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“Rol del o6xido nitrico (NO) en la reabsorcion

embrionaria inducida por LPS”

“Role of nitric oxide (NO) in LPS-induced

embryonic resorption”
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RESUMEN

El o6xido nitrico (NO) cumple importantes funciones durante la prenez
(implantacion, decidualizacion, vasodilatacidon y relajacion miometrial). Sin
embargo, en altas concentraciones como las encontradas en los casos de sepsis,
el NO tiene efectos toxicos dado su caracter de radical libre. El objetivo de este
trabajo es caracterizar la produccion del NO en utero y decidua en la reabsorcion
embrionaria inducida por lipopolisacarido (LPS) y determinar cuales son las
isoformas de la 6xido nitrico sintasa (NOS) implicadas en dicho mecanismo. Se ha
observado que el LPS produce un 100% de reabsorcion embrionaria a las 24
horas, con una expulsion del feto a las 48 hs. EI LPS incrementé la produccién de
NO en decidua y uUtero con un maximo en su produccion a las 6 horas. Este
incremento se debe a la induccion de la expresion de la isoforma inducible de la
oxido nitrico sintasa en decidua y utero, y de la isoforma neuronal (nNOS)
solamente en decidua que fue detectada por western blot e inmunohistoquimica.
El LPS aumentd la expresion de iINOS en decidua y células miometriales y la
expresion de nNOS en ceélulas de la decidua. EI LPS produjo, ademas, la
fibrindlisis y la infiltracion de macréfagos iINOS y CD14(receptor de LPS) positivos.
Por otro lado, el LPS indujo la expresion de CD14 en las glandulas endometriales
que podrian amplificar la respuesta inflamatoria. La Aminoguanidina (AG), un
inhibidor de la actividad de la isoforma iNOS, revirtié la reabsorcién embrionaria
inducida por LPS. Este hecho podria explicarse por una inhibicidn en la produccion

de NO, pero también podria deberse a una inhibicion de la infiltracion celular y de



la fibrindlisis. El tratamiento con LPS produjo un aumento en el dafio oxidativo de
la decidua debido al anidn peroxinitrito, evidenciado por la nitracién de las tirosinas
proteicas, hecho que también fue revertido por AG. A su vez, se cuantificd un
aumento en la sintesis de prostaglandinas en decidua y utero debido al LPS, pero
la AG solo revirtio el efecto en utero. Estos resultados demuestran que el NO

cumple un papel fundamental en ia reabsorcién embrionaria inducida por LPS.

Palabras claves: LPS, 6xido nitrico, NO sintasas, reabsorcion embrionaria, CD14,

prostaglandinas, peroxinitrito.



Summary

Nitric oxide (NO) fulfills important functions during pregnancy: implantation,
decidualization, vasodilatation and myometrial relaxation. However, in high
concentrations such as the ones that are produced in sepsis, it has toxic effects
since it is a free radical. The purpose of this work is to characterize the uterine and
decidual NO production in the lipopolysaccharide (LPS) induced embryonic
resorption and to determine which isoforms of the nitric oxide synthases (NOS)
take part in it. It has been observed that LPS produced 100% embryonic resorption
at 24h, with the complete fetus expulsions at 48 h. LPS increased NO decidual and
uterine production - having its maximum production at 6 h. This increase is due to
induction of expression of inducible nitric oxide synthase (iINOS) isoform in decidua
and uterus, and neuronal nitric oxide synthase (nNOS) isoform only in decidua
detected by western blot and immunohistochemistry. LPS increased the iINOS
expression in decidual and myometrial cells and the nNOS expression in decidual
cells. LPS also caused fibrinolysis and infiltration of mesometrial decidua by
positive iINOS and CD14 (LPS receptor) macrophages. Also, LPS induced

the CD14 expression in endometrial glands, that could amplify the inflammatory
response.

Aminoguanidine (AG), an inhibitor of iINOS activity, totally reversed the LPS-
induced embryonic resorption. This could be explained by an inhibition of the
increase in the NO production but also by an inhibition of the cellular infiltration and

fibrinolysis.



LPS caused an increase in the oxidative damage of the decidua due to the
peroxynitrite anion. This was evidenced by nitration of tyrosine proteins which was
also reversed by AG. At the same time, an increase in the synthesis of
prostaglandins was cuantified in uterus and decidua by LPS, but in this case, AG
only reversed the effect in uterus.

These results show that NO fulfills a fundamental role in LPS induced embryonic

resorption.

Key words: LPS, nitric oxide, nitric oxide synthases, embryonic resorption, CD14,

prostaglandins, peroxynitrite
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Introduccion

1. Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula inestable y multifuncional que media
numerosos procesos fisioldgicos como la neurotransmisidn, la regulacién inmune,

la motilidad del musculo liso, etc.

1.1. Biosintesis de NO

El 6xido nitrico (NO) es sintetizado por una familia de isoenzimas, 6xido nitrico
sintasas (NOSs), que catalizan la oxidacién de la L-arginina a NO y L-citrulina.
(Figura 1).

Hasta el momento en mamiferos se han clonado tres isoenzimas denominadas:
isoformas 1, 2 y 3. Todas las isoformas pertenecen a la familia de los citocromos
P-450 (White y Marletta, 1992) pero se caracterizan por no pertenecer a la familia
de las proteinas integrales de membrana y por contener los dominios hemo y
reductasa en el mismo polipéptido.

Todas las NO sintasas utilizan L-arginina como sustrato, con oxigeno molecular y
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato en forma reducida (NADPH) como co-
sustratos (Kwon y col., 1990). La sintesis de NO representa la oxidacién de cinco
electrones del grupo guanidino-nitrégeno de la L-arginina dando como producto
NO y L-citrulina en concentraciones equimolares (Figura 1). La conversién de L-
arginina a NO es especifica ya que un gran numero de andlogos de este

aminoacido, incluyendo su D-enantidmero, no actuan como sustratos.
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Figura 1. Biosintesis de Oxido Nitrico. Los dos pasos son catalizados por la enzima NO
sintasa dependiente de FAD y FMN.



El oxigeno molecular es incorporado al grupo ureido de la L-citrulina y al NO en si
mismo. Posteriormente se forman nitritos y nitratos, productos de la oxidacién del
NO:

2NO + 02 —» N, O3 —» NO,. + NO3.

Las tres isoformas son productos de genes separados que poseen 50 % de
homologia (Nathan y Xie 1994). Sin embargo, todas las isoformas se activan
cuando se unen y forman homodimeros. Poseen un dominio carboxi-terminal con
actividad reductasa homologo al dominio del citocromo P-450 y un dominio amino-
terminal con actividad oxigenasa que contiene el grupo prostético hemo; entre
ambos dominios hay un sitio de unién para CAM (Su y col., 1995) (Figura 2). El
dominio oxigenasa para cada isoforma contiene tetrahidrobiopterina (BH,) la cual
es requerida para la eficiente produccion de NO y para el mantenimiento de una
conformacion estable del transporte de electrones, requerimiento necesario para
promover la homodimerizacién. (Cho y col., 1995; Ghosh y col., 1996). Mas aun, el
grupo prostético hemo es requerido para la unién de BH,4 y para la dimerizaciéon de
la enzima (Kiatt y col. 1996).

La secuencia aminoacidica de NOS contiene secuencias consenso con sitios de
union a NADPH, FAD, FMN, calmodulina (CAM) asi como también, sitios de
fosforilacion de la proteina. Esto indica que la actividad catalitica de la NOS es
altamente regulable por diversos cofactores: tetrahidrobipterina (H4B), flavina
adenina dinucledtido (FAD) y flavina mononucleétido (FMN) (Stuehr y col., 1991).
De un modo semejante al de la enzima citocromo P450 reductasa (CPR), el

NADPH reduce inicialmente al FAD, que a su vez reduce al FMN. EI FAD y el FMN



Reductasa
NOS-1y NOS-3
reversible
Ca2*/CAM- dependientes

Ccam)ee
—

*Toop
autoinhibitorig/

\ FAD Oxigenasa
\NADPH
N NOS-2
irreversible
Reductasa
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Figura 2. Ensamblaje del dimero de NQ sintasa. El dimero es estabilizado por la asociacion
de los dominios oxigenasa de cada monémero de NOS. Cada dominio de oxigenasa contiene
sitios para arginina (Arg), BHs y hemo. El dominio reductasa contiene sitios de union para
NADPH, FAD, FMN, pero no participa en la dimerizacion. La transferencia electrénica entre
dominios (flechas) es regulada por la unién de calmodulina (CAM).



se hallan fuertemente unidos a una molécula de proteina mientras que el NADPH
es un sustrato estequiomeétrico de la reaccion.

Cabe destacar que se han descripto NO sintasas en invertebrados tal como
artropodos (insectos y crustaceos), gasterépodos y peces, sugiriendo que la via de
regulacion por NO es uno de los sistemas regulatorios mas antiguos en la

fisiologia animal (Moncada, 1992).

1.2. Isoformas de la NOS y su regulacion.

La regulacion de la sintesis de NO es importante, ya que una vez producido no
puede ser almacenado ni activado. Es por eso que las tres isoformas descriptas
estan altamente reguladas. Las NOS pueden ser reguladas a diferentes niveles,
ya sea, a través de mecanismos pre y post-transcripcionales o a través de
mecanismos pre y post-traduccionales. Algunos de los factores involucrados en
esa regulacion son el Ca?*, la calmodulina (CAM), Ias fosforilaciones y los agentes
supresores de la sintesis de NO como el monéxido de carbono (CO), citoquinas y
hormonas. por otro lado, la L-arginina es el unico dador fisiologico de nitrogeno
para la reaccién de catalizacion de NOS; por lo tanto, una adecuada sintesis de
este sustrato, asi como también, su transporte dentro de la célula juegan un papel
importante en la generacidon de NO. A continuacién se resumira algunos de los
mecanismos y agentes que regulan cada una de las tres isoformas descriptas

hasta el momento.

1.2.1. nNOS (NOS 1)

La NO sintasa neuronal (nNNOS) también es llamada NO sintasa constitutiva



(cNOS), "brain" NO sintasa (bNOS) 6 NO sintasa tipo 1 (NOS 1) (Tabla 1). Esta
isoforma fue designada como NOS tipo 1, dado que la purificacion de la forma
neuronal a partir de cerebelo de rata como el clonado de su cDNA fueron los
primeros en publicarse.

La NOS neuronal fue originalmente purificada a partir de la fraccion soluble del
tejido cerebelar (Schmidt y col., 1991) aunque estudios recientes indican que esta
forma esta predominantemente asociada a la membrana dentro del reticulo
endoplasmatico y membranas sinapticas en neuronas y asociada al sarcolema de
células musculares (Kobzik y col., 1994). La enzima purificada es un homodimero
y cada subunidad posee una masa molecular aparente de 150-160 kDa.

Esta isoforma se encuentra descripta en diversos tejidos y érganos como cerebro,
estdbmago (Schmidt y col., 1992), bronquios, glandulas adrenales (Dun y col.,
1993), en algunos o6rganos del tracto genital masculino (Burnet y col., 1995) y
tejidos reproductivos femeninos (Gardfield y col., 1997).

Esta isoenzima aparece altamente conservada entre especies (93%) y conserva
un 50% de homologia con las otras dos isoformas. En humanos se localizé la
nNOS en el cromosoma 12 (Xu y col., 1993a).

Esta isoforma es Ca?-calmodulina dependiente; la concentracion de calcio
requerida para que esta enzima se active oscila entre 200400 nM. La unién de la
molécula de calmodulina (CAM) regula dos funciones de NOS: la transferencia de
electrones y la activacién del oxigeno (Bredt y Snyder 1994). Sin embargo, la
unién de L-arginina no es afectada por Ca®* o CAM. En el cerebro. el aminoacido
glutamato actua sobre el receptor NMDA disparando el influjo de Ca®* , el cual se

une a CAM y activa a la NOS-1 (Bredt y Snyder 1994). Esta forma de activaciéon



permite la activacion de NO en pocos segundos. La isoforma es fosforilada por
proteina quinasa dependiente de GMP ciclico (GMPc) y de AMPc, por proteina
quinasa C (PKC) y por una proteina quinasa dependiente de Ca?'/CAM (Bredt y
col., 1992). Estas fosforilaciones reducen significativamente la actividad catalitica
de la NOS (Dawson y col., 1993). Esto provee muitiples niveles de regulacion de la
enzima. Por ejemplo, Ca**/CAM activa directamente a la NOS, y, a través de las
fosforilaciones mediadas por la quinasa dependiente de Ca%?*/CAM se inhibe la
actividad enzimatica. Por otro lado el NO estimula a la guanilato ciclasa (GC) que
forma GMPc, el cual via una proteina quinasa dependiente de GMPc inhibe a la
NOS. Entonces la forma activa de la NOS-1 es no fosforilada.

Por otro lado, Rengasamy y Johns (1994) observaron que el NO puede regular su
propia sintesis, a través de una retroalimentacién negativa sobre la NOS.

Se ha observado que la expresion de la nNOS es capaz de regularse en algunos
sistemas, por esta razén el nombre de NO constitutiva se ha dejado de usar. Por
ejemplo en musculo esquelético el estradiol aumenta la sintesis de RNAm de

nNOS (Weiner y col., 1994).

1.2.2. iINOS (NOS-2)

La NO sintasa inducible (INOS) se la conoce también como NOS 2 o como NO
sintasa de macréfagos (Mac NOS), ya que primeramente se describié en estas
celulas (Tabla 1). La NOS-2 posee una masa molecular de 125-135 kDa, y en su
forma nativa es considerada una proteina citosélica (Nathan 1992) aunque
dependiendo de la especie y del tipo celular en cuestion puede ser particulada

(Vodovotz y col. 1995).



La NOS-2 se ha descripto en macréfagos murinos (Xie y col., 1992), células del
musculo liso (Nunokawa y col., 1993), hepatocitos (Geller y col., 1993), células
tumorales y en células epiteliales (Moncada y col., 1991; Forstermann y col.,
1994). Conserva un 50 % de homologia con las demas isoformas y se la ha
localizado en el centromero del cromosoma 17 (Xu y col., 1993b).

La iNOS es Ca®*-calmodulina independiente ya que su actividad no es bloqueada
por inhibidores de CAM. Sin embargo, en la secuencia aminoacidica de esta
isoforma existe un sitio de unidn a CAM (Xie y col, 1992). La CAM esta
fuertemente unida a la isoforma inducible y esta unién no es afectada por la
presencia de Ca® . Por la resistencia de esta isoforma a la activacion por Ca®* . ia
CAM ha sido considerada como una subunidad de la iNOS (Bredt y Snyder 1994).
La expresion de la iNOS puede ser inducida por productos bacterianos (LPS vy
acido lipoteico), citoquinas (TNF-K, INF-3, IL-1K, IL-12, IL-6, IL-2) y mediadores
inflamatorios como el factor activador de plaquetas (PAF) (Lowestein y col., 1993).
La caracterizacion de la region promotora del gen de la NOS-2 revela un patron de
regulaciéon complejo. Existen dos sitios regulatorios "rio arriba" de la secuencia
TATA box; el primer sitio (corresponde a la regién 48 a -209) responde a LPS
mientras que el segundo sitio (-913 a -1029) responde a IFN-3. Este ultimo sitio no
regula directamente la expresion de la iNOS sino que potencia la induccidén por
LPS (Lowestein y col., 1993). Este tipo de organizacién de los enhancers puede
ser muy importante en un proceso inflamatorio. De esta manera el LPS liberado
por bacterias gram negativas estimula a los macrofagos. El IFN-3 producido por
los linfocitos infiltrados aumenta la respuesta de los macréfagos al LPS. Asi, la

maxima produccion de NO esta restringida a aquellas células (macréfagos) que



deben matar al invasor, minimizando daros en tejidos adyacentes (Bredt y Snyder
1994).

A diferencia de las otras dos isoformas, cuya liberacion de NO es de corta
duracion, una vez que la NOS-2 es inducida por citoquinas la liberacién puede
continuar durante varios dias. Otros autores proponen que esta isoforma puede
estar sujeta a una regulacion a nivel transcripcional. Vodovotz y col. (1993)
demuestran que el factor de crecimiento transformante beta (TGF-2) suprime la
expresion de NOS-2 disminuyendo la estabilidad y la traduccion del RNA
mensajero. Por otro lado, Di Rosa y col. (1990) encuentran que la induccién de la
iNOS puede ser bloqueada por glucocorticoides mientras que Ding y col. (1990)
demuestran un efecto inhibitorio de IL4, IL-8 e IL-10.

La progesterona es capaz de inducir la expresion de iINOS en utero de rata Dong y

col., 1996).

1.2.3. eNOS (NOS-3)

La NOS-3 se expresa en células endoteliales y también se la conoce como NOS
endotelial (eNOS) (Tabla 1). Su masa molecular es de 135 kDa (Pollock y col.,
1991) al igual que la NOS-1 su actividad catalitica depende de Ca®*-caimodulina
(Forstermann y col., 1991).

La NOS-3 es una proteina asociada a la membrana de las células endoteliales
(Pollock y col., 1991). El clonado del cDNA de la NOS-3 bovina y humana
revelaron la presencia de una secuencia consenso para miristilacion en la glicina
aminoterminal (Sessa y col., 1992), responsable del anclaje de esta enzima a la

membrana (Forstermann y col., 1991). Esta isoforma puede convertirse en enzima



citosolica si ocurre una sustitucion aminoacidica en el sitio aceptor del acido
miristico (Sessa y col., 1993).

La NOS-3 fue encontrada originalmente en el endotelio de vasos sanguineos,
pulmén, higado (Springall y col., 1992) y riidn (Tracey y col., 1994). Posee un 50-
60% de homologia con las otras dos isoenzimas y en humanos se localiza en el
cromosoma 7 (Marsden y col., 1993).

