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Resumen

Objetivo: previo a la redaccion del presente manuscrito hemos
publicado estos resultados que hoy consideramos como antecedentes.
El acido lisofosfatidico promueve la decidualizacion en el ttero de
rata via el receptor LPA3. Por lo tanto, el objetivo fue investigar la
participacioén de LPA3 en el desarrollo de la placenta a término.

Materiales y métodos: un grupo de ratas Wistar en el dia 5
de prefiez recibi6 una dosis intrauterina de DGPP (antagonista de
LPA3) o vehiculo (control) y se las sacrifico en el dia 21. Previamente
describimos  que este tratamiento aumenta la reabsorcion
embrionaria sin modificar el nimero de sitios de implantacién. Por
lo tanto, en los sitios controles fue posible discriminar la placenta,
el utero y la decidua. En los sitios reabsorbidos se aislaron la
unidad feto-placentaria, el tdtero y el boton decidual. Se realizaron
estudios macroscopicos y microscopicos.

Resultados: no se observaron diferencias en la morfologia
histologica del ttero proveniente de los sitios de implantacion
control y no reabsorbido frente a los reabsorbidos presentes en el
cuerno tratado con DGPP. Las placentas control presentaron una
arquitectura tisular conservada acorde con su edad gestacional.
Sin embargo, las placentas de los sitios no reabsorbidos
exhibieron una zona basal engrosada con un aumento en el
contenido de glucégeno y de células gigantes. Las placentas de
los sitios reabsorbidos presentaron una arquitectura totalmente
desorganizada, con grandes depésitos de fibrina, nicleos
picnéticos, extravasacion eritrocitaria e infiltracion con neutréfilos.

Conclusiones: la ablacion farmacologica del receptor LPA3
durante la implantacién embrionaria modula eventos relevantes, como
la decidualizacion, que tienen consecuencias sobre la placentacion y
el desarrollo fetal, comprometiendo el éxito de la gestacion.

Palabras clave: dcido lisofosfatidico, LPA3, implantacion,
decidualizacion, placentacion.
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Abstract

Objective: we previously observed that lysophosphatidic
acid modulates decidualization in the rat uterus through LPA3
receptor. Therefore, the aim of this study was to investigate the
role of LPA3 in placenta development at term.

Materials and methods: Wistar rats on day 5 of
pregnancy received an intra-uterine dose of DGPP (LPA3
receptor antagonist) or vebicle (control). Rats on day 21 of
gestation were sacrificed. Previously we described that this
treatment induces embryonic resorption without changes in
the number of implantations sites. Therefore, in the control
born, the placenta, the uterus and the decidua were extracted.
In the DGPP born, the feto-placental units, the uterus and the
decidua were separated. Micro and macroscopic studies were
performed.

Results: bistological studies of the uterus show mno
morphological differences between control, non-resorbed
and resorbed implantation sites. Placentas obtained from
control sites, exhibited the typical architecture for their
gestational age. However, placentas from not resorbed sites
showed a wider basal zone with an increase in the glycogen
content and the number of giant cells. Finally, placentas from
resorbed sites displayed a completely disorganized structure
with fibrin deposits, picnotic nuclei, erythrocyte extravasation
and neutrophil infiltration.

Conclusions: the pharmacological ablation of LPA3
receptor during the window of implantation modulates
primordial events as decidualization that bas strong
consequences in placentation and the well-being of the fetuses,
thus affecting pregnancy outcome.

Key words: lysophosphatidic acid, LPA3, implantation,
decidualization, placentation.
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INTRODUCCION

En la especie humana, sélo el 30% de los
embriones fecundados logran implantarse, es
decir que solo un tercio de los ciclos en los que
hubo fecundacion terminan en un embarazo.
Estas cifras impactan en la salud materno-fetal si
se tiene en cuenta que 300.000 mujeres mueren
por afio en el mundo debido a complicaciones

durante el embarazo y el parto'. El 99% de estas
muertes suceden en paises en vias de desarrollo y
en la mayoria de los casos podrian reducirse si se
implementara un sistema preventivo de cuidados
obstétricos. Ademas, la Declaracion de las Naciones
Unidas ha establecido como cuarto objetivo de
desarrollo del milenio reducir la mortalidad infantil
y como quinto, mejorar la salud materno-fetal®.
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En particular, en la Argentina se estima que la
prevalencia de la infertilidad oscila entre el 10% y
el 15% de la poblacién en edad reproductiva y se
calcula que un millén y medio de parejas tendrian
dificultades para procrear en algin momento de su
vida (Centro de Investigaciones en Medicina Repro-
ductiva, CIMER). El Ministerio de Salud bonaeren-
se inform6 que los hospitales provinciales reciben
unas 5.000 consultas anuales por problemas de fe-
cundidad, lo que pone de relevancia la imposibili-
dad de lograr un embarazo exitoso.

La implantacion del embrién en la cavidad
uterina implica eventos fisiol6gicos claves como
la decidualizacion y el remodelado vascular, los
cuales son fundamentales en la placentacién y en
el éxito de la gestacion.

