucocorticoides y al transportador de
glutamato entre las proteinas que pierden actividad por nitracion en tirosina. Esto conlleva al
aumento en la produccién de ROS, a la disminucion de B@ la disminucién en la
respuesta a glucocorticoides entre otros efectos (Salvemini y col., 2006). Asimismo, la
nitracion aumenta la actividad de la COX-2 en la mayoria de los casos observados, con el
consecuente aumento en la produccion de PGs (Salvemini y col., 2006; Beharka y col., 2001,
Schildknecht y col., 2008; Ndengele y col., 2008; Goodwin y col., 1999). Particularmente,
resultados previos de nuestro laboratorio muestran la importancia de la nitracion de esta

enzima en los sitios de implantacion en nuestro modelo (Aisemberg y col., 2007)

115



Discusién

Trabajos previom-vivo de nuestro laboratorio muestran el efecto del LPS en el aumento de

la nitracion en residuos tirosina de proteinas del utero y la decidua (Ogando y col., 2003). En
particular, en este trabajo de tesis se demdstdtro que las PBMC provenientes de
animales tratados con LPS incrementaron la nitracién en residuos tirosina de las proteinas de
deciduas en los co-cultivos. Puntualmente mostramos que una de las proteinas que se nitra en
nuestro sistema de insertos es la FAAH. Se observo la presencia de esta enzima nitrada en las
deciduas co-cultivadas con PBMC provenientes de animales tratados con LPS y también en
el tejido control, aunque en esta Ultima situacidén en menor medida. Teniendo en cuenta el rol
anti-inflamatorio, inmunomodulador y protector ejercido por la P, se estudio si el suplemento
con esta hormona a los ratones proveedores de las PBMC podria revertir el aumento
observado en la nitracion de la FAAH decidual inducida por las PBMC de animales tratados
Unicamente con LPS. Se encontrd que, efectivamente, las PBMC de animales tratados con P

y LPS poseen niveles de nitracion de la FAAH similares a los observados en los controles.

Analizando estos resultados en conjunto, se puede observar que un menor nivel de actividad
de FAAH se correlaciona con una mayor nitracion en residuos tirosina de las proteinas de la
decidua, particularmente de FAAH. Diferentes trabajos describen que la nitracion de una
enzima puede causar tanto una ganancia como una pérdida en su actividad (Cassina y col.,
2000; Vadseth y col., 2004; Balafanova y col., 2002). Un ejemplo de pérdida de actividad por
nitracion es la MnSOD mitocondrial, la enzima que normalmente mantiene controlados los
niveles de superoxido (Radi y col., 2002). También en pacientes con sepsis se ha observado
gque la NOSi se encuentra nitrada (Lanone y col., 2002), induciendo un cambio
conformacional que impacta a nivel de la dimerizacion y produce disminucion de su
actividad catalitica. En contraste con las observaciones de Aisemberg y col. (2007), donde la
nitracion de COX-2 indujo un incremento en su actividad, nuestros datos indican que la

nitracion de la FAAH decidual causada por las PBMC de animales tratados con LPS produce
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una disminucion en la actividad de esta enzima, que se traduciria en un incremento de los
endocannabinoides en la decideisentido bioldgico de este aumento podria entenderse en
el contexto de los resultados presentados en este trabajo, donde se demuestra que AEA es

perseuna molécula abortogénica.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis contrédburyamnmejor comprension de

los mecanismos fisiopatologicos por los cuales el sistema endocannabinoide, tanto de las
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) como de la decidua, participa en el
desencadenamiento de la reabsorcion embrionaria y del fundamental papel protector de la

progesterona en la reversion de este proceso.
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Conclusiones:

En este trabajo observamos que:
° EILPS incrementa los niveles plasmaticos de la AEA.

La AEA per-seinduce un aumento en la reabsorcion embrionaria.

Los receptores CB1 participan en la RE inducida por LPS.

Los receptores CB1 estan involucrados en la disminucion de los niveles séricos

de P, en el aumento de la infiltracion linfocitaria al sitio de implantacion y en el

incremento de la producciéon de NO en la decidua inducidos por el LPS.

° Las PBMC de ratén expresdas enzimas de sintesis (NAPE-PLD) ehidrdlisis

(FAAH) de AEA vy los receptores CB1 y CB2.

Las PBMC de ratones no prefados tienen menor actividad de FAAH basal que

las provenientes de ratones prefiados.

En ratones no prefiados, donde los niveles de P son bajos, el LPS disminuye la

actividad de FAAH de las PBMC.

El tratamiento con LPS disminuye la actividad de la FAAH en las PBMC de

ratones prefiados so6lo cuando los niveles séricé#shde disminuido o los PR

han sido bloqueados.

El LPS incrementa la produccion de NO y los niveles de la NOSi de las PBMC.

La P revierte este efecto, a través de los receptores de glucocorticoides.

Las PBMC expresan los receptores nucleares de P (PR-A 'y PR-B).

El LPS modula negativamente la relacion PR-B/PR-A, la P revierte este efecto

de la endotoxina.

Los linfocitos T expresan los receptores nucleares de P.
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Las PBMC de animales tratados con LPS, co-cultivadas con deciduas
provenientes de animales prefiados controles, inducen una disminucion en la
actividad de la FAAH de este tejido. La administracion de P protege de los
efectos de la endotoxina.

Un incremento en la produccion del NO por las PBMC, puede ser responsable
de la disminucion de la actividad de la FAAH decidual.

La liberacion de NO por las PBMC de ratones tratados con LPS incrementa los
niveles de nitracion de las proteinas de la decidua.

En particular, produce la nitracion de la FAAH decidual, lo cual parece modular
negativamente la actividad de la enzima y contribuir de esta forma al desarrollo
de la RE. La P protege de este efecto.

El peroxinitrito participa en la nitracién de las proteinas deciduales.

Estos resultados nos permiten concluir que:

El SEC participa de la RE inducida por LPS.
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