Esta isoforma al igual que la NOS-1, esta por Ca?'/CAM (Forsterman y col., 1991).
En los vasos sanguineos la acetilcolina actua sobre el receptor muscarinico de las
células endoteliales activando el ciclo de los fosfoinositidos con un consecuente
aumento de Ca?* intracelular, el cual activaria a la NOS-3 (Bredt y Snyder 1994).
La fosforilacion de esta isoforma regula tanto la actividad enzimatica como la
distribucion subcelular de la enzima. Michel y col. (1993) encontraron que la
NOS-3 es rapidamente desforilada en células endoteliales intactas en respuesta a
bradiquinina y que esta fosforilacion permite la transiocacion de la enzima de
fracciones microsomales a las citosélicas. Dado que la forma soluble es
cataliticamente inactiva, no se producira NO dentro de la célula endotelial,
mientras, que la forma no fosforilada localizada en la membrana plasmatica,
puede presumiblemente generar NO el cual es liberado al espacio extracelular.
Recientemente se encontré que TNF-alpha aislado o en combinacién con la IL-1
inhibe a la NOS-3 tanto a nivel transcripcional como traduccional (Forstermann y
col., 1994).

Finalmente cabe agregar que tanto esta isoforma como las otras dos isoformas
estan reguladas negativamente por mondxido de carbono (Nathan 1992).

Se ha observado que el estradiol induce la sintesis de RNAm de eNOS en
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musculo esquelético. La progesterona es capaz de inducir la expresion de eNOS

en utero de rata (Dong y col., 1996).

NOS-1 NOs-2 NOsS-3
Nombre original NOS neuronal NOS inducible NOS endotelial
(nrNOS) (iINOS) (eNOS)
Localizacion soluble y particulada soluble y particulada particulada
subcelular
Peso molecular 150-160 ~130 135-140
(kDa)
Estructura Homodimero Homodimero Homodimero
Dependencia de Ca®*  Si, reversible No (parcial) Si, reversible

Dependencia de CAM
FAD, FMN, hemo

Actividad especifica’®

Localizacién tisular

Accion fisiolégica

Si. reversible
Si
100-1000

Sistema nervioso central
y periférico, células epi-
teliales de bronquios,
Utero y estémago

Neurotransmisor, mediador
del acoplamiento entre el
metabolismo y el flujo
sanquineo cerebral

Si, pegada fuertemente
Si
40C-1500

Macréfagos y células del
musculo liso hepatocitos,
condrocitos, céluias
epiteliales

Shock circulatorio
inflamacién

Participacion en procesos
reproductivos (ovulacién,

implantacién embrioraria,

lutedlisis, etc

Si, reversible
Si
100-500

Células endoteliales
Plaquetas

Regulacicn de la
presion arterial,
distribucién del flujo
sanguineo en los
érganos. inhibicién de
la adheston y activa-
cién de las plaquetas
granulocitos y PMN

® Expresada en namoles/citrulina/min/mg proteina
P g p

Tabla 1. Caracteristicas de las isoformas de la NOS.
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1.3. Funciones del NO
Inicialmente se creia que el NO alcanza sus blancos intracelulares difundiendo
libremente a través de las membranas de las células. Sin embargo este concepto
fue rechazado dado que su vida media es muy corta (30 segundos) y ademas
porque posee una alta reactividad con el anion superéxido (<O2-) y con el hierro.
El NO en presencia de O2 reacciona con los grupos tioles de las proteinas
formando compuestos S-nitrosilados, alcanzando una forma estable vy
biolégicamente activa (Stamler y col., 1992). De hecho se ha demostrado que el
NO circula unido como S-nitroso a la albumina y posee actividad biolégica idéntica
a la del propio NO tanto in vitro como in vivo (Keaney y col., 1993).
El NO media muiltiples efectos biologicos. Las funciones del NO pueden dividirse
en 2 tipos:

1) Funciones regulatorias

2) Funciones citotéxicas (Figura 3).
Esta division entre funciones regulatorias asociadas a un nivel bajo 0 moderado de
NO y funciones citotdxicas asociadas a un nivel elevado del mismo, no refleja
estrictamente lo que ocurre en los sistemas in vivo pero permite un analisis mas
racional de los efectos del NO. En definitiva, las diversas funciones del NO en las
células dependen de su concentracion, del estado redox celular, de la abundancia
de metales y tioles, asi como también de la presencia de otros blancos

nucleofilicos. (Kelly y col., 1996).
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1.3.1. Funciones regulatorias del NO.

El NO actua como segundo mensajero regulando la actividad de distintas enzimas y/o
teniendo efecto antioxidante. En este caso el NO actua principalmente en forma directa
sobre distintos blancos enzimas o moléculas. Hay también reportado un efecto
indirecto. Este rol se asocia con niveles bajos o0 moderados de NO y por produccién de
este gas por las 3 isoformas (Grisham y col., 1999). En esta situacién el efecto
citotoxico del NO esta regulado por enzimas antioxidantes y por glutation (GSH).
Cuando las concentraciones de radicales libres como por ejemplo el *O2- son bajas el
NO puede actuar como molécula secuestradora, previniendo la citotoxicidad celular
(Cook y Tsao., 1993). Por lo tanto en condiciones no inflamatorias, el NO puede actuar
como antioxidante.

El NO se une al hierro (Fe) del grupo hemo de diferentes hemoproteinas, regulando su
actividad:

e Guanilato ciclasa: el NO se une al grupo hemo presente en el sitio activo de esta
enzima y aumenta su catalisis. La guanilato ciclasa es tal vez el blanco mas
importante del NO en la regulacién de los procesos fisiolégicos. La generacion
de GMPc media la relajacidon del musculo liso y por lo tanto tiene efecto
vasodilatador, aumenta la permeabilidad vascular, inhibe el crecimiento de las
células de musculo liso e inhibe la agregacion plaquetaria (Moncada y col.,
1991).

e C(Ciclooxigenasa: Multiples trabajos han demostrado que el NO es capaz de
activar directamente a la COX. Estudios realizados en nuestro laboratorio indican

que el NO estimula la motilidad uterina via PGE2 (Franchi y col.,, 1994).
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Resultados de nuestro laboratorio también indican que el aumento en la sintesis
de prostaglandinas inducido por IL-1 e EGF es mediado por NO en utero de rata
(Franchi y col.,, 1998; Ribeiro y col.,, 1999; Farina y col., 2000). Este es un
mecanismo a través del cual el NO puede amplificar el proceso inflamatorio.

e Metaloproteasas: Se ha demostrado que el NO estimula la actividad de la MMP-2
(Metaloproteasa-2) (Trachman y col., 1996). Esta proteasa degrada el colageno
de la matriz extracelular. Por lo tanto el NO es capaz de regular la degradacién
de la matriz extracelular. Este es otro punto donde el NO puede controlar los
procesos inflamatorios o aquellos que requieren rearreglos de tejidos.

e Citocromo P-450: El NO se une al grupo hemo de esta enzima y la inhibe. Por lo
tanto el NO regula la sintesis de progesterona ya que esta enzima es clave en la

via de sintesis de este esteroide (Wink y col., 1997)

Se ha reportado también un efecto regulatorio indirecto del NO. En este caso el NO
reacciona con el O, para formar RSNO en los grupos tioles (-SH) de las proteinas.

El RSNO inhibe |la adherencia de los neutréfilos al endotelio (Grisham y col., 1998).

1.3.2. Funciones citotéxicas del NO.

El NO producido por los macréfagos en la inflamacion cumple un claro rol citotdxico.
Los macréfagos activados en la inflamacion producen elevados niveles de NO el cual
es citotoxico para bacterias, hongos, virus, parasitos intracelulares y células tumorales.
El rol citotéxico del NO se asocia a la produccién de NO por macréfagos, los cuales

expresan la isoforma iNOS. En esta situacion el NO actua en forma directa sobre



ciertas enzimas inhibiéndolas 6 en forma indirecta, pues reacciona con el «02- para
formar peroxinitrito (ONOO-), y con el O2 para formar diéxido de nitrogeno (NO2-) y S-
nitrosotioles (RSNO) (Grisham y col., 1999)). Estos tres RNOX (especies reactivas
derivadas del NO y el oxigeno) son poderosos oxidantes y poco sensibles a la accion
de las enzimas antioxidantes como la SOD. Todos ellos tienen efectos citoxicos sobre
los patdgenos como: modificacion oxidativa de las proteinas, peroxidacién lipidica de
las membranas, lesiones en el DNA (Grisham y col.,, 1999). Sin embargo si la
inflamacion no es controlada estos mismos oxidantes producen dano a las células del
huésped llevandolas a la muerte por apoptosis o necrosis. El «O2- es producido por la
enzima NADPH oxidasa la cual se en encuentra en vacuolas de macrofagos y es
activada en la inflamacién (Cotran y col., 1999) . Los neutréfilos expresan esta enzima
en mayor proporcion, pero expresan bajos niveles de la iINOS. Se piensa que ambas
células son capaces de producir RNOX aungue los macréfagos lo harian en una

proporcion mayor.

- Efectos citotoxicos directos:
El NO en altas concentraciones se puede unir al grupo hemo de enzimas claves del
metabolismo celular y llevar a la célula a la muerte ya sea por apoptosis 0 necrosis
(Grisham y col., 1999).
e Hemoglobina y mioglobina (hemoproteina): EI NO pude competir con el O, por el
Fe> presente en el grupo hemo de estas proteinas y por lo tanto favorecer la
hipoxia.

e Catalasa (hemoproteina): El NO inhibe a la catalasa. La catalasa es una enzima

16



antioxidante que descompone el H,0, a O; + H;0. Este es otro mecanismo por
el cual el NO exacerba los procesos oxidativos.

e Citocromo oxidasa y citocromo | y Il (hemoproteinas): El NO los inhibe en forma
directa por lo tanto interfiere con la respiracién mitocondrial.

e Aconitasa, NADH deshidrogenasa, Succinato deshidrogenasa (proteina con
grupo S-Fe). por lo tanto el NO en altas concentraciones interfiere con la

glicolisis y la sintesis de aminoacidos.

- Efectos citotoxicos indirectos:
El NO reacciona con el O, para formar didoxido de nitrégeno (NOye), triéxido de
dinitrégeno (N2O3) y S-nitrosotioles (RSNO) (Grisham y col., 1999)
ElI NO reacciona con el *O,- para formar peroxinitrito (ONOO-).

e RSNO:
El NO reacciona con el O, para formar RSNO en los grupos tioles (-SH) de las
proteinas. EI NO2¢ y el N2O3 actuan también formando RSNO. Esto determina la
inactivacion de las proteinas:
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH): la inactivacion de esta enzima
inhibe la glicolisis.
Ribonucledtido reductasa: esta inhibicion es muy relevante ya que esta enzima es clave
para la sintesis de DNA.
Formacidn de crosslinking S-S intra-proteico e Inter.-proteico.

e NOje:

Ademas de formar RSNO, induce la peroxidacion lipidica.
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e ONOO:
Esta molécula es un poderoso oxidante capaz de oxidar tioles y por lo tanto formar
puentes S-S intra-proteico e Inter.-proteico, producir nitracion de los residuos de tirosina
de las proteinas, producir nitracion de guanosina lo cual lleva al clivaje del DNA,

degradar carbohidratos e inducir peroxidacion lipidica.

La modificacion de las proteinas (producida por estos poderosos oxidantes) estimula su
degradacion por el complejo muiticatalitico del proteosoma.

Peroxidacién lipidica:

Fuertes oxidantes como el ONOO", H,0 e hidroxilo (OH¢) promueven la peroxidacion
lipidica de las membranas celulares. El proceso comienza cuando estos oxidantes
atacan los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados de las membranas lipidicas
dando como resultado la formacién de radical lipidico peroxilo (LOO-¢). Este radical es
altamente inestable y reactivo, y en presencia de O, cataliza una reaccion en cadena
llamada propagacion que lleva a la formacion de nuevos radicales LOO- y por lo tanto
un extensivo dano oxidativo en las membranas. El proceso sigue hasta que en una
reaccion favorable llamada terminacién el radical LOO- es inactivado a LOOH por un
antioxidante. El principal antioxidante presente en las membranas biologicas es la
vitamina E (Cotran., 1999).

Nitrotirosina:

Se ha demostrado in vivo e in vitro que el ONOO™ nitra los residuos de nitrotirosina
proteicos formando 3-nitrotirosina. La nitracion de cierto residuos de tirosina puede

alterar procesos celulares como la fosforilacidn proteica por tirosina kinasas
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involucrados en transduccion de senales (Herce-Pagliai y col., 1998).

1.4. Rol del NO en la inflamacién.

1.4.1. Rol regulatorio.

En los procesos inflamatorios, la histamina y la trombina se unen a sus receptores
especificos en la célula endotelial y median la apertura de canales de Ca?* Asi, la
actividad de la eNOS se dispara gracias al efecto modulador del complejo Ca* / CAM y
el NO producido difunde a las células circundantes. EI NO en la célula endotelial
conduce a un aumento en la permeabilidad vascular con la consiguiente formacion de
edema (Figura 4). En las células de musculo liso, el NO activa a la GC conduciendo a
un marcado aumento de GMPc: la dilatacion de las fibras musculares ocurre luego por
un mecanismo que involucra la fosforilacién de la cadena liviana de la miosina por una
proteina quinasa dependiente de GMPc (Schultz y Triggle, 1994).

En condiciones normales el NO tiene efecto antitrombotico y participa en el control de la
hemostasia (mantenimiento de la sangre en estado fluido). En la inflamacion, la
trombina produce en las plaquetas un aumento del calcio intracelular con la
consiguiente activacion de eNOS y la activacion de la GC, lo cuai conduce a la
inhibicion de la agregacion plaquetaria (Figura 4) (Schmidt y Walter, 1994). El NO que
llega a las plaquetas desde las células endoteliales adyacentes también tiene el mismo
efecto.

La trombina también activa a otras moléculas que inhiben la agregacion plaquetaria
como la prostaciclina (PGl;) y a moléculas que activan la agregacion plaquetaria como

el tromboxano A2 (TXA;) (Cotran y col., 1999). Por supuesto que en la inflamacion los



efectos agregantes priman ya que la inflamacidn se asocia activacion de la coagulacion.
Por lo tanto el NO cumpliria el rol de regular este proceso.

En cambio, en condiciones normales no inflamatorias, el NO estaria regulando la
agregacion espontanea de las plaquetas, y el tono vascular, ya que la eNOS se expresa
en forma constitutiva en las células endoteliales (Pollock y col., 1991).

El NO producido por el endotelio tanto en condiciones inflamatorias como no
inflamatorias, inhibe la adherencia de los leucocitos a la célula endotelial. Se ha
demostrado que los grupos -SH son esenciales para la adhesién leucocito-endotelio. El
NO en presencia de O, forma S-nitrosotioles (RSNO) en la proteinas del endotelio y por
lo tanto inhibe ia adherencia de los leucocitos (Grisham y col., 1998). Por lo tanto el NO
en condiciones normales o inflamatorias reduce el reclutamiento de leucocitos como
mecanismo compensatorio.

Distinto es el panorama en condiciones patolégicas donde la inflamacién no es
controlada (shock séptico). En este caso el NO producido en este caso por la iNOS de
los macréfagos que estan migrando a los tejidos producen injuria vascular lo cual

aumenta notablemente la adhesién de los leucocitos al endotelio (Baatz y Pleyer, 2001).
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Figura 4. Rol regulatorio y citotéxico del NO en la inflamacién.
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1.4.2. Rol citotdxico.

El rol del NO en la inflamacion es el mas estudiado. Como se mencioné arriba el NO
tiene funciones regulatorias durante la inflamacion: produce vasodilatacion, aumenta la
permeabilidad vascular e inhibe la agregacion plaguetaria. Estas funciones se asocian a
la activacién de la eNOS en las células endoteliales y las plaquetas.

Los macréfagos en la inflamacidon producen altos niveles de NO. La enzima
responsable es la iNOS.

La sintesis de NO por los macrofagos tiene efecto citotdoxico sobre los patdgenos:
bacterias, hongos, virus y parasitos intracelulares (Figura 4) ; pero también puede tener
efecto citotoxico sobre las células del huésped (Liew, 1994). Como se mencioné
anteriormente el efecto citotoxico es producido directamente por el NO o por la
combinacion de este con el O, y el O3 para formar los RNOX (NO2¢, RSNO, ONOO")
los cuales son poderosos oxidantes (Grisham y col., 1999).

El NO es producido en macréfagos por la iNOS, la cual se localiza en el citosol.

El <O, es producido por la enzima NADPH oxidasa la cual se en encuentra en vacuolas
de macrofagos y es activada en la inflamacion (Cotran y col., 1999).

Los neutréfilos expresan esta enzima en mucho mayor proporcion, pero expresan bajos
niveles de la iINOS. Se piensa que ambas células son capaces de producir RNOX
aunque los macrofagos lo harian en una proporcion mucho mayor (Schmidt y Waiter,
1994).

La expresion de iNOS en macréfagos es estimulada por LPS, acido lipoteico, TNF,
IFN-gamma, IL-1alpha, IL-1beta, IL-6, IL-2 y el factor activador de plaquetas (PAF)

(Lowestein y col., 1993).



La maxima produccion de iINOS por macréfagos se observa entre las 4-6hs tanto in vivo
como in vitro, tiempo que coincide con la maxima de expresion de las citoquinas
proinflamatorias {FN-3 y TNF-K en la inflamacion (Liew, 1994). TNF es producido por los
mismos macréfagos, pero IFN es producido por los linfocitos infiltrados. La presencia de
ambas citoquinas es necesaria para una apropiada produccion de NO (Bredt y Snyder,
1994).

Las citoquinas IL-10, IL4 y TGF-2 son capaces de inhibir la expresiéon de iNOS
(Oswald, 1992). Estas citoquinas se producen mas tarde en la inflamacion como

mecanismo regulatorio.

1.5. Rol del NO en la gestacion.

El NO participa en multiples procesos durante la gestacion: implantacion,
decidualizacién, mantenimiento del flujo utero-placentario y control de la contractilidad
uterina (Chwalisz et al., 1999, Chwalisz and Garfield, 2000; Sladek et al, 1997).

En estos procesos el NO tiene funcién regulatoria y actua como segundo mensajero
regulando la actividad de distintas enzimas y/o teniendo efecto antioxidante (ver seccion
2.2.3).

Sin embargo el NO participa también como molécula citotdxica durante |la gestacion en
los procesos de control de la invasion del trofoblasto y control de las infecciones (Hunt,
1994). Esta funcion citotoxica esta regulada por mecanismos antioxidantes.

Pero, si la infeccion no es controlada, el NO puede tener efecto citotdxico contra el
embrion y la madre (Haddad y col., 1995).

A continuacién se dara una breve introduccién a los procesos que tienen lugar en la



prefiez temprana y al rol del NO en ellos.

