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EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE MEDIA LA I}VIHBICION EJERCIDA POR AGENTES
PRO-INFLAMATORIOS SOBRE LA LIBERACION DE LA HORMONA LIBERADORA
DE HORMONA LUTEINIZANTE (LHRH)

Javier Fernandez-Solari y Valeria Rettori
Centro de Estudios Farmacologicos y Botanicos (CEFyBO-CONICET / UBA)

Los cannabinoides

Los cannabinoides constituyen un conjunto
de compuestos presentes en la resina de las hojas y
brotes florecidos de la planta de marihuana, Cannabis
sativa. El principal responsable de las propiedades psi-
coactivas de la planta es el A%- tetrahidrocannabinol
(THC), aislado por Mechoulam y Gaoni en 1964 (1).

En cuanto a los efectos neuroenddcrinos de
la marihuana, se ha demostrado que la administracién
intracerebroventricular (icv) del THC produce una
disminucién significativa en los niveles plasméticos
de prolactina, hormona de crecimiento y hormona
luteinizante (LH) en ratas macho adultas, sin cambios
significativos sobre los niveles de hormona foliculo
estimulante (FSH) (2).

Los trabajos publicados en el tema (2-4) indi-
can que el efecto inhibitorio del THC sobre el eje repro-
ductivo es ejercido principalmente a nivel hipotaldmico,
donde inhibe la liberacién de la hormona liberadora de
hormona luteinizante (LHRH), con la consecuente dis-
minucién de la secrecién adenohipofisaria de la LH.

Estudios realizados por nuestro grupo de
investigacién (5) demostraron que el THC (107!l a
108M) no modifica la liberacién basal de LHRH
desde explantes de hipotidlamo medio basal (HMB)
incubados in vitro. Sin embargo, el THC (10°8M) es
capaz de inhibir la liberacién de la LHRH, estimula-
da tanto por noradrenalina (5x1075M) como por dopa-
mina (5x1075M).

El Sistema Endocannabinoide

Existen evidencias de la existencia de varios
tipos de receptores para cannabinoides (CB), pero
hasta el momento se han clonado y caracterizado dos:
el CB1, densamente expresado en el sistema nervioso
(6) y el CB2 (7), principalmente localizado en tejidos
periféricos, fundamentalmente en células del sistema
inmune. Ambos receptores se encuentran acoplados a
una protefna G; y responden inhibiendo la actividad de
la enzima AC (8). La identificacion de estos receptores

de membrana que median los efectos centrales y peri-
féricos de los cannabinoides, llevé a los investigado-
res a buscar ligandos endégenos que los activen. A
partir de un extracto lipidico de cerebro de cerdo se
aislé la anandamida (AEA), el primer endocannabi-
noide conocido (9). Posteriormente, a partir de un
extracto de intestino de perro, se aislé otro ligando
enddgeno, el 2—araquidonil glicerol (2-AG) (10). Los
ultimos ligandos enddgenos identificados fueron el 2-
araquidonil gliceril eter (noladin eter), aislado de
cerebro de porcino (11) y la virodhamina, purificada
por primera vez de hipocampo humano (12). Estos
compuestos son derivados del 4cido araquidénico y
producen efectos similares al THC, especialmente la
AEA (9,13,14). También es importante destacar que
algunos endocannabinoides son capaces de activar
receptores vanilloides (VR1), canales de cationes
involucrados en la captacion del dolor, inflamacién
neurogénica y contracciéon del musculo liso, cuyo
ligando endégeno mds conocido es la capsaicina.

Posteriormente, se desarrollaron antagonis-
tas sintéticos selectivos para cada tipo de receptor.
Entre los mas utilizados en investigacion se destacan
el AM251 (15), el AM281 (16), el SR141716A (17)y
el LY320135 (18) para los CB1, y el AM630 (19) y el
SR144528 (20) para los CB2.