La formacion de nuevos vasos sanguineos y la
coordinacién de los procesos vasculares en la in-
terfase materno-fetal garantizan un flujo sanguineo
adecuado en respuesta a la demanda metabdlica
del embrion*>. Dichos eventos se encuentran re-
gulados por numerosos factores de crecimiento,
citoquinas y quemoquinas’. Por su parte, la deci-
dualizacion implica la proliferacion y diferenciacion
de fibroblastos del estroma endometrial en células
deciduales. La decidua es un tejido transitorio que
sostiene el desarrollo embrionario, regula la res-
puesta inmunitaria materna y controla la invasioén
del trofoblasto en el ttero”®.

La interaccion entre el trofoblasto y la decidua
materna es fundamental para el éxito de la im-
plantacién y el desarrollo normal del embarazo.
Se describi6é ampliamente que alteraciones en las
funciones del trofoblasto estan asociadas a pato-
logias placentarias como la preeclampsia, la res-
triccion del crecimiento intrauterino o las fallas
implantatorias multiples®°.

En los ultimos afios, la biologia de los lipidos
ha ido emergiendo como un area de significativo
interés terapéutico gracias al conocimiento de la
senalizacion molecular y fisiolégica que estas mo-
léculas desempefian durante la gestacion. En la in-
terfase materno-fetal se establece un dialogo en el
que participan mediadores lipidicos. En particular,
el acido lisofosfatidico (LPA), a través de la union
a receptores acoplados a la proteina G participa en
eventos reproductivos como la espermatogénesis,
la funcién sexual masculina, la funcién ovarica, la
fecundacion, el espaciamiento de los embriones, la
implantacion, la decidualizacién, el mantenimiento
de la gestacion, el parto y algunas patologias rela-
cionadas con estos procesos'', Ademds, a través

de la producciéon de quemoquinas inducidas por el
LPA, las células del trofoblasto humano del primer
trimestre regulan la angiogénesis de las células en-
doteliales y la activacion del sistema inmune innato
durante la gestacién temprana®.

Hasta el momento, el rol mas significativo del
LPA en reproduccion involucra la sefializacién
mediada por el receptor LPA3 en la implanta-
cion del blastocisto en el endometrio materno.
Se ha informado que ratones deficientes en los
receptores LPA1 y LPA2 pueden reproducirse
normalmente. Sin embargo, las hembras deficien-
tes en LPA3 presentan un retardo en el inicio de
la implantacién, espaciamiento aberrante de los
embriones en el tracto uterino, reduccién en el
tamafio de la camada y aumento en el peso de
las crias'’. Este fenotipo es intrinseco a los tejidos
maternos, ya que la transferencia de embriones
wild type a hembras deficientes en el receptor
LPA3 (LPA37) no corrige los defectos descriptos
antes. Sin embargo, la transferencia de embriones
LPA3”- a hembras wild type no genera dificultades
en el proceso de implantacion. Estos hallazgos
sugieren que la via de senalizacion del LPA mo-
dula la implantacién embrionaria durante la ges-
tacion temprana en los mamiferos.

La enzima lisofosfolipasa-D (Lyso-PLD), también
conocida como autotaxina, participa en la sintesis
del LPAY. La actividad de Lyso-PLD se detecta en
sangre periférica y se correlaciona fuertemente con
la concentraciéon de LPA circulante'®. El grupo de
Tokumura'®* describié un aumento gradual en la
actividad de la Lyso-PLD en el suero de mujeres a lo
largo de la gestacion. Este incremento en la activi-
dad de la enzima es ain mayor en las gestantes con
trabajo de parto, sugiriendo que el LPA podria par-
ticipar en el mantenimiento del embarazo. El grupo
de Twasawa?! encontr6 que la placenta humana ex-
presa Lyso-PLD en los tres trimestres del embarazo,
predominantemente en las células del trofoblasto y
que su expresion placentaria se incrementa a medi-
da que avanza la gestacion. En conjunto, estos ha-
llazgos sugieren que el trofoblasto seria la fuente
principal de LPA durante el embarazo. Cabe desta-
car que las pacientes con fallas repetidas en la im-
plantacién presentan menores niveles de expresion
proteica de LPA3 en el endometrio®.

En nuestro laboratorio, estamos interesados en
el rol que cumplen los mediadores lipidicos en la
interfase materno-fetal. Previamente, describimos la
participacion del LPA y su receptor LPA3 en los pro-
cesos de remodelado vascular y decidualizacion en
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la gestacién temprana, sugiriendo que la sefaliza-
cion mediada por LPA participa en el desarrollo de
la decidua y la neovascularizacion de los sitios de
implantacion®?, Ademads, observamos que el LPA, a
través del LPA3, promueve la adquisicion del fenoti-
po endovascular del trofoblasto humano de primer
trimestre y la interacciéon con células endoteliales
favoreciendo el remodelado vascular de la interfa-
se materno-fetal?>*. Estos mecanismos se dan en el
marco de la regulacion de las hormonas esteroideas
estradiol y progesterona®. Nuestros resultados, jun-
to con los de otros autores, permiten postular al
LPA3 como uno de los puntos de control del proce-
so de implantaciéon embrionaria.