1.5.1. Implantacioén.

Para el éxito de la implantacion del blastocisto es necesario que haya una sincronia
entre el desarrollo embrionario y la cascada de eventos celulares y moleculares que
ocurren durante el periodo peri-implantatorio del ciclo (Bierer y col., 1994). En roedores
durante la prefez temprana, el endometrio sufre un proceso de diferenciacion y se
convierte en decidua. Este proceso recibe el nombre de decidualizacion. La decidua es
un tejido muy vascularizado, y esta formado por células multinucleadas.

Estas células deciduales encapsulan al embrion en crecimiento. Las células deciduales
cumplen roles claves como proveer de nutrientes al embrion y controlar la invasion del
trofoblasto (Parr, 1989).

El proceso de decidualizaciéon se produce en respuesta al blastocisto o a estimulos
artificiales y es siempre precedido por un aumento de la permeabilidad vascular
(Psychoyos, 1973).

Inhibidores de la NOS administrados en el periodo peri-implantatorio son capaces de
impedir la implantacion a través de una inhibicion en el proceso de decidualizacién
(Chwalisz y col., 1999). Por lo tanto el NO cumple un rol clave en este proceso. El rol
del NO estaria asociado a la vasodilatacion de las arterias deciduales, lo cual
contribuiria con la reaccién decidual.

El NO es capaz también de aumentar la actividad de las metaloproteasas (MMPs), las
cuales degradan el colageno (Trachtman y col., 1996). Estas enzimas parecen cumplir

un rol importante durante la invasion del trofoblasto, ya que para ello se necesita
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degradar la matriz extracelular (Alexander y col., 1996). Por lo tanto el NO podria
también estar activando a las MMPs en la implantacién.

Adicionalmente, también se ha sugerido que el NO podria actuar estimulando la sintesis
de prostaglandinas en el endometrio (Novaro y col, 1997). Se sabe que las
prostaglandinas, en especial PGE;, cumplen un rol fundamental en la implantacion ya
que incrementan |la permeabilidad vascular. E| sistema IL-1 cumple un rol clave en la
implantacion. Mientras IL-1B es producido por el embridn, el IL-1R (receptor de IL-1) es
expresado por el endometrio (Simon y col., 1993). Esta citoquina podria ser capaz de
inducir INOS y COX-2 en el endometrio e iniciar el aumento en permeabilidad vascular,
la decidualizacién, y la remodelacion de la matriz extracelular durante el proceso
implantatorio (Novaro y col., 1997).

Se ha observado que la actividad de las NOS en endometrio aumenta en el periodo
peri-implantatorio (Novaro y col., 1997). También se ha observado la presencia de las 3
isoformas iINOS, eNOS y nNOS en este tejido, pero sélo iINOS y eNOS aumentan
significativamente su expresion durante el periodo peri-implantatorio (Purcell y col.,
1999). Se sabe que la progesterona cumple un rol clave en el proceso de
decidualizacion (Chwalisz y col., 1999). La progesterona es capaz de inducir la

expresion de iINOS y eNOS en el Gtero de rata (Dong y col., 1996).

1.5.2. Mantenimiento del flujo dtero- placentario.
Se ha observado actividad de la NOS en placentas humanas de primer, segundo y
tercer trimestre (Sladek y col.,, 1997). La isoforma eNOS es expresada por el

sinciciotrofoblasto de la placenta (Conrad y col.,, 1995). Se ha localizado también la
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isoforma eNOS en los vasos de la placenta: cordén umblical, placa coridnica y arteriolas
de las vellosidades corionicas (Sladek y col., 1997). La funcién del NO producido por
estos tejidos tendria la funcion de limitar la agregacion plaquetaria en la interfase entre
la circulacion materna y fetal, y reguiar el flujo utero-placental (Sladek y col., 1997).
Algunos hallazgos parecen confirmar estos roles. La administracion de L-NAME a ratas
prenadas produce hipertension y reduce en un 40 % el peso de las crias nacidas
(Chwalisz y col., 1999).

En la patologia de la preeclampsia (hipertension inducida por el embarazo) se observa
también menor peso al nacer (Norman y col., 1996). En las placentas de madres con

pre-eclampsia se observa menor actividad de la NOS (Morris y col., 1995).

1.5.3. Control de la contractilidad uterina.

El NO es un poderoso relajante del musculo liso miometrial (Izumi y Garfield 1995).
Durante la gestacion, la actividad de la NOS uterina esta incrementada (Farina y col.,
2001). Se ha postulado que el NO cumple el rol clave en regular la contractilidad
uterina. El NO o dadores de NO como el nitroprusiato de sodio (SNP) inhiben las
contracciones espontaneas a término (Yallampalli y col.,, 1993). Se ha observado
también que el L-NMMA aumenta la contractilidad in vitro (Franchi y col., 1994). EI
mismo efecto tienen la L-arginina y el GMPc (Buhimschi y col., 1994). Por lo tanto el
efecto inhibitorio de NO sobre la contractilidad uterina estaria mediado por GMPc. La
actividad NOS esta incrementada durante la prefiez y disminuye al término. El NO
parece cumplir un rol clave en el mantenimiento de la quiescencia uterina. Se ha

observado un aumento en la expresion de las isoformas iINOS y eNOS durante la
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gestacion en rata. Estas enzimas disminuyen hacia el final de la prefiez, coincidiendo su

decrecimiento con los momentos previos al parto (Farina y col., 2001).

1.5.4. Control de las infecciones.

El NO participa en el control de las infecciones y en la prevencion de un excesivo
crecimiento del trofoblasto durante la prefiez (Hunt, 1994). Por lo tanto también cumple
un rol citotdxico.

Durante la prefiez, y como mecanismo de tolerancia al embrion alogeneico, la madre
desarrolla una respuesta inmune de tipo Th2 con caracteristicas especiales (Thellin y
col., 2000) junto con un detrimento de las respuestas tipo Th1.

Efectivamente la prefez estd asociada a una elevada sensibilidad a patogenos
intracelulares como algunas bacterias, virus y parasitos. Para una correcta eliminacion
de estos patdégenos es necesaria una respuesta Th1 (Thellin.,, 2000). La infeccion
intrauterina, produce alta mortalidad en animales prefiados, pero no presenta los
mismos efectos en animales no prenados (Nowicki y col.,1997). Esto indica también
que los microorganismos han desarrollado un trofismo especial hacia la unidad feto-
placentaria.

Los sitios de implantacién poseen una numerosa poblacién de macréfagos y células
LGL (Hunt, 1994). Ambas células tienen funciones inmunomoduladoras pero también
tienen la capacidad de matar patoégenos y controlar el crecimiento del trofoblasto.
Ambas células expresan la iINOS producen NO y RNOX (Hunt, 1994).

El NO parece cumplir un rol clave en el control de las infecciones durante la prefiez, ya

que la utilizacion de inhibidores de la NOS en ratas prefiadas con infeccion intrauterina



aumenta notablemente la mortalidad materna (Nowicki y col.,1997).

La reabsorcién embrionaria producida por infeccion o aborto séptico es un mecanismo
de defensa para la madre. El sentido bioldégico del disparo de la reabsorcidon
embrionaria es impedir que el patégeno alcance al embridn, ya que este posee un
sistema inmunologico inmaduro y puede convertirse en un foco para la proliferacion del
microorganismo. De esta forma se interrumpe la prefiez y se preserva a la madre para

otras gestaciones (Cavanagh y col., 1982).

1.6. Reabsorciéon embrionaria inducida por LPS.

Un modelo utilizado para estudiar el mecanismo del aborto séptico es la reabsorcion
inducida por LPS (Gendron y col., 1990). LPS es capaz de reproducir la mayor parte de
los efectos sistémicos y celulares de la sepsis (ver seccion 2.4).

Dosis relativamente bajas de LPS que no comprometen la supervivencia de la madre
producen altos porcentajes de reabsorcion (Gendron y col., 1990). El mecanismo de la
reabsorcion embrionaria parece ser similar al MOF/MODS (ver seccion 2.4) salvo que
en este caso la destruccion tisular se limita solo a la decidua y el embrién, y no al resto
de los tejidos maternos.

Esta alta sensibilidad de los sitios de implantacién durante la prefiez temprana a las
moléculas inflamatorias parece deberse a:

a) El alto numero de macréfagos y células LGL (linfocitos grandes granulares)
presentes en los sitios de implantacion. Estas células parecen ser importantes en la
proteccion contra las infecciones y en el control de la invasion del trofoblasto. Estas

células son capaces de producir gran variedad de citoquinas, ROS, proteasas vy
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eicosanoides, y pueden eliminar bacterias y virus (Hunt y col., 1994). Ambas células
expresan iNOS y producen NO y RNOX (Hunt y col., 1997). Este NO es citotoxico para
el patégeno, pero también puede serlo para el embridn y ia decidua. Por lo tanto puede
estar involucrado en el proceso de reabsorcion.

b) La activa formacién de vasos por angiogénesis en la decidua. Los vasos poseen un
delgado endotelio que no es continuo, y por lo tanto se forman lagunas sanguineas en
la decidua. La sangre por |o tanto esta en contacto directo con las células deciduales y
el trofoblasto. De hecho hay mecanismos que controlan la activacién del complemento y
la cascada de coagulacion (Xu y col., 2000). El endotelio de los vasos puede activarse y
sufrir injuria facilmente. El NO puede estar involucrado en la injuria del endotelio de los
vasos deciduales, y parece cumplir ese rol en los alveolos pulmonares durante la sepsis
(Ware y col., 2000).

Inductores de la actividad de los macréfagos como TNF-K e IFN-3 estan involucrados
en el mecanismo de reabsorcion embrionaria inducida por LPS (Gendron y col., 1990;
Haddad y col., 1997). Estas mismas citoquinas estan también involucradas en la
reabsorcién embrionaria en el modelo murino de aborto recurrente (cruza CBA x DBA)
(Duclos y col., 1996; Haddad y col., 1997).

Estas citoquinas inducen la expresion de la iINOS en macréfagos. En el modelo murino
de aborto recurrente se ha observado la infiltracidon temprana de los sitios de
implantacion por macréfagos y células NK expresando la iNOS (Haddad y col., 1995).
En este mismo modelo la AG revierte parcialmente la reabsorcién espontanea (Haddad
y col,, 1995).

Estos hallazgos nos llevaron a plantear la hipdtesis de que el NO participa en el



proceso de reabsorcion embrionaria inducida por LPS. Esta tesis se intenta probar esa

hipotesis.

2. LPS y su mecanismo de accién.
El LPS (lipopolisacarido) es un constituyente de la pared externa de la mayoria de las
bacterias Gram-negativas. Esta macromolécula esta formada por 4 regiones distintas:

¢ el polimero de oligosacaridos (antigeno O),

¢ el corazdn externo,

e el corazdn interno (KDO) y

¢ el componente lipidico (lipido A).

El lipido A es responsable de la mayoria de las acciones biolégicas de! LPS.

2.1. Respuesta inflamatoria.

El LPS se libera a la circulacion y en los tejidos cuando la pared celular de las bacterias
es degradada en la respuesta inflamatoria.

En una infeccion localizada, el LPS y otras toxinas bacterianas dispararan una
respuesta inflamatoria aguda (respuesta inmune innata) en el sitio del foco infeccioso
(Figura 5) (Roitt y col., 2001)

La sepsis o0 sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) ocurre cuando una
infeccion localizada (absceso, peritonitis, neumonia, etc) se expande al torrente

sanguineo (Karima y col., 1999).
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Figura 5. Inflamacién aguda producida por productos bacterianos. Patrones
conservados de los patégenos son reconocidos por moléculas presentes en el suero y
por receptores celulares. Este reconocimiento activa la via alterna del complemento con
la subsecuente liberacion de C3a y Cba, activacion de neutrofilos, macréfagos y células
NK, liberacion de citoquinas y chemoquinas, degranulacion de mastocitos,
vasodilatacion y aumeto de la permeabilidad vascular, adhesion de leucocitos y fibrina a
las células endoteliales. Estos mecanismos, mas la injuria tisular producida por la
bacteria, activa el sistema de coagulacion y la formacién de fibrina, lo cual limita la

invasion bacteriana.




La respuesta inflamatoria aguda tiene roles cruciales (Roitt y col., 2001)

Destruir completamente al agente infeccioso o contener la infeccion previa
activacion de la respuesta adaptativa

Controlar la activacion de la respuesta adaptativa y modelar el tipo de respuesta.

Los aspectos beneficiosos de la respuesta inflamatoria aguda son (Cotran y col., 1999):

Contro! o contencién de la infeccion.

Dilucién de toxinas: transporte por érganos linfaticos.

Acceso al foco infeccioso de proteinas de fase aguda y anticuerpos con funcion
neutralizante y opsonizante.

Infiltracidon del foco en una primera etapa por neutréfilos en una primera etapa y
luego por macroéfagos del foco infeccioso que destruyen los patogenos a través
de mecanismos dependientes e independientes del oxigeno.

Activacion del complemento con la formacion del complejo de ataque litico y las
poderosas anafilotoxinas C3a y C5a que activan a los mastocitos y son agentes
quimiotacticos para neutréfilos y macrofagos.

Activacién de la cascada de coagulacion. La fibrina atrapa a los microorganismos
y facilita su fagocitosis.

Drenaje de antigenos a organos linfaticos secundarios para estimular la

respuesta inmune adaptativa.

2.2. Mecanismos dependientes e independientes de oxigeno.



Durante la inflamacion aguda, los neutréfilos y los macréfagos destruyen a los
patogenos a través de mecanismos dependientes e independientes del oxigeno (Cotran
y col., 1999). Muchas de las proteinas y enzimas involucradas se encuentran
preformadas (antes de la inflamacion) en granulos de neutréfilos y macréfagos. Otras

se sintetizan de novo (Cotran y col., 1999).

2.2.1. Mecanismos independientes del oxigeno.

Los mecanismos independientes de oxigeno estan representados por proteinas con
accion bactericida o bacteriostatica (BPI, lisozima, lactoferrina, proteina basica mayor e
hidrolasas acidas) y por enzimas que degradan la matriz extracelular (elastasa,
catepsina-G, proteinasa-3 y metaloprotesas). La actividad de las proteasas es

controlada por inhibidores endogenos para disminuir el dafio sobre el huésped.

2.2.2. Mecanismos dependientes del oxigeno.

Los mecanismos dependientes de oxigeno (Figura 6) estan representados por

las especies reactivas del oxigeno (ROS), el oxido nitrico (NO) y las especies reactivas
del NO y el oxigeno (RNOX).

- ROS: EI LPS y otras toxinas, la fagocitosis, los agentes quimiotacticos y los complejos
inmunes estimulan en los neutréfilos y macrofagos la produccion de ROS.

El oxigeno es reducido a anion superoxido (O2) por la NADPH oxidasa que esta
presente en neutrofilos y macréfagos. La NADPH oxidasa es un complejo multiproteico

formado por al menos siete 7 proteinas. En los neutrofilos no activados, algunos los
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componentes del complejo estan algunos en la membrana plasmatica y otros en el
citoplasma. Cuando el neutréfilo se activa, los componentes citosdlicos se translocan a
la membrana plasmatica o la membrana del fagosoma formando el complejo enzimatico
activo.

El anion superdxido (O2-) formado se convierte en peréxido de hidrégeno (H,03) por
dismutacion espontanea en el agua. Las cantidades de H.O, producidos dentro del
fagosoma son insuficientes para matar efectivamente a los microorganismos. Los
granulos de neutréfilos y en menor medida de macréfagos contienen a la enzima
mieloperoxidasa (MPO), la cual en presencia de un halégeno como el cloruro (Cl-),
convierte al H»O, en hipoclorito (OCi.). El OCi» destruye a los patdgenos por
halogenacion (el haldgeno se une covalentemente a los componentes celulares) o por
oxidacién de proteinas y lipidos.

El H,0, también puede ser reducido a radical hidroxilo (OH«) el cual es altamente
reactivo. Esta es la reaccion de Fenton y es catalizada por Cu®*/Fe?".

- NO: Los macréfagos y en menor medida los neutrofilos sintetizan NO cuando son
estimulados por LPS, acido lipoteico, TNF, INF-gamma, IL-1alpha, IL-1beta, IL-6, IL-2 y
el factor activador de plaquetas (PAF). Todos estas citoquinas y mediadores inducen la
expresion de iINOS en macréfagos. EI NO en altas concentraciones inhibe directamente
a hemoproteinas y a proteinas claves del metabolismo celular como los citocromos,
hemoglobina y mioglobina, aconitasa, etc. Ademas el NO reacciona con el O, para
formar RNOX (especies reactivas derivadas del NO y el oxigeno) que son poderosos
oxidantes y poco sensibles a la accion de las enzimas antioxidantes como la SOD.

Todos ellos tienen efectos citoxicos sobre los patdgenos como: modificacion oxidativa



de las proteinas, peroxidacién lipidica de las membranas, lesiones en el DNA. Sin
embargo si la inflamacion no es controlada estos mismos oxidantes reaccionan con las

células del huésped, produciendo dafo oxidativo de las células del huésped.

2.2.3. Mecanismos antioxidantes.

Las células tienen mecanismos antioxidantes que remueven los radicales libres y
minimizan la injuria tisular. Estos mecanismos incluyen (Cotran y col., 1999):

¢ Antioxidantes: bloguean la iniciacién de la formacion de radicales libres o secuestran
radicales libres . De este tipo son las vitaminas liposolubles E y A, asi como el acido
ascorbico y el glutation (GSH) en el citosol.

e Proteinas que unen y transportan hierro: El hierro y el cobre pueden catalizar la
formacion de radicales libres del oxigeno por la reaccion de Fenton. Los niveles de
hierro son minimizados por la unidon a proteinas de acumulacién y transporte
(transferrina, ferritina, lactoferrina y ceruloplasmina); y por lo tanto se disminuye la
formacién de OHe.

¢ Enzimas que secuestran radicales y los inactivan:

Catalasa: presente en peroxisomas, y descompone el H202 (2 H,02 W Oz + 2 H,0).
Superoxido dismutasa: esta presente en muchos tipos celulares y tramsforma el O»- en
H202 (2 O2- + 2 HW H,02 + O)).

