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Resumen

El aborto inmunológico del modelo animal CBA/j x DBA/2 es dependiente de
factores ambientales tipo liposacárido (LPS) y de una respuesta inflamatoria
local exacerbada. Al considerar que ratones deficientes en receptores Tlr4 de
la respuesta inmune innata específicos para LPS son resistentes al aborto
inducido por la endotoxina, se ha estudiado el efecto de la tolerización con
LPS en la prevención del aborto y en la producción de citoquinas placenta-
rias del modelo CBA/j x DBA/2. Para ello se inocularon bajas dosis de LPS en
etapas pre y post-implantatorias, y con el fin de analizar el efecto tolerizan-
te, se cultivaron placentas y esplenocitos en presencia de una dosis aborto-
génica de LPS. Los resultados obtenidos muestran que la inoculación post-
implantatoria de 1 µg/día de LPS disminuyó el índice de aborto, mientras que
indujo una baja respuesta al desafío con altas dosis de LPS en la síntesis de
IL-6,  tanto en bazo como en placenta. Sin embargo, el mismo desafío incre-
mentó los niveles de TNF-α en placenta, aunque los disminuyó en bazo. A
partir de estos resultados se puede concluir que la inducción de tolerancia al
LPS es dependiente del órgano y de la citoquina estudiada.

Palabras clave: aborto * respuesta immune innata * lipopolisacárido * tole-
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Summary

INNATE IMMUNE RESPONSE BETWEEN ENVIRONMENTAL FAC-
TORS AND ABORTION: LIPOPOLYSACCHARIDE TOLERIZATION
MODEL DURING GESTATION

The exacerbated local inflammatory response that triggers immunological
abortion on CBA/j x DBA/2 murine model depends on environmental factors
such as LPS. Since deficient Tlr4 mice are resistant to LPS-induced abor-
tion, the effect of LPS tolerization on the prevention of fetal losses, as well
as on the synthesis of placental cytokines on CBA/j x DBA/2 model has
been studied. Low doses of LPS were inoculated during pre and post-implan-
tatory stages on CBA/j pregnant mice. In order to investigate tolerization
effect, abortogenic doses of LPS were added to placental and splenocyte cul-
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Introducción

El aborto espontáneo es la más frecuente de las
complicaciones de la gestación en la mujer. La mayo-
ría de las pacientes abortadoras recurrentes presentan
problemas inmunológicos: desbalance entre citoqui-
nas inflamatorias (Th1) y antinflamatorias (Th2), pre-
sencia de autoanticuerpos, elevada acción de células
NK, entre otros. Sin embargo, hasta ahora no se ha po-
dido establecer una relación directa entre el sistema
inmune innato y el aborto. Recientes estudios demues-
tran que el aborto inmunológico provocado por una
respuesta inflamatoria exacerbada, es dependiente de
factores ambientales del tipo LPS (lipopolisacárido
bacteriano) (1). El LPS es un componente de la mem-
brana externa de bacterias Gram negativas que al unir-
se a receptores tipo Toll, induce una respuesta infla-
matoria severa mediante la iniciación de señales
intracelulares múltiples, que incluyen la activación del
factor nuclear kβ. Esta cascada de señalización lleva a
la síntesis de citoquinas Th1, incrementando la infla-
mación que conduce al daño celular, lo cual se tradu-
ce en un aumento del nivel de pérdidas fetales (1) (2).
Los receptores tipo Toll (Tlr), entre los que se encuen-
tra el Tlr4 específico para el LPS, son componentes
esenciales del sistema immune innato que reconocen
secuencias conservadas sobre la superficie de microor-
ganismos. El desbalance de esta función inmune inna-
ta puede contribuir a ciertas complicaciones durante
la preñez (3). Diferentes estudios han demostrado que
la administración de endotoxinas bacterianas a rato-
nes preñados induce la resorción (aborto) (4)(5). Ra-
tones deficientes en Tlr4 (C3H/Hej) son resistentes al
aborto inducido por LPS (1). Cambios en la expresión
de Tlr4 alteran la respuesta celular al LPS, mientras
que la tolerancia al LPS ha sido claramente asociada
con una disminución de la expresión de Tlr4 sobre la
superficie celular (6). Estudios previos han demostra-
do que el tratamiento in vivo con bajas dosis de LPS
(no abortogénicas y subletales) es capaz de reducir la
respuesta de los macrófagos a una segunda estimula-
ción con esta molécula, y que este mecanismo es me-
diado por la inactivación de la vía NFkβ que se produ-
ce por la disminución de la expresión del receptor