Para validar nuestras observaciones, decidimos
investigar la relevancia del LPA3 en un modelo
de implantacién in vivo, utilizando como mode-
lo experimental la rata prefiada. Detectamos que
la ablacion farmacolégica del receptor LPA3 en la
ventana de implantacion produce un espaciamien-
to aberrante de los embriones e incrementa el por-
centaje de reabsorcion embrionaria en los dias 8
y 15 de gestacion®®. En los sitios de implantacion
reabsorbidos observamos multiples anomalias. En
particular, hallamos una disminucién en la longi-
tud transversal de las arterias uterina y arcuata, los
principales vasos que irrigan el utero, y una dis-
minucion en la expresion del mRNA de conocidos
mediadores de la vascularizacion (IL-10, VEGF-A,
VEGF-R1). El anilisis de la microvasculatura indi-
ca que los sitios reabsorbidos presentan un menor
nuimero de vasos sanguineos cuyas circunferencias
son mayores. En los sitios de implantacion reabsor-
bidos del dia 8 y en las placentas del dia 15 detec-
tamos hemorragia, infiltracién de células inmunes,
depositos de fibrina, extravasacion eritrocitaria y
desorganizacion de la arquitectura histologica.

Dado que el desarrollo de la placenta es un
proceso continuo y dinamico con diferentes fun-
ciones durante la gestacion, decidimos investigar
el impacto de la falta de funcionalidad del receptor
LPA3 en las placentas de rata a término. Estos es-
tudios son relevantes considerando que se ha pos-
tulado que los cambios en el remodelado vascular
sufren una regresion hacia el final del embarazo,
siendo relevantes en el tercer trimestre previo al
desencadenamiento del parto®. Por lo tanto, con-
tinuando con el abordaje del modelo in vivo des-
cripto en los dias 8 y 15 de prefiez, proponemos
como objetivo principal del presente trabajo pro-
fundizar el estudio de la importancia del receptor
LPA3 en el desarrollo de la placenta a término.

MATERIALES Y METODOS
Modelo experimental

Declaracién ética

Los procedimientos experimentales fueron apro-
bados por el Comité de Cuidado de Animales del
Centro de Estudios Farmacol6gicos y Botanicos
(CEFYBO-CONICET) y por el Comité Institucio-
nal del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Medicina (Universidad
de Buenos Aires), nimero de permiso 2550/2010.
Ademas, los experimentos se llevaron a cabo en
conformidad con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (NIH). Todos los animales
fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Buenos Aires.

Animales

Utilizamos ratas adultas de la cepa Wistar de
peso homogéneo (200-300 g), mantenidas en
condiciones de temperatura (23-25°C) y ciclos
de luz-oscuridad (12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad) constantes. Los animales recibieron
alimento y agua ad libitum. Las hembras se pu-
sieron en apareo con machos de la misma cepa
y se verifico el estado de prenez mediante un
extendido vaginal. Se observo en el microscopio
optico (aumento 100X) la presencia de esperma-
tozoides, considerandose este como el primer dia
de gestacion. La prefiez en esta cepa de ratas dura
22 dias en las condiciones de nuestro bioterio.

Las ratas prefiadas se separaron del resto de
los animales y se mantuvieron en las mismas con-
diciones hasta el momento de los tratamientos y
del sacrificio.

Los tejidos provenientes de las hembras sa-
crificadas en el dia 21 de gestacion se utilizaron
para la descripcion morfolégica de los ensayos
macroscoOpicos y microscopicos.

Efecto de la administracién intrauterina
de DGPP sobre el desarrollo de la
placenta a término

Se utiliz6 un modelo de inyeccién intrauterina
de DGPP para investigar la participacion del LPA y
su receptor LPA3 en el desarrollo de la placenta a
término en la rata, seguimos una estrategia farma-
cologica in vivo.

Durante la prefiez temprana en la rata, el blas-
tocisto alcanza la luz del utero entre los dias 4 y 5
de gestacion y la implantacién ocurre durante la
tarde-noche del dia 5. Las hembras en el dia 5 de
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gestacion recibieron por la mafiana una dosis tnica
intrauterina de DGPP, el antagonista selectivo del
LPA3 (0,1 mg/kg, volumen final de inyeccion 2 ub),
en el cuerno izquierdo. El cuerno derecho se inyec-
té con 2 pl de vehiculo y se tom6 como control. Las
hembras fueron sacrificadas en el dia 21 de gesta-
cién en una camara saturada de diéxido de carbono
seguido de dislocacién cervical.

A continuacién, se diagrama el protocolo de
administracion del DGPP (Fig. 1):

)
o ?‘é‘@x@

\@‘%\&\ w®
Dia 1 Dia 5 Dia 21

]
&
DGPP Vehiculo
(antagonista selectivo

del receptor LPA3)

Figura 1: Profocolo de administracion de DGPP.

Estudios macroscépicos

Los animales fueron sacrificados en el dia 21
de prenez y, en los casos en que fue posible, se
separé el utero de las placentas y los fetos. Sin
embargo, en los casos en los que hubo reabsor-
cién embrionaria no se pudo separar el feto de
la placenta vy, por lo tanto, se separ6 el utero de
la unidad fetoplacentaria (UFP) completa. En to-
dos los casos se tomaron fotografias, se registré
el peso de los 6rganos y se conté el nimero de
sitios de implantacion normales y reabsorbidos.