Glutation peroxidasa: protege contra la injuria tisular catalizando la ruptura de radicales
libres (H202 + 2 GSH W GSSG + 2 H20; 6 2 OH» + 2 GSH W GSSG + 2 H,0). La
relacion intracelular de glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) es un

reflejo del estado oxidativo de la célula y la capacidad de la célula para detoxificar las
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especies reactivas del oxigeno.

2.3. Patologias asociadas a un efecto perjudicial de la respuesta inflamatoria
aguda.
La respuesta inflamatoria aguda puede tener efectos deletéreos para el huésped (tabla
2). Estos efectos se deben principalmente a la accidn citotdxica de los leucocitos
activados que durante la quimiotaxis y la fagocitosis, pueden liberar especies reactivas
del oxigeno y proteasas al medio extracelular causando dafo tisular. También es
importante como mecanismo patolégico la coagulacidn intravascular que produce
necrosis hipdxica del tejido. Entre las patologias asociadas a un efecto perjudicial de la
respuesta inflamatoria aguda se pueden mencionar (Cotran y col., 1999, Karima y col.,
1999):
e Asma y shock anafilactico: activacion de la respuesta inflamatoria frente a
antigenos ambientales inocuos.
¢ Obstruccion de las vias aéreas por edema: epiglotis aguda.
¢ Patologias asociadas a la sepsis: shock séptico, sindrome de distress
respiratorio agudo (ARDS), multiple falla o disfuncién de érganos (MOF/MODS),
coagulacion intravascular diseminada (DIC).
¢ Patologias de la prenez asociadas a infeccion y sepsis: muerte de la madre
gestante por shock séptico, aborto séptico o reabsorcidén embrionaria, feto
muerto retenido, parto pretérmino, retardo del crecimiento intrauterino.
2.4. Papel del LPS en el shock séptico.

2.4.1. Shock séptico.
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La sepsis ocurre cuando una infeccion localizada (absceso, peritonitis, neumonia, etc)
se expande al torrente sanguineo.

Un 20-50 % de los pacientes sépticos entran en shock séptico. El shok séptico también
es llamado sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS).

La sepsis tiene una tasa de mortalidad de un 20-40%. Una vez que el paciente entra en
shock séptico la tasa de mortalidad aumenta a un 60-70%. Los primeros sintomas del
shock séptico son: vasodilatacion sistémica refractaria y disminucion de la contractilidad
del miocardio (Karima y col., 1999).

Mas tardiamente se produce la falla o disfuncion mdltiple de 6rganos MOF/MODS
donde numerosos o6rganos son afectados: pulmones, rifiones, higado, sistema
cardiovascular, sistema nervioso central y sistema de coagulaciéon. La disfuncién del
pulmén es llamada injuria aguda de pulmdn o sindrome de distress respiratorio agudo
(ARDS), y la alteracién en la coagulacién es llamada coagulacion intravascular

diseminada (DIC) (Karima y col., 1999).

2.4.2. Shock séptico inducido por LPS.

La mayor parte de los efectos sistémicos y celulares de la sepsis pueden reproducirse
en modelos animales mediante la inyeccidn de LPS.

Dependiendo de la dosis el LPS puede solo producir una inflamacion local moderada o
producir efectos sistémicos reversibles o a altas dosis ocasionar el shock séptico y

MOF/MQODS (Figura 7) (Karima y col., 1994; Cotran y col., 1999; Roitt y col., 2001):
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Figura 7. Efecto de LPS y las moléculas mediadoras inducidas. El LPS inicia una
cascada de citoquinas, a la vez estas citoquinas se regulan entre si. Las moleculas
mediadoras inducidas como NO, PAF, eicosanoides , citoquinas chemokinas y otras
cumple un rol clave en los efectos iniciados por el LPS en la inflamacién. A bajos
niveles d estos mediadores, solo s observa inflamacién local. Con niveles moderados
se observan fectos sistémicos ademas de los locales. Con altos niveles se observa el
sindrome del shock séptico. DIC: coagulacion intravascular diseminada; ARDS:
sindrome del distress respiratorio en adultos.




e LPS en bajas dosis: activa a macrofagos residentes del tejido y también a las células
endoteliales. Los macréfagos responden al LPS con la produccion de TNF, el cual a su
vez induce la sintesis de TNF en la misma célula. TNF e IL-1 actua sobre la célula
endotelial para activar la produccién de IL-6 e IL-8 y aumentar la expresién de
moléculas de adhesion. Por lo tanto aumenta la infiltracion de leucocitos principalmente
neutrofilos caracteristicos de la primera etapa de la inflamacion aguda. El LPS es capaz
de activar directamente la via alterna del complemento mediante la union a C3b. De
esta forma se generan las poderosas anafilotoxinas (C3a y C5a) las cuales estimulan la
liberacion de histamina por mastocitos, y son poderosos agentes quimiotacticos para
neutréfilos, monocitos, eosindfilos y basodfilos. Estas células infiltran con el objetivo de
realizar el clearence de la toxina.

e LPS en dosis moderadas:. produce una mayor activacion de la cascada de
citoquinas y aumentan también en forma significativa las moléculas efectoras inducidas
por citoquinas: NO, PAF y eicosanoides. Se observan los efectos sistémicos producidos
por TNF, IL-1 e IL-6: fiebre y produccidn hepatica de proteinas de fase aguda.

e LPS en dosis elevadas: se observa la misma cascada de citoquinas y efectores
circulatorios pero en altos niveles. Uno de los eventos tempranos que llevaran al shock
endotdxico y el MOF/MODS es el dafo endotelial producido por los leucocitos. Este
dano endotelial es producido por el NO y especies reactivas del oxigeno (ROS)
liberadas por los leucocitos adheridos al endotelio activado. La injuria endotelial dispara
la cascada de coagulacidon y la coagulacion intravascular diseminada (DIC). Una vez
que los leucocitos ingresan al tejido liberan proteasas, NO y ROS los cuales producen

destruccidn tisular y por lo tanto el MOF/MODS (Figura 8).
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disparado por LPS. (a) El shock endotéxico y (b) la alteracién de la microcirculacién por activacion del
sistema de coagulacion produce (c) hipoperfusion tisular y (d) subsecuentemente hipoxia tisular.
Como resultado de la injuria vascular inducida por leucocitos y la migracion leucocitaria a traves de la
pared vascular, estos liberan proteasas, especies reactivas del oxigeno (ROS), éxido nitrico (NO) y

especies reactivas del 6xido nitrico y el oxigeno (RNOX). DIC: coagulacién intravascular diseminada.




2. 5. Transporte y receptores de LPS.

El LPS viaja en plasma unido a la lipoproteina de aita densidad: HDL (Karima y col.,
1994). La proteina de unién al LPS (LBP) transfiere el LPS a CD14 (receptor de LPS).
CD14 se expresa en monocitos, macréfagos y neutréfilos. Los macrofagos y neutrofilos
en respuesta a LPS liberan CD14 soluble. El complejo LBP-LPS-CD14 hace que células
que no expresan CD14, como por ejemplo las células endoteliales puedan responder a
LPS (Figura 9).

El LPS se une a un complejo receptor formado por CD14, TLR-4 y MD-2 (Figura 10)
(Underhill y col., 2002). Este complejo es capaz de transducir la sefal para la sintesis
de gran cantidad de compuestos inflamatorios como citoquinas: TNF-, IL-1, IL-6,IL-8; y

los mediadores: NO, PAF, prostaglandinas, leucotrienos, endoperoxidos, etc.



Bacteria
Gram-negativa

< HDL

HDL

o3 mCD14

& Macroéfago
<X sCD1

TNF-alfa/ IL-1beta/ IL-6/ IL-8
IFN-gamma/ NO / PAF /
Eicosanoides

MOF/MO

Shock DS

endotoxico

Figura 9. LPS y shock séptico
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Figura 10. Receptor de LPS. El dominio extracelular de TLR-4 se asocia con
MD-2 y CD-14, mientras que el dominio intracelular forma un complejo de
senalizacién que incluye a MyD88, Tollip, IRAK y TIRAP/MAL. Este complejo
puede activar a distintas vias como IRAK-2, PKR, MAPKs y NF-kB.
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3. Sistema Reproductor.

3.1. Anatomia.

El atero del ratén, al igual que el de los restantes roedores es de tipo duplex. Otros
autores proponen para el mismo la denominacién de “bicorne” ( Neal y col., 1943)
Aunqgue los cuernos uterinos parecen estar unidos se mantienen separados y cada uno
de ellos desemboca por sus respectivos conductos cervicales en el extremo superior de
la vagina.

Cada oviducto tiene una de sus terminaciones abierta sobre el ovario y la otra en el
cuerno uterino correspondiente.

Existen dos tipos de fibras nerviosas en el utero, las colinérgicas y ias adrenérgicas.
Ambas se hallan airededor de los vasos sanguineos y en el miometrio. Las colinérgicas
son mas abundantes en el cervix que en el cuerpo uterino (Coupland, 1962) y las
adrenérgicas se encuentran en los plexos nerviosos perivasculares fundamentalmente
en el cervix (Adham y col., 1969).

Las fibras nerviosas post-sinapticas del plexo hipogastrico constituyen el componente
nervioso simpatico y las que provienen del plexo sacro integran el parasimpatico
(Mustonen y col., 1971).

Los dos plexos forman el ganglio de Frankenhauser en la region paracervical del utero.

3.2. Histologia.
El utero esta constituido por tres capas de tejido diferentes: la externa o serosa, la
media muscular o miometrio y la interna, mucosa o endometrio. (Hamy col., 1970).

La serosa es la cubierta peritoneal del Utero. Esta constituida por una capa de células
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mesoteliales sostenidas por tejido conectivo que se continda con el peritoneo.

El miometrio esta formado por musculo liso cuyas células se denominan fibras. Son
alargadas, de extremos afilados y en su citoplasma se encuentran dos componentes
fundamentales: el sarcoplasma y las miofibrillas. El nucleo celular es mas bien
exceéntrico. Estas células musculares estan dispuestas en paquetes rodeadas por fibras
de colageno. La capa longitudinal es la externay la circular la interna y entre ambas hay
una capa bien definida de tejido conectivo. Los paquetes de la capa externa son mas
compactos que los de la interna. El tejido conectivo esta formado por fibroblastos y
fibras de colageno ( Ham y col., 1970). El endometrio esta formado por epitelio cilindrico
simple y una gruesa lamina propia. Hay algunos paquetes de células ciliadas entre las
cilindricas simples. La lamina propia suele denominarse estroma endométrico. En el
estroma se hallan incluidas las glandulas tubulares simples, cuyos conductos,
atravesando la superficie epitelial, se abren en la luz del utero y cuyas porciones mas

profundas casi alcanzan al miometrio.

3.3. Fisiologia.

Los musculos lisos viscerales se dividen en dos grupos, dependiendo eillo de sus
caracteristicas electrofisiologicas. (Bozler y col., 1941). Aquelios que poseen actividad
espontanea se denominan “unitarios” y esta actividad se inicia en una zona especifica
del tejido llamado “marcapasos”. Los que carecen de esta actividad son los llamados
“multiunitarios”, se caracterizan por tener fibras organizadas en unidades motoras y son
activados por el nervio motor extrinseco (Eccles y col.,1937).

Las contracciones de estos musculos son coordinadas y reguladas por mediacion
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nerviosa, aunque nNo necesariamente son iniciadas por el impulso nerviosos. Ademas

responden al estiramiento desarrollando una tensién activa. (Burnstock, 1960).

3.4. Decidualizacion.

En ratas y ratones, el estroma endometrial sufre profundos cambios en respuesta a la
implantacion del embrion, para formar la decidua. Al igual que en las demas especies
de mamiferos estudiadas la implantacion en los roedores es precedida por un aumento
de la permeabilidad de los capilares del endometrio en los sitios donde se encuentran
presentes los blastocitos y de la actividad de la fosfatasa alcalina. Esta permeabilidad
aumentada es esencial para la subsiguiente formacién de tejido decidual.

La decidualizacién produce un aumento en el tamano y el peso del utero. Este
crecimiento, no sélo es producto de la proliferacion y diferenciacion de las células del
estroma endometrial sino que también es causado por la infiltracion del endometrio por
una variedad de células de la médula 6sea y el “hinchamiento” del tejido causado por el
aumento localizado de la permeabilidad vascular y el desarrollo del edema tisular.
Entonces, luego de la adhesion del embrién al epitelio uterino, el embrion queda
incluido en un masa engrosada de tejido decidual, llamados nidos, que estan separadas
unos de otros por tejido endometrial no transformado. La formacién de la decidua es
una parte importante del proceso de implantacidn, y aunque la funcién de este tejido no
ha sido determinado con certeza, se cree que es un componente critico de la respuesta
de la madre al embrion.

Aunque el estroma uterino compromete a varios tipos celulares que probablemente

tienen distintas funciones en la decidualizacion (Padykula y col., 1981), la mayoria de
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los estudios morfologicos y autoradiograficos sostienen el concepto de que los
elementos del estroma tipo fibroblastos son las que daran lugar a las células deciduales
definitivas (Kieinfeld y col., 1983).

Las otras células del estroma, durante la decidualizacion, son infiltradas por dos tipos
de leucocitos: macréfagos y linfocitos grandes granulados (LGL). Estas células tienen
su origen en médula ésea y se acumulan en el endometrio aparentemente en respuesta

a estrégeno y progesterona.

4. Prostaglandinas.
Las prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) y leucotrienos (LTs) se denominan
genéricamente eicosanoides (palabra derivada del griego eicosa = 20). Son acidos
grasos de 20-C sintetizados por las células animales a partir de acidos grasos
esenciales poliinsaturados (AGEPI) de la familia del acido linoleico (LA), del alfa-
linoleico (LAA), 6 del acido araquidonico (AA).
Los AGEPI pueden ser metabolizados por dos vias (Figura 11):
e Via metabdlica ciclica: origina la formacion de PGs y TXs (prostanoides 6
eicosanoides ciclicos)
e Via metabdlica lineal: - leucotrienos, lipoxinas y HPETESs a partir de la

lipoxigenasa.

- epoxidos si la reaccion es catalizada por epoxigenasas

como la citocromo P-450.
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Figura 11. Sintesis de prostaglandians




Las prostaglandinas poseen el esqueleto basico del acido prostanoico, moiécula
hipotética de 20 atomos de carbono formando un anillo ciclopentano dos cadenas
laterales. Las distintas sustituciones del ciclopentano permite que las prostaglandinas
se identifiquen con letras del alfabeto: A, B, C, D, F, Gy H.

Durante el curso de reacciones especificas que ocurren en las células de los
mamiferos, los precursores lipidicos que normalmente permanecen almacenados en
estructuras celulares membranosas, pueden liberarse ante estimulos apropiados y sufrir
entonces complejos procesos de metabolismo oxidativo que originan los mediadores
lipidicos, biolégicamente activos.

Para la liberacion del acido araquidonico pueden plantearse tres mecanismos
principales que intervienen en la liberacion de AA:

1- asociado con PLA2 (fosfolipasa Az), que libera araquidonato y deja un residuo de
lisofofolipido.

2- implica la accion secuencial de una PI-PLC (fosfoinositol-fosfolipasa C) mas
digliceridolipasas (DGL) que genera AA y mono-acil-glicerol.

3- intervencion de PI -PLC especifica mas DGL y digliceridocinas (DGC), fosfato

inorganico y ATP (Gimeno y col. 1985).

Una vez liberados, los acidos grasos pueden sufrir distintos procesos: beta-oxidacion,
elongacion de la cadena, reincorporacion de los acidos grasos a los fosfolipidos,
autooxidacion (formacion de hidroperoxidos de acidos grasos insaturados) 6 entrar en
una cascada de reacciones en la cual el acido araquidénico libre es metabolizado

principalmente por dos vias : Ciclica 6 Lineal



Las prostaglandinas y los tromboxanos se sintetizan por la via ciclica.

41. La ciclooxigenasa.

La PGH (sintetasa de prostaglandina H) 6 ciclooxigenasa (COX) es una glicoproteina
bifuncional que cataliza la biosintesis de PGH,, un precursor de prostagiandinas,
prostaciclina ( PGI; ) y tromboxano A;.

Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en células y tejidos de mamiferos
(menos en eritrocitos y linfocitos) y se encarga de las transformaciones de los acidos
grasos por la llamada via metabdlica ciclica. Existe como homodimero, cada subunidad
con un peso molecular de 70 kDa. Posee dos actividades enzimaticas:

- ciclooxigenasa la cual adiciona oxigeno al AA para formar PGG;

- peroxidasa la cual reduce PGG; a PGH>.

Ambas actividades enzimaticas requieren hemo (Keneth y col.).

Aunque la distribucién de la COX es muy amplia, la transformacién enzimatica de los
endoperoxidos en prostanoides varia considerablemente en los distintos tejidos y tipos
celulares. PGH; es suceptible de numerosas transformaciones enzimaticas y quimicas
siendo sustrato de enzimas especificas de distintos tejidos, formandose los productos
caracteristicos de cada uno de ellos. (Gimeno y col.)

La COX, reporta dos isoformas: (Liny col. 1989, Tsai y col.1990)

1) constitutiva ( COX-1).

2) inducible ( COX-2 ). Se expresa en células endoteliales y macréfagos luego de la

estimulacién con LPS o algunas citoquinas (Salvemini y col. 1993)



Los endoperéxidos labiles, especificamente el PGH2, son rapidamente transformados
en prostanoides con competencia biolégica, por la accién de enzimas citoplasmaticas
especificas, 0 por un mecanismo no enzimatico.
e PGF,, se sintetiza por reduccion de PGH; y , en ciertos tejidos, PGE; también
puede ser convertida en PGF2, por la 9-ceto-reductasa, en una reaccion reversible.
e PGE; se forma a partir de la prostaglandina E sintetasa, una enzima unida a
membrana, en dos pasos: - isomerizaciéon del endoperdxido

- reduccion
e PGD se forma a partir de la prostaglandina D sintetasa, una enzima citosélica. Dos 6
tres proteinas catalizan la conversion. La principal enzima implicada es la 11-

cetoisomerasa. Ambas enzimas requieren glutation como cofactor.



HIPOTESIS DE TRABAJO:

El conocimiento actual acerca de la prefiez y la reabsorcion embrionaria nos permite

detallar los antecedentes mas destacados como punto de partida para elaborar la

hipétesis de trabajo.