Tlr4 en la superficie de estas células (6). Sin embargo,
la inducción de tolerancia al LPS durante la gestación,
aún no ha sido estudiada.

Para el estudio de los aspectos inmunológicos impli-
cados en la reproducción, ha sido particularmente útil
el uso de un modelo animal murino de aborto espon-
táneo, debido a la disponibilidad de cepas genética-
mente definidas, al corto tiempo de gestación y al bajo
costo de las investigaciones. La cruza murina alogenei-
ca CBA/j x DBA/2 muestra una inapropiada expresión
de citoquinas inflamatorias en la interfase materno-
fetal que correlaciona con el alto índice de muerte
fetal (7). Se ha demostrado que las unidades fetopla-
centarias de la cruza abortadora CBA/j x DBA/2 secre-
tan niveles menores de IL-6 con respecto a la cruza
control no abortadora CBA/j x BALB/c. Más aún, la
inoculación de esta citoquina en el período post-
implantación fue capaz de regular los niveles fetopla-
centarios de IL-6, mientras que el índice de resorción
disminuyó casi un 50%(8).

A partir de estos antecedentes, se decidió investigar
el efecto de la inducción de tolerancia al LPS durante
la gestación del modelo abortador y su influencia so-
bre el índice de pérdidas fetales y los niveles de cito-
quinas relacionadas con el aborto recurrente.

Materiales y Métodos

ANIMALES

Ratones hembras de la cepa CBA/j de alrededor de
cuatro meses de edad fueron provistos por el bioterio
de la Comisión Nacional de Energía Atómica. Ratones
machos de la cepa DBA/2 en edad reproductiva fue-
ron provistos por el bioterio del IDEHU, FFyB, UBA.
Se realizaron cruzas alogeneicas monogámicas de
hembras CBA/j con machos DBA/2 (CBA/j x DBA/2)
que presentan alta tasa de resorción fetal (7). 

DETECCIÓN DE LA PREÑEZ 

La preñez fue determinada por la observación de
tapón vaginal, considerando como día 0,5 al de su apa-
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Results obtained with post-implantatory inoculation of 1µg/day LPS showed a decrease in
the abortion rate as well as an IL-6 hyporesponsive to LPS booster, both in placenta and
splenocyte cultures. However, stimulation with abortogenic dose of LPS modified TNF-α levels
by an increase in placenta but a decrease in splenocyte culture supernatants. Considering
these results, it can be concluded that LPS tolerance induction depends on the organ as well
as on the cytokine studied.
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rición. A partir de este momento, las hembras fueron
separadas en jaulas individuales. 

DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE PÉRDIDAS
FETALES (IR)

El IR fue determinado mediante el recuento de fetos y
placentas de morfología normal y de resorciones (abor-
tos). Para ello, hembras primíparas fueron sacrificadas el
día 13,5 de la gestación, mediante dislocación cervical.
Los porcentajes de preñez y resorción fueron calculados
mediante la siguiente fórmula: IR=100 x (Re/Re+F)
(F=fetos y placentas de morfología y tamaño normales y
Re=fetos y placentas indistinguibles, inserciones de
menor tamaño). Luego se procedió a la extracción de
placentas y bazos para su posterior cultivo.

SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE PLACENTA

Las placentas obtenidas por disección abdominal
fueron separadas de la decidua, fraccionadas y culti-
vadas individualmente en medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI 1640, GIBCO, Carlsbad,
California, EEUU) adicionado con 10% de suero fetal
bovino (SFB, GIBCO) y con 1% de penicilina/estrep-
tomicina (GIBCO). Luego de 48 h de cultivo a 37 °C
en atmósfera húmeda controlada al 5% de CO2, los
SCP fueron recolectados, centrifugados a 5000 rpm
durante 5 min, luego a 10.000 rpm durante 10 min y
conservados a –70 ºC para su posterior análisis.

SOBRENADANTE DEL CULTIVO DE
ESPLENOCITOS

La obtención de la suspensión celular de esplenoci-
tos se realizó en condiciones de esterilidad y mediante
el vaciado mecánico del bazo con el uso de tijeras. Lue-
go de efectuar lavados con medio RPMI, la suspensión
obtenida fue centrifugada a 3000 rpm por 10 min. El
recuento celular y la viabilidad se determinaron por co-
loración de exclusión con Azul Tripán (0,2% P/V en
H2O destilada). Los esplenocitos fueron cultivados en
una concentración de un millón de células/mL en me-
dio RPMI adicionado con 10% de suero fetal bovino
(SFB, GIBCO) y con 1% de penicilina/estreptomicina
(GIBCO) durante 48 h a 37 °C en atmósfera húmeda
controlada al 5% de CO2. Los sobrenadantes del culti-
vo fueron recolectados, centrifugados a 5000 rpm du-
rante 5 min, luego a 10.000 rpm durante 10 min y con-
servados a –70 ºC para su posterior análisis.

DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE
CITOQUINAS

La cuantificación de los niveles de citoquinas (IL-6,
TNF-α) fue realizada utilizando ensayos enzimáticos de
captura en fase sólida (ELISA) tipo sandwich, según el

método de Butler y cols (9), utilizando reactivos comer-
ciales (R&D, Minneápolis, MN, EEUU). Los anticuer-
pos utilizados fueron los siguientes, anticuerpo mono-
clonal de captura anti IL-6 o anti TNF-α y anticuerpo de
detección biotinilado anti IL-6 o TNF-α.

LIPOPOLISACÁRIDO BACTERIANO (LPS)

Lipopolisacárido bacteriano purificado de E. coli,
lote 05:B55 de SIGMA fue utilizado para los ensayos de
tolerización in vivo y para otros ensayos realizados in
vitro.

TOLERIZACIÓN CON LPS

Hembras CBA/j preñadas de 4 - 5 meses de edad,
fueron tratadas vía ip con 1 ó 2 µg de LPS. Se ensaya-
ron protocolos de 3 - 4 días de duración en etapas pre
y pos-implantación (días 0, 1 y 2,5 de preñez o días 6,
7, 8 y 9,5, respectivamente).

DESAFÍO CON LPS

Placentas y esplenocitos de los animales tolerizados y
no tolerizados fueron desafiados in vitro con una dosis
abortogénica de 5 µg/mL de LPS (10). Los sobrena-
dantes de cultivo fueron recolectados, centrifugados a
5000 rpm durante 5 min, luego a 10.000 rpm durante
10 min y conservados a –70 ºC para su posterior análisis.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Para el cálculo estadístico de los resultados se utili-
zaron los métodos de análisis de varianza tipo t-test o
one way ANOVA, según correspondía. Para determinar
las diferencias entre las medias se utilizaron los méto-
dos de Mann-Whitney y Newman-Keuls de compara-
ciones múltiples.

