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RESUMEN

La pérdida precoz del embarazo es la compli-
cacion més frecuente de la gestacion y en la mayoria
de los casos, no se puede prevenir. Se sabe que las in-
fecciones del tracto genital inducen aborto y parto pre-
maturo, pero los mecanismos involucrados no estdn atn
dilucidados. Hemos desarrollado un modelo de aborto
mediante la administracién de lipopolisacdrido (LPS)
a hembras prefiadas Balb/C de dia 7 de gestacién. El
tratamiento produce reabsorcién embrionaria (RE) com-
pleta en 24 h, con la posterior expulsién de los restos
de fetos reabsorbidos. Demostramos que en este modelo
de aborto, estan implicados el sistema nitrérgico y las
prostaglandinas. Nuestros resultados muestran que el
tratamiento con progesterona, hormona que se encuen-
tra disminuida en los animales tratados con la endo-
toxina, previene la RE. Caracterizamos en la interfase
materno-fetal la expresion de glicodelina y LIF (factor
inhibidor de leucemia), ambos reconocidos inmunomo-
duladores inducidos por progesterona. Obtuvimos una
secuencia parcial del ARNm de la glicodelina murina
y observamos inhibicién de su expresién proteica por
LPS. La progesterona indujo el ARNm de LIF in vitro y
es parte del mecanismo antiinflamatorio uterino, ya que
reduce el incremento en los niveles de prostaglandinas
y 6xido nitrico inducidos por LPS. En este dltimo caso,
el efecto protector ejercido por la progesterona parece
estar mediado por LIF. Estos resultados demuestran la
importancia de la progesterona durante la gestacion, por
sus funciones endocrinas, antiinflamatorias € inmuno-
moduladoras, y la posible participacién de LIF y glico-
delina en el aborto inducido por sepsis.
Palabras clave: LPS, progesterona, LIF, glicodelina,
aborto, inflamacion.

ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS) administration to
mice on day 7 of pregnancy led to 100% of embryonic
resorption (ER) after 24 h. Besides its endocrine effects,
progesterone acts as an immunosteroid. Some immuno-
logical effects are mediated by peptidic factors such as
leukemia inhibitory factor (LIF) and glycodelin (Gd).
Gd has immunosuppressive and morphogenic proper-
ties and is the major decidual progesterone-regulated
glycoprotein. Our aim was to evaluate the involvement
of progesterone, LIF and Gd in the mechanism of LPS-
induced ER. Female mice were treated with either LPS
or vehicle to evaluate ER percentages. Serum progester-
one was quantified and tissues were removed to deter-
mine LIF and Gd expression. In addition, animals were
treated with progesterone to evaluated resorption rates.
LIF expression, prostaglandin E, (PGE,) and nitric ox-
ide (NO) levels were determined in uterine cultures in-
cubated with and without LPS, progesterone, LIF and
LIF antibody. Progesterone levels decreased after LPS
treatment and hormone supplementation prevented ER.
Gd expression was significantly decreased in decidual
tissue by LPS treatment and we showed for the first time
a predictive mRNA sequence which is homolog to the hu-
man Gd. Progesterone incubation increased LIF mRNA
expression as compared to LIF production by control
and LPS uterine explants. Progesterone and exogenous
LIF blocked LPS—induced increase of proinflammatory
molecules, NO and PGEZ. Also, we found that endog-
enous uterine LIF participates in progesterone effects
preventing NO increase. Our observations support the
critical contribution of progesterone to successful preg-
nancy and its possible therapeutic application for pre-
vention of reproductive failure associated with inflam-
matory disorders.
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Introduccién

El término aborto, desde el punto de vista gi-
neco-obstétrico, hace referencia a la interrupcion de un
embarazo en desarrollo antes de la semana veinte. Esto
implica la pérdida gestacional previa al desarrollo de un
feto capacitado para la vida extrauterina en forma inde-
pendiente.

El hecho de que un feto que posee tanto antige-
nos maternos como paternos pueda desarrollarse durante
nueve meses en el vientre materno pone en evidencia la
existencia de mecanismos protectores muy precisos que
evitan el rechazo y que permiten que la madre continde
con la homeostasis perfecta de su sistema inmune. Den-
tro de las etiologias conocidas del aborto, estdn las fallas
a nivel inmunolégico; el sindrome antifosfolipidico y el
lupus eritematoso sistémico son un ejemplo de ello. Otra
causa importante son las infecciones, que inducen abor-
to y parto prematuro.

Se ha reportado que la pérdida precoz del em-
barazo es la complicacién méas frecuente de la gesta-
cion. El aborto espontdneo ocurre en el 20% de todos
los embarazos comprobados. Sin embargo, las estadis-
ticas importantes no incluyen los casos subclinicos. La
realidad en cuanto a pérdida de embarazos trasciende lo
observado clinicamente ya que muchas mujeres nunca
llegan a saber que han tenido un aborto. Teniendo esto
en cuenta, las tasas de aborto espontdneo pueden estar
cerca del 40% o 50%. Datos epidemioldgicos indican
que el riesgo de un nuevo aborto después de uno espon-
tdneo es del 24%, pero asciende al 40% después de 4
abortos consecutivos.

La ausencia de una terapéutica adecuada para el
aborto impone la necesidad de determinar los mecanis-
mos involucrados en su desencadenamiento y desa-
rrollo, como también intentar definir mas claramente la
inmunomodulacién tanto en embarazos normales como
patoldgicos. Conocer como puede ser la aceptacién o el
rechazo del embrién concebido por la futura mama4, de-
terminar qué infecciones y como provocan la pérdida del
embridn es algo esencial.

Algunos estudios han demostrado que el aborto
por desbalance inmunolégico es dependiente de facto-
res ambientales como los lipopolisacaridos bacterianos
(LPS)"- 2. Este componente de la pared de las bacterias
gramnegativas es causante de muerte fetal y aborto en
animales® y estd implicado en el mecanismo de parto
pretérmino en humanos*>.

Estd extensamente descripto que el LPS induce
una marcada respuesta inflamatoria mediada primaria-
mente por la activaciéon de macrdfagos, la produccién de
citoquinas inflamatorias y la liberacién de prostanoides®®.

Hace algunos afios, desarrollamos en nuestro la-
boratorio un modelo murino de reabsorcién embrionaria

(RE) inducida por LPS. El modelo consiste en la admi-
nistracion de una dnica dosis por via intraperitoneal de
LPS, de 1 ug/g de peso, a hembras BALB/c en el dia 7
de gestacion. Este puede ser considerado un modelo de
RE temprana ya que es posimplantatorio y apenas unas
horas antes de administrar la endotoxina se ha iniciado
el proceso de gastrulacion.

La dosis de toxina utilizada produce el 100%
de reabsorcion embrionaria a las 24 h e involucra la des-
truccién y asimilacidn parcial del tejido. Nosotros obser-
vamos en cortes histoldgicos que el tratamiento con LPS
produce la necrosis total del embrién y de la mayor parte
de la decidua, y los restos son expulsados 24 h después,
es decir, a las 48 h de haber administrado el LPS. Sin
embargo, se observa una zona de la decidua que no ha
sido totalmente necrosada y permanece pegada al utero,
con elevada infiltraciéon de granulocitos y células LGL
(linfocitos granulares grandes)'’.

El sentido biolégico del aborto es impedir que
el patégeno alcance al embrién, ya que éste posee un
sistema inmunoldgico inmaduro y puede convertirse en
un foco para la proliferacién del microorganismo, pre-
servando a la madre para futuras gestaciones. Por ello,
luego de transcurridas las 48 h que dura el proceso in-
feccioso, la hembra restituye su capacidad gestacional.
El aborto espontdneo es una patologia no asociada a
mortandad materna, caracteristica que se ve reflejada en
nuestro modelo murino de aborto.