Las infecciones bacterianas constituyen una reconocida causa de la pedida fetal

tanto en animales como en humanos.

En los mamiferos, la sobrevivencia del feto esta influenciada por el sistema inmune

materno.

Se ha utilizado la cruza de ratones CBA/J con DBA/2, con alta reabsorcion
espontanea, para estudiar la perdida embrionaria temprana ( Clark D A, McDermott

MR, Szewczuk MR Cell. Immunol. 52, 106, 1980).

La tasa de reabsorcion puede ser incrementada si los ratones prefiados son tratados
RNAs doble cadena que inducen la produccion de interferon y aumentan la actividad
de las células NK y macrofagos (de Fougerolies AR, Baines MG. J Reprod Immuno.

19, 28, 1989).

Las células NK y los macréfagos infiltran los embriones reabsorbidos antes de su

pérdida ( Gendrom RL, Baines MG. Cell.Immunol 113: 261, 1988)



e EI NO producido por la iNOS de los macrofagos es capaz de mediar el dafio a los
embriones en crecimiento ( Haddad EK, Duclos AJ and Baines MG. J.Exp.Med 182:

1143, 1995)

e EILPS es capaz de disparar senales para la induccion de los macréfagos ( Ding AH,
Nathan CF and Stuehr DJ. J.Immunol 141: 2407,1988) y de aumentar la produccion
de NO en diversos tejidos (Moncada S; Palmer RMJ and Higgs EA.

Pharmacological Reviews 43: 109, 1991)

En este contexto, la hipdtesis y los objetivos de este trabajo se circunscriben a:

Hipotesis general: El 6xido nitrico participa de la reabsorcién embrionaria inducida por

LPS en raton.

Objetivos

1) Establecer un modelo de reabsorcion embrionaria en raton inducido por LPS.

2) Estudiar si el NO esta involucrado en este modelo.

3) Determinar que isoformas de la NOsintasa participan en la reabsorcidon embrionaria

inducida por LPS.
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4) Investigar la posible interaccion entre el NO y las PGs como posible mecanismo de

accion en la la reabsorcion embrionaria inducida por LPS.

5) Investigar si la nitracién proteica participa en la reabsorcién embrionaria inducida

por LPS.



——\ Materiales

y Métodos



Materiales

1. Drogas y quimicos

Los siguientes reactivos: LPS de Escherichia coli 05: B55, Aminoguanidina, Nitrato
Reductasa, Lactato Deshidrogenasa, anticuerpos secundarios conjugados a
Fosfatasa Alcalina, membranas de nitrocelulosa y PMYR fueron comprados a Sigma
Chemical Co. (St. Louis, USA). La ('*C)-arginina fue suministrada por Amersham
Corporation (Arlington Heights, Il, USA). La resina de intercambio catiénico Dowex
AG 50W-X8 fue obtenida de Laboratorios Bio-Rad (Tecnolab SA, Buenos Aires). Los
reactivos para western blot fueron suministradas por Sigma y Bio-Rad. E! anticuerpo
anti-iINOS fue obtenido de Santa Cruz Biotechnology (California, USA). Los
anticuerpos anti-eNOS y anti-nNOS y los controles positivos para las isoformas de la
NOS fueron obtenidos de BD Transduction Laboratories (USA);E! kit CSA/HRP y los
sueros pre-inmunes para inmunohistoquimica fueron comprados a DAKO
Corporation (California, USA). Todos los otros reactivos fueron de grado analitico.
2. Animales

Hembras BALB/c virgenes de 8 a 12 semanas de edad fueron apareadas con
machos BALB/c fértiles de de 8 a 24 semanas de edad. El dia en que se encontrd
tapon vaginal fue designado dia O de prefez. Los animales se mantuvieron bajo un
régimen de 12 hs luz/ 12 hs oscuridad, temperatura constante, alimento y agua ad
libitum. Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.

Materiales

1. Experimentos

Se realizé la siguiente serie de experimentos:
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1.1. Experimento 1: Efecto de AG en la reabsorcién embrionaria
inducida por LPS

Las hembras prefadas fueron divididas en 4 grupos:

Control: hembras que solo fueron inyectadas con vehiculo (PBS)
intraperitoneal (i.p.) en los dias 6 y 7 de prefiez.

AG: hembras que fueron inyectadas con AG 6 mg/ratén i.p. en el dia 6 (9
AM.) de prefiez. En el dia 7 (9 A.M.) fueron inyectadas con AG 6 mg/raton
i.p., Y 4 hs mas tarde se les administro otra dosis de AG 6 mg/ raténi.p..

LPS: hembras que fueron inyectadas con PBS i.p. en el dia6 (3 AM.) de
prefiez. En el dia 7 (9 A.M.) fueron inyectadas con LPS 0.5 ug/gi.p. y 4 hs
mas tarde fueron inyectadas con PBS i.p.

LPS+AG: hembras que fueron inyectadas con AG 6 mg/ratdén i.p. en el dia6 (9
A.M.) de prefiez. En el dia 7 (9 A.M.) fueron inyectadas con LPS 0.5 ug/gi.p. +
AG 6 mg/ratén i.p., y 4 hs mas tarde se les administr6 otra dosis de AG 6 mg/

ratén i.p..

Los animales fueron sacrificados en los dias 8 y 12 de prefez y el porcentaje
de reabsorcién embrionaria fue calculado de la formula:

100 X embriones reabsorbidos / (embriones viables + embriones
reabsorbidos)

Se utilizaron 8 animales por grupo (n=8) en este experimento.
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1.2.  Experimento 2: Efecto de LPS en la produccion de NO3 +NO;

Hembras en el dia 7 de prefez fueron inyectadas con vehiculo (PBS) 6 LPS 0.5 ug/g.
Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical alas 0, 2, 6, 12 y 24hs post-
inyeccion. En cada sitio de implantacion se separo utero de decidua. Los uteros y
deciduas se incubaron 24hs para la medicion de NO como NO3+NO; en el
sobrenadante. Se utilizaron 6 animales (n=6) para cada uno de ios puntos temporales

indicados en este experimento.

1.3. Experimento 3: Histologia, inmunodeteccion de las isoformas de la NOS, CD14y
Nitrotirosina, medicién de la actividad NOS, medicion de la produccion de
prostaglandinas

Las hembras prefnadas fueron divididas en los mismos 4 grupos que se describen en el
Experimento 1, pero en este caso los animales fueron sacrificados 6 hs luego de la
inyeccion de LPS. En cada sitio de implantacién, se separé utero de decidua y fueron
inmediatamente congelados a —70°C. Estos tejidos fueron utilizados para medir la
actividad de la NOS, liberacion de prostaglandinas y para la deteccion de iNOS, eNOS,
nNOS, CD14 y Nitrotirosina por western blot. Sitios de implantacion frescos recién
removidos de los mismos animales fueron fijados en paraformaldehido 4% para la
deteccion de iINOS, eNOS, nNOS, CD14 y Nitrotirosina por inmunohistoquimica y para
la tincion con hematoxilina-eosina.

Se utilizaron 6 animales (n=6) por grupo en este experimento.

Se estudio el efecto de AG sobre la infiltracion leucocitaria inducida por LPS. Para ello,

en secciones tenidas con hematoxilina de los 4 grupos, se calcul6 la densidad de
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leucocitos contando en 10 campos (objetivo 1000 x) tomados de la decidua mesometrial
de cada sitio de implantacidon. Se utilizaron 10 animales por tratamiento (n=10), y se
seleccionaron al azar 3 sitio de implantacién de cada animal para el estudio.

Ademas se realizé la tincidon con hematoxilina-eosina de los sitios provenientes de
animales tratados con LPS o vehiculo (PBS) y sacrificados a las 24hs post-inyeccion.
Los granulocitos, macrofagos y células LGL fueron reconocidos por su morfologia. Los
macrofagos y granulocitos fueron CD14 positivos, mientras que la presencia de células
LGL fue confirmada por tincion con PAS.

También se detectaron las isoformas de la NOS en provenientes de animales tratados

con LPS o vehiculo (PBS) y sacrificados a las 24hs post-inyeccion.

2. Técnicas

2.1. Cultivo de sitios de implantacion

Los uteros y deciduas fueron pesados y cultivados individualmente en placas de 24
pozos conteniendo 330ul de DMEM (GIBCO) suplementado con 10% de FCS (GIBCO)
y antibiéticos (Penicilina G 20 U/ml, Estreptomicina 20ug/ml, Amphotericina B 50 ng/ml,
GIBCO). Los explantes fueron cultivados 24 hs en estufa gaseada (5% CO-) a 37°C. Se

recuperaron los sobrenadantes para la medicion de NO3; +NO.

2.2.  Mediciéon de NO3 +NO2
El NO producido por los tejidos se acumula como nitrato (NO3) y nitrito (NO2) en el

sobrenadante de cultivo. El reactivo de Greiss reacciona solo con el nitrito, por lo tanto
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para estimar la produccién total de NO es necesario reducir el nitrato a nitrito utilizando
Nitrato Reductasa enzima dependiente de NADPH. Luego hay que oxidar el NADPH
utilizando Lactato Deshidrogenasa pues inhibe la reaccion de Greiss.

Se utilizo la técnica descripta por Grisham y col (Grisham et al., 1996).

Brevemente: 100 ul de sobrenadante se incubaron con 5 ul de NADPH 2 mM y 5 ul de
Nitrato Reductasa de Aspergillus 10 Ul/ml en agitacién constante y temperatura
ambiente por 30 min. . Luego se agregaron 10 ul de Acido pirGvico 100 mM y 10 ul de
Lactato Deshidrogenasa 1000 U/ml y se incubé 10 min en agitacién constante. Se
agregaron 50 ul de Acido Sulfanilico (10 mg/ml) y se incubé 10 min a temperatura
ambiente y agitacion constante. Se agregaron 50 ul de Naftil-etilendiamina (NEDA)
(1mg/ml) y se incub6 5 min en oscuridad y agitacion constante. El producto coloreado
se leyd a 540 nm, y se le resto la absorcidn inespecifica a 670 nm. La concentacion de
NO3+NO, se deduce de una curva standard de nitrato. Se expresan los resultados

como: uM/100 mg de peso humedo.

2.3. Medicién de la actividad NOS
Se midioé la actividad Oxido Nitrico Sintetasa (NOS) mediante una modificacién del

método de Bredt y Snyder (1989), que mide la conversion de ('“C)-arginina en (“C)-
citrulina, ya que la citrulina permanece en la muestra mientras que las cantidades
equimolares de NO son rapidamente destruidas. Se midié la actividad NOS total sin
discriminar entre las distintas isoformas ya que se utilizo exceso de Ca?*.

Brevemente: Los tejidos se incubaron a 37°C en buffer conteniendo Hepes 20 mM, 10

uM (14C)-arginina (0.3 uCi), valina 25 mM, DTT 1 mM, CI2Ca0.45mMy 1 mM
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NADPH. La valina inhibe la conversion de L-arginina en L-citrulina por las arginasas, lo
cual aumenta la especificidad del ensayo. Luego de 15 min de incubacion las muestras
fueron homogenizadas. Las muestras se centrifugaron por 10 min a 3000 g y luego
fueron aplicadas sobre 1 mi de columna DOWEX AG50W-X8 (Na+form) y la (14C)-
citrulina fue eluida con 3 ml de agua destilada. La radioactividad fue medida en
contador de centelleo liquido. La actividad enzimatica es reportada en pmol (14C)-

citrulline (15 min)-1 (100 mg)-1 peso humedo.

2.4, Western blot

Las muestras se homogeinizaron en homogeinizador Ultra-Turrax a 4°C en 4
volumenes de Tris Buffer 20 mM ph 7.4 conteniendo: aprotinina 2 ug/ml, leupeptina 50
ug/mi, benzamidina 1 mg/ml, acido caproico 1 mg/ml, Soybean Tripsinogen Inhibitor 0.1
mg/ml y EDTA 1 mM. Luego se sonicaron las muestras. Luego se centrifugd a 3000
rpm por 10 min para precipitar restos de tejido, se recuperaron los sobrenadantes y se
guardaron a -70 C hasta uso. Cada punto representa material de un pool de 6
animales. Se siembraron también controles positivos. Membrana de célula endotelial
humana fue usada para la eNOS, lisado de cerebelo de rata fue usado para la nNOS,
lisado de macréfagos de raton fue usado para la iINOS (BD Transduction Laboratories,
USA). Se midio la concentracion proteica por Bradford. Se sembraron en cada carril 100
ug de proteina; para ello se medié la concentracion proteica de las muestras por
método de Bradford. Previamente se reducen las muestras agregando 5% 2-
Mercaptoetanol y calentando a 100 °C por 5 min. Se corrieron las muestras en gel de

poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Se corri6é a 30V en gel concentrador 4% y a
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100V en gel separador 7.5%. Luego se electrotransfirié a 100V, 1.5 hs a 4°C.

Se bloqueron los sitios inespecificos incubando 1 h en agitacién constante con leche
descremada 5% en TTBS. Se escurrio la solucion de bloqueo y se agregé el primer
anticuerpo: iINOS(1:250 en TBS) policlonal rabbit Santa Cruz Biotechnology, eNOS vy
nNOS (1:1000 en TBS) monoclonales BD Transduction Laboratories. Se incubé OVN a
4°C. Se realizron 3 lavados de 10 min con TTBS. Se agregé el 2° anticuerpo: anti-
mouse (1:10000) 6 anti-rabbit (1:20000) conjugado a Fosfatasa Alcalina (SIGMA).Se
incuba 1h a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 10 min con TTBS. Se
reveld utilizando BCIP/NBT(SIGMA) en oscuridad y agitacion por 10 min. Se corta la
reaccion con agua destilada.

Para la deteccion de CD-14 se utlizé la técnica de western blot por quimioluminiscencia.
Para ello utilizé anti-CD14 (1:1000 en TBS) policlonal rabbit Santa Cruz Biotechnology.
Se utiliz6 como segundo anticuerpo anti-rabbit acoplado a Peroxidasa (1: 40000). Se
revelo utilizando los reactivos 1 y 2 de quimioluminiscencia.

Se mide el RF de la banda y se calcula el peso molecular utilizando los standards de
peso molecular. Se midi6 la intensidad de la banda (Pixeles?). Estos analisis se

realizaron con el programa SIGMAGEL. (SIGMA).

2.5. Inmunohistoquimica

Se diseccionaron los uteros, se los cortd en trozos de 2-3 sitios de implantacion y se los
fij6 en solucion de paraformaldehido 4% OVN a 4°C. Se deshidrataron los tejidos en
gradiente creciente de alcoholes y se los incluyo en parafina. Se realizaron cortes de

4uM con micrétomo. Se seleccionaron los cortes que pasan por el centro del sitio de
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implantacion. Se montaron los cortes en portaobjetos silarizados. Para la realizacidn de
la técnica se utilizo el kit CSA/HRP (DAKO, USA). Brevemente. Se incubaron los cortes
con Perdxido de Hidrogeno 0.5% en agua destilada por 15 min. Luego se incubd con
Buffer de Bloqueo 50 min. Se escurri6 y se agregé el anticuerpo primario: iNOS y CD14
policlonales conejo Santa Cruz Biotechnology (1:200 en TBS), eNOS y nNOS
monoclonalesTransduction Laboratories (1:1000 en TBS).

Para detectar el dafo oxidativo producido por el anién peroxinitrito se realizé6 una
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti-nitrotirosina (SIGMA; 1:1000).

Se incubé 24hs a 4°C. Se llevo a temperatura ambiente durante 30 min. Se agregé el
anticuerpo secundario: anti-rabbit link o anti-mouse link biotinilados y se incubo 15 min.
Se adiciond el complejo Streptoavidina-biotina y se incubé 15 min. Se agregd el reactivo
de amplificacion Biotinil-tiramida y se incubdé 15 min. Se agreg6é Streptoavidina —
Peroxidasa y se incubd 15 min. Luego de cada incubacion se realizaron 3 lavados de 5
min en TTBS. Se aplicd la diaminobenzidina y se corta la reaccién con agua destilada
cuando se obtiene marca deseada (5 min).

Se realiz6 una coloraciéon con hematoxilina durante 15 segundos. Se deshidraté y se
montdé en PMYR. Como control negativo se incubaron secciones sin anticuerpo primario

o con IgG de conejo y ratdn no inmunizado.

2.6. RIA de Prostaglandinas
La sintesis de PGE2 y PGF2ara €n  uteros y decidua se determina por la técnica de

radioinmunoanalisis (RIA) con anticuerpo especifico.
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Los tejidos se colocan en 2 mi de medio Krebs-Ringer-Bicarbonato, se pesan y se
incuban durante 1hs a 37°C en atmésfera de carbdgeno. El pH del medio se mantuvo
en 7.4 con gaseado constante de carbégeno.

Luego se acidifica con 3 gotas de HCI 1N y se adiciona 1 ml acetato de etilo a cada
muestra. De esta forma se extraen las prostaglandinas a la fase organica. Se realizan
dos lavados mediante el agregado de 1 ml de acetato de etilo. Posteriormente el
extracto se seca en estufa de vacio y las muestras se guardan a 4°C hasta su posterior
utilizacion.

Se realiza una curva con el standard especifico de cada PGs. Se utilizan 100ul de
muestra para su cuantificacién incubando 30 minutos con el antisuero especifico de
cada prostanoide y una hora mas con la PG tritiada correspondiente. La separacion se
realiza por el agregado de carbon-dextran. Se vuelca el sobrenadante de estos tubos
en los viales ya preparados con liquido de centelieo y se cuenta la radioactividad en
contador de centelleo Beckman. Los resultados se expresan como pg Pgs / mg de peso

humedo.

2.7. Estadistica

La significacién estadistica fue determinada por anadlisis de la varianza (ANOVA),
seguido de comparaciones multiples por el test de Student-Newman-Keuls. Las
diferencias con p<0.05 fueron consideradas significativas. Los resultados fueron

expresados como la media + el error estandar de la media (SEM).
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——"\ Resultados



Resultados:

1. Establecimiento de un modelo de reabsorcién embrionaria inducida por LPS

Para establecer un modelo de reabsorcion embrionaria murino se estudié el efecto del
tratamiento con LPS (0,5 ug/g) en animales prefiados de 7 dias.

Hembras Balb/c fueron apareadas con machos de la misma cepa. Se designé dia 0 de
prefez al dia en que se encontr6 tapon vaginal.

