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Resumen: 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 lipopolisacarido (LLPS) estudiamos la participacién del SEC tanto del
sitio de implantacion como de las células inmunes infiltrantes y su posible
regulacion por progesterona (P). Observamos niveles plasmaticos eleva-
dos 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 pre-
sencia del SEC en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
de ratén y que la actividad de la enzima metabolizante de la AEA (hidrola-
sa 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 es-
taba mediado por los receptores clasicos de esta hormona (PR). Por otro
lado, el LPS incrementé 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. Du-
rante la RE, la decidua es infiltrada por células del sistema inmune, sufre
importantes dafios y finalmente es expulsada. Investigamos el efecto de la
infiltracién leucocitatria sobre la actividad de FAAH en las deciduas me-
diante un sistema de cocultivo. Cuando las deciduas de animales controles

se cultivaron en presencia de PBMC provenientes de animales prefiados
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tratados con LPS la actividad de la FAAH decidual disminuy6, efecto que
fue revertido por la coadministracién de P o la de un inhibidor selectivo de
la NOSi, aminoguanidina. 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 enddcrino.
Palabras clave: sistema endocannabinoide, aborto

Abstract: It has been demonstrated a close association between abortion and
changesin the endocannabinoid system (ECS) in women peripheral lymphocytes.
In a murine model of lipopolysaccharide-induced embryonic reabsorption
(ER) we studied the involvement of the ECS of both the implantation site and
the infiltrating immune cells and their possible regulation by progesterone (P).
We observed elevated plasma levels of the main endocannabinoid, anandamide
(AEA). On the other hand, we found that LPS-induced ER was much lower
in transgenic mice deficient in the type 1 cannabinoid receptor, as well as
the decrease in serum levels of P. We demonstrated the presence of ECS in
petipheral blood mononuclear cells (mouse PBMC) and that the activity of
the metabolizing enzyme of the AEA (fatty acid amide hydrolase, FAAH) of
the PBMC of pregnant mice is greater than that of the non- pregnant mice.
We also observed a protective effect of P on FAAH activity and that it was
mediated by the classical receptors of this hormone (PR). On the other hand,
LPS increased both nitric oxide (NO) levels, and the enzyme that synthesizes it
(iNOS). P abolished the increase induced by LPS, acting through glucocorticoid
receptors. During ER, the decidua is infiltrated by cells of the immune system,
suffers significant damage and is finally expelled. We investigated the effect
of leukocyte infiltration on FAAH activity in the decidua through a coculture
system. When the decidua from control animals were grown in the presence
of PBMC from pregnant animals treated with LPS, the activity of the decidua
FAAH decreased, an effect that was reversed by the co-administration of P or
a selective iINOS inhibitor (aminoguanidine). This work demonstrates that the
ECS participates in ER induced by LPS and that the changes of this system in
the decidual are influenced by both infiltrating immune cells and alterations in

the endoctine system.
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Abreviaturas: AEA = anandamida, AG= aminoguanidina, CB1= receptor
de cannabinoides tipo 1, CB2= receptor de cannabinoides tipo 2, EC=
endocannabinoides, FAAH= amidohidrolasa de dcidos grasos, Ko= knock-
out, LONA= lonaprizan, LPS= lipopolisacarido, m- AEA= meta-anandamida,
NAPE= N-Acil-fosfatidil-etanolamina, NAPE-PLD= N-Acil-fosfatidil-
etanolamina fosfolipasa, D NO= 6xido nitrico, NOSi= sintasa inducible de
oxido nitrico, P= progesterona, PBMC= células mononucleares de sangre
periférica, PR= receptores de progesterona, RE= reabsorcién embrionaria,

SEC= sistema endocannabinoide, THC= tetrahidrocannabinol, Wt= wild type.

Introduccidn, resultados y 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 clini-
camente inadvertidas. De esta manera, la tasa de gestaciones que finalizan
en aborto, considerada un 20%, estaria siendo subestimada. Aun asi, la
pérdida precoz del embarazo es la complicacién mas frecuente de la gesta-
cién, lo que determina que el establecimiento y mantenimiento del mismo
es una situacién mucho menos exitosa de lo que se podria imaginar. Asi-
mismo, el hecho de que en un alto porcentaje de casos el origen de estas
pérdidas sea idiopatico, agrava la situacion. Si bien las etiologfas conocidas
mas frecuentes son los trastornos a nivel endocrino e inmune, existen mu-
chos casos en los cuales la causa puede no estar caracterizada.