Estudios microscépicos

En el caso de los sitios de implantacion control
y no reabsorbidos se extrajeron el utero, las
deciduas y las placentas. En los sitios reabsorbidos
se aislaron las UFP del udtero y la decidua. Los
tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4%
durante 18 horas a 4°C. Luego, se deshidrataron
mediante sucesivos pasajes en alcoholes (desde
70% hasta 100%). Cada incubacién se realiz6é por
18 horas a temperatura ambiente. Se efectuaron
cortes de 4 uym con micrétomo (Leica RM 2125,
Wetzlar, Alemania) y se montaron en portaobjetos
xilanizados al 2%.
con hematoxilina-eosina durante 15 segundos
para evaluar la morfologia general del tejido e

Las secciones se tifieron

identificar los tipos celulares presentes en €l. Se
utiliz6é un microscopio Nikon Eclipse 200 (NY, EE.
UU.) para tomar las fotografias de los uteros, las
placentas, las deciduas y las UFP.

Anadlisis estadistico de los datos

El analisis estadistico se realiz6 con el pro-
grama Infostat (Cérdoba, Argentina). La compa-
racion entre la varianza de los distintos grupos
experimentales se efectué mediante la prueba de
ANOVA de un factor, seguida de una compara-
cion multiple de Tukey. Para el caso de dos trata-
mientos, se empleo la prueba de la £ de Student.
Los datos se expresaron como los valores medios
+ SEM (error estandar de la media). Las letras
distintas corresponden a diferencias significativas
entre los tratamientos cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Resultados previos de nuestro laboratorio su-
gieren que el LPA, a través del receptor LPA3, se-
ria una sefial pro-implantatoria que favorece los
eventos fisiolégicos que tienen lugar durante la
ventana de implantacién a través de la modula-
cion de mediadores lipidicos®. Posteriormente,
describimos en un modelo de rata gestante in
vivo el rol preponderante del receptor LPA3 en
los procesos de vascularizaciéon y decidualiza-
cion. En ese modelo, la ablacion farmacolégica
del receptor LPA3 se llevé a cabo mediante la
administracién intrauterina del antagonista del
receptor en el dia 5 de prefiez y las ratas fueron
sacrificadas en los dias 8 y 15 de gestacion®.

Continuando con el abordaje del modelo in
vivo, decidimos profundizar el estudio de la im-
portancia del receptor LPA3 en la placentacion
a término. Para ello, evaluamos en el dia 21 de
prefnez parametros macro (morfologia y peso del
utero, la placenta y la decidua) y microscépicos
(estudios histol6gicos) tanto en los sitios de im-
plantacién provenientes del cuerno control como
del cuerno tratado con DGPP.

Estudios macroscépicos

En primer lugar, se cont6 el nimero de sitios
de implantacion y se calculé el porcentaje de
reabsorciéon embrionaria. En las condiciones de
nuestro bioterio, la cepa Wistar presenta un 1%
de reabsorcion embrionaria espontanea. Si bien
la administracion de DGPP (0,1 mg/kg) no afect6
el namero de sitios de implantacién en el cuerno
tratado respecto del cuerno control, observamos
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un aumento significativo del porcentaje de reab-
sorcion embrionaria (Tabla 1, p < 0,05) y aberra-
ciones en el espaciamiento de los embriones. En
el cuerno tratado con DGPP observamos sitios
de implantacién reabsorbidos como sitios no re-
absorbidos.

En la Figura 2 se observa el cuerno control
con embriones de un tamafio acorde con su edad
gestacional. Se pueden distinguir la placenta y el
liquido amniético de color claro contenido en las
membranas fetales (Fig. 2A).

Sin embargo, en el cuerno tratado con DGPP
se detecta la presencia de sitios de implantacién
reabsorbidos, extremadamente hemorragicos, ne-
crosados y de menor tamano (Figura 2A, By C)
que se encuentran, en algunos casos, lindantes
con sitios de implantacion no reabsorbidos, cuya
morfologia, coloracion y tamafio son semejantes
a los sitios de implantacion controles (Figura 2D).

Luego estudiamos el peso del ttero, la placen-
ta y la decidua provenientes del cuerno control
y del cuerno inyectado con DGPP. En el caso de
los sitios reabsorbidos no fue posible separar la
placenta de los fetos y, por lo tanto, se pesaron

Dia 21 de N° de sitios de Reabsorcién
gestacion implantacién embrionaria (%)
Cuerno de control 5+£2 1+0,2
Cuerno con DGPP 5£2 68 +0,5

Tabla 1: Nimero de sitios de implantacién y porcentaje de
reabsorcién embrionaria en el dia 21 de gestacién.

las UFP. En el caso de los sitios no reabsorbidos y
de los sitios control, las placentas y las deciduas
se separaron y pesaron (Fig. 3).

Observamos una disminucién significativa en
el peso del utero, la placenta y la decidua en los
sitios reabsorbidos del cuerno tratado respecto
de los sitios de implantacién provenientes del
cuerno control y de los sitios no reabsorbidos
(véase Figura 3; p <0,05).
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Figura 3: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre
el peso de los Uteros, las deciduas y las placentas provenientes del
cuerno tratado y control de hembras en el dia 21 de prefiez. Las
hembras en el dia 5 de gestacién recibieron, por la mafiana, 2
pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de
vehiculo en el cuerno uterino derecho. Las hembras se sacrificaron
en el dia 21 de gestacion (n = 4-6). Peso (mg) de los Gteros, plo-
centas y deciduas provenientes de sitios de implantacién reab-
sorbidos (R) y no reabsorbidos (NR) de los cuernos tratados con
DGPP y de los cuernos control (C). Los resultados representan la
media = SEM (n = 5). Las letras distintas determinan diferencias
significativas entre los tratamientos con p < 0,05 (ANOVA de un
factor seguido por un andlisis a posteriori de Tukey).