La inyeccion i.p. de LPS (0.5 ug/g) a hembras en el dia 7 de prefiez produjo a las 24 hs
un 100 % de reabsorcion embrionaria (Tabla 1).

Estos resultados mostraron que los sitios de implantacion al dia 7 de prefiez son
extremadamente reactivos frente al LPS, ya que una dosis de LPS (0.5 ug/g) que no
compromete la vida de la madre es capaz de desencadenar la reabsorcion. Esta dosis
produce efectos sistemicos en la madre (diarrea, piloereccion, postura agachada) pero
en ningun caso fue mortal, y el efecto de LPS sobre las madres desaparecio 24 hs
luego del tratamiento.

La totalidad de los sitios de implantacién fueron expulsados por la madre en el dia 9 de
gestacion (48 hs post-inyeccion de LPS). No se observo evidencia alguna de gestaciéon

en estos animales en el dia 12 de gestacion (Tabla 1).
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Tratamiento N° animales que N° sitios de Porcentaje
expulsan embriones implantacion reabsorcion
el dia 9
Control
t: dia 8 - 1M+:1 0
- n=12
AG
t:dia 8 - 10.0 £ 0.6 0
n=12
LPS
t: dia 8 - 9.9+04 100 {c)
n=12
LPS+AG
t: dia 8 - 10.4 £ 0.6 41.6%£14.1 (d)
n=12
+: dia 12 0 11.4%0.2 10.8+2.3
n=12
. n=12
" LPS
t: dia 12 12 0 (a) 100 (e)
n=12
| h?‘ s A
t: dia 12 5 6.6 £1.7 (b) 51.9+14.0 ()
n=8

Tabla 1. Efecto de AG sobre la reabsorcion embrionaria inducida por LPS. Hembras Balb/c prefiadas

fueron inyectadas con PBS, AG, LPS 6 LPS+AG y sacrificadas el dia 8 6 12 de prefiez (ver Experimento

1 de Materiales y Métodos). Se evaluo e porcentaje de reabsorcion como: 100 X embriones reabsorbidos

/ (embriones viables + embriones reabsorbidos).

a: p<0.001 vs Control dia 12; b: p<0.001 vs LPS dia 12; c: p<0.001 vs Control dia 8; d: p<0.001 vs LPS

dia 8; e: p<0.001 vs Control dia 12; f: p<0.001 vs LPS dia 12.
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1.1 Estudios histolégicos

Se realizaron cortes histoldgicos de los sitios provenientes de animales controles
prefiados de 8 dias y en los tratados con LPS a las 24 hs post-inyeccidn. Los cortes se
tineron con hematoxilina-eosina para observar la morfologia.

En los animales control en el dia 8 de prefiez se observd el embridn, el trofoblasto y la
decidua con abundantes lagunas (Figura 1.a).

En los animales tratados con LPS el dia 7 de prefiez se observg, al dia 8, que la
decidua cercana al embridon estaba totalmente necrosada detectandose soélo restos
celulares (Figura 1b y c). Esta zona de la decidua esta unida al utero por una pequena
porcién de tejido, y es expulsada en el dia 9 (Figura 1b). Se observé también otra zona
de la decidua, unida al utero, que esta altamente infiltrada por granulocitos y células
LGL (Figura 1d). Los granulocitos y las células LGL probablemente dirijan la expulsion

de la decidua necrosada, la fibrindlisis y la regeneracion del tejido.



Figura 1. Efecto de LPS en los sitios de implantacion a las 24 hs. El protocolo

corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BALB/c fueron
inyectadas con LPS 0.5 ugfg 6 PBS vy sacrificadas 24 hs mas tarde. Cortes de los sitios
de implantacion fueron tefidos con hematoxilina-eosina. En los animales control (a)
(dia 8 de prefiez) se observa el embrion, trofoblasto y abundantes lagunas deciduales.
En los animales tratados con LPS (b) se observa un avanzado grado de reabsorcion.
En la decidua de los animales tratados con LPS se distinguen 2 zonas: una decidua
necrética (c¢) donde soélo se observan restos celulares, y una decidua altamente
infiltrada por granulocitos y células LGL (d) que permanece pegada al (tero. ut Gtero,
em embrion, m decidua mesometrial, am: decidua antimesometrial, nd decidua
necrética, id: decidua infiltrada, cb: restos celulares, gr. granulocitos, LGL: Linfocitos

Grandes Granulares. Las barras de escala representan 380 um {a,b)y 50 um (c.d).

68




2. Efecto de LPS en la produccion de NO3+NO2

Se caracterizé la produccion de NO de los uteros y deciduas de los animales control
(prenados de 7 dias) y los animales inyectados con LPS. Para ello los tejidos fueron
cultivados por 24 hs en DMEM + SFB 10%. En los sobrenadantes se midié la
produccion de NO como NO2+NO3 mediante reactivo de Greiss.

En la decidua de los animales control se observo una baja produccién de NO alas Oy
2 hs post-inyeccion de vehiculo (PBS) (Figura 2.a). La produccion de NO aumenté a las
6 hs y permanecio elevada aun a las 24 hs post-inyeccion (p<0.05) (Figura 2.a). Esto
sugiere la posible existencia de un incremento fisiolégico de la produccién de NO
durante el dia 7 de prefiez.

En la decidua, el LPS produjo un aumento significativo en la produccién de NO a las 2
(p<0.05), 6 (p<0.05) y 12 hs (p<0.05) post-inyeccién (Figura 2.a), siendo maxima a las 6
hs. Sin embargo, a las 24 hs post-inyeccion de LPS, la produccion de NO fue
indetectable y por lo tanto menor que el control (p<0.05). Esto podria deberse a la
necrosis total del tejido (Figura 1b y c).

En los animales control no se observaron variaciones en la produccion uterina de NO
durante los dias 7 y 8 de prefiez (Figura 2b). El LPS produjo un aumento significativo en
la produccion uterina de NO a las 6 (p<0.05), 12 (p<0.05) y 24 hs (p<0.05) post-

inyeccién, siendo maxima a las 6 hs (Figura 2b).
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Figura 2. Curva temporal de produccion de NO3+NO2 en explantes de decidua (a) y utero (b) de
animales de animales inyectados con PBS (0; n = 6) or LPS (e; n = 6). Los valores son expresados como
media + SEM (n=6). El protocolo corresponnde al Experimento 2 de Materiales y Métodos. Hembras
Balb/c fueron sacrificadas a distintos tiempos luego de la inyeccion de LPS o PBS. En cada sitio de
implantacion se separd utero de decidua y se los incubd 24 hs. En los sobrenadantes se determing la
concentracion de NO;+NO, por Greiss. (a) a,b,c,d: p<0.05 vs DEC CTRL. e,f,g: p<0.05 vs DEC CTRL 0
hs. (b) a,b,c: p<0.05 vs UT CTRL.
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3. Efecto de AG en la reabsorcion embrionaria inducida por LPS

ElI LPS aumenta la produccion de NO en este modelo de reabsorciéon embrionaria tanto
en decidua como en utero (Figura 1). El NO producido puede jugar un rol citotoxico
importante en la reabsorcion embrionaria, como ya se ha descripto en otros tejidos.
Para probar esta hipétesis se estudié el efecto de AG, inhibidor de la enzima iNOS,
sobre la reabsorcion.

La AG, administrada en tres dosis de 6mg/raton, inhibié parcialmente la reabsorcion
embrionaria inducida por LPS estudiada en los dias 8 y 12 de prefiez (Dia 8 LPS: 100%
vs LPS+AG:41.6 + 14.1%, p<0.001; Dia 12 LPS: 100% vs LPS + AG: 51.9 + 14.0 %,
p<0.001) (Tabla 1). Esto sugiere la participacién del NO en el proceso de reabsorcion
embrionaria inducido por LPS.

La morfologia de los embriones que fueron rescatados de la reabsorcion es normal, y
también el peso de sus placentas (no mostrado). Las hembras tratadas con LPS y AG
continian con su prefiez, el parto se produce igual que en los animales controles, a los
19 dias de prefez. Se produce el nacimiento de un numero menor de crias vivas con
peso igual a los controles.

En los animales controles se observé una reabsorcién embrionaria de 12%, cuando se
los estudia el dia 12 de prefiez. La AG, en los animales control, no tuvo efecto sobre el
porcentaje de reabsorcién embrionaria o el nimero de sitios de implantacion (Tabla 1).
Tampoco tuvo efecto alguno sobre el tamaiio y la morfologia de los embriones o el peso

de la placenta (no mostrado). Todas estas hembras parieron fetos normales y vivos.
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4. Estudio histolégico de los distintos tratamientos

Con el objetivo de establecer si al tiempo de maxima produccién de NO (6hs post
inyeccion de LPS) hay alguna diferencia histologica en los tratamientos estudiados se
realizé un analisis histolégico con hematoxilina-eosina.

En los animales control se observaron grandes lagunas en la decidua mesometrial
(Figura 3ay c).

El LPS produjo a las 6 hs post-inyeccion alta fibrindlisis (degradacién de la matriz
extracelular) e infiltracién leucocitaria de la decidua mesometrial (Figura 3e y g). Los
elementos infiltrados fueron identificados como macréfagos, granulocitos y linfocitos por
sus caracteristicas morfologicas. Los macréfagos y neutrofilos también fueron
identificados por ser CD14 positivos (Figura 18 d inserto).

Los leucocitos totales infiltrados fueron contados en la decidua mesometrial (Tabla 2),
el tratamiento con LPS produjo un dramatico incremento de la infiltracion leucocitaria de
la decidua.

La administracion de AG inhibié significativamente la infiltracion leucocitaria inducida
por LPS (p<0.05) (Tabla 2, Figura 3 f y h), lo cual podria explicar, al menos en parte, el
efecto inhibitorio de AG sobre la reabsorcion embrionaria.

En los animales controles se observaron escasos leucocitos, solo estaban presentes en
las lagunas sanguineas deciduales. La AG en estos animales no modificé el niumero de

leucocitos infiltrados, ni produjo ningun cambio morfolégico apreciable (Figura 3b y d).



Figura 3. Histologia de los distintos tratamientos. El protocolo corresponde al
Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/c en los dias 6-7 de prefiez son
inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y sacrificadas 6 hs luego de la inyeccién de
LPS. Los sitios de implantacion son fijados, cortados y tefiidos con hematoxilina-eosina.
(a) Observacién a bajo aumento de un sitio control. Se detectan grandes lagunas en la
decidua mesometrial. (b) Observacion a bajo aumento de un sitio del tratamiento AG, la
morfologia es similar al control. (c) y (d) son detalles de las lagunas deciduales de los
animales control y AG respectivamente. (e,g) EI LPS produce alta fibrindlisis e
infiltracion de la decidua mesometrial. Los infiltrados fueron identificados como
granulocitos y macrofgos. (f,h) Se muestra un sitio donde la AG inhibi6 la infiltracion y la
fibrindlisis inducida por LPS. m: decidua mesometrial, am: decidua antimesometrial, lac:
laguna, rc: glébulo rojo, fib: fibrindlisis, gr: granulocito, mac: macréfago. Las barras de

escala representan 200 um (a,b), 100 um (c,d), 160 um (e,f) y 80 um (g,h).
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Tratamiento N° sitios de implantacion N° jeucocitos/campo
analizados

Control 30 6.11+1.8

n=10 e
AG 30 58+1.5

n=10 .
LPS 30 71.8 £ 9.3 (a)
n=t%0¢ |

LPS+AG 30 31.7+£12.8 (b)
n=10

Tabla 2. Efecto de AG en la infiltracién leucocitaria inducida por LPS

Hembras Balb/c prefiadas fueron inyectadas con PBS, AG, LPS 6 LPS+AG y sacrificadas 6 hs luego de
la inyeccion de LPS. Los sitios de implantacion fueron fijados, cortados y tefiidos con hematoxilina-eosina
(ver Experimento 3 de Materiales y Métodos). Se calculd la densidad de leucocitos contando en 10
campos (objetivo 1000 x) tomados de la decidua mesometrial de cada sitio de implantacion. Se utilizaron
10 animales por tratamiento (n=10), y se seleccionaron al azar 3 sitios de implantacion de cada animal
para el estudio.

a: p<0.01vs Control; b: p<0.05 vs LPS



5. Inmunodeteccion de las isoformas de la NOS

5.1 Deteccion de las isoformas a las 6h post-inyeccion de LPS

Los resultados sugieren un papel del NO en la reabsorcidon embrionaria producida por
LPS. Por lo tanto fue de interés estudiar las isoformas de la NOS involucradas en este
proceso.

Se trabajo con los animales prefiados 7 dias, 6 hs después de la administracion de
LPS, momento de maxima producciéon de NO.

Se detecto por la técnica western blot, que el LPS produjo un considerable aumento en
la expresion de la isoforma iNOS tanto en utero como en decidua (p<0.05) (Figura 4a y
b).

Sorprendentemente, el LPS también aumentd la expresion de la isoforma nNOS en
decidua (p<0.05). En utero no se observaron cambios en la expresion de la isoforma
nNOS ( Figura 4cy d).

El LPS no fue capaz de modificar la expresion de la isoforma eNOS ni en utero ni en
decidua (Figura 4e y f).

El tratamiento con AG no afecto la expresion de ninguna de las isoformas de la NOS en
los animales control (Figuras 4b, d y f). La AG tampoco fue capaz de modificar la
expresion de la NOS en los animales tratados con LPS en ninguno de los tejidos
estudiados. Esto indica que la inhibicidén de la infiltracién y la fibrindlisis producida por

AG no es acompariada por una inhibicidon en la expresion de las isoformas de la NOS.
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La localizacion de las isoformas de la NOS en utero y decidua se realizoé por medio de
la técnica de inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos especificos. Como, por
western blot, no se observd modificaciones en la expresion de las isoformas de la NOS
con el tratamiento con AG, no se realizd inmuhistoquimica de los tratamientos AG y
LPS+AG. Solamente se procesd por inmunohistoquimica a los tratamientos control y
LPS.

En los animales control (dia 7 de prefiez) se observo una leve marca para la isoforma
iINOS en las células deciduales y en las células miometriales (Figura 5a, cy e). El LPS
produjo un considerable aumento en la expresion de la isoforma iINOS en células de la
decidua antimesometrial (Figura 5b y d) y en células miometriales (Figura 5f). Se
observo también en la decidua mesometrial una elevada fibrindlisis e infiltracidn por
macroéfagos y granulocitos que mostraron marca positiva para iNOS (Figura 5h).

Los animales control (dia 7 de prefez) mostraron marca moderada para la isoforma
nNOS en las células deciduales. La marca fue minima en utero (Figura 6e y g). EI LPS
provocé un marcado aumento en la expresion de la isoforma nNOS en las células
deciduales pero no en utero (Figura 6f y h). Esta observacion concuerda con los
resultados obtenidos por la técnica de western blot.

Se detecto la presencia de la isoforma eNOS en el endotelio de las lagunas deciduales
y de los vasos sanguineos uterinos, tanto en los animales control como los tratados con
LPS (Figura 6a y b). No se encontraron diferencias en la marca para eNOS entre los
animales control y los inyectados con LPS (Figura 6¢ y d) ni en utero ni en decidua.
Nuevamente este resultado concuerda con o encontrado en los estudios por la técnica

de western blot.
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Figura 4. Deteccion de las isoformas iNOS (a), nNOS (c) y eNOS (e) por western blot. Ei protocolo
corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/c en los dias 6-7 de prefiez son
inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y sacrificadas 6 hs luego de la inyeccion de LPS. Homogenatos
de decidua y utero de los distintos tratamientos fueron procesados por esta técnica. Cada punto
representa un pool de 6 animales. Controles positivos: lisado de macrofago murino para iNOS, lisado de
pituitaria de rata para nNOS y lisado de células endoteliales humanas para eNOS. El analisis
densitométrico de las bandas obtenidas para iNOS (b), nNOS (d) y eNOS (f) se realiz6 con el programa
Sigma Gel. Se graficaron como unidades densitomeétricas arbitrarias respecto al tratamiento Ctrl dec.

Cada barra corresponde a la media de 3 poois distintos de 6 animales cada uno. *p<0.05 vs Ctrl.

79



Figura 5. Inmunolocalizacion de iNOS en sitios de implantacion murinos de
animales control e inyectados con LPS. Hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez son
inyectadas con LPS 0.5 ug/g sacrificadas 6 hs mas tarde (Experimento 3 de Materiales
y Métodos). Las secciones fueron procesadas por la técnica de inmunoperoxidasa
utilizando anticuerpo anti-iINOS. (a) En la decidua se observa marca moderada para
iINOS. (b) En la decidua de los animales tratados con LPS se observa una fuerte y
localizada marca para iNOS. (c) y (d) Detalles de la marca en la decidua de los
tratamientos control y LPS respectivamente. (e) En el utero de los animales control, se
observa marca para iNOS en las células miometriales. (f) EI LPS aumenta la marca de
iINOS en células miometriales. (g) En los animales control la marca para iNOS en la
decidua mesometrial es débil. (h) LPS produce alta fibrindlisis e infiltracién de la
decidua mesometrial por macréfagos y granulocitos INOS positivos. dc: célula decidual,
m: decidua mesometrial, am: decidua antimesometrial, mc: célula miometrial, ma:
macrofago, gr: granulocito. Las barras de escala representan 200um (a,b), 100 um

(c,d,e,f)y 40 um (g,h).



Figura 5




Figura 6. Inmunolocalizacion de eNOS y nNOS en sitios de implantacién murinos
de animales control e inyectados con LPS. Hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez
son inyectadas con LPS 0.5 ug/g sacrificadas 6 hs mas tarde (Experimento 3 de
Materiales y Métodos). Las secciones fueron procesadas por la técnica de
inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos anti-eNOS o anti-nNOS. En (a) y (b) se
observa la localizacién de eNOS en células endoteliales de arterias deciduales de los
tratamientos control y LPS respectivamente. (c) y (d) son detalles de la marca para
eNOS en las arterias deciduales de animales control respectivamente, mostrando que
no hay diferencias entre tratamientos. (e) Se observa marca moderada para nNOS en
decidua y utero control. (f) Se detecta intensa marca para nNOS en la decidua, pero no
en utero, del tratamiento LPS. (g) En los animales control eNOS se localiza en células
deciduales preferentemente. (h) LPS aumenta la expresion de nNOS en células
deciduales, pero no afecta la expresion uterina. da: arterias deciduales, m: decidua
mesometrial, am: decidua antimesometrial, dc: célula decidual, mc: célula miometrial.