El crecimiento y desarrollo del campo de la reproduccion asistida en
los dltimos afios es un claro ejemplo de la necesidad de resolucion de esta
tematica. Hoy en dia, miles de parejas se acercan a centros especializados
para encontrar una solucién al problema del aborto y la infertilidad.

La investigacion basica ain no ha podido desentrafiar las causas ni los

mecanismos fisiopatologicos de las pérdidas embrionarias.
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Los factores infecciosos asociados al desencadenamiento del aborto
espontineo representan un capitulo aparte. El mecanismo de interrupcion
puede dispararse debido a tres posibles focos de infeccién: endometrial cré-
nica que interfiere con la implantacién, infeccion fetal causante de mortan-
dad 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 infecciéon por herpes genital, citomegalovirus, toxoplasmosis
y malaria. Ademas, las mujeres con VIH (virus de la inmunodeficiencia hu-
mana) sintomaticas presentan mayor incidencia de interrupciones debido a
las infecciones concomitantes.

Las endotoxinas bacterianas son reconocidas como agentes causantes
de reabsorcién embrionaria temprana. Se ha informado que este compo-
nente 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 (Cox y col., 1988).

Durante el embarazo las infecciones del tracto genitourinario son un
hecho frecuente, caracterizandose por la presencia de una cantidad signi-
ficativa de bacterias del grupo de las enterobacterias, que colonizan una
parte o la totalidad del tracto reproductivo. El lipopolisacarido (LPS) 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 direc-
to que se tiene con el mismo.

Esta extensamente descripto que el LPS induce una marcada respuesta
inflamatoria mediada primariamente por la activacién de macréfagos, la
transcripcién de citoquinas inflamatorias como el TNF-a y la liberacion
de prostanoides (Michalek y col., 1980; Michie y col., 1988). En nuestro
laboratorio hemos desarrollado un modelo murino de reabsorcién em-
brionaria inducida por LPS (Ogando y col., 2003). El modelo consiste en
la administracién de una unica dosis de LPS por via intraperitoneal, de
1 pg/g de peso, a hembras BALB/c en el dia siete de gestacion. Dado que

la implantacién en el ratén es un evento que se produce durante el quinto
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dfa de gestacion, este es un modelo de reabsorcién embrionaria (RE) post-
implantatoria. Sin embargo, puede ser considerado un modelo de RE tem-
prana, ya que la administracién de la endotoxina ocurre sélo unas horas
después de iniciado el proceso de gastrulacion del embrion.

La administracién de la toxina produce 100% de reabsorciéon embrio-
naria a las 24 h. La reabsorcién como tal es un proceso que involucra tanto
la destruccién, como la asimilacién parcial del tejido. En nuestro modelo
observamos que el tratamiento con LPS produce la necrosis total del em-
brién y de la mayor parte de la decidua. Los restos son expulsados 24 h
después, es decir a las 48 h de haberse administrado el LPS. Sin embargo,
se observa una zona de la decidua que no ha sido totalmente necrosada y
permanece pegada al ttero (Ogando y col., 2003).

El LPS también produce efectos sistémicos en las hembras tratadas.
Por ejemplo, a las 2 h del tratamiento se observa disminucién de la ingesta
de alimento, inactividad, postura agachada, piloereccion y diarrea. Todos
sintomas tipicos, que se desarrollan seguidamente a la infeccién 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 recupera su capacidad gestacional. La RE producida por infeccion
o aborto séptico es un mecanismo de defensa para la 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 reproduc-
tivos a este tipo de moléculas proinflamatorias. Nuestro modelo muestra
que la unidad feto-placentaria murina es extremadamente sensible al LPS
durante la prefiez temprana. El tratamiento con la endotoxina en estadios
mas avanzados de la gestacién provoca retardo del crecimiento embrio-
nario y parto prematuro. Dosis veinte veces mayores son necesarias para
producir shock séptico en roedores (Karima y col, 1999).

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

dafiino. Si bien una respuesta inflamatoria es esencial para la recuperacion
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del tejido u 6rgano afectado, un proceso inflamatorio excesivo o prolon-
gado en el tiempo puede llevar a mayores lesiones que las iniciales y even-
tualmente comprometer al tejido sano adyacente.