UNIDAD FETOPLACENTARIA

Figura 2: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP en el dia 5 de prefiez sobre el desarrollo de la placenta en hembras sacrificadas
en el dia 21 de gestacién. Las hembras en el dia 5 de gestacién recibieron, por la mafiana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino iz-
quierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino derecho. Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). A) Vista panordmica
de los cuernos uterinos. Las flechas negras indican zonas de reabsorcién embrionaria. Las flechas blancas muestran los sitios de implantacién
de los embriones no reabsorbidos y las flechas grises representan embriones del cuerno de control. B) Vista con mayor aumento de los em-
briones reabsorbidos y no reabsorbidos presentes en el cuerno inyectado con DGPP. Las flechas negras indican los sitios de implantacién con
embriones reabsorbidos. Las flechas blancas indican embriones no reabsorbidos. €) Detalle donde se muestra la unidad fefoplacentaria (UFP)
de un sitio reabsorbido. D) Feto presente en un sitio no reabsorbido, cuya morfologia es semejante al embrién del cuerno control.
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En conjunto, estos resultados y los anteriormente
descriptos demuestran que los efectos por la delecion
farmacolégica del receptor LPA3 no son transitorios,
sino que se mantienen y evidencian tanto en las eta-
pas mas tempranas (dias 8 y 15 de gestacion) como en
las tardias (dia 21) a lo largo de la prefiez en la rata.

Estudios microscépicos

Dado que observamos que el receptor LPA3
participa en los eventos que determinan el es-
paciamiento de los embriones y la reabsorcion
embrionaria, realizamos un estudio acerca de la
histologia de los tejidos descriptos previamente.

En primer lugar, analizamos los cortes histol6-
gicos de los tuteros (Fig. 4). En este caso, no se ob-
servaron diferencias entre los tteros provenientes
del cuerno control (Fig. 4A) respecto de los sitios
de implantacion no reabsorbidos (Fig. 4B) y de
los sitios reabsorbidos (Fig. 4C) provenientes del
cuerno inyectado con DGPP. En los tres casos, la
arquitectura histologica del tejido se mantuvo con-
servada y se observaron las tres capas tipicas del
dtero gestante: endometrio, decidua, miometrio y
las capas musculares (circular y longitudinal).

Cuando analizamos histolégicamente la morfo-
logia de las placentas observamos diferencias entre
aquellas provenientes del cuerno uterino inyecta-
do con DGPP vy los tejidos placentarios provenien-
tes del cuerno control. Es importante mencionar
en este punto que en el caso de los sitios reabsor-
bidos se procedio a fijar la UFP completa ya que,
debido al avance del proceso de reabsorcion, no
fue posible separar el feto de la placenta.

En la Figura 5A se observa, en las placentas
provenientes del cuerno control una arquitectura
conservada del tejido donde se distinguen las tres
zonas caracteristicas de la placenta de rata a tér-

mino: la decidua basal que contiene las arterias
espiraladas, las células gigantes del trofoblasto
ubicadas en la zona basal y el laberinto, zona de
intercambio entre la sangre materna y la fetal.

En el caso de las placentas correspondientes a
los sitios no reabsorbidos presentes en los cuernos
inyectados con DGPP, observamos un engrosa-
miento de la zona basal con un incremento notable
en la cantidad de células trofoblasticas gigantes y
de glucogeno (Fig. 5B). Ademas, distinguimos un
aumento importante de la extravasacion eritrocita-
ria presente en la decidua basal (Fig. 5C). La zona
basal es rica en células de glucégeno que constitu-
yen una importante fuente de lipidos y azuicares,
lo que sugiere que esta alteracion podria denotar
una respuesta del tejido frente a una injuria con el
fin de continuar supliendo los nutrientes necesa-
rios para el desarrollo y crecimiento del embrion.

Cuando estudiamos la morfologia tisular de
las UFP provenientes de sitios reabsorbidos en el
cuerno tratado con DGPP (Fig. 5D), observamos
la pérdida completa de la arquitectura tipica pla-
centaria. No fue posible distinguir las tres zonas
caracteristicas de la placenta de rata (decidua ba-
sal, zona basal y laberinto). En este caso, las pla-
centas muestran depoésitos de fibrina y nucleos
picnéticos indicando signos de muerte celular
(Fig. 5E). Estas caracteristicas se ven acompafia-
das por una infiltraciéon de neutroéfilos y extrava-
sacion eritrocitaria (Fig. 5F).

La decidua proveniente del cuerno control
presenta una morfologia acorde con su edad
gestacional (Fig. 6A). Al estudiar las deciduas
provenientes del cuerno tratado con DGPP, ob-
servamos que presentan signos de dano tisular y
una coloracion y forma alteradas respecto de las
deciduas controles (Fig. 6B y C).