Resultados

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LPS SOBRE 
EL ÍNDICE DE RESORCIÓN

Habiéndose demostrado que el aborto provocado
por un exceso de citoquinas inflamatorias en el mode-
lo CBA/j x DBA/2 es dependiente de la presencia de
LPS ambiental, los autores se propusieron inducir tole-
rancia inmunológica al LPS durante la preñez de estas
hembras abortadoras. Para ello se inocularon dosis no
abortogénicas de la endotoxina, en diferentes etapas
gestacionales. Los resultados demostraron que la dosis
de 2 µg/día de LPS ip no fue capaz de modificar el
índice de pérdidas fetales, independientemente del
tipo de tratamiento realizado (pre o post-implanta-
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ción). Sin embargo, la inoculación post-implantacio-
nal con 1 µg de LPS disminuyó el índice de pérdidas
fetales, aunque las diferencias encontradas con el
número de animales analizados hasta ahora, no han
sido significativas (Figura 1). 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LPS SOBRE LA
SÍNTESIS DE IL-6 EN HEMBRAS ABORTADORAS 

Considerando que tanto el exceso como la defi-
ciencia de IL-6 están asociados al aborto, se analizó el
efecto del tratamiento con 1 µg de LPS sobre los nive-
les de producción de esta citoquina tanto en bazo
como en placenta. Los resultados obtenidos demues-
tran que el tratamiento evita el aumento de IL-6 pro-
vocado por una exposición a altas dosis de LPS en el
cultivo tanto de bazo (1,6 ± 0,2 vs. 1,4 ± 0,1 µg/mL en
animales tratados y 0,9 ± 0,5 vs. 1,2 ± 0,2 µg/mL en ani-
males no tratados) como de placenta (Figuras 2 y 3).

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LPS SOBRE LA
SÍNTESIS DE TNF-α EN HEMBRAS ABORTADORAS 

Ya que ha sido publicado que el tratamiento con
bajas dosis de LPS induce la inactivación del factor de
transducción de señales NFkβ provocando la supre-
sión de la síntesis de citoquinas dependientes de esta
vía (6), se ha estudiado el efecto del tratamiento sobre
la síntesis de TNF-α. Los resultados en cultivos de
esplenocitos se muestran en la Figura 4, donde puede
observarse que el tratamiento in vivo con bajas dosis
del lipopolisacárido fue capaz de inducir un cambio en
la respuesta a un segundo desafío con dosis mayores de
esta molécula, el cual puede observarse como una dis-
minución significativa en la síntesis de TNF-α. Sin
embargo, cuando se estudiaron los niveles de produc-

ción de TNF-α en las placentas de hembras tratadas
con LPS, el estímulo con 5 µg/mL del lipopolisacárido
indujo un aumento significativo en la producción de
TNF- α in vitro, el cual puede observarse en la Figura 5.

Discusión y Conclusiones

Se ha sugerido que los factores ambientales son capa-
ces de desencadenar un desequilibrio en el balance de
citoquinas Th1/Th2 durante la preñez, generando
daños en la unidad fetoplacentaria que llevarían a la
pérdida fetal. Entre estos factores ha sido recientemen-
te identificado el lipopolisacárido bacteriano LPS, capaz
de unirse a receptores del tipo Toll y desencadenar la
síntesis de citoquinas Th1, vía el factor nuclear kβ. 
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Dado que la muerte fetal recurrente de la cruza
CBA/j x DBA/2 se produce por isquemia debido a un
proceso inflamatorio exacerbado y dependiente de la
presencia de LPS ambiental (1), y en base a estudios
previos que han demostrado que el tratamiento con
bajas dosis de LPS es capaz de reducir la respuesta de
los macrófagos a una segunda estimulación (6), los
autores se han propuesto investigar el efecto de una
tolerancia al lipopolisacárido sobre la prevención del
aborto y la producción de IL-6 y TNF-α en bazo y pla-
centa de este modelo murino. Para ello, se analizaron
dos dosis diferentes de LPS de 1 y 2 µg /día y en dos