Durante la respuesta inflamatoria se movilizan diferentes efectores y
moduladores, asi como potentes mediadores inflamatorios e inmunosu-
presores. Los mismos pueden actuar a nivel sistémico o ser producidos
localmente, como por ejemplo la produccién simultinea de éxido nitrico
(NO) y metabolitos derivados del acido araquidénico (las prostaglandinas,
los tromboxanos, los leucotrienos y las prostaciclinas).

Por otro lado, la administraciéon de aminoguanidina (AG), un inhibi-
dor selectivo de la actividad de la sintasa inducible de 6xido nitrico INOSI),
revierte completamente la RE inducida por LPS. La inhibicién de la sinte-
sis de NO reduce significativamente la fibrindlisis e infiltracion del tejido,

visualizandose una matriz extracelular mucho menos danada.

El sistema endocannabinoide

En el afio 1964 se aislé el A9-tetrahidrocannabinol (THC), principal
compuesto psicoactivo de la planta Cannabis sativa (Gaoni y Mechou-
lam, 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 cade-
na larga poli-insaturada que participan de diferentes procesos biolégicos
actuando como agonistas endogenos de estos receptores. El sistema en-
docannabinoide (SEC) es considerado un nuevo sistema de sefializacion
que participa en una gran variedad de eventos fisiolégicos. Sus principales
componentes son los EC, las enzimas de sintesis y degradacion de los mis-
mos, y los receptores especificos (Pagotto y col., 2006). La anandamida o
araquidonil-etanolamida (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 agoni-
sta de los receptores de cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2), con un
efecto especifico, a diferencia de otras amidas y ésteres derivados del acido
araquidénico (Childers y col., 1994; Pinto y col., 1994).



136

WOLFSON ® SCHANDER ® MARVALDI ® DE LA CRUZ BORTHIRY ¢ CELLA ® AISEMBERG ® FRANCHI

Espacio extracelular

Membrana celular

Espacio intracelular

Sintesis *
P
] liso-NAPE
gliceril-p-AEA NAREFAL p-AEA 7
~ 22 liso-PLD
fosfodiesterasa fosfatasa
- prad
(AEA
Degradacion COX-2  Oxidacion |
FAAH
LOX
@ ‘ PGE2-EA
+ 15-HAEA
AA

Figura 1. Metabolismo de AEA. Figura modificada de Maccarrone y col. (2010)

Dado que la marihuana es la droga recreativa mas utilizada y que entre el
10 y el 20% de las mujeres embarazadas la consumen (Park y col., 2004),
se han realizado varios estudios para conocer los efectos del cannabis du-
rante la prefiez. En humanos, el consumo de cannabis durante el embarazo
ha sido asociado con bajo peso al nacer (Zuckerman y col., 1989), parto
prematuro (Fried y col,, 1984), restricciéon del crecimiento intrauterino,
presencia de anormalidades congénitas y muerte perinatal entre otras pa-
tologfas (Fergusson y col., 2002). Ademas, estudios realizados en animales
demostraron que el THC causa abortos en monos Rhesus (Asch y Smith,
1986), y produce aumento de muerte intrauterina y pérdida de peso fetal
en ratones (Abel y Dintcheff, 1986).

E1 SEC ha sido de gran interés en las ultimas décadas debido a sus mul-
tiples efectos tanto en procesos fisiologicos como patoldgicos. En particu-
lar, se ha postulado que los endocannabinoides tienen una gran relevancia
en los eventos reproductivos al actuar como una importante sefial de dialo-
go en la interfase materno-fetal. Como ya se ha mencionado anteriormente,

se asocian niveles elevados de AEA en los sitios interimplantatorios con la
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inhibicién de la proliferacién 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 concentra-
ci6én a nivel local tienen efectos opuestos (Paria y Dey, 2000).

Por otro lado, el papel de los endocannabinoides en la sepsis e infla-
macion ha sido descripto en diferentes trabajos (Maccarrone y col., 2002).
En particular, en linfocitos humanos el LPS aumenta los niveles de AEA
disminuyendo la expresién proteica y la actividad de la enzima de degrada-
ci6on (FAAH) (Maccarrone y col., 2001).