El LPS genera aumento en la produccién de
6xido nitrico (NO) e infiltracién leucocitaria en diversos
tejidos!'!. La mayor parte de ese NO liberado proviene
de la actividad de la NOS inducible (NOSi). En trabajos
previos, observamos por inmunohistoquimica infiltrados
deciduales de macréfagos y granulocitos, NOSiy CD14
positivos que son parte del exudado'.

In vitro, las células deciduales responden al LPS
a través del receptor CD14, el que también se expresa
en el utero de ratén'> . Estudios realizados en nuestro
laboratorio demostraron una inmunomarcacién CD14
positiva importante en la decidua de animales control y
un incremento en los niveles del receptor en el ttero de
hembras tratadas con LPS. Por otro lado, la administra-
cion de aminoguanidina (AG), un inhibidor selectivo de
la actividad de la NOSi, revirtié6 completamente la reab-
sorcién embrionaria inducida por LPS. La inhibicién en
la sintesis de NO redujo significativamente la fibrindlisis
e infiltracién del tejido, visualizdndose una matriz extra-
celular mucho menos dafiada'®.

En conjunto, estos datos sugieren que el NO
participa en el proceso de reabsorcién embrionaria in-
ducido por LPS.

Como ya mencionamos, el LPS induce una
marcada respuesta inflamatoria mediada en parte por la
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produccién y la liberacién de prostanoides (PG); estos
son potentes estimuladores de la musculatura lisa ute-
rina, por ello son utilizados terapéuticamente para la
maduracién cervical y como inductores del trabajo de
parto. Por la misma razén, los PG son abortivos en las
primeras semanas de embarazo'.

Nosotros hemos demostrado que los PG par-
ticipan y cumplen un papel fundamental en el proceso
de RE inducido por LPS y que el proceso inflamatorio
involucra, a nivel local, la induccién por parte del LPS
de: los niveles de su propio receptor (TLR4), los niveles
de PG generados principalmente por la ciclooxigenasa-2
(COX-2), la regulacion positiva del ARNm de esta en-
zima y de sus niveles proteicos a nivel decidual. A su
vez observamos que en el utero, los niveles de COX dis-
minuyen pero la regulacién negativa de la enzima que
cataboliza los PG contribuye a mantener los elevados
niveles de PG. También demostramos que la nitracién
de la COX por peroxinitrito parece ser un mecanismo
eficaz para modular la actividad de la enzima y por ende
la produccién de PG, y es parte importante del proceso
de RE inducido por LPS?.

La progesterona (P) es una hormona clave para
el desarrollo y funcionamiento de los tejidos reproduc-
tivos'®. Este esteroide sexual se produce en las glandu-
las suprarrenales, en el cuerpo liiteo del ovario y en la
placenta. En algunas especies, incluyendo la humana, la
produccién de P es eventualmente sostenida por la pla-
centa durante la gestacién.

La prefiez estd caracterizada por un cambio hor-
monal global y la P es una de las hormonas criticas, no
sélo para el establecimiento, sino para el mantenimiento
mismo del proceso. Después de la fecundacion, la P in-
duce la proliferacion, diferenciacién y decidualizacién
de las células del endometrio, creando un ambiente
propicio para el proceso de implantacién. Asimismo la
hormona contribuye a la inhibicién de las contracciones
uterinas, estimula la actividad de la 6xido nitrico sinta-
sa uterina y regula la secrecién de citoquinas'” '8, Las
concentraciones séricas de la hormona en la mujer se in-
crementan significativamente en forma lineal conforme
avanza la gestacion. Este aumento favorece la adapta-
cion a cambios directos sobre los blancos especificos de
la hormona o a su biotransformacion a otros esteroides.

El embarazo es una condicién tnica que garan-
tiza el desarrollo de un organismo independiente con
diferente perfil antigénico al de la madre. Las células
deciduales y del trofoblasto tienen una importante parti-
cipacién en la regulacién del aspecto inmunolégico ma-
terno, son susceptibles a los efectos de la P debido a la
creciente produccién de la hormona y de sus receptores.
Estos efectos incluyen regulacién de: el reconocimiento
de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad

paternos, la polaridad de las células T efectoras, la sen-
sibilidad de las células presentadoras de antigeno y de la
actividad de los macréfagos'®2!.

La inmunomodulacién ejercida por la hormona,
en algunos casos, se produce a través de factores protei-
cos como: el PIBF, el LIF o factor inhibidor de leucemia
y la glicodelina, que se cree median el control de la reac-
tividad del sistema inmune.

La proteina placentaria 14 (pp14) o glicodelina
(Gd) es un péptido de 28 KDa que tiene en su estructura
casi el 18% de carbohidratos y es miembro de una fami-
lia de proteinas denominadas lipocalinas presentes en la
mayoria de los fluidos biolégicos humanos e implicadas
en multiples procesos bioldgicos. Estudios utilizando
técnicas de mutagénesis sugieren que la glicosilacién es
crucial tanto para su secrecion como para sus funciones®.

La expresion de este péptido estd relacionada di-
rectamente con la accién de la progesterona. Se expresa
s6lo en el endometrio secretorio o decidualizado® ?*; el
aumento sérico de los niveles de Gd se restringe a ciclos
ovulatorios y a mujeres infértiles que han sido tratadas
con la hormona® %, Por otro lado, el promotor del gen
de la Gd tiene potenciales elementos de respuesta a P; en
cultivos de células endometriales hay induccién del pép-
tido por progestagenos y se ha demostrado que los ligan-
dos que activan los receptores de progesterona son capa-
ces de estimular in vitro la expresién del gen de Gd*%,
La Gd es una proteina de secrecién que pasa al fluido
uterino o al liquido amnidtico, y en menor medida, al
suero. Durante el ciclo de la mujer, hay un pico tempra-
no de expresion de Gd en el endometrio secretor y uno
mads tardio en el suero materno y el liquido amnidtico®.

Es de especial interés para nosotros su funcion
inmunosupresora. En la actualidad se sabe que la Gd in-
hibe la proliferacion de células T y las vuelve menos
sensibles a ser estimuladas, actividad dirigida directa-
mente hacia la respuesta Thl producida por estas célu-
las®®3!, Este péptido también inhibe la activacién y pro-
liferacion de células B, asi como la secrecién de IgM y
la expresion del MHC 1I en superficie. Ademds de sus
acciones sobre la inmunidad humoral y celular, la Gd es
capaz de inhibir la actividad citotdxica de las células NK
de sangre periférica®?. Las aisladas de decidua muestran
expresion aumentada de Gd, lo que sugiere una accién
local®. Recientemente se ha informado que el tejido de-
cidual de abortadoras espontdneas tiene menores niveles
de Gd en relacién con la expresién en mujeres con ges-
taciones normales™.

El factor inhibidor de leucemia (LIF) es un
mediador de comunicacién celular con un rango ver-
daderamente amplio de actividades bioldgicas. Por su
naturaleza pleiotropica, participa en diversos eventos
patologicos relacionados con muchos desoérdenes.
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En la actualidad, se ha determinado la presencia
de LIF en todas las especies de mamiferos estudiadas y
se le han atribuido actividades muy diversas sobre dis-
tintos linajes celulares como megacariocitos, macrofa-
gos, adipocitos, epiteliales renales y de mama, asi como
sobre diversos tejidos neoplasicos y del tracto reproduc-
tivo femenino™®.

Es una proteina altamente glicosilada que se ex-
presa tanto en tejido embrionario como adulto, con ni-
veles particularmente elevados en el utero*®*’. Su expre-
sion preponderantemente constitutiva se caracteriza por
bajos niveles en ciertos tejidos, sin embargo, es posible
su induccion en distintos tipos celulares. Tal induccién
es disparada por citoquinas proinflamatorias, factores
de crecimiento o mitégenos, y es inhibida por multiples
agentes antiinflamatorios y/o inmunosupresores.