Las barras de escala representan 200 um (a,b,e,f) y 100 um (c,d,g,h).
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5.2 Deteccion de las isoformas a las 24h post-inyecciéon de LPS

También se realizaron los estudios de inmunohistoquimica y western blot para detectar
las isoformas iNOS y eNOS presentes a las 24 hs post inyeccion de LPS en los
animales prefiados de 7 dias y en los animales controles.

Por la técnica de western blot se detectd la presencia de las isoformas iINOS y eNOS
(Figura 7) en las deciduas control. En deciduas reabsorbidas, provenientes de los
animales tratados con LPS, no se detecté por western blot ninguna de las dos
isoformas (Figura 7), lo cual parece deberse a la necrosis total del tejido observada en
los cortes tenidos con hematoxilina-eosina(Figura 1d). Esto coincide con la ausencia de
producciéon de NO por la decidua 24 hs luego de la inyeccién de LPS (Figura 2a).

En los uteros de los animales control y los animales tratados con LPS se encontré, por
western blot, tanto la isoforma iINOS como la eNOS (Figura 7). El LPS parece inducir
levemente la expresién uterina de iINOS, pero esto no fue cuantificado. El LPS parece
no afectar la expresion uterina de eNOS (Figura 7). El aumento en la expresién uterina
de INOS podria justificar la mayor produccion de NO a las 24 hs de los animales
tratados con LPS (Figura 2b). Cuando se realizé la tincion de los cortes uterinos de
animales tratados con LPS, se observd que a las 24 hs post-inyeccion hay infiltracion
pero no necrosis tisular como si existia en las deciduas. Este resultado es concordante
con el hecho que los uteros siguen produciendo NO y que existe expresion para las
isoformas de la NOS estudiadas.

También se localizaron por inmunohistoquimica las isoformas de la NOS presentes en a

las 24hs post inyeccion de vehiculo y LPS.
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En los cortes de animales controles se observd marca para la isoforma iNOS en
algunas células del embrion, en el trofoblasto, en musculo liso circular y longitudinal del
miometrio, en glandulas endometriales, células deciduales, vasos de miometrio y
decidua, y en células LGL (Figura 8a-d).

En los sitios provenientes de ratones prefiados controles se observé marca para eNOS
en trofoblasto, glandulas de la decidua, vasos de la decidua y miometrio, células de la
decidua y endotelio de las lagunas sanguineas deciduales (Figura 9 a-d).

En los sitios reabsorbidos de los animales tratados con LPS se encontré marca para la
isoforma iNOS en células de musculo liso del miometrio, en granulocitos infiltrados en
miometrio, vasos de miometrio y decidua vy en glandulas y algunas células de la
decidua (Figura 10 a-d). El miometrio de los sitios reabsorbidos tuvo una marca
elevada de iNOS respecto al control. Ademas, los abundantes granulocitos y células
LGL de la decidua infiltrada estan marcados para iNOS (Figura 10b). Esto explicaria la
alta produccion de NO de los uteros de los sitios reabsorbidos a las 24 hs post-
inyecciéon (Figura 2b). Esta zona de decidua infiltrada queda unida al utero cuando
separamos utero de decidua para realizar las distintas técnicas.

En la decidua necrética sélo se encontr6 marca para iINOS en algunos granulocitos
infiltrados (Figura 10d).

En los sitios reabsorbidos de animales tratados con LPS se observé marca para la
isoforma eNOS en células de la decidua, vasos de miometrio y decidua, y en endotelio
de las lagunas deciduales (Figura 11a-c). No parece existir diferencias entre la marca

observada para la isoforma eNOS entre los animales controles prefiados de 7 dias y los
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tratados con LPS. En la decidua necrética no hay practicamente marca para eNOS

(Figura 11d).

Utero iNOS 24hs: 127.8 kd
Decidua iNOS 24hs: 129 kd

PBS LPS
PBS LPS
Decidua eNOS 24hs: 138.7 kd Utero eNOS 24hs: 142 kd
PBS LPS PBS LPS

Figura 7.Niveles de iNOS y eNOS alas 24hs post-inyeccion de LPS

El protocolo corresponde al Experimento 3 de Materiales vy
Métodos. Hembras BALB/c en los dias 6-7 de prefiez son
inyectadas con LPS o PBS y sacrificadas 24 hs luego de la
inyeccion de LPS. Homogenatos de decidua y utero de los distintos
tratamientos fueron procesados por esta técnica. Cada punto

representa un pool de 6 animales
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Figura 8. Inmunolocalizaciéon de iNOS en sitios de implantacion en el dia 8 de
gestacion.Hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez son inyectadas con PBS y
sacrificadas 24 hs mas tarde (Experimento 3 de Materiales y Métodos). Las secciones
fueron procesadas por la técnica de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpo anti-iNOS.
(a) En el trofoblasto y el embridn se observa marca para iNOS. (b) Se observa marca
para iNOS en células deciduales, glandulas endometriales y vasos deciduales. (c) Se
observa marca en musculo liso circular y longitudinal del miometrio. (d) Se observan
células LGL deciduales marcadas para iNOS. T: trofoblasto, emb: embrion, D: decidua,

V: vasos, MC: musculo circular, ML: musculo longitudinal, CM: célula muscular.



Fig 8. Sitios normales. Inmunomarcacion: iNOS

Detalle embrién y trofoblasto Detalle decidua

Detalle miometrio




Figura 9. Inmunolocalizaciéon de eNOS en sitios de implantacién en el dia 8 de
gestacion.Hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez son inyectadas con PBS vy
sacrificadas 24 hs mas tarde (Experimento 3 de Materiales y Métodos). Las secciones
fueron procesadas por la técnica de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpo anti-eNOS.
(a) En el trofoblasto se observa marca para eNOS. (b) Se observa marca para eNOS en
decidua y vasos del miometrio. (c) Se observa marca para eNOS en el endotelio de las
lagunas deciduales. (d) Se observa marca en células deciduales, glandulas
endometriales y vasos del miometrio. T: trofoblasto, D: decidua, CD: células deciduales,
V: vasos, M: miometrio, EL: endotelio de lagunas deciduales, L: laguna, G: glandula

endometrial.



Fig 9. Sitios normales. Inmunomarcacion: eNOS
Detalle embrién y trofoblasto Detalle decidua y miometrio

Detalle lagunas deciduales



Figura 10 . Inmunolocalizacién de iINOS en sitios de implantacion 24hs post-
inyeccion de LPS. Hembras BALB/c en el dia 7 de prefnez son inyectadas con LPS y
sacrificadas 24 hs mas tarde (Experimento 3 de Materiales y Métodos). Las secciones
fueron procesadas por la técnica de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpo anti-iNOS.
(a) Se observa elevada marca para iINOS en células miometriales y granulocitos
infiltrados. (b) Se observan abundantes granulocitos y células LGL marcadas para iNOS
en la decidua infiltrada que queda pegada al utero. (c) Se observa marca células
deciduales, glandulas endometriales y vasos del miometrio. (d) La marca para iNOS es
inexistente en la decidua necrosada, solo se ven algunos granulocitos INOS positivos.
CM: célula muscular, Gr: granulocito, V: vasos, CD: células deciduales, G: glandulas

endometriales.



Fig 10. Sitios reabsorbidos. Inmunomarcacién: iNOS
Detalle miometrio Detalle decidua infiltrada




Figura 11. Inmunolocalizacion de eNOS en sitios de implantaciéon 24hs post-
inyeccién de LPS. Hembras BALB/c en el dia 7 de prefnez son inyectadas con LPS y
sacrificadas 24 hs mas tarde (Experimento 3 de Materiales y Métodos). Las secciones
fueron procesadas por la técnica de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpo anti-eNOS.
(a) Se observa marca para eNOS en células deciduales, glandulas endometriales y
vasos del miometrio. (b) Se detecta eNOS en las células deciduales. (c) Se localiza
eNOS en el endotelio de las lagunas deciduales. (d) No se observa marca para eNOS
en la decidua necrética. , CD: células deciduales, G: glandulas endometriales, V:

vasos, EL: endotelio de las lagunas deciduales, L: laguna decidual.



| Fig 11. Sitios Reabsorbidos. Inmunomarcacion: eNOS
Detalle glandulas endometriales Datalle derdidia Gtlemda

Detalle vasos deciduales




6. Efecto de LPS y AG sobre la actividad NOS

Con el objetivo de comprobar si el tratamiento de AG inhibe la actividad de la NOS in
vivo, se procedio a medir esta actividad, por la técnica de Bredt y Snyder, en los 4
grupos experimentales estudiados a las 6 hs post-inyeccion de LPS.

E! LPS aumenta significativamente la actividad de la NOS en decidua (p<0.001) y dtero
(p<0.001) (Figura 12). La AG, inhibidor de la iINOS, bloqued totalmente en utero el
efecto del LPS (p<0.001) (Figura 12b), hecho que concuerda con que sélo se ve
afectada en este tejido, por el tratamiento con LPS, la expresidon de la isoforma iNOS
(Figuras 4y 5).

En la decidua, el tratamiento con AG, inhibié parcialmente el incremento de la actividad
de la NOS producido por LPS (p<0.01) (Figura 12a). Esto puede ser explicado por los
resultados que mostraron que en decidua el LPS aumenta la expresion de iNOS vy
nNOS (Figuras 4, 5 y 6), y la actividad nNOS no es afectada por AG.

No hay diferencias en la actividad NOS decidual y uterina entre los animales control y
los tratados con AG, aunque en utero parece haber una tendencia inhibitoria no
significativa (Figura 12a y b), que coincide con la importante expresion basal de iINOS
en el utero encontrada tanto por la técnica de western blot como por

inmunohistoquimica.
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Figura 12. Efecto de los distintios tratamientos sobre la actividad NOS decidual (a) y uterina (b). El
protocolo corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/c en los dias 6-7 de
preiiez son inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y sacrificadas 6 hs luego de la inyeccion de LPS.
Los valores corresponden a la media + SEM (n=6). (a) a: p<0.001 vs control, b: p<0.01 vs LPS. (b) a:
p<0.001 vs control, b: p<0.001 vs LPS.
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7. Efecto de LPS y AG sobre la liberacion de prostaglandinas

Se ha observado que el NO regula en distintos tejidos la produccion de prostaglandinas.
Dependiendo del tipo celular y de las condiciones experimentales puede ya sea inhibir,
no afectar o estimular la produccién de prostaglandinas.

Para comprobar si las Pgs estaban involucradas en este modelo de reabsorcion
embrionaria inducida por LPS, se cuantificd la produccion de prostaglandinas por RIA
(PGF2alfa y PGE2) por decidua y utero de los 4 tratamientos estudiados.

7.1 Decidua:

El LPS aumentd significativamente la produccion decidual de PGF2alfa (p<0.01) y
PGE2 (p<0.05) (Figuras 13a y 14a), lo cual concuerda con el probado papel de estas
dos prostaglandinas en el mecanismo abortivo. Sin embargo para ambos eicosanoides,
la AG no revirtié6 el aumento de la produccion prostaglandinas estimulada por LPS
(Figuras 13a y 14a). Por lo tanto estos resuitados sugieren que el LPS aumenta la
produccién de prostaglandinas en la decidua por un mecanismo independiente del NO
sintetizada por la iINOS.

La AG aumenta en decidua la produccién de PGF2alfa (p<0.05) y PGE2 (p<0.05)
respecto al contro! (Figuras 13a y 14a). Esto sugiere que en la decidua el NO esta
regulando en forma negativa los niveles basales de prostaglandinas, hecho que hemos

observado en oviducto de rata (Perez Martinez, 2000).
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7.2 Utero:

El LPS aumento significativamente la produccion uterina de PGF2alfa (p<0.01) y PGE2
(p<0.05) (Figuras 13b y 14b), es decir que en ambos tejidos estudiados observamos el
mismo efecto de LPS sobre la sintesis de PGs.

Sin embargo, en utero, la AG, inhibidor de la INOS, fue capaz de suprimir el aumento de
la sintesis de PGS debido al LPS (Figuras 13b y 14b). Estos resultados indicarian que
el NO sintetizado por la isoforma iINOS estaria incrementando la sintesis de PGs
uterinas.

La AG no fue capaz de modificar la produccion de PGs de los uteros provenientes de

animales controles prefiados de 7 dias (Figuras 13b y 14b).
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Figura 13. Efecto de LPS y AG sobre la producciéon decidual (a) y uterina (b) de PGF,. El
protocolo corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/C en los dias 6-7 de
preiez son inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y sacrificadas 6 hs luego de la inyeccion de
LPS. Se midio la concentracion de PGF,« por RIA. El Los valores corresponden a la media + SEM
(n=6). (a) a: p<0.05 vs control, b: p<0.01 vs control, c: p<001 vs control. (b) a: p<0.01 vs control, b:

p<0.01 vs LPS.
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Figura 14. Efecto de LPS y AG sobre la produccion decidual (a) y uterina (b) de PGE,. El
protocolo corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/c en los dias 6-7 de
prefiez son inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y sacrificadas 6 hs luego de la inyeccion de
LPS. Se midio la concentracion de PGE; por RIA. El Los valores corresponden a la media + SEM
(n=6). (a) a: p<0.05 vs control, b: p<0.05 vs control, p<0.05 vs control. (b) a: p<0.05 vs control, b:

p<0.01 vs LPS.
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8. Efecto del LPS y AG sobre la nitracion proteica.

El LPS indujo en decidua la nitracion de las proteinas en tirosina (Figura 15) detectado
por western blot. Esto se evidencid, como un cambio en el patron de bandas de
proteinas conteniendo nitrotirosina (Figura 15). Se observaron en decidua 5 bandas (15,
30, 50, 70 y 110 kDa) que muestran mas reactividad al anticuerpo en las muestras
provenientes de animales tratados con LPS que en los animales controles prefiados de
7 dias.

La AG inhibié la nitracién en tirosina inducida por LPS, pues disminuy® la reactividad de
las bandas de 15, 30, 50, 70 y 110 kDa, las cuales habian aumentado por LPS (Figura
15). Estos resuitados sugieren que en la dcidua el NO producido por la iNOS, participa
en la formacién de peroxinitritos y la consecuente nitracion en tirosina.

En cambio en utero el tratamiento con LPS no produjo cambios en la reactividad de las
bandas respecto al control, lo que sugeriria que el LPS no estaria induciendo la
nitracion en tirosina en utero.

El tratamiento con AG de los animales prefiados de 7 dias no tuvo efecto sobre el
patron de bandas de proteinas conteniendo nitrotirosina.

Se observo por inmunohistoquimica que el LPS produjo un abrupto aumento en la
marca para nitrotirosina en la decidua. Sin embargo, coincidiendo con lo observado por
la técnica de western blot, en utero no se detecto un efecto importante en |la marcaciéon
para nitrotirosina (Figura 16c,d).

La AG disminuyd la nitracion en tirosina inducida por LPS, lo cual se evidencia por una
disminucién en la marca en decidua (Figura 16 e,f). En la figura 16 (e,f) se observa un

sitio de implantacidon donde la disminucién de la marca para nitrotirosina es muy
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evidente. Sin embargo también se observaron algunos sitios (30% de los cortes
estudiados) donde la disminucién de la marca para nitrotirosina respecto a LPS es
menos notable.

Los resultados de la inmunohistoquimica y del western blot coinciden y nos llevan a
concluir que el NO producido por fa iINOS, participa en la nitracién proteica en tirosina

en la decidua inducida por LPS.
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Figura 15. Deteccion de nitrotorosina proteica por western blot. El protocolo
corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/c en los dias 6-7
de prefiez son inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y sacrificadas 6 hs luego de la
inyeccién de LPS. Homogenatos de decidua y utero de los distintos tratamientos fueron

procesados por esta técnica. Cada punto representa un pool de 6 animales.




Figura 16. Inmunolocalizacion de nitrotirosina en sitios de implantacion murinos
de animales control e inyectados con LPS. Hambras BALZ/ en el da 7 de prefiez

son nyectadas con LPS 05 ug/g sacrificadas 6 hs més tarde (Expenmento 3 de

Maerides y Métocos) Las sacciones fusron procesadas por la téonica de
inmunoperoxidasa utilizando anticuerpo anti-nkrotirosna. (@) y (b) Muestran débil
marca para nitrotirosing en sitios de implantacidn control.. (€) y (d) Muestran un
abrupto aumento de la nitracidn &n tirosing en deciduay embridn en sitios provenientes
de animaes inyectados con LPS. (e) y (f) Muestren que la AG inhibe & aumento en la
nitracién de tirosina estimulado por LPS. m. decidua mescmetrial, am decidus
antimesometrial, de célula deddual, emb. embxidn, lac lagunas deciduales ond

endometrio, - Las barres de escaa representan 200 um(a,c fy, 100 um (b.d.f)




9. Inmunodeteccién de CD14

La respuesta a LPS de la decidua y el utero sugieren la posible expresion del receptor
CD14 en estos tejidos.

Se estudio en los sitios de implantacidn de los 4 tratamientos (a las 6 hs post-inyeccion
de LPS) la expresion de CD14 (receptor de LPS) por western blot.

La expresion de CD14 fue alta en la decidua de los animales controles (Figura 17). Esta
alta expresion puede explicar la elevada sensibilidad de la decidua al LPS. E!
tratamiento de los animales con AG no afect6 la expresion de los receptores CD14.
Tampoco fue modificada por el tratamiento con LPS (Figura 17ay b).

La expresién de CD14 en utero de animales controles prefados de siete dias fue baja
y el LPS fue capaz de inducir la expresién de sus receptores significativamente (p<0.05)
(Figura 17a y b). Este aumento en la expresién de los receptores CD14 inducido por
LPS podria estar relacionado con una amplificacion de la respuesta inflamatoria. La AG
no modificd la expresion de los receptores CD14 en los animales tratados con LPS
(Figura 17).

Como no se observaron diferencias en la expresion de CD14 entre los tratamientos
control y AG, o entre los tratamientos LPS y LPS+AG (Figura 17), no se realizo
inmuhistoquimica. de los tratamientos AG y LPS+AG. Sélamente se hizo
inmunohistoquimica de los tratamientos control y LPS.