Estos antecedentes nos permitieron hipotetizar que el sistema endo-
cannabinoide de las células inmunes infiltrantes y del sitio de implantacién
participan en los mecanismos involucrados en el desencadenamiento de la
reabsorcién embrionaria inducida por LPS, cumpliendo la progesterona
un papel inmunoprotector en estos procesos.

En nuestro modelo, la reabsorcion embrionaria inducida por LPS cur-
sa con un incremento en los niveles plasmaticos 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,,
2007) y una disminucién en los niveles de actividad de FAAH (la enzima
que degrada la AEA) en linfocitos de sangre periférica (Maccarrone y col.,
2000). Por otra parte, el grupo de Maccarrone (2002) encontrd que tanto

moles AEA / L

Control LPS

Figura 2. Niveles plasmaticos de AEA. Letras diferentes indican una diferencia
significativa (p < 0,05). n=7 animales por grupo.
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bajos niveles de actividad de FAAH como altas concentraciones de AEA
plasmatica estan asociados a fallas en el embarazo en mujeres que fueron
sometidas a fecundacién in-vitro. Por lo tanto, nuestro modelo murino de
RE inducida por LPS reproduce los cambios en los niveles de AEA que
han sido descriptos en humanos y que se asocian a fallas en el desarrollo
normal del embarazo.

La relevancia de las alteraciones del sistema cannabinoide endégeno
en procesos de aborto recurrente y pérdida del embarazo se ven reforza-
das por el hecho de que el A9-THC, el principal compuesto psicoactivo
de la marihuana, produce aborto y muerte fetal intrauterina en modelos
animales (Asch y Smith, 1986). Es decir, los compuestos cannabinomimé-
ticos, tanto endégenos como exdgenos, pueden afectar la regulacién del

embarazo y la sobrevida embtionaria y/o fetal.

Tabla 1. Tasa de RE en animales tratados con m-AEA.

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

Tasa de RE: sitios reabsorbidos en el dia 9 de gestacion sobre sitios totales multi-
plicado por 100. * p < 0,05 (vs. Control). n=4 animales por grupo.

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 inducido por la administracion de LPS, el trata-
miento con meta-AEA, un anilogo no hidrolizable de la AEA, produjo
per-se un incremento en la tasa de RE.

Estos resultados demuestran la participaciéon de la AEA en la pér-

dida temprana de la prefiez, ya sea por su induccién por un analogo de
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este endocannabinoide como por el aumento de los niveles plasmaticos de
AEA observado en nuestro modelo de RE.

Asimismo, trabajos previos in-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 determinar in vivo empleando animales genéticamente modificados, la
participacién 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 (wt).

Wit Ko-CB1
Control 0,0 £ 0,0 % 0,0 £ 0,0 %
LPS (1 ug/g de peso) 82,0 + 11,9 % (¥ 28,5 % 3,0%
LPS (0,5 pg/g de peso) 69,4 % 22,0 % () 34+14%

Control

LPS 1 pg/ g de peso

LPS 0,5 pg/ g de peso

Figura 3. Reabsorcién embrionaria inducida por LPS en la cepa CD1. Panel superior, ta-
sas de RE en ratones wt y ko-CB1 (%RE: sitios reabsorbidos sobre sitios totales multipli-
cado 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 reabsorbidos.
Los mismos se identifican por su menor tamafio y aspecto hemorragico. n=5 animales

por grupo.
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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 progesterona (P) en suero (Babalioglu y
col., 1996; Liy col., 2002). Por otro lado, diferentes trabajos informan que
menores niveles plasmaticos de esta hormona estin asociados al desarrollo
de infecciones en mujeres abortadoras y en animales de experimentacion
tratados con LPS o con la bacteria entera (Fidel y col., 1998; Hirsch y Mu-
hle, 2002). Particularmente, en nuestro modelo demostramos previamente
que el tratamiento con LPS disminuye significativamente los niveles de P
plasmatica en los ratones prefiados y que, si se suplementa a estos ratones con
la 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 (2003;
2004) mostré que la P incrementa la expresion y actividad de la FAAH
en células T y en una linea celular derivada de un linfoma (U937). Se ha
informado también que en tutero de raton la P disminuye la actividad de la
FAAH (Maccarrone y col., 2000). 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.