El LIF se sintetiza como una glicoproteina se-
cretada con un rango de peso molecular de 38 a 67 KDa.
Las diversas isoformas se producen por glicosilacion
preferencial de un nticleo proteico de 20 KDa y por spli-
cing alternativo del ARNm. En la actualidad se recono-
cen 3 variantes: LIF-M de unidén a matriz extracelular,
LIF-T o isoforma truncada que funciona como factor de
transcripcion y la llamada LIF-D que se produce por cli-
vaje proteolitico de LIF-M.

Su receptor [ en la superficie celular se une a la
glicoproteina gp-130, el receptor comun de la familia de
la TL-6%. Se han detectado también receptores solubles
en plasma que se producen una vez que el LIF ha actua-
do y que poseen actividad sefiuelo sobre el propio LIF*.
La cascada de segundos mensajeros clasica de LIF se
caracteriza por el reclutamiento de enzimas citosolicas
con actividad tirosina-quinasa pertenecientes a la fami-
lia JAK/TYK, que fosforilan factores de transcripcion.

Se ha detectado LIF en foliculos ovaricos** y
expresion constitutiva en las trompas de Falopio. En el
utero, existen trabajos que reportan su expresion mio-
metrial y endometrial. El LIF también es producido por
el trofoblasto.

En la actualidad es reconocida su participacion
en los procesos de decidualizacion, implantacion y con-
trol de la invasion trofoblastica*’. Se ha demostrado que
la produccion materna de LIF es crucial para una im-
plantacion exitosa en el raton y que los embriones de
hembras knock-out de LIF (LIF-/-) no implantan, fenoti-
po que se revierte suplementando con el péptido®. Tra-
bajos posteriores confirman la importancia del LIF para
la implantacion en la mujer* y aumento pronunciado de
los niveles de LIF en decidua y endometrio durante el
primer trimestre de embarazo. También es producido
por leucocitos endometriales y placentarios de natura-
leza linfocitaria, principalmente del linaje Th2 y por cé-
lulas NK.

Se han reconocido anomalias de LIF en diver-
sos desordenes reproductivos: infertilidad, sindrome de
falla ovarica prematura, gestaciones ectopicas, endome-
triosis y preeclampsia*>- 46,

En lo que se refiere a la regulacion de LIF por
hormonas sexuales, lo reportado hasta el momento es
variado y controvertido. Se observa regulacion positiva
por progesterona en conejos y monos*”* y por estradiol
en raton, decidua humana y oviducto bovino**°. Se ob-
serva regulacion negativa ejercida por la progesterona
en la mujer y por el estradiol en cabras®-!.

El LIF, al igual que otras citoquinas, estd invo-
lucrado en aspectos relacionados con el desarrollo y la
regulacion de la respuesta inflamatoria. La produccion
de LIF es inducida por LPS>*% ¢ incluso se ha observa-
do que estd incrementado en el suero de pacientes con
cuadros sépticos de distinta severidad inducidos por
bacterias gramnegativas®. En la actualidad, muchos tra-
bajos le otorgan al LIF un rol antiinflamatorio y protec-
tor contra la endotoxemia generada por LPS e incluso
lo consideran parte del mecanismo de defensa del hos-
pedador>°. En contraste, al menos a nivel del sistema
nervioso, el LIF podria ser quimiotactico para células
inflamatorias®.

OBJETIVOS

En conjunto, los antecedentes mencionados nos
permitieron plantear la siguiente hipdtesis:

“Las funciones inmunomoduladoras ejercidas
por la progesterona y mediadas por los factores protei-
cos LIF y Gd se encuentran alteradas en la RE temprana
inducida por LPS”.

Nuestros objetivos fueron:

- Evaluar la participacion de la progesterona en nuestro
modelo de RE.

- Analizar posibles alteraciones en la expresion de los
péptidos inmunomoduladores LIF y Gd en la interfase
materno-fetal.

- Profundizar los estudios asociados a la expresion, regu-
lacién y funcién del LIF con relacién a los mediadores
inflamatorios NO y PG.

MATERIALES Y METODOS
1. ANIMALES

Se utilizaron hembras BALB/c virgenes de 8 a
12 semanas de edad que se aparearon con machos adul-
tos fértiles de la misma cepa. Los animales se mantuvie-
ron bajo un régimen de 12 h luz/12 h oscuridad, tempe-
ratura constante (23-25 °C), alimento y agua ad libitum.
Se sacrificaron por dislocacién cervical.
2. TECNICAS
2.1. Cultivo de tejidos
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Los tuteros (miometrio + endometrio no modifi-
cado) fueron extraidos, inmediatamente pesados y culti-
vados en placas de 24 pozos que contenian DMEM su-
plementado con 10% de suero fetal bovino y antibidtico/
antimic6tico al 1% (penicilina G 20 U/ml, estreptomi-
cina 20 ug/ml, anfotericina B 50 ng/ml). Los explantos
fueron mantenidos en estufa gaseada (5% CO,) a 37 °C
durante 2, 6 6 24 h. Se recuperaron los medios de cultivo
(sobrenadantes) y los tejidos para las determinaciones
de cada caso. Las concentraciones usadas en cultivo fue-
ron: LPS 1 pg/ml; P: 50 ng/ml; LIF: 50 y 100 ng/ml;
anticuerpo anti-LIF: 5 pg/ml.

2.2. Medicion de NO3-+ NO2-
Se cuantificaron los niveles de NO3-+ NO2-
utilizando la técnica de Griess®'.

2.3. RT-PCR de LIF y Gd

La técnica se realizo segiin'®. Los cebadores uti-
lizados fueron:
- B-actina: sentido 5-TGT TAC CAA CTG GGA CGA
CA-3"; antisentido 5'-TCT CAG CTG TGG TGG TGA
AG-3"; tamafio del producto: 392 pb.
- Gd: sentido 5'-ATG CTG TGC CTC CTG CTC-3";
antisentido 5'-AAC AAC ATC TCC CTC ATG GC-3";
tamafio del producto: 208 pb.
- LIF: sentido 5'-GGA GTC CAG CCC ATA ATG AA-
3’; antisentido 5-TGA GCT GTG CCA GTT GAT TC-
3’; tamafo del producto: 184 pb.

2.4. Western blot

Se homogeneizaron los tejidos en buffer RIPA,
fueron sonicados y centrifugados a 1500 x g por 10 min.
Los niveles proteicos de cada muestra se determinaron
por el método de Bradford®. Se realizaron separaciones
electroforéticas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE),
sembrando 100 pg de proteina total. Se utilizaron anti-
cuerpos primarios especificos para cada caso (anti-Gd:
dilucién 1/100 y anti-PR: 1/300). Las bandas obtenidas
se normalizaron contra la banda correspondiente a la ac-
tina. Los resultados se expresaron como DO relativa a
la actina.

2.5. Radioinmunoensayos
Por esta técnica se determinaron los niveles de
PGE y de P* utilizando antisueros especificos.

2.6. Determinacion de los porcentajes de reabsorcion
embrionaria

Los animales control y tratados con LPS y pro-
gesterona se sacrificaron en el dia 12 de gestacion. El
porcentaje de reabsorcion embrionaria fue calculado
como: n° de embriones reabsorbidos / (n° de embriones

©

viables + n° de embriones reabsorbidos) X 100. Para los
experimentos de retraso de la RE, los animales tratados
en el dia 7 de gestacion fueron sacrificados en el dia 9.

3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

La evaluacion estadistica (GraphPad InStat
PRISM 3.0 Software, San Diego, CA, USA) se realizd
aplicando andlisis de varianza (ANOVA) de uno o dos
factores seguido por el test de comparaciones multiples
de Tukey. Para el caso de dos tratamientos se utilizo la
prueba “t” de Student (para muestras no pareadas). Los
valores expresados como proporciones (%RE) se anali-
zaron utilizando estadistica no paramétrica con el analisis
de varianza unifactorial por rangos de Kruskal-Wallis.
Los datos fueron expresados como los valores medios *
SEM (error estandar de la mediana). Las diferencias se
consideraron significativas cuando p era menor a 0,05.