Figura 4: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre la histologia del Gtero. Las hembras en el dia 5 de gestacién
recibieron, por la mafana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino derecho.
Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). Se muestran cortes transversales de Gteros tefiidos con hematoxilina
y eosina provenientes de sitios de implantacién que corresponden a embriones control (A), embriones no reabsorbidos (B) y
embriones reabsorbidos (C). E: endometrio, D: decidua, MC: miometrio circular, ML: miometrio longitudinal.
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Figura 5: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre la histologia de la placenta. Las hembras en el dia 5 de gestacién
recibieron, por la mafiana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino
derecho. Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). Se muestran cortes transversales de placentas tefiidas con
hematoxilina y eosina provenientes de sitios de implantacién que corresponden a embriones control (A), embriones no reabsorbidos
(B y €) y embriones reabsorbidos (D, E y F). L: laberinto, ZB: zona basal, CG: células de glucégeno, FIB: zona de fibrindlisis, MC:
muerte celular, EE: extravasacién eritrocitaria.

T

Figura 6: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre la histologia de la decidua. Las hembras en el dia 5 de gestacion
recibieron, por la mafiana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino
derecho. Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). Se muestran cortes transversales de deciduas tefiidas con
hematoxilina y eosina provenientes de sitios de implantacién que corresponden a embriones control (A), embriones no reabsorbidos

(B) y embriones reabsorbidos (C).

DISCUSION

El estudio de los factores involucrados en el éxi-
to de la gestacion temprana cobra relevancia si se
tiene en cuenta que, a nivel mundial, el 15% de las
parejas en edad reproductiva se enfrentan con el
riesgo de no poder concebir® y que en cada ciclo
existe solamente un 30% de posibilidad de embara-
zo. Ademas, solo el 50% de las gestaciones sobrepa-
sa las 20 semanas de gestacion®*. En la actualidad
existe un vacio respecto a la terapéutica aplicable en
las fallas en la implantacion y a los abortos recurren-
tes, las cuales se asocian no solamente con pérdidas
tempranas del embarazo, sino con patologias obsté-
tricas que aparecen mas tardiamente.

El blastocisto participa del primer contacto de
caracter fisico y fisiolégico con el utero materno
que dara inicio a la implantacion®. La invasion del
trofoblasto en el endometrio involucra el remode-
lado de las arterias uterinas con el fin de estable-
cer una adecuada perfusion uteroplacentaria. Se
informé que deficiencias en esos procesos afectan
la implantacién y la placentacién comprometien-
do el avance de la gestacion!®32%, En particular, se
conoce que hay una correlacién entre las altera-
ciones vasculares durante la implantacion y las pa-
tologias placentarias que aparecen temprano en la
gestacion, como las fallas implantatorias o el abor-
to recurrente y otras que aparecen mas avanzado
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el embarazo como la preeclampsia y la restriccion
del crecimiento intrauterino®%,

Nuestro laboratorio investiga el rol de lipidos
bioactivos, como el LPA, en la interfase materno-
fetal durante las etapas tempranas de la gesta-
cion en distintos modelos experimentales. Dado
que el estudio de la implantacién es limitado en
seres humanos debido a razones éticas, en este
trabajo utilizamos el modelo de rata prefiada. Si
bien existen diferencias en los procesos fisiologi-
cos entre las especies, la rata presenta similitudes
con el embarazo humano en lo que se refiere al
proceso de invasion del citotrofoblasto y al re-
modelado vascular®®. Ademds, la rata al igual que
el hombre presenta un desarrollo hemocoriénico
altamente invasivo®” de la placenta. Por lo tanto,
la implementacién de animales de laboratorio
constituye un modelo de estudio valioso para el
diseno de estrategias in vitro e in vivo a fin de
descifrar los eventos moleculares y fisiologicos
que regulan los procesos de decidualizacion, re-
modelado vascular y placentacion.

En este sentido, previamente demostramos, en
un modelo de implantacién in vitro, que el LPA
actia como una molécula proimplantatoria en
la interfase materno-fetal. La unién del LPA a su
receptor LPA3 desencadena cascadas de sefaliza-
cion que regulan tanto el sistema endocanabinoi-
de como las prostaglandinas en el dtero de rata, lo
que favorece la decidualizacién y el remodelado
de la vasculatura en la ventana de implantacion®.

Sobre la base de los resultados obtenidos in
vitro, decidimos poner a punto un disefio experi-
mental in vivo que nos permitiera analizar la par-
ticipacién del LPA endégeno y el receptor LPA3
en los procesos que se desencadenan en el inicio
de la implantacién y que repercutiran en las eta-
pas mas tardias de la gestacion (dias 8, 15 y 21
de prenez).

Previamente describimos que el tratamiento con
DGPP produce fallas en la decidualizaciéon y en el
desarrollo temprano de la placenta (dias 8 y 15 de
gestacion). A su vez, dichos efectos deletéreos se
asocian a anomalias en la macrovasculatura y la
microvasculatura que irriga los cuernos uterinos®.
Por lo tanto, en el presente trabajo nos propusimos
investigar las etapas mas avanzadas del desarrollo
placentario. Para ello, las hembras fueron sacrifica-
das luego de la administracién de DGPP en el dia
21 de gestacion y se realizaron las determinaciones
microscopicas y macroscopicas que se detallan en
la seccion de Materiales y métodos.