30,00 4

Lo
o

25,00 - T

20,00

15,00 |

P (ng/ml)

10,00 -

5,00 -

0,00 T -
Control LPS Control LPS

wt ko

Figura 4. Niveles séricos de progesterona en ratones ko-CB1. Letras diferentes
indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=8 animales por grupo.
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En este sentido, la administracién de LPS a ratones wt y ko-CB1 dis-
minuy6 la concentracion plasmatica de P en ambos grupos. Sin embargo,
esta 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 podtia explicar la menor tasa de RE observa-
da 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 utero y en el cérvix que son parte del inicio
del parto (Condon y col., 2006; Mahendroo y col., 1999). 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, podtia contribuir tanto directa
como indirectamente a una menor tasa de RE.

Se ha descripto que el tratamiento con LPS produce un aumento de
la infiltracién leucocitaria en diferentes tejidos. En nuestro modelo de RE
inducida por LPS, Ogando y col. (2003) observaron una mayor infiltracién
leucocitaria en dtero y decidua de ratones prefiados expuestos a la endoto-
xina, que disminuye con el tratamiento con inhibidores de la NOSI.

Por otro lado, se ha demostrado la presencia del SEC en células mo-
nonucleares de sangtre periférica (PBMC) humanas (Bioque y col., 2013)
y que las PBMC constituyen una poblaciéon heterogénea de distintos tipos
celulares que tienen un papel clave en la infiltraciéon leucocitaria de los
tejidos ante una inflamacién. Nos preguntamos entonces si el SEC de las
PBMC participa de la RE inducida por el LPS. Para intentar contestar
esta pregunta llevamos a cabo diversos diseflos experimentales. En primer
lugar, caracterizamos el SEC en PBMC de ratén, demostrando la presen-
cia de las enzimas de sintesis (NAPE-PLD) y degradaciéon (FAAH) de la
AEA, y de los receptores CB1 y CB2, corroborando que estas células pre-
sentan el SEC tal como fue descripto por otros autores en células PBMC
humanas (Bioque y col., 2013).

Dado que se ha informado que el LPS in-vitro disminuye la actividad
de la FAAH y aumenta los niveles de AEA en linfocitos periféricos de mu-
jeres (Maccarrone y col. 2001), desafiamos a ratones no prefiados con la en-

dotoxina durante 6 h para evaluar posibles cambios en el SEC de las PBMC.
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Figura 5. Actividad de FAAH en PBMC de hembras prefiadas y no prefiadas, control y
tratadas con LPS (6 h). Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05).
n=>5 animales por grupo.

Cuando observamos la actividad enzimatica y los niveles proteicos de la
FAAH en las PBMC, encontramos una disminucioén en ambos parametros
en los animales 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 encontrd que ésta era mayor comparada con las
PMBC proveniente de ratones no prefiados. En contraste con lo observa-
do en las PBMC de ratones no prefados, 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 ellos, ya que son 10
veces mayores en animales prefiados.

Estudiamos entonces si la administracién de un antagonista de los
receptores de P, el RU486, a animales prefiados podria alterar la respuesta
al LPS, observando que al bloquear los receptores de la hormona los ni-
veles y la actividad de la FAAH de las PBMC disminuyeron por accién de

la endotoxina.
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Figura 6. Actividad de FAAH en PBMC de ratones prefiados. A.- PBMC de ratones trata-
dos 6 h con LPS y RU486. B.- PBMC de ratones tratados 12 h con LPS. Letras diferentes
indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=>5 animales por grupo.

Como ya se menciond, en los ratones no prefiados los niveles séricos de P
son bajos en comparacién con sus niveles durante la prefiez. Por ello, estu-
diamos si en estos animales el efecto del LLPS sobre la actividad de FAAH
podia ser revertido por la administracion de P. Los resultados muestran
que esta hormona bloque6 el efecto del LPS sobre la actividad de la enzi-

ma que metaboliza AEA, reforzando nuestra hipdtesis del papel protector
de la P frente al LPS.
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Figura 7. Niveles plasmaticos AEA. Letras diferentes indican una diferencia
significativa (p < 0,05). n=7 animales por grupo.