RESULTADOS
Progesterona y reabsorcion embrionaria

Los niveles séricos de progesterona en la mujer
durante la gestacién se correlacionan significativamen-
te con el éxito del embarazo. Se ha observado que los
niveles bajos de P sérica estdn asociados a altos niveles
de abortos espontaneos (85,5%) y embarazos ectopicos
(15,4%)°.

La P es un agente antiinflamatorio, en parte por
oponerse a los efectos proinflamatorios del estrégeno
sobre el ttero y también por su funcién inmunosupreso-
ra durante el embarazo.

1. NIVELES SERICOS DE PROGESTERONA

Decidimos entonces determinar los niveles sé-
ricos de progesterona en nuestro modelo. Para ello se
realizaron radioinmunoensayos en muestras de suero
provenientes de animales control y tratados con LPS por
6 h en el dia 7 de prefiez. La Figura 1 muestra que el
tratamiento con la endotoxina disminuye significativa-
mente los niveles séricos de la hormona.

2. RECEPTORES DE PROGESTERONA

Se ha propuesto que los cambios en la expre-
sién de los receptores PRA y PRB estarian asociados a
condiciones fisioldgicas y patoldgicas del endometrio, y
al inicio del parto.

Continuando con la caracterizacién de nuestro
modelo, decidimos evaluar la expresion de estos recep-
tores en los sitios de implantacién. Los tejidos prove-
nientes de animales tratados con LPS o vehiculo por 6 h
fueron procesados para identificar por Western blot las
isoformas de PR. La Figura 2 muestra el incremento
significativo de los niveles de PRB decidual en los ani-
males tratados con LPS.
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3. PROGESTERONA Y REABSORCION
EMBRIONARIA

Para intentar determinar la magnitud del efecto
“menores niveles de progesterona” en suero, suplemen-
tamos los animales tratados con la hormona. El disefio
experimental que finalmente fue utilizado consistié en
administrar a hembras en su dia 7 de gestacidn, una ni-
ca dosis de 2 mg/animal (s.c.) de progesterona, 2 h antes
de la endotoxina. Varios grupos de animales fueron sa-
crificados a las 48 h de administrar LPS y P, para obser-
var el grado de avance de la reabsorcidn, y otros fueron
sacrificados en el dia 12 para determinar las tasas de RE.
Los porcentajes de RE en los animales suplementados
con P variaron significativamente respecto de la tasa
observada en los animales control y en los tratados con
LPS (Tabla 1).

En las fotos de la Figura 3 es evidente el re-
traso en el proceso de RE que provoca el tratamiento
con progesterona. La imagen A muestra un ttero luego
de 48 h de tratamiento s6lo con LPS. El embrién y la
decidua circundante han perdido su forma, tamafio y la
uni6n al tejido uterino, y se han convertido en una masa
amorfa que es ficilmente extraida del ttero. Es impo-
sible determinar el nimero de embriones implantados
originalmente en el titero, pero como la camada en estos
animales en promedio es de 8§ crias, podriamos sugerir
que las restantes ya han sido expulsadas.

En las fotos B-F (animales suplementados con
hormona) se observan distintos estadios de avance de la
reabsorcién. El panel B muestra embriones aparente-
mente viables. En el panel C se puede ver un embrién en
proceso de reabsorcién entre otros dos que no muestran
indicios visibles del proceso. En D todos los embriones
estan visiblemente hemorrigicos pero no hay alteracién
de su forma y/o tamafio. El cuadro E muestra varios
embriones que corresponden a distintas hembras, todos
en proceso de reabsorcion. En algunos casos se puede
observar claramente la reduccidon de tamafo, en otros la
hemorragia y la apariencia necrdtica. La foto del panel
F muestra otro de los fenotipos encontrados: hemorragia
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Figura 1. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles de progestero-
na sérica. Hembras BALB/c se inyectaron en el dia 7 de prefiez
con PBS (control) o LPS y fueron sacrificadas luego de 6 h de
tratamiento. Se realizaron extracciones de sangre y se separd
el suero para determinar los niveles de P por RIA. Los valores
representan el promedio + SEM (n=9). Letras distintas denotan
diferencias estadisticamente significativas: p<0,05.
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Tratamiento % de RE

Control
LPS
LPS + Progesterona

6,6 +2,12(n=12)
100 + 0,0 ° (n=6)
59,8 + 11,6° (n=10)

Tabla 1. Efecto in vivo de la progesterona sobre la RE
inducida por LPS. Hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez
fueron inyectadas con PBS (control), LPS (1 pg/g) o LPS + P (2
mg/animal) y fueron sacrificadas en el dia 12. Los porcentajes
de RE fueron calculados como: 100 X n° de embriones reabsor-
bidos/(n° de embriones viables + reabsorbidos). Letras distintas
denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Figura 2. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles proteicos de
PR. Hembras BALB/c se inyectaron en el dia 7 de prefiez con
PBS (control) o LPS y fueron sacrificadas luego de 6 h. El gréfico
representa el andlisis densitométrico de los Western blots. Los re-
sultados se expresan como: DO de PR/DO de actina, relativiza-
do al control (con valor arbitrario de 1). Los valores representan
el promedio + SEM (n=5). Letras distintas denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01).
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Figura 3. Efecto in vivo de la administracién de pro-
gesterona sobre la RE inducida por el LPS a las 48 h.
Hembras BALB/c se inyectaron en el dia 7 de prefiez con LPS o
P (2 mg/animal) 2 h antes del LPS y fueron sacrificadas luego de
48 h. A: LPS; B, C, D, Ey F: LPS + P. LPS + P: n=7.

abundante que alcanza los espacios interimplantatorios
donde es dificil distinguir los embriones. Por lo tanto, po-
demos concluir que la hormona, al momento y la dosis
administrada, es capaz de retrasar el inicio de la RE in-
ducida por LPS. Si se compara el panel A contra B-F, se
puede observar que el avance de la RE es siempre menor
en todos los casos en los que se dio suplemento hormonal.

La Figura 4 muestra fotos representativas del
grupo de animales tratados con LPS y progesterona pero
esta vez sacrificados en el dia 12 de gestacién, momen-
to en el que también se determinaron los porcentajes de
RE que se muestran en la Tabla 1. Los paneles A y B
muestran situaciones totalmente opuestas. En A la to-
talidad de los embriones es viable, asi lo evidencian el
tamafio y aspecto normales, adecuados a un dia 12 de
gestacion. Lo contrario se observa en el panel B donde
todos los embriones estdn reabsorbidos y sélo se pueden
distinguir masas de tejido necrosado de color mas oscu-
ro y zonas del udtero con gran cantidad de liquido. En el
cuadro C puede observarse un ttero completo con em-
briones sanos y reabsorbidos. En este caso la mayoria de
ellos estdn reabsorbidos. Entre los 6 que no son viables
puede notarse cierta diferencia en el aspecto, algunos
sOlo tienen un tamafio muy reducido y los otros ademds
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Figura 4. Efecto in vivo de la administracién de pro-
gesterona sobre la RE inducida por LPS en el dia 12
de gestacion. Hembras BALB/c se inyectaron en el dia 7 de
prefiez con LPS o P (2 mg/animal) 2 h antes del LPS y fueron
sacrificadas en el dia 12. A, B, C, Dy E: LPS + P. LPS + P: n=5.

estdn completamente hemorragicos. En los paneles D y
E se muestran situaciones idénticas, embriones sanos y
reabsorbidos con distinto fenotipo y distinto avance del
proceso de reabsorcion.