Los resultados obtenidos demuestran que el
receptor LPA3 participa en el desarrollo de la pla-
centa. Asi, la produccién endégena de LPA estaria
involucrada en la formacién de la decidua y en
la posterior maduracion placentaria. Estos proce-
sos estan estrechamente ligados al remodelado
de las arterias espiraladas en la interfase mater-
no-fetal. Por otra parte, observamos que el LPA
induce la adquisicién del fenotipo endovascular
del trofoblasto humano del primer trimestre y la
interaccion entre el trofoblasto endovascular y
las células endoteliales promoviendo las adapta-
ciones vasculares®>?. Por lo tanto, los resultados
presentados en este trabajo refuerzan la impor-
tancia de la sefializacion del LPA a través del re-
ceptor LPA3 en el desarrollo placentario y en la
diferenciaciéon vascular del trofoblasto en la in-
terfase materno-fetal durante el primer trimestre.

Las caracteristicas observadas en el modelo de
implantacion in vivo son similares a las descrip-
tas previamente en las hembras knock out para
el LPA3 (LPA37)'. Las hembras LPA3”- presentan
una reduccién significativa del tamano y el nu-
mero de fetos a término, lo que se atribuye a un
retardo en el inicio de la implantaciéon y a alte-
raciones en el espaciamiento de los embriones
a lo largo del cuerno uterino. Asi, las evidencias
moleculares provistas por el grupo de Ye et al.,
junto con las evidencias farmacolégicas detalla-
das en el presente trabajo de investigacion, su-
gieren que el receptor LPA3 seria el subtipo del
receptor de LPA con una funciéon preponderante
en la implantaciéon embrionaria. El hecho de que
el DGPP desencadene procesos de reabsorcién
embrionaria sefiala que el LPA3 estd involucra-
do en los procesos de remodelado vascular y de-
cidualizacion del estroma endometrial, que son
fundamentales y determinantes en el desarrollo
normal del embrién y la placenta.

El LPA3 se expresa en el epitelio luminal del
atero®, la primera barrera de contacto con el tro-
foectodermo del blastocisto. Dado que el nime-
ro de sitios de implantacién no se modifica por
el tratamiento con DGPP, podemos asegurar que
la ablacion farmacologica del LPA3 tiene conse-
cuencias en los eventos que se producen una vez
que ha comenzado la invasién del trofoblasto en
el estroma materno. Por tal motivo, proponemos
que los efectos del DGPP sobre la implantacién
podrian deberse, al menos en parte, a la contribu-
cion del LPA3 expresado en los tejidos maternos.
Si bien no hemos caracterizado la expresién del
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LPA3 en los embriones de rata, se describi6 que
estos no expresan el mRNA del LPA3, reforzando
la idea de que el efecto del DGPP se deberia, pro-
bablemente, a su antagonismo sobre los receptores
LPA3 localizados en el dtero materno. Sin embargo,
la linea HTR-8/SVneo de trofoblasto humano de pri-
mer trimestre expresa LPA3 y hemos informado que
el LPA regula funciones cruciales del trofoblasto®.
Por lo tanto, no podemos descartar la participacion
de receptores LPA3 que se encuentren expresados
en la placenta de rata sobre los defectos en el pro-
ceso de implantacion descriptos anteriormente. En
consecuencia, la reabsorciéon embrionaria desenca-
denada por el DGPP podria deberse a fallas en la
decidualizacion y posterior placentacion.

Evidencias experimentales en mujeres embara-
zadas refuerzan nuestras observaciones y ponen
de manifiesto la importancia de la senalizacién
LPA-LPA3 en el establecimiento de la gestacion
también en los seres humanos. La Lyso-PLD, la
principal enzima descripta hasta ahora como res-
ponsable de la sintesis de LPA, se expresa en el
trofoblasto placentario en los tres trimestres del
embarazo?!. Ademas, la actividad de esta enzima
y la concentracién plasmatica de LPA aumentan
conforme avanza la gestacion, y vuelven a niveles
similares a los de las mujeres no gestantes luego
del alumbramiento de la placenta'?°. Se postula
que la principal fuente de LPA durante la ges-
tacion seria el trofoblasto placentario. Por otro
lado, Wei et al.?® describieron una disminucién en
los niveles de LPA3 durante la ventana de implan-
tacion en el endometrio proveniente de mujeres
embarazadas con endometriosis. Esta patologia
esta asociada con una tasa mayor de infertilidad
que afecta al 5-10% de las mujeres en edad repro-
ductiva®. Ademas, se observé que la expresion
endometrial de LPA3 se encuentra disminuida en
las mujeres que presentan fallas implantatorias
multiples luego de ser sometidas a un proceso de
fecundacion in vitro®.

La invasion del endometrio materno por el
trofoblasto es uno de los eventos que ocurren al
comienzo de la gestacion y es fundamental para
su éxito. Se informo6 que fallas durante este pro-
ceso contribuyen a diferentes complicaciones
obstétricas como el aborto recurrente, la pree-
clampsia y la placenta acreta®'°. Aunque numero-
sos factores han sido implicados en el control de
la prenez temprana, los mecanismos moleculares
responsables de la invasion embrionaria en los
seres humanos permanecen sin conocerse.