WOLFSON ® SCHANDER ® MARVALDI ® DE LA CRUZ BORTHIRY ¢ CELLA ® AISEMBERG ® FRANCHI

Diversos trabajos muestran que la enzima FAAH de células inmu-
nes y neuronas humanas es modulada por la P a través de sus receptores,
activando el factor de transcripcion lkaros (Maccarrone y col., 2004), al
igual que en nuestros resultados donde al antagonizar los receptores de
P se impidi6 que esta hormona revirtiera el efecto del LPS sobre la ac-
tividad 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 plasmaticos
de P. Aisemberg y col. (2013) mostraron que a las 6 h del tratamiento con
LPS se produce una disminucién del 10% en los niveles plasmaticos de P
en ratones prefiados y que, cuando se extiende el tratamiento con LPS a
12 h la disminucién 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 NO y/o las prostaglandinas (Ogando
y col., 2003; Aisemberg y col., 2007), que en nuestro modelo se observa

tanto en utero como en decidua.
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Figura 8. Actividad de FAAH en PBMC de ratones prefiados tratados 12
h con LPS. Letras diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05).
n=>5 animales por grupo.
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Como sefialamos, cuando evaluamos la actividad de la FAAH en
PBMC de animales prefiados seis horas después de la administracion de
LPS, donde los niveles de P sélo han disminuido un 10%, no se encontrd
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 rato-
nes prefiados, concomitantemente con la pronunciada caida en los niveles

de P, descripta previamente (Aisemberg y col., 2013).
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Figura 9. Actividad de FAAH en animales no prefiados. Letras diferentes indican una
diferencia significativa (p < 0,05). n=4 animales por grupo.

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 actta la P, se administré un antagonista de los
receptores de esta hormona, el RU4806, a ratones no prefiados y observa-
mos que la P perdié su efecto sobre la actividad de la FAAH de las PBMC
de animales tratados con LPS. Dado que se ha descripto que RU486 es
no sélo antagonista de los receptores de progesterona (PR) sino también
de los receptores de glucocorticoides (GR) (Besedovsky y col., 2014) de-
cidimos utilizar el lonaprizan (LONA), un potente antagonista de los PR
aproximadamente 10 veces mas selectivo que el RU486 (Afthuppe y col,,
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2010). El efecto protector de la P sobre la disminucién de la actividad de
FAAH inducida por LPS fue inhibido también por el tratamiento con este
antagonista, sugiriendo que en este caso la hormona actia 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 alcan-
zando un maximo a las 6 h post-inyeccién (Ogando y col., 2003) y la ad-
ministracion de un inhibidor selectivo de la NOSi (Aminoguanidina, AG)
revierte la RE inducida por LPS. 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).
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Figura 10. Produccién de nitratos y nitritos en PBMC de ratones no prefiados. Letras
diferentes indican una diferencia significativa (p < 0,05). n=>5 animales por grupo.

En concordancia con nuestros resultados previos hemos observado que el
LPS también incrementa la liberacién de NO producido por las PBMC.
Dado el papel inmunomodulador de la P, se analiz6 si esta hormona pudie-
se inhibir el incremento de la producciéon de NO inducido por la endoto-
xina. Se observé que el tratamiento con P previno el efecto de la

endotoxina sobre la produccion de NO.
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Figura 11. Citometrfa de flujo representativa de células CD3+. n=4 animales
por grupo.

Determinamos que los linfocitos T son la poblacion mayoritaria (73%)
de las PBMC en nuestro modelo. En humanos, los abortos tempranos se
asocian con bajos niveles de actividad y de expresiéon de FAAH en estas
células maternas y con un incremento de los niveles de AEA en sangre
(Maccarrone y col., 2002) 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., 2000; 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 po-
blacién 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 necesatia para responder
ala P a través de sus receptores nucleares.

Corroborando los hallazgos de Ogando y col. (2003) en ratones de
la cepa BALB/c, la administracién de LPS a ratones de la cepa CD1 tam-
bién produjo un incremento en la infiltracién de linfocitos en los sitios
de implantacién. Sin embargo, este incremento en la infiltracién linfoci-

taria inducida por el tratamiento con LPS no se observé en los ratones
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genéticamente modificados que carecen del receptor CB1 (ko-CB1). Estos
resultados concuerdan con los de Marquart y col. (2010), quienes mues-
tran que la inactivacion de los receptores CB1 disminuye la infiltraciéon de
linfocitos T en la piel lesionada, y que, por el contrario, la utilizacién de
un agonista para estos receptores promueve la infiltracién de linfocitos
T. La ausencia de infiltracién leucocitaria en los animales ko-CB1 podria
también contribuir a la baja RE observada en estos animales.