FACTORES INMUNOMODULADORES Y
REABSORCION EMBRIONARIA

Ciertos esteroides, péptidos y mediadores neu-
roendocrinos se han sugerido en los dltimos afios como
colaboradores del proceso de inmunomodulacién nece-
sario para el éxito de la prefiez!” % 6,

Nosotros hemos enfocado nuestro estudio en
explorar cambios potenciales de dos péptidos con reco-
nocida funcién inmunosupresora en la interfase mater-
no-fetal. Evaluamos la expresiéon y modulacién del LIF
y la glicodelina en nuestro modelo de RE.
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1. GLICODELINA Y REABSORCION
EMBRIONARIA
1.1. Secuencia del gen de glicodelina

La mayoria de los trabajos sobre esta proteina
endometrial se han realizado principalmente en mono
y en la mujer. En los casos en los que han utilizado la
proteina, fue obtenida por purificacién utilizando como
fuente el liquido amnidtico humano donde se encuen-
tra en altas concentraciones. Otros grupos utilizan como
herramienta la clonacién y expresiéon en vectores deter-
minados, para luego purificar la proteina secretada al
medio condicionado®. El péptido no se comercializa y
hasta principios del aflo 2008 no existia tampoco un an-
ticuerpo comercial para detectarlo. En la actualidad, en
las bases de datos de los ARNm precursores de Gd se
pueden encontrar las secuencias de Homo sapiens, Ma-
caca mulatta o mono Rhesus, Canis familiaris y Rattus
novergicus. Existen pocas evidencias de la existencia de
una glicodelina murina. No hay practicamente trabajos
realizados en ratén y no se ha detectado la proteina ni se
han secuenciado el péptido o el gen.

Mais adelante observardn que en este traba-
jo detectamos “glicodelina” en ratén (su ARNm y dos
péptidos). Para realizar las PCR se disefiaron cebadores
adecuados cuyas secuencias coinciden con zonas de ho-
mologia altamente conservada entre las secuencias co-
nocidas: la humana, la de mono y la del gen en perros.
Para inmunodectectar la proteina por Western blot, uti-
lizamos el tnico anticuerpo comercial existente al mo-
mento de la realizacién del trabajo, un anti-Gd humana
hecho en conejo (de Epitomics, Inc.).

Los resultados exitosos nos permitieron pensar
en la posibilidad de poder secuenciar la Gd murina. Pro-
cedimos a secuenciar el gen a partir del producto ampli-
ficado que se obtiene por PCR, en primer lugar concen-
trando las muestras para obtener la masa necesaria del
producto requerida para secuenciar. La secuenciacion se

realiz6 por triplicado en dos servicios de secuenciacién
diferentes y como resultado se obtuvo la secuencia que
se muestra en la Figura 5.

Se determinaron por comparacién de la secuen-
ciacion de 3 muestras, 115 bases con certeza. Utilizan-
do el programa CLUSTAL 2.0 se realizaron multiples
alineamientos de ella con otras secuencias conocidas.
De las 115 bases, 81 coinciden con la secuencia de la
glicodelina humana, incluyendo las secuencias comple-
tas de los cebadores sentido y antisentido utilizadas para
amplificar el producto. La misma homologia se encontrd
con la secuencia del gen de Gd del mono Rhesus.

Los resultados de la secuenciacién evidencian
la existencia de por lo menos un mensajero like-Gd que
posee una homologia del 70% con las secuencias repor-
tadas para la Gd humana y de mono.

1.2. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles de ARNm
de Gd

Para evaluar los niveles de ARNm de Gd en
los tejidos, los animales fueron inyectados con LPS o
vehiculo y sacrificados luego de 2 y 6 h de tratamiento.
Se extrajeron los cuernos uterinos y luego de separar
el ttero de la decidua se procesaron los tejidos para
realizar la técnica de RT-PCR.

En la Figura 6 se puede observar que tanto en
utero como en decidua, los niveles de ARNm de Gd no
se modifican por el tratamiento con la endotoxina en
ninguno de los tiempos evaluados.

1.3. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles proteicos
de Gd

La glicodelina es un péptido altamente glicosi-
lado y esta caracteristica se puede apreciar en las mul-
tiples bandas que aparecen en los Western blots. Una
de ellas es de un peso molecular relativamente bajo,
aproximadamente 14 KDa, y la otra, de 28 KDa. Las
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Figura 5. Secuencia parcial del ARNm de la glicodelina murina. Los tejidos fueron procesados adecuadamente para
realizar RT-PCR y el producto amplificado fue secuenciado. En los extremos y en gris se muestran los cebadores utilizados, el “sen-
tido” en el extremo 5" y el “antisentido” en el 3". N= bases que no pudieron ser determinadas (n=6).
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dos bandas se pueden asociar a la proteina sin glicosilar
que seria la de menor peso molecular y a la glicosilada o
de mayor peso, que es la que posee actividad bioldgica.

Aparentemente la proteina decidual, la Gd gli-
cosilada de 28 KDa, estd modulada por el tratamiento
con endotoxina ya que disminuye significativamente su
expresion en los animales tratados (Figura 7). Aunque
esta metodologia es semicuantitativa, se puede observar
que los niveles de la proteina no modificada (14 KDa)
superaron en todos los casos los niveles de la forma gli-
cosilada, lo que se puede apreciar en las fotos de los ge-
les representativos de la Figura 7.

2. LIF Y REABSORCION EMBRIONARIA
2.1. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles de ARNm
de LIF

Para la determinacion de los niveles de ARNm
de LIF en los tejidos, se administr6 LPS o vehiculo a
grupos de hembras en el dia 7 de gestacion y se los sa-
crificé 2 y 6 h postratamiento. Se extrajeron los cuernos

A 15 UTERO
sh
s 1,0
2
®
T
o
2 os
0,0
Control Control LPS
1,5 DECIDUA
6h
1,0
L]
2
&
E
o
2 05
0,0

Control Control

_E'mi

DECIDUA DECIDUA
min ﬂﬂﬂmi

Control

Control LRsontrol  LPS Lsontrol  LPS

uterinos y se procesaron los tejidos, ttero y decidua, para
realizar la técnica de RT-PCR. En la Figura 8 se puede
observar que los niveles de ARNm de LIF se incremen-
tan significativamente en ambos tejidos luego de 6 h de
tratamiento con la endotoxina.

2.2. Efecto de la progesterona in vitro sobre los niveles
de ARNm de LIF

En 1996, Yang y colaboradores*’ demostraron
que los niveles proteicos de LIF en el epitelio y las glan-
dulas uterinas de ratones ovariectomizados estan muy
reducidos y que aumentan al administrar 173 estradiol
solo o combinado con progesterona. Hasta el dia de hoy,
parece ser éste el inico trabajo que hace referencia a una

A
2,01 14 KDa 28 KDa
1,5 1
3
*E 1,0 1
o [=4
a a
0,5 1 z
0,0
Control Control LPS
2,01 14 KDa 28 KDa
1,5
"
2
®
1,0
® )
o (2]
) =]
0,5 iy S
0,0-
Control Control LPS
B UTERO DECIDUA
Cj 28 KDa. ED

Figura 6. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles de
ARNm de Gd. Andlisis densitométrico de las bandas de las
RT-PCR (A) y geles representativos (B). Los animales fueron sacri-
ficados a las 2 y 6 h de haber administrado LPS o vehiculo en
el dia 7 de gestacién. Los resultados representan el promedio =
SEM y estdn expresados como DO del ARNm de Gd/DO del
ARNm de actina (n=4).
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Figura 7. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles pro-
teicos de Gd. Andlisis densitométrico de las bandas de los
Western blots (A) y geles representativos (B). Los animales fue-
ron sacrificados a las 6 h de haber administrado LPS o vehiculo
en el dia 7 de gestacién. Los resultados representan el promedio
+ SEM y se expresan como DO de Gd/DO de actina, relativiza-
do al control1 (n=7). *** p<0,001. LPS vs. control.
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Figura 8. Efecto in vivo del LPS sobre los niveles de
ARNm de LIF. (A) Geles representativos de las RT-PCR y ané-
lisis densitométrico (B). Arriba: Utero, abajo: decidua. Los ani-
males fueron sacrificados a las 2 y 6 h de tratamiento (LPS o
vehiculo) en el dia 7 de gestacién. Los resultados representan el
promedio + SEM y estdn expresados como DO del ARNm de
LIF/DO del ARNm de acting, relativizado al control1 (n=5). ***
p<0,001 y ** p<0,01. LPS vs. control.

modulacion de LIF en raton por hormonas sexuales. Sin
embargo, se sabe que en otras especies, incluyendo la
humana, la progesterona es capaz de regular los niveles
de este péptido. Con un ensayo in vitro evaluamos el
efecto de la progesterona sobre los niveles de ARNm de
LIF murino. Se sacrificaron hembras de dia 7 de prefiez,
se extrajeron los cuernos uterinos y aislaron los titeros
para realizar cultivos de 2 y 6 h, en presencia/ausencia
de LPS y progesterona. Los tejidos recuperados se pro-
cesaron por la técnica de PCR convencional.