En particular, hace ya varios afos que se es-
tan buscando marcadores relacionados con es-
tos procesos debido a su potencial valor como
blancos terapéuticos®‘'. Es posible que el uso
de farmacos que regulen las vias de senaliza-
cién que desencadenan moléculas lipidicas se
transformen en herramientas terapéuticas utiles
para el tratamiento de fallas en el proceso de
implantacion, lo que redundara en el mejora-
miento de la tasa de prenez. Los receptores de
LPA parecen ser blancos interesantes para la in-
dustria farmacéutica, como queda demostrado
con el compuesto BMS-986020 (Bristol Myers,
fase clinica II, NCT01766817), utilizado como
antagonista del receptor LPA1 para el tratamien-
to de la fibrosis pulmonar idiopatica. Ademas,
el laboratorio Sanofi comercializa el compues-
to SAR100842% (fase clinica II, NCT01651143),
utilizado como antagonista de los receptores
LPA1/LPA3 para el tratamiento de la esclerosis
sistémica.

Los conocimientos que se desprenden de las
investigaciones sobre el impacto genético y am-
biental en la invasion del trofoblasto y el remo-
delado de las arterias espiraladas en la rata son
relevantes en el estudio de otras especies, inclui-
da la humana. Tanto el desarrollo de la placenta
humana como su funcién se hallan regulados por
factores maternos*. La rata es un modelo expe-
rimental que permite estudiar la progresion de
una patologia obstétrica determinada y los meca-
nismos que subyacen a la disfuncién placentaria.
Sin embargo, cabe destacar que la interpretacion
de los resultados obtenidos debido a alteraciones
durante la prefiez en la rata puede diferir de lo
que sucede en los seres humanos. Estas discre-
pancias radican principalmente en que la rata, a
diferencia del hombre, es una especie multipa-
ra y, por lo tanto, tiene la ventaja de asegurarse
que al menos una de sus crias sobrevivira a los
cambios ambientales o a una patologia. En es-
tas especies, es posible evadir diferentes tipos de
obstaculos redireccionando los nutrientes a un
nimero menor de embriones implantados cuyos
trofoectodermos participaran en el desarrollo de
la placenta®.

Esta situacion refleja la importancia de cono-
cer los mecanismos moleculares y fisiologicos
que regulan el didlogo en la interfase materno-
fetal durante el proceso de implantacién, dada la
complejidad del abordaje del estudio del aborto
recurrente y de otras patologias obstétricas.
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Resumen

En las ltimas décadas, la prevalencia de la obesidad y de la dia-
betes mellitus tipo 2 (DM2) se ha incrementado en todo el mundo.
Los informes mas recientes de la International Diabetes Federation
(IDF, Federacion Internacional de Diabetes) indican que no solo au-
mentara la prevalencia de estos trastornos metabdlicos en el mundo,
sino que se estd acelerando su velocidad de aparicion. Segin su
dltimo informe de 2017, se estima que hay 425 millones de personas
afectadas por DM2 en el mundo y se proyecta que, para 2045, serdn
619 millones las personas diabéticas. La presencia de un estado infla-
matorio cronico y subclinico se ha asociado con obesidad, resisten-
cia a la insulina y sindrome metabdlico. Los estudios en modelos con
animales y en seres humanos demostraron cambios en la respuesta
inmunitaria innata involucrados en la patogenia de estos trastornos.

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos que
viven asociados a distintas partes del cuerpo; en la mayoria de los
casos, es una relacion simbidtica del comensal con el hospedador.
Se comprobé una relacion directa entre la disbiosis de las comuni-
dades microbianas y numerosas afecciones, como obesidad, DM2,
enfermedades inflamatorias intestinales, canceres de colon y gastri-
co, entre otras. El microbioma humano se ve afectado por diversos
factores ambientales, como el estilo de vida, la dieta, el uso de an-
tibidticos y el genotipo del hospedador. Por ello, la comprension
de la plasticidad de la microbiota intestinal y su alta sensibilidad de
respuesta a los cambios en la dieta y otras influencias ambientales
es un campo de amplio estudio actual en todo el mundo.

Palabras clave: microbiota, microbioma, metagenémica, obesidad.
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Abstract

In recent decades, the prevalence of obesity and diabetes
mellitus type 2 (DM2) has increased throughout the world.
The latest reports from the International Diabetes Federation
(IDF) point out that not only the prevalence of such metabolic
disorders will increase in the world, but its speed of appea-
rance is accelerating. In its last report 2017 it is estimated at
425 million people affected by DM2 worldwide and it is pro-
Jected by 2045, there will be 619 million diabetic people. The
presence of a chronic and subclinical inflammatory state bas
been associated with obesity, insulin resistance and metabolic
syndrome. Studies conducted in animal models and bumans
bave shown changes in the innate immune response involved
in the pathogenesis of these metabolic disorders.

The buman microbiota is the set of microorganisms that
live associated to different parts of the body, establishing the
majority of the cases a symbiotic relationship with the bost.
A direct relationship bas been found between the dysbiosis of
the microbial communities and numerous diseases, including
obesity, DM2, inflammatory bowel diseases, colon and gastric
cancers, among others. The buman microbiome is affected by
environmental factors, such as lifestyle, diet, the use of anti-
biotics and the genotype of the host. It is for this reason that
understanding the plasticity of the gut microbiota and its bigh
sensitivity in response to changes in diet and other environ-
mental influences, is a field of broad current study worldwide.

Key words: microbiota, microbiome, metagenomics, obesity.
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