En los animales control (dia 7 de prenez) se observa una leve marca para CD14 en las

células deciduales, las glandulas endometriales y las células miometriales (Figura 18ay
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c). El LPS produce un considerable aumento en la expresion de CD14 sélo en las
glandulas endometriales (Figura 18 by d).

La alta expresion de CD14 detectada en el utero por western blot, puede deberse a que
mediante la técnica de diseccién utilizada, el endometrio queda unido al utero cuando
se extrae la decidua. En el endometrio no decidualizado se encuentran las glandulas
endometriales.

La leve marca de CD14 en decidua observada por inmunohistoquimica no concuerda
con los elevados niveles detectados por western blot. Esto puede deberse a la menor
sensibilidad de la inmunohistoquimica comparada con la técnica de western blot.

En los animales tratados con LPS se observo en la decidua mesometrial, abundantes
leucocitos infiltrados con marca positiva para CD14, lo cual los identifica como

macrofagos y granulocitos (Figura 18d inserto).



Dec Ut

(a)

Ctrl+ Ctrl AG LPS LPS+AG Ctrl AG LPS LPS+AG
CD14 .
54 KDa »
(b) 140
|
120 -

(% respecto Ctrl dec)

100 - )
80 ‘ )

60 - {'
40 -

20 -

Nl B B B N=EEEER

Ctridec AGdec LPSdec LPS+AG CTRLut AGut LPSut LPS+AG
dec ut

Unidades arbitrarias de densidad

Figura 17. Deteccion de CD14 por western blot. El protocolo
corresponde al Experimento 3 de Materiales y Métodos. Hembras BAL/c
en los dias 6-7 de prefiez son inyectadas con LPS, AG, LPS+AG o PBS y
sacrificadas 6 hs luego de la inyeccion de LPS. Homogenatos de decidua
y utero de los distintos tratamientos fueron procesados por esta técnica.
Cada punto representa un pool de 6 animales. Control positivos: lisado de
macréfago murino. El analisis densitométrico de las bandas obtenidas se
realiz6 con el programa Sigma Gel. Se graficaron como unidades
densitométricas arbitrarias respecto al tratamiento Ctrl dec. Cada barra
corresponde a la media de 3 pools distintos de 6 animales cada uno.

*p<0.05 vs Ctrl.
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Figura18 Inmunolocalizacion de eNOS y nNOS en sitios de implantacion murinos

de animales control e inyectados con LPS. Hembras BALB/c en el dia 7 de prefiez
son inyectadas con LPS 0.5 ug/g sacrificadas 6 hs mas tarde (Experimento 3 de
Materiadles y Métodos). Las secciones fueron procesadas por la técnica de
inmunoperoxidasa utilizando anticuerpo anti-CD14. (a) y (¢) son observaciones a bajo
y alto aumento respectivamente donde se muestra débil marca para CD14 en células
deciduales y glandulas endometriales de ratén control. (b) ¥ (d) son observaciones a
bajo vy alto aumento respectivamente donde se detecta fuerte marca para CD14 en
glandulas endometriales de animales inyectados con LPS. (d inset) Se observa
infiltracién de la decidua mesometrial por macréfagos y granulocitos CD14 positivos. m:
decidua mesometrial, am: decidua antimesometrial, eg glandula endometrial, dc:
célula decidual, mac: macréfago, gr: granulocito. Las barras de escala representan 200

um (a,b), 100 um (c,d) y 40 um (d, inset).







Discusion

Este trabajo permitio establecer un modelo de reabsorcion embrionaria murino inducido
por LPS. En este modelo, LPS en dosis de 0.5 ug/g i.p. administrado en el dia 7 de
prefez produjo 100% de reabsorcion embrionaria a las 24hs, con expulsion de los
embriones el dia 9. El LPS produjo efectos sistémicos en la madre como: diarrea,
piloereccién y postura agachada, pero no fue fatal en ningun caso. Veinticuatro horas
después del tratamiento con LPS las hembras ya no presentaban efectos sistémicos.
Gendron y col. han encontrado que el LPS en dosis de 0.005 ug/g intra-venoso
(dosis100 veces menor que la utilizada en el presente trabajo) administrado en el dia 7
de prefnez produce 100% de reabsorcién en la cruza CFW/SW x DBA sin efectos
sistémicos en la madre (Gendron y col., 1990). Las diferencias con nuestro modelo
estan en la cepa de ratones utilizada y en la via de administracién del LPS.

EL hecho de que el LPS produzca reabsorcion embrionaria a dosis que no son letales
demuestra la elevada sensibilidad de la decidua, el trofoblasto y el embrién a las
moléculas pro-inflamatorias como el LPS. Dosis veinte veces mas elevadas que las
utilizadas en este modelo son necesarias para producir shock séptico en ratas y ratones
adultos (Karima y col, 1999). La evidencia presentada en este trabajo indica que el
conceptus (unidad embrion-placenta) del ratén normal es extremadamente sensible al
LPS durante la prefiez temprana. El tratamiento con LPS en estadios mas tardios de la
prefez no es capaz de producir reabsorcion y en la prefez tardia, hemos observado en
nuestro laboratorio (datos no publicados) provoca retardo de crecimiento y parto

prematuro.
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Se observo que el LPS produce necrosis total del embrién y la mayor parte de la
decidua a las 24 hs post-inyeccién. Estos resultados coinciden con los hallados por
Gendron y col que observa hemorragia y destrucciéon completa del contenido uterino
24hs luego del tratamiento con LPS en la cruza murina CFW/SW x DBA (Gendron y
col., 1990).

En nuestro modelo la decidua necrosada es expulsada por la madre el dia 9. Sin
embargo se observa una zona de la decidua que no ha sido totalmente necrosada y
permanece pegada al utero. Esta zona esta altamente infiltrada por granulocitos y
células LGL. Estas células infiltradas probablemente dirigen la expulsion de la decidua
necrosada, la fibrindlisis y la regeneracion del tejido. Se ha reportado en humanos que
las células LGL dirigen la pérdida de la placenta luego del parto (Hunt 1994).

En cruzas murinas que presentan naturalmente una alta tasa de reabsorcidn
embrionaria como la de CBA/J x DBA/2 se observé una produccion aumentada de NO
por las células mononucleares de la decidua (Haddad y col, 1995). Los macréfagos y
las células NK tienen una importante participacion en el mecanismo de la reabsorcién
embrionaria en esta cruza por ello este fendmeno fue relacionado con una activacion de
la inmunidad innata (Haddad y col, 1995).

El LPS produce en distintos modelos y en diversos tejidos aumento en la produccion de
NO y la infiltracidbn de macrofagos (Salter y col., 1991) por ello decidimos estudiar la
posible participacion del NO en el modelo de reabsorcion embrionaria inducido por LPS
desarrollado en este trabajo.

En los animales control, se observd produccion basal de NO tanto en utero como en

decidua en el dia 7 de prefiez. Ademas se observdé un aumento en la produccion
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decidual de NO durante el transcurso del dia 7. Hunt y col. han observado un aumento
en el numero de macréfagos y células LGL iNOS positivas durante el dia 7 de prefiez,
lo cual puede explicar el incremento en la produccién de NO observado en el presente
estudio durante el dia 7 (Hunt y col., 1997).

Cuando estudiamos por western blot e inmunhistoquimica la presencia de las isoformas
de las NOS, encontramos que las isoformas iINOS, eNOS y nNOS estaban presentes
en utero durante el dia 7 y 8 de prefiez normal en ratéon.

La expresion uterina de la isofoma iNOS esta asociada con el mantenimiento de la
quiescencia uterina (Dong vy col., 1996; Farina y col., 2001), algunos estudios han
involucrado al NO junto al GMPc en la inhibicidn de la contractilidad uterina durante la
prefiez tanto en humanos como en roedores (lzumi y col, 1995; Buhimischi y col,1995).

Otros investigadores han mostrado un aumento de la expresién del RNAm de la iNOS
en el utero de rata durante la prefez tardia (Ali y col, 1997; Dong y col, 1998).

La isoforma iNOS es expresada en forma moderada en la decidua asi como en células
miometriales. Otros autores han reportado la expresién de iNOS en decidua durante la
prefiez temprana (Purcell y col., 1999; Chwalisz y Garfield, 2000). Esta expresion
parece ser extremadamente relevante en los procesos de implantacion vy
decidualizacion ya que la AG, inhibidor de la iNOS, sinergiza con los antiprogestagenos
en la inhibicion del establecimiento de la prefiez (Chwalisz y col., 1999; Novaro y
col,1997).

Se observo expresion de eNOS en el endotelio de las lagunas deciduales y en los
vasos endometriales y uterinos. La expresion de eNOS en los vasos deciduales ha sido

también reportada por otros autores (Purcell y col., 1999). La expresion de eNOS puede
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ser muy importante para la vasodilatacion y la inhibicion de la agregacion plaquetaria en
los vasos deciduales, ya que estos vasos cumplen la importante funcion de nutrir al
conceptus.

La expresiéon de la isoforma eNOS en el utero durante la prefez fue observada en
roedores (Farina y col, 2001; Dong y col, 1996) y su expresidon se mantiene hasta el
parto.

La isoforma nNOS se expresa en las células deciduales, y en menor proporcion en las
células uterinas. Otros autores también reportaron esta isoforma en la decidua y el
miometrio durante la prenez temprana (Purcell y col., 1999). La baja expresion de
nNOS en utero y decidua concuerda con resultados de otros autores (Dong y col., 1996;
Farina y col., 2001). La baja expresion de la isoforma nNOS durante la prefiez puede
deberse a la degeneracion de las fibras nerviosas uterinas durante la prefez
(Stiernquist, 1994).

La reabsorcion embrionaria producida por el tratamiento con LPS se vio acompanada
por un incremento en la produccién decidual y uterina de NO, la cual alcanza su
maximo a las 6 hs post-inyeccién. Se ha reportado también en otros tejidos que la
produccién maxima de NO ocurre 6 hs luego de la inyeccion de LPS (Saiter y col.,
1991).

La produccion decidual de NO a las 24 hs post-inyeccion de LPS es indetectable y por
lo tanto menor que en el control, lo cual puede deberse a la necrosis total de la decidua,
observada en los cortes tefidos con hematoxilina-eosina. El utero, en cambio, sigue
produciendo NO, en cantidades mayores a lo sintetizado por uteros de animales

controles, 24 hs después del tratamiento con LPS, y no presenta necrosis en los
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estudios histolégicos realizados. Estos resultados nos sugieren una mayor sensibilidad
de la decidua al tratamiento con LPS.

En el presente trabajo observamos que el incremento en la produccion de NO, a las 6hs
de la administracion de LPS, es acompanado por un aumento en la expresién de la
isoforma iNOS en decidua y utero.

Se observé por inmunohistoquimica que el LPS aumenta la expresion de iNOS en las
células deciduales y produce infiltracion de la decidua mesometrial por macréfagos y
granulocitos iINOS positivos. Estos infiltrados son también CD14 positivos. Estos
leucocitos infiltrados serian responsables de la elevada fibrindlisis observada en la
decidua mesometrial.

Otros autores (Chen y col.,, 2001; Acarin y col., 2002; Greenacre y col., 2002) han
involucrado también a macrofagos y granulocitos expresando la isoforma iNOS en el
mecanismo de dafo tisular en distintos modelos de inflamacién.

El LPS aumento la expresion de iNOS en céelulas miometriales, lo cual también fue
reportado por otros autores en rata y cerdo (Nakaya y col., 1996, Jana y col., 2001).

Se observé que el LPS aumento la expresidn de nNOS en decidua pero no en utero.
Esto sugiere que la isoforma nNOS puede ser inducida bajo ciertas condiciones.

Se ha demostrado un aumento en la expresion de nNOS en cervix durante el parto, lo
cual no ocurre en utero (Buhimschi y col, 1996). En nuestro laboratorio se ha
demostrado que el LPS, en una dosis diez veces mayor que la utilizada en este modelo,
aumenta la expresion de nNOS en utero de rata no prenada (Cella y col., 2001).

E! LPS no produce variaciones en los niveles de expresion ni en la localizacion de la

isoforma eNOS.
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Nuestros resultados muestran que tanto la decidua como el utero son capaces de
responder al tratamiento con LPS, por lo que el siguiente paso fue investigar la posible
existencia de los receptores a esta toxina.

Se observé elevada expresion de CD14, receptor de LPS, en decidua y glandulas
endometriales de animales controles, prefiados de 7 dias. Por lo tanto, estas células
son capaces de responder al LPS.

Fearn y col encontraron que el utero de raton expresa receptores CD14 (Fearn y col.,
1995).

La marca para la expresion de CD14 fue mucho mas importante en la decidua que en el
utero. Esto podria explicar la elevada sensibilidad de la decidua al LPS.

Se ha demostrado in vitro que las células deciduales responden al LPS a través del
receptor CD14 (Arntzen y col., 1999).

En utero se observé que el tratamiento con LPS produjo un aumento en la expresién de
los receptores CD14, en coincidencia con lo hallado por otros investigadores (Fearns,
1995). Este incremento esta relacionado con una mayor expresion de CD14 en las
glandulas endometriales. Esto puede estar relacionado con una ampilificacion de la
respuesta inflamatoria. Recientemente, Jiang y col. han observado una induccion de la
expresion de CD14 en células hepaticas de rata durante el shock endotéxico (Jiang y
col., 2001).

En la decidua mesometrial de los animales inyectados con LPS se observaron

infiltrados marcados para CD14, lo cual los identifica como macréfagos y granulocitos.
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El NO producido por macréfagos, granulocitos y las células propias del tejido, puede ser
un poderoso agente citotéxico contra las bacterias y otros patégenos, pero también
para las células del huésped. Para comprobar la hipétesis de que el NO es importante
en el mecanismo patoldgico de la reabsorcion embrionaria inducida por LPS, se probo
el efecto de un inhibidor de la isoforma INOS, la AG. Si el NO tuviera un papel
indispensable en el modelo de reabsorcidn embrionaria inducido por LPS, la
reabsorcion deberia revertirse por el uso de un inhibidor de la NOS.

La administracion de AG inhibid en forma significativa la reabsorcién embrionaria
inducida por LPS estudiada en los dias 8 y 12 de prefez. La morfologia de los
embriones que fueron rescatados de la reabsorcion es normal, y también el peso de sus
placentas. Las hembras tratadas con LPS y AG contintan con su prefez, el parto se
produce igual que en los animales controles, a los 19 dias de prefiez. Nace un numero
menor de crias vivas con peso igual a los controles.

La AG en las dosis utilizadas, no sélo revirtié significativamente la reabsorcion
embrionaria, sino que inhibié la actividad NOS estimulada por LPS tanto en decidua
como en utero. La actividad de la NOS en utero volvié a los valores controles con el
tratamiento con AG, a diferencia de la decidua, donde el efecto del LPS fue sélo
parcialmente revertido. Esto puede ser explicado por el hecho de que la actividad nNOS
no es afectada por la AG, inhibidor especifico de la iNOS, y su expresion es aumentada
por LPS sélo en decidua, mientras que LPS aumenta la expresion de iNOS tanto en
utero como en decidua. En coincidencia con esto, en nuestro laboratorio demostramosn
que en utero de rata la actividad de la NOS incrementada por el tratamiento in vivo con

LPS, sélo es bloqueada parciaimente por la preincubacion de los tejidos con AG y que



en los uteros de estos animales se encuentra inducida las isoformas iINOS y nNOS
(Cella, 2001).

El efecto de la AG revirtiendo la reabsorcién embrionaria y normalizando la actividad de
la NOS sugieren que el NO participa en el proceso de reabsorcion embrionaria inducido
por LPS.

La AG inhibié significativamente, la infiltracién leucocitaria inducida por LPS, lo cual
también contribuiria a su efecto inhibitorio sobre la reabsorcion.

Los cortes histolégicos muestran que la fibrindlisis también fue inhibida por AG, ya que
la matriz extracelular esta menos dafada.

La inhibicion de la infiltracién inducida por AG no es acompanada por una menor
expresién de iNOS, nNOS, eNOS y CD14, ya que no se observaron variaciones en la
intensidad de las bandas en el western blot. Hecho que coincide con los estudios que
muestran que esta droga es capaz de inhibir la actividad de la INOS y no su expresiéon
(Misko y col., 1993).

El mecanismo de inhibicion de la infiltracion podria ser el siguiente: una menor
produccion de NO, como la observada en la reversion de la reabsorcién embrionaria por
AG, causaria un menor dafno tisular y por lo tanto menor reclutamiento de leucocitos,
como se demuestra en los cortes histolodgicos donde los animales tratados con AG
muestran una disminucion de airededor del 50% de la infiltraciéon leucocitaria producida
por el LPS. Esta menor infiltracidn leucocitaria cortaria los circuitos de feedback positivo
de la inflamacion aguda. Baatz y col., han encontrado que la AG inhibe la infiltracion

teucocitaria del iris en la uveitis inducida por LPS. Se ha reportado que los inhibidores
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de la iNOS son capaces de inhibir la infiltracion de leucocitaria en otros modelos de
inflamacion (Chen y col., 2001; Greencrace y col., 2002).

Otro mecanismo posible que estaria afectado por la inhibicion de la produccion de NO
es la sintesis de otros mediadores de la inflamacion como las prostaglandinas. En
muchos tejidos la sintesis de prostaglandinas parece estar regulada por NO (Salvemini
y col., 1993; Franchi y col., 1994; Ribeiro y col., 1999). Esta regulacién también se
observa en el utero de rata prefiada (Farina y col., 2000) y en placenta humana a
termino (Nervegna y col.,1999).

En el presente trabajo se observo que el LPS aumenta la produccion decidual y uterina
de PGF2alfa y PGE2. Esto coincide con el reconocido pape! de estas prostaglandinas
en el mecanismo de aborto (Sharknes and Harper., 1972).

La AG inhibi6é el aumento en la producciéon de PGF2alfa y PGE2 inducido por LPS en
Utero pero no en decidua. Esto indicaria que el NO esta regulando en utero la
produccién de prostaglandinas estimulada por LPS, pero no tendria este efecto
regulatorio en decidua.

En nuestro laboratorio hemos observado que la AG in vitro es capaz deinhibir el
aumento de sintesis de PGs inducido por EGF en utero de rata estrogenizada
(Ribeiro,1999) y por IL1alfa