La concentracion de LPS utilizada se eligi6 se-
gun trabajos previos de nuestro laboratorio que mues-
tran que ésta es la menor concentracién de LPS capaz
de aumentar la produccién de NO en estos tejidos. En
la Figura 9 se puede observar que el ARNm de LIF es
modulado positivamente por la progesterona. Este in-
cremento fue detectado en ambos tiempos evaluados, en
presencia de 50 ng/ml de la hormona.
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Figura 9. Efecto in vitro de la progesterona sobre los
niveles de ARNm de LIF. Andlisis densitométrico de las ban-
das de las RT-PCR y geles representativos. Explantos de Gtero
se cultivaron por 2 y é h en presencia/ausencia de P (50 ng/
ml) y/o LPS (1 pg/ml). Los resultados representan el promedio +
SEM. La DO estd expresada como DO del ARNm de LIF/DO del
ARNm de acting, relativizado al control1 (n=4). Letras distintas
denotan diferencias estadisticamente significativas. p<0,05.

2.3. Efecto del LIF sobre la produccion de NO y PG

La sepsis inicia una cascada de mediadores in-
flamatorios e inmunosupresores que incitan al tejido a
la patogénesis. Esta cascada incluye mediadores pepti-
dicos como el LIF, que participan en el desarrollo y la
regulacidon de la respuesta inflamatoria.

En nuestro modelo de aborto observamos in
vivo un incremento en los niveles de NO y PG. Para
evaluar la posibilidad de una modulacién via LIF de la
produccidn local de estos mediadores inflamatorios, rea-
lizamos cultivos en presencia de LIF. Los tteros (de dia
7 de gestacidn) fueron cultivados en presencia/ausencia
de LPS y/o LIF recombinante murino. Luego de 24 h
de cultivo se recuperaron los sobrenadantes y en ellos
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Figura 10. Efecto in vitro del LIF sobre los niveles de
PGE y NO. Se determinaron los niveles de PGE por RIA (arri-
ba) y de NO2-+NO3- por la t#cnica de Griess (abajo) en me-
dios de cultivo recuperados de explantos uterinos. Los tejidos
fueron incubados con LPS (1 pg/ml), LIF recombinante murino
solo (50 y 100 ng/ml) o LPS + LIF durante 24 h en estufa gasea-
da a 37 °C. Los valores representan el promedio + SEM (n=6).
Letras distintas denotan diferencias estadisticamente significati-
vas. p<0,05.

se determinaron los niveles de NO y PG. El LPS en la
concentracion usada in vitro aumenta los niveles de PGE
y NO. Este efecto es revertido por la adicién al medio de
cultivo de LIF recombinante, en ambos casos y con las
2 concentraciones de LIF utilizadas. Esto sugiere que el
LIF podria estar cumpliendo un papel antiinflamatorio
(Figura 10).

2.4. Efecto de la progesterona y participacion del LIF
Los resultados mostrados en las Figuras 8 y
9 indican: primero, una modulacién positiva por parte
de la progesterona sobre los niveles de ARNm de LIF.
Segundo, una modulacién negativa ejercida por el LIF
recombinante sobre la produccién de mediadores pro-
inflamatorios como el NO y la PGE inducidos por LPS.
Estos antecedentes nos permitieron plantear
la posibilidad de que sea la hormona via LIF la que
mantenga controlados los niveles de moléculas proin-
flamatorias. Para evaluar esta alternativa, se realizaron
cultivos de tejido en presencia de progesterona y un
anticuerpo hecho en conejo contra la proteina murina
LIF. Los uteros provenientes de animales de dia 7 de
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Figura 11. Efecto in vitro de la progesterona sobre
los niveles de PGE y NO. Se determinaron los niveles de
PGE por RIA (arriba) y de NO2-+NO3- por la técnica de Griess
(abajo) en los medios de cultivo de explantos uterinos. Los te-
jidos fueron incubados con LPS (1 pg/ml), LPS+P (50 ng/ml)
y LPS+P+anticuerpo anti-LIF (5 pg/ml) durante 24 h en estufa
gaseada a 37 °C. Los valores representan el promedio + SEM
(n=5). Letras distintas denotan diferencias estadisticamente sig-
nificativas. p<0,001.

gestacion fueron cultivados en estufa gaseada a 37 °C en
presencia de LPS, LPS + P o LPS + P + anticuerpo anti-
LIF. Pasadas 24 h se recuperaron los medios de cultivo y
en ellos se determinaron los niveles de NO y PG.

En la Figura 11 se muestran los resultados. La
progesterona revierte el incremento de PGE inducido por
la endotoxina, lo que evidencia un rol antiinflamatorio
de la hormona. Sin embargo, en presencia del anticuerpo
anti-LIF este efecto permanece, por lo tanto, aparente-
mente no estaria mediado por LIF. En cambio, los nive-
les de nitritos que se reducen levemente en presencia de
P (no es significativa la diferencia respecto al LPS) se
mantienen elevados en presencia del anticuerpo anti-LIF,
lo que sugiere su intervencion en la modulacion negativa
de los niveles de 6xido nitrico mediados por la hormona.

Los resultados de este ensayo indicarian tam-
bién que no sélo la coincubacién con LIF recombinante
murino, sino el propio LIF endégeno tiene efectos anti-
inflamatorios.

Discusion

En la actualidad, la tasa aceptada de gestaciones
que terminan en aborto es aproximadamente del 30% Yy,
en el 80% de los casos, estos se producen en las primeras
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12 semanas. Si tenemos en cuenta que es comun que
estas pérdidas pasen clinicamente inadvertidas, este va-
lor puede llegar incluso a duplicarse. Este tltimo dato
confirma la aseveracién de que la pérdida precoz del em-
barazo es la complicacién m4s frecuente de la gestacion.

Lo antedicho muestra que el establecimiento
y mantenimiento del embarazo es una situacién mucho
menos exitosa de lo que uno podria imaginar. Si bien
hay identificadas varias etiologias frecuentes, existen
muchos casos en los que la causa puede no estar carac-
terizada. Un buen ejemplo que muestra la imperante ne-
cesidad de resolucién de esta temadtica lo representan el
crecimiento y el desarrollo que ha experimentado en los
dltimos afios el campo de la reproduccidn asistida.

En lo que se refiere a investigacion bésica, la
realidad muestra que las causas y los mecanismos de las
pérdidas embrionarias tempranas no estdn aun dilucida-
dos. La mayoria de los estudios sobre el tema se han rea-
lizado en la cruza murina CBA/J x DBA/2, que presenta
una alta tasa de reabsorcidn espontdnea. Sin embargo,
también las endotoxinas bacterianas se han reconoci-
do como agentes causantes de reabsorciéon embrionaria
temprana. El LPS representa un agente infeccioso que
estd en el ambiente, con el que nos encontramos en con-
tacto constante y directo y, por otro lado, las infecciones
del tracto genitourinario son un hecho muy comiin du-
rante el embarazo. En general, éstas se caracterizan por
la presencia de una cantidad significativa de bacterias
que colonizan parte o la totalidad del tracto reproductivo
y que pertenecen al grupo de las enterobacterias. En las
bacterias gramnegativas, el LPS es el factor de mayor
virulencia y estas son responsables de aproximadamente
el 90% de las infecciones, que es uno de los factores de
riesgo mds importantes para la salud fetal.