protocolos desde la etapa pre o post-implantatoria, ya
que ha sido demostrado que cada citoquina tiene
diferentes roles en la gestación, dependiendo de la
dosis y de la ventana en que se la estudia (11). Los
resultados obtenidos muestran que el tratamiento
con 2 µg /día de LPS no produjo ningún efecto sobre
el índice de resorción o sobre las citoquinas analiza-
das, independientemente de la etapa estudiada. Sin
embargo, la dosis post-implantación de 1 µg /día fue
capaz de reducir el índice de pérdidas fetales, aunque
para el número de animales analizados hasta ahora,
las diferencias no han sido estadísticamente significa-
tivas (Figura 1). Este mismo tratamiento fue capaz de
prevenir el aumento de los niveles de IL-6 en res-
puesta a una dosis abortogénica de LPS, tanto en bazo
(datos no mostrados) como en placenta (Figuras 2 y
3). Este efecto podría ser explicado por la disminu-
ción de la expresión del receptor Tlr4 de la respuesta
innata provocada por la inducción de tolerancia al
LPS, que lleva a la inactivación del NFkβ (6), aunque
serán necesarios otros estudios para demostrarlo.
Futuras investigaciones serán destinadas a medir el
ARNm del Tlr4 antes y después del tratamiento tole-
rizante de las hembras preñadas. 

Por otra parte, se debe considerar que la principal
población celular y fuente de IL-6 placentaria es el tro-
foblasto, y que si bien la expresión del Tlr4 ya ha sido
demostrada en estas células, sería útil determinar si exis-
ten diferencias en los niveles de expresión entre la cru-
za abortadora CBA/j x DBA/2, y la cruza normal CBA/j
x Balb/c. Si esto se confirmara podría hipotetizarse que
a través de la sobre-expresión de esta molécula en las
placentas CBA/j x DBA/2, la interfase materno-fetal se
vuelve más sensible a dosis ambientales de LPS que lle-
van al aborto asociado a un aumento de citoquinas Th1,
entre las que se encuentran el TNF-α. En base a esta hi-
pótesis, se decidió estudiar la producción de esta cito-
quina en los cultivos de bazo y placentas de los anima-
les tratados con 1 µg de LPS, y se encontró que ambos
órganos mostraban un patrón diferente de respuesta al
tratamiento y al posterior desafío in vitro. La exposición
a altas dosis del lipopolisacárido de los esplenocitos del
animal tolerizado, fue capaz de disminuir significativa-
mente los niveles de producción de TNF-α (Figura 4),
pero en la placenta produjo el resultado inverso (Figu-
ra 5). Esto lleva a concluir que el efecto del tratamiento
tolerizante dependería tanto del órgano como de la do-
sis estudiada. Más aún, teniendo en cuenta que la regu-
lación de la expresión de Tlr4 es dosis y tiempo- depen-
diente (6) y que su expresión se modifica según la
ontogenia de cada órgano (12), el mismo protocolo de
tolerización puede tener diferentes efectos dependien-
do de la población celular y de la etapa gestacional es-
tudiada. Por otro lado, a pesar de que la IL-6 y el TNF-
α son sintetizados a partir de la activación del mismo
factor NFkβ, posiblemente los niveles finales relativos
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de cada citoquina dependan de las diferentes poblacio-
nes celulares según expresen o no Tlr4. Más aún, cabe
destacar que en la placenta la principal población leu-
cocitaria no la constituyen los macrófagos sino las célu-
las NK, fuente de TNF-α. Si bien estas células expresan
Tlr4, en la placenta un 70% de las NK son de un feno-
tipo especial llamado uNK (Natural Killer uterinas) en
las cuales aún no ha sido estudiada la expresión del
Tlr4. Teniendo en cuenta que el aborto inducido por
LPS en ratones se previene al neutralizar la actividad de
las µNK o del TNF-α (13) y que el efecto del tratamien-
to de tolerización produjo una disminución no signifi-
cativa en el índice de resorción de la cruza abortadora ,
la expresión de Tlr4 en células µNK de mujeres aborta-
doras en comparación con mujeres fértiles será objeto
de futuras investigaciones.

Es necesario destacar que esta es la primera vez que
se genera un modelo de tolerancia al LPS durante la
gestación, el cual cobra importancia a la hora de inves-
tigar los mecanismos subyacentes entre la respuesta
inmune innata y la respuesta inmune adquirida, y entre
la respuesta inmune inflamatoria y antinflamatoria,
durante la gestación.
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