En el presente trabajo se analizan algunos
mecanismos desencadenados por los endocannabinoi-
des sobre el eje hipotalamo-hipofisogonadotréfico,
asi como su participacién en la respuesta al LPS. Sin
embargo, los endocannabinoides también participan
en la regulacién de otros procesos controlados por el
SNC como la actividad motora (21), el aprendizaje y
la memoria (22), la nocicepcion (23), asi como tam-
bién desempefian un papel notable durante el desarro-
llo cerebral (24).

Efectos de la AEA sobre la liberacion de LHRH

Curvas dosis respuesta de AEA (de 105 M a
10! M) indicaron que la concentracién de 109 M
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del endocannabinoide fue la tnica de las estudiadas que
tuvo un efecto inhibitorio significativo sobre la libera-
cioén hipotalamica basal de LHRH. Adicionalmente, se
estudi6 el efecto de AEA (10°°M) in vitro sobre la libe-
racion de LHRH estimulada por 4cido N-metil-D-
aspartico (NMDA, 2 x 1072 M), observandose una inhi-
bicién de mayor magnitud a la obtenida sobre la libera-
cién basal (Figura 1). Ademas, el efecto inhibitorio de
AEA fue prevenido parcialmente al incubar los HMBs
en presencia de AM251 (105 M), un antagonista selec-
tivo de receptores CB1, evidenciando que este efecto es
mediado, al menos en parte, a través estos receptores.

Estudios inmunohistoquimicos realizados por
nuestro grupo de investigacion, no evidenciaron la pre-
sencia de receptores CB1 en neuronas de LHRH ni en
las terminales nerviosas de las mismas (25). A partir de
estudios de hibridacién in situ realizados por
Herkenham y col., tampoco se identificé la presencia
del RNA mensajero de CB1 en neuronas de LHRH ni
en sus fibras nerviosas (comunicacién personal,
Herkenham M., Section of Functional Neuroanatomy
Nacional Institutes of Mental Health, Bethesda). Sin
embargo, se demostré la localizacién de receptores
CB1 en neuronas GABAérgicas hipotaldmicas por
medio de estudios de hibridizacién in situ (comunica-
cién personal, Herkenham, M.). Por otro lado, se iden-
tific6 la presencia de receptores GABA 5 en neuronas de
LHRH (26,27). Es probable que los cannabinoides actu-

Saegre Vol XIV - N2l 2007 05/09/07 3:26 PM Page 34 $

en sobre los CB1 localizados en neuronas GABAérgicas
incrementando la liberacién de GABA, que finalmente
actuaria sobre receptores GABA, en neuronas de
LHRH, inhibiendo la liberacién del decapéptido. Por lo
tanto procedimos a determinar el efecto de AEA sobre
la liberacion de GABA desde HMBs incubados in vitro.
AEA (1072 M) estimul6 significativamente la liberacién
hipotalamica del GABA (Figura 2A). Es probable que
este aumento de GABA en el medio de incubacién se
deba adicionalmente a una inhibicién de la recaptacioén
del mismo por parte de las neuronas GABAérgicas. Una
vez determinado el efecto de la AEA como estimulador
GABAGérgico, y teniendo en cuenta el rol del GABA
como neurotransmisor inhibitorio de la liberacién de
LHRH, se estudio el efecto de un antagonista especifi-
co de receptores GABA 4, la bicuculina, sobre la libe-
raciéon de LHRH inhibida por AEA. La bicuculina 10~
4 M bloque6é completamente la disminucién que pro-
voca AEA sobre la liberacién de LHRH estimulada por
NMDA (Figura 2B).

El sistema endocannabinoide como mediador de los
efectos de agentes pro-inflamatorios sobre la libe-
racion de LHRH

El lipopolisacérido bacteriano (LPS) es una
endotoxina liberada por las bacterias Gram-negativas,
que ejerce un poderoso efecto inductor de la sintesis y
de la liberacion de citoquinas, no sélo de las células
inmunes, sino también de células del SNC y endocri-
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Figura 1. Efecto de AEA sobre la liberacion de LHRH estimulada por NMDA. Los resultados se expresan en pg de LHRH liberados
al medio de incubacion por HMB durante 30 min. Cada columna representa la media + SEM de 6-7 HMBs. Los ensayos fueron reali-

*hk,

zados 2 veces. **=p<0.01y

=p<0.001 vs. Control. y ++=p<0.01 entre los grupos unidos por el conector. Los datos fueron analizados

por ANOVA seguida del test de Newman-Keuls para comparaciones muiltiples.
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Figura 2. A. Efecto de AEA sobre la liberacidon del GABA. Los resultados se expresan en pmoles de GABA liberados al medio de
incubacion por HMB durante 30 min. Cada columna representa la media + SEM de 6-7 HMB. Los ensayos fueron realizados 2 veces.
**=p<0.01 vs. Control. Andlisis estadistico: Test t de Student. B. Efecto de bicuculina (Bic) sobre la liberacion de la LHRH inhibida
por AEA. Los resultados se expresan en pg de LHRH liberados al medio de incubacion por HMB durante 30 min. Cada columna repre-
senta la media + SEM de 6-7 HMB. Los ensayos fueron realizados 3 veces. ***=p<0.001 vs. Control y +++=p<0.001 vs. NMDA+AEA.
Los datos fueron analizados por ANOVA seguida del test de Newman-Keuls para comparaciones multiples.

nas (28,29). Las principales citoquinas involucradas en
la respuesta al LPS son: el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-0), la interleuquina (IL)-1 y la IL-6. El
TNF-a cumple un papel importante en la respuesta
neuroendocrina ante situaciones de infeccién, inflama-
cién y endotoxemia.

Alteraciones en el sistema inmune general-
mente van acompafiadas de alteraciones en el eje
reproductivo. Como consecuencia de la alteracién de
parametros fisioldgicos, los procesos
infecciosos/inflamatorios generan un patrén de secre-
cién hormonal alterado. Situaciones de estrés, infec-
cion e inflamacién activan el eje hipotdlamo-hipofisa-
rio-adrenal, mientras que inhiben el eje hipotdlamo-
hipofisario-gonadal (HHG). Con respecto al HHG, el
LPS inhibe la liberacién de LHRH y de gonadotrofi-
nas. La inhibicién de la liberacién de LHRH en res-
puesta al LPS seria consecuencia de la accién conjun-
ta de citoquinas como el TNF-a, la IL-1 y la IL-6.

Por otro lado, el LPS estimula la liberacion de
taurina y GABA desde el hipotilamo, mientras que
inhibe la liberacién de glutamato (30). Dado que estos
neurotransmisores intervienen en la regulacién de la
liberacién de LHRH, estos resultados sugieren que
tanto el GABA como el glutamato podrian estar invo-
lucrados en la respuesta neuroendocrina en situaciones
de estrés o inflamacion (31).

La presencia de CB1 y CB2, asi como la pro-
duccién de endocannabinoides, en linfocitos y macré-

fagos ha sugerido que el sistema endocannabinoide
opera de manera activa en el sistema inmune. Estudios
en animales de experimentacién confirmaron que los
cannabinoides a dosis elevadas reducen la capacidad
de defensa del organismo. Se ha reportado que los can-
nabinoides pueden suprimir las respuestas proliferati-
vas de los linfocitos B a la estimulacién con LPS.
Ademads, se observo que la AEA inhibe la producciéon
de NO y TNF-a y aumenta la produccién de la IL-6 en
astrocitos de ratén estimulados con LPS (32).

Con respecto a la conexién entre el sistema
inmune y el endocannabinoide, en los ltimos afios se
ha observado un incremento en el nimero de estudios
que examinan los efectos de los endocannabinoides
sobre la biologia de las citoquinas en distintos sistemas
celulares (33). La AEA, ademas de modular la res-
puesta celular a distintas citoquinas, puede incrementar
o disminuir la produccién de las mismas en diferentes
condiciones experimentales. Por ejemplo, cultivos de
astrocitos de corteza cerebral murina, infectados con el
virus de encefalomielitis de Theiler, incrementan la
producciéon de IL-6 en presencia de AEA (32).
Adicionalmente, se han reportado estudios con células
mononucleares de sangre humana que demuestran que la
AEA, dependiendo de su concentracion, puede incre-
mentar o disminuir la liberacién de citoquinas. Por ejem-
plo, la liberacién de IL-6 e IL-8 disminuyecon bajas con-
centraciones de AEA, mientras que el TNFa, el INFy y
la IL-4 disminuyen a altas concentraciones de la misma
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(34). Es conocido que durante la endotoxemia inducida
por LPS, el eje hipotdlamo-hipofiso-gonadal se encuen-
tra inhibido. La inhibicién de la liberacién de LHRH
desencadenada por el LPS parece involucrar los mis-
mos mediadores que intervienen durante la activacién
del sistema endocannabinoide, principalmente la poten-
ciacion de la actividad GABAérgica (35). Por lo tanto,
propusimos que el mecanismo de inhibicién de la libe-
racién de la LHRH desencadenado por la administra-
cién de LPS podria involucrar al sistema endocannabi-
noide. De hecho, se ha reportado que el LPS estimula la
sintesis de AEA en macréfagos peritoneales de ratén
por induccidn de su sintesis (36). Ademas, se ha obser-
vado un incremento en los niveles de AEA en linfocitos
humanos expuestos al LPS (37).

Nuestros resultados demuestran la conexién
entre los sistemas inmune y endocannabinoide a nivel
hipotaldmico, a partir de la observacién de un incre-
mento en la actividad de la AEA sintasa en HMBs
removidos 3 hs después de inyectar las ratas con LPS
ip (5 mg/Kg) o con TNFa ive (100 ng/rata) con res-
pecto a ratas que recibieron vehiculo (38). Dado que
es conocido que el TNFa es liberado rdpidamente
luego de la administracién del LPS (39), y que esta
citoquina media una serie de efectos atribuidos a la
administracion de la endotoxina sobre el eje hipotéla-
mo-hipofisario, decidimos trabajar con el TNFa en
los experimentos in vitro. Mds atin, se ha reportado
que la liberacién de TNFa inducida por el LPS es
controlada por el SNC (40). E1 TNFa. (2.9 x 109 M)
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increment6 la actividad de la AEA sintasa en HMBs
incubados in vitro (Fig 3A). Por lo tanto, es posible
que el LPS, a través de un incremento de la produc-
cion de TTNFa, active al sistema endocannabinoide
para inhibir la liberacién de la LHRH. Para confirmar
esta hipotesis se midié el efecto del TNFa sobre la
liberacion de la LHRH en HMBs incubados in vitro.
El TNFa no tuvo efecto sobre la liberacion basal de
LHRH (dato no mostrado), sin embargo, redujo signi-
ficativamente la liberacién de LHRH estimulada con
la forskolina (8 x 105 M) (Figura 3B), y este efecto
fue totalmente bloqueado por el AM251 (1075 M), un
antagonista selectivo para CB1.

Teniendo en cuenta los efectos inmunosupre-
sores ejercidos por los endocannabinoides, el incremen-
to en la sintesis de AEA inducido por el LPS podria ser
una respuesta fisioldgica del organismo para atenuar los
efectos nocivos desencadenados durante la inflama-
cién. La inhibicién del eje reproductivo durante la
inflamacion estarfa mediada, al menos en parte, por el
sistema endocannabinoide (Figura 4). Por lo tanto, el
sistema neuroinmuno-endocannabinoide tiene un rol
clave en la regulacién de eje cerebro-inmunolégico.
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Figura 4. Esquema que resume los mecanismos involucrados en la inhibicién de la liberacion hipotalamica de LHRH desenca-
denados por agentes pro-inflamatorios que activan el sistema endocannabinoide. CI- , canal de cloruro; nLHRH, neurona de LHRH,;
nGABA, neurona GABAérgica; +-, membrana hiperpolarizada; AC, adenilato ciclasa. Las flechas discontinuas indican efectos inhibitorios.
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