El 50% de los antigenos fetales son de origen
paterno. La presencia de anticuerpos contra el feto, con-
tra la placenta y contra los antigenos paternos en el suero
materno de mujeres con embarazos normales muestra
claramente que el reconocimiento materno de estos an-
tigenos no compromete la prefiez®’; al contrario, induce
cambios funcionales que permiten que el feto sobreviva y
se desarrolle. Por ejemplo, durante la fase litea del ciclo,
la respuesta inmune cambia hacia un tipo de respuesta
Th2%, Otro fenémeno interesante ocurre en las mujeres
con abortos recurrentes; en estas mujeres la baja relacion
Th1/Th2 est4 asociada a mayores niveles de P en suero,
lo que sugiere que los niveles de P sérica pueden tener
alguna influencia sobre la produccién de citoquinas®.
También se sabe que el tratamiento con el progestigeno
dihidroprogesterona en mujeres con riesgo de parto pre-
término induce un cambio a nivel del sistema inmune y
se observa disminucién de la produccién de citoquinas
proinflamatorias y aumento de las antiinflamatorias’.

Uno de los mecanismos a través de los cuales la
P modula el sistema inmune es estimulando la sintesis
y secrecion de ciertos factores proteicos con reconoci-
da capacidad inmunomoduladora. El méas conocido de
ellos es el factor bloqueante inducido por progesterona
o PIBF. Sin embargo, existen otros 2 péptidos menos
conocidos en su papel inmunomodulador, que se cree
median el control de la reactividad del sistema inmune y
que son el LIF y la glicodelina.

Estd bien documentada la disminucién en los
niveles séricos de la hormona durante la gestacién que
cursa con algun tipo de infeccién o en modelos anima-
les donde se administra LPS. Se han informado también
menores niveles de la hormona en mujeres abortado-
ras’""”, En coincidencia, nosotros encontramos que los
animales tratados con LPS por 6 h tienen menores nive-
les séricos de la hormona. El mecanismo por el cual la
administracién de LPS disminuye los niveles séricos de
progesterona no estd estudiado, pero un efecto inhibito-
rio de la endotoxina sobre la capacidad de las células de
la granulosa para responder a la LH in vitro fue obser-
vado en ratas™.

Nos preguntamos de qué forma este efecto pro-
ducido por el LPS se relaciona con el proceso de RE
que se desencadena en estos animales. Para intentar
contestar esta pregunta, las hembras prefadas tratadas
con la endotoxina fueron suplementadas con progeste-
rona. Podemos afirmar que el tratamiento con la hormo-
na tuvo efecto sobre la reabsorcién. En todos los casos
evaluados, a las 48 h se observa un retraso evidente del
proceso. En el dia 12 de gestacion los porcentajes de
RE fueron menores a los observados al tratar con LPS y
estadisticamente significativos.

En la actualidad, las terapias hormonales para
el tratamiento del aborto recurrente, del parto pretérmi-
no o la infertilidad incluyen la administracién de pro-
gesterona en dosis diarias y en muchos casos durante
varios dias o semanas’™ 7. Lo observado en los anima-
les suplementados no es un efecto menor si se tiene en
cuenta que el estimulo que induce el aborto es potente,
en 24 h la reabsorcion es del 100%, y que se ha dado una
unica dosis de progesterona. El hecho de que esta tnica
dosis de P haya retrasado y en algunos casos revertido
la RE sugiere que un tratamiento, con previo ajuste de
la dosis, del n° de dosis y la duracién, podria llegar a ser
preventivo.

Se sabe que el tratamiento con antagonistas de
PR como el RU-486, inducen aborto tempranamente o
inician el parto en estadios mds avanzados de la prefiez
en la mujer y en modelos animales” 7. La expresion de
ambas isoformas en el miometrio humano sugiere que la
hormona actia directamente sobre el ttero afectando su
contractilidad; sin embargo, las acciones de la hormona
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no deben limitarse a las células del miometrio. Durante
la prefiez temprana, la activaciéon de ambas isoformas de
PR lleva a la estimulacion de la expresion de reguladores
del ciclo celular y supervivencia en las células decidua-
les, lo que sugiere una absoluta dependencia por parte de
la decidua de la accién de la progesterona para su creci-
miento y mantenimiento”. Los efectos de la P dependen
de: los niveles de la hormona, los sitios de accién y los
niveles y las isoformas que se expresen de su receptor.
Por ello decidimos evaluar la expresién de ambas isofor-
mas del receptor en nuestro modelo.

Los resultados muestran aumento en los niveles
de PRB en la decidua de los animales tratados con LPS
Iuego de 6 h. Es decir, que mientras los niveles séricos
de la hormona estan disminuidos, la isoforma B de su
receptor en la decidua estd incrementada.

La mayoria de las acciones bioldgicas de la P
parecen estar mediadas por PRB mientras que PRA ac-
tuaria como un represor de la actividad transcripcional
de PRB. Durante casi todo el periodo que dura la ges-
tacion, la hormona ejerce sus acciones via PRB. En el
momento del parto, en la mayoria de los mamiferos hay
una disminucién en los niveles de la hormona y en la
mujer, a pesar de que esto no ocurre, hay una modula-
cion de la actividad de 1a hormona a través de un cambio
en la relacion PRA/PRB. Esto se debe a un aumento en
la expresion de PRA que, actuando como represor, in-
hibe las acciones de la hormona, lo que permite que el
utero sea sensible a los estimulos contractiles. Es posible
entonces que la disminucién de los niveles séricos de
progesterona sea contrarrestada en la interfase materno-
fetal con el aumento en los niveles de su receptor PRB,
como una respuesta inicial tendiente a mantener el esta-
do de prefiez. Podemos interpretarlo de esta manera ya
que los efectos reportados se producen tempranamente
(6 h) en relacién con la duracién del proceso inflamato-
rio completo, de aproximadamente 48 h. Para completar
este estudio, deberfamos evaluar si la expresion de los
receptores cambia a tiempos mas avanzados y examinar,
si en las cercanias al momento de expulsion de los restos
de embriones reabsorbidos, la relacion entre ambas iso-
formas se altera, de manera tal que permita que el ttero
se contraiga, tal cual ocurre en el momento del parto.

En 1994 Chan y colaboradores realizaron un
mapeo comparativo de algunos genes de lipocalinas, la
familia a la que pertenece la glicodelina, entre el geno-
ma humano y el murino®. Mds adelante, Keil y colabo-
radores, en un trabajo relacionado con la expresién del
ARNmMm de Gd en el tracto genital de la rata y como con-
trol de deteccién entre especies, muestran un Southern
blot donde se observa la hibridizacién de la sonda an-
tisentido de la Gd al producto de PCR en ratén®!. Estos
son los unicos dos registros que hacen referencia a una

®

glicodelina de origen murino. En la actualidad, no se ha
detectado la proteina ni se han secuenciado el péptido o
el gen en el ratén.

Por todo esto, consideramos que este trabajo
hace un gran aporte al respecto. Primero, porque detec-
tamos el ARNm y la proteina en el utero y la decidua
de ratén. Segundo, obtuvimos una secuencia parcial del
ARNm de la Gd murina que presenta el 70% de homo-
logia con la secuencias reportadas de la Gd humana y
de mono. Estos resultados refuerzan la existencia de una
proteina tipo glicodelina en el ratén, su semejanza en
secuencia con el ARNm de la Gd humana y su expre-
sién en tejidos u érganos reproductivos. La presencia del
ARNm y la proteina en el dtero y la decidua del ratén
coincide con los sitios de expresién por excelencia en la
mujer, ya que la Gd es considerada el mayor producto
de secrecién del endometrio secretor (fase ldtea) y de la
decidua®-*#.