También hemos observado en la cepa CD1 que el LPS in-vivo au-
menta la produccién de NO por la decidua como ya se habia descrito en
la cepa BALB/c (Ogando, 2003). Cuando estudiamos la sintesis de NO
en deciduas provenientes de animales ko-CB1 encontramos que la endo-
toxina no la modifica, confirmando estudios previos in-vitro de Vercelli
y col (2009a), que mostraban el bloqueo del aumento inducido por LPS
de la produccién de NO por un antagonista del receptor CB1. De igual
forma, Maccarrone y col. (2000) han informado que la activacién de los
receptores CB1 por AEA provoca una estimulacién de la actividad y ex-
presiéon de la NOSi 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 tanto in-vitro (Vercelli y col., 2009a)
como in-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 tratamiento in-vitro de deciduas con LPS au-
menta la actividad de FAAH mientras que los resultados in- vivo, al tratar
a los ratones con la endotoxina, mostraron una disminucion de la actividad
de dicha enzima. En nuestro modelo, los resultados obtenidos con la ad-
ministracién de LPS son coherentes con el aumento encontrado de los
niveles plasmaticos de AEA, ya que una menor metabolizacién del endo-
cannabinoide tendria como resultado una concentracién mayor del
mismo si su sintesis no esta afectada (como se observo al evaluar los nive-
les proteicos de NAPE-PLD, enzima de sintesis).

La diferencia entre los resultados in-vitro e in-vivo podria adjudicar-
se a la contribucién del infiltrado leucocitario inducido por el LPS en la

decidua de ratones tratados con la endotoxina, situacién que no ocurre
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Figura 12. Actividad de FAAH de deciduas co-cultivadas con PBMC. A.- PBMC de ratones trat-
ados 6 h con LPS y P. B.- PBMC de ratones tratados 6 h con LPS y AG. Letras diferentes indican

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

en el modelo in-vitro, donde la decidua aislada es expuesta al LPS. Para
corroborar esta hipotesis 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 tratamien-
tos, separados por una membrana que s6lo deja pasar factores solubles.
Cuando las deciduas se co-cultivaron con PBMC provenientes de ratones
prefiados tratados con LPS durante 12 h, estas células indujeron una dis-
minucion de la actividad de FAAH decidual. Como se describié anteriot-
mente, la P cumple diferentes papeles inmunomoduladores 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
suplementando a los ratones con P se contrarrestaban los efectos de la en-
dotoxina en este modelo de co-cultivos. Efectivamente, las PBMC prove-
nientes de ratones desafiados con LPS y co- tratados con P no produjeron

el mismo efecto sobre la FAAH decidual que las PBMC provenientes de
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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 de RE (Ogando y col., 2003;
Vercelli y col., 2009a; 2009b), a los numerosos trabajos que relacionan al
sistema endocannabinoide con el sistema nitrérgico (Cella y col., 2008;
Vercelli y col., 2009b) y a los 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
podtia ser uno de los factores solubles que, al ser liberados por las PBMC,
modulaban la actividad de la FAAH decidual. Al analizar la producciéon
de NO, no solo se observé un incremento en la liberacién de NO por
parte de las PBMC al tratar los animales prefiados con LPS, sino que el
tratamiento con P aboli6 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), se trataron los animales con aminoguanidina (AG), un inhibidor de
la NOSIi en presencia o ausencia de LPS. La administracién de AG a los
animales que recibieron LPS bloque¢ la capacidad de las PBMC de inducir
una disminucién de la actividad de la FAAH decidual. Conjuntamente,
estos resultados nos sugieren que el LPS, mediante un aumento de la ex-
presién de la NOSI en las PBMC, produce un incremento en los niveles
de NO liberado, y este mediador serfa el factor soluble que modularia la
actividad de la FAAH decidual.

Todos los procedimientos realizados en este trabajo fueron aprobados
por Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laborato-
rio (CICUAL) de la Facultad de Medicina (Universidad de Buenos Aires)
(CD N°900/2016), y se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (NIH).
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Conclusiones

En conjunto, los resultados presentados contribuyen a una mejor com-
prension de los mecanismos fisiopatolégicos por los cuales el sistema en-
docannabinoide, tanto de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) como de la decidua, participa en el desencadenamiento de la reab-
sorcién embrionaria y del fundamental papel protector de la progesterona

en la reversion de este proceso.
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