En nuestro modelo de RE no detectamos cam-
bios en los niveles de ARNm de Gd luego de 2y 6 h de
tratamiento con LPS. Si encontramos una disminucién
en los niveles proteicos en decidua. Aparentemente el
mecanismo modulador a nivel proteico se ejerce sobre la
isoforma glicosilada (biolégicamente activa) y no sobre
los niveles de expresion del polipéptido base. No hay an-
tecedentes en cuanto a la expresion y/o modulacién de la
proteina o el ARNm de este péptido durante la sepsis, la
inflamacién o por accién directa del LPS.

La disminucién de los niveles de Gd en la inter-
fase materno-fetal implica depresion de los mecanismos
inmunomoduladores a nivel local. En este contexto, la
modulacién negativa ejercida por el LPS sobre los nive-
les de esta proteina puede interpretarse como parte del
mecanismo inflamatorio que subyace a la pérdida de la
prefiez en nuestro modelo. En coincidencia con nuestros
resultados, recientemente se ha observado que la decidua
proveniente de mujeres con abortos espontaneos tiene
menores niveles de Gd, comparado con la expresién en
mujeres con gestaciones normales®*. Por otro lado, no se
han encontrado diferencias en los niveles séricos de Gd
pero si en la secrecion endometrial de la proteina, entre
mujeres con gestaciones normales y aquellas con proble-
mas de fertilidad o las que sufren abortos recurrentes®
85 Es posible entonces que uno de los mecanismos que
subyacen a la reabsorcién embrionaria en nuestro mode-
lo sea reducir los niveles de Gd.

La patologia del aborto recurrente también estd
asociada al factor inhibidor de leucemia (LIF). Se ha in-
formado que las células T de la decidua de mujeres con
abortos a repeticiéon producen menos LIF, en relacién
con la actividad de las células T deciduales de mujeres
con embarazos normales®® . También se ha observado
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baja secrecion endometrial de esta citoquina en muje-
res infértiles®. En nuestro modelo de RE encontramos
aumentados los niveles de¢ ARNm de LIF en la inter-
fase materno-fetal, luego de 6 h de tratamiento con la
endotoxina. Esto puede deberse a que el LIF, al igual
que otras citoquinas, estd involucrado en aspectos rela-
cionados con la inflamacidon. Ademas, estd bien docu-
mentado el incremento en la produccién de LIF inducida
por LPS333 5 En este sentido, podemos decir que en
la mayoria de los trabajos se le ha otorgado al LIF un
papel antiinflamatorio contra la endotoxemia generada
por LPS, lo que concuerda con nuestros resultados ob-
tenidos in vitro.

La expresion de LIF en modelos murinos de
pseudopreiiez es idéntica a su expresion durante la pre-
fiez normal, lo que indica que su regulacién podria estar
bajo control materno. El LIF se expresa transitoriamente
en el epitelio endometrial, con un pico de expresién en
momentos previos a la implantacién®-!.

Se ha informado que en ratones ovariectomi-
zados, la expresion uterina del ARNm de LIF aumenta
luego de administrar estrégenos, lo que no ocurre al in-
yectar progesterona®- *>#’. Coinciden con esto los altos
niveles de LIF que se han reportado en hembras virge-
nes durante el estro y el proestro, cuando los niveles de
los estrégenos maternos son elevados®. Generalmente
se habla de una modulacién estrogénica de los niveles
murinos de LIF. Sin embargo, con ensayos in vitro, en
este trabajo mostramos por primera vez una modulacién
positiva ejercida por la progesterona sobre los niveles
del mensajero de esta citoquina en raton.

Diversos estudios muestran que el LIF endome-
trial es regulado de forma diferencial en mujeres fértiles,
infértiles y en mujeres sin funcion ovérica®. Estudios
in vitro utilizando células endometriales/deciduales hu-
manas o explantos uterinos muestran al mismo tiempo
resultados contradictorios* % %5, Mads alld de las dife-
rencias en cuanto a la regulacion del LIF por esteroides
sexuales que puedan existir entre la mujer y el ratén, se
ha llegado a la conclusién de que los efectos de la pro-
gesterona sobre el LIF producido por el endometrio son
muy complejos. Aparentemente, dependen de multiples
factores como el tipo de tejido o de células, las condi-
ciones experimentales o el estatus fisiolégico, asi como
también de la especie que se trate. Sin lugar a dudas, las
hormonas sexuales juegan un papel fundamental, pero
el normal funcionamiento y las interacciones de otros
mediadores, como citoquinas y factores de crecimiento,
resultan ser cruciales para la modulacién de LIF*>?7.

Si bien nuestros resultados muestran una mo-
dulacién positiva por parte del LPS sobre los niveles de
ARNmMm de LIF in vivo, esto no ocurre in vitro. Los estu-
dios realizados que ponen en evidencia la induccién de

LIF mediada por LPS, se corresponden con estudios in
vivo en los que los animales fueron tratados con la bac-
teria E. coli o directamente con LPS. No hay anteceden-
tes de la modulacién in vitro de LIF por esta endotoxina.
Si bien los estudios in vitro constituyen herramientas de
gran ayuda, hay que tener en cuenta las limitaciones y
los condicionamientos de cada técnica al momento de
evaluar resultados. En los estudios in vivo o ex vivo, la
administracion de endotoxina dispara un proceso infla-
matorio que no es comparable con las interacciones que
puedan producirse por estimulacién de explantos de te-
jido con el LPS in vitro.

La progesterona, que induce el ARNm de LIF
in vitro, parece ser parte del mecanismo antiinflama-
torio a nivel del utero. En presencia de la hormona, la
induccién de los niveles de PGE por la endotoxina es re-
vertida completamente. Sin embargo, los niveles de NO
que también aumentan en respuesta al LPS, disminuyen
parcialmente al coincubar con P. En este dltimo caso,
el mecanismo regulatorio ejercido por la progesterona
aparentemente estaria mediado por LIF.

Hambartsoumian y colaboradores informaron,
en un trabajo publicado en el afio 2001, aumento de los
niveles de ARNm de la NOSi inducido por LIF en cul-
tivo de células trofobldsticas humanas®. Por otro lado,
también se ha informado que esta citoquina regula posi-
tivamente los niveles de PGE y de su receptor en una li-
nea celular de trofoblasto extravelloso®. Particularmen-
te in vivo, se ha encontrado expresion disminuida de la
COX-2 a nivel endometrial en animales deficientes en
LIF (LIF-/-)!%- 101 Aparte de estos casos, no existen evi-
dencias directas de una posible modulacién ejercida por
LIF sobre el NO y las PG. En apariencia, nuestros resul-
tados parecen contradecir lo informado en estos trabajos
ya que encontramos que el LIF disminuye los niveles
de ambos mediadores en cultivo. Sin embargo, en nues-
tro caso, los estudios se realizan sobre la estimulacién
de estos mediadores por LPS. Esto nos permite pensar
que es posible que, bajo condiciones de sepsis, el LIF
esté ejerciendo un papel antiinflamatorio que de alguna
manera preserva al tejido de la accién de la endotoxina.

Cuando estudiamos si el efecto antiinflamatorio
de la P podria ser via LIF, observamos que la incubaciéon
de los explantos uterinos en presencia de un anticuer-
po anti-LIF bloqueaba el efecto supresor de la hormona
sobre la produccién estimulada de NO por endotoxina.
Esto nos sugiri6é que la accién de la P podria estar me-
diada por LIF, a través de los efectos antiinflamatorios
del propio LIF end6geno.

Sin embargo, al evaluar los mismos efectos
pero sobre los niveles de PGE, no encontramos rever-
sién en presencia del anticuerpo anti-LIF. Estos resulta-
dos indicarian que el LIF no participa en el mecanismo

®
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antiinflamatorio de la P que involucra la modulacién de
los niveles de PG. Sin embargo, no podemos descartar
que la concentracién utilizada de anticuerpo no haya sido
suficiente para bloquear el efecto del LIF, ya que efecti-
vamente vimos que esta citoquina es capaz de disminuir
la produccién de PGE uterina estimulada por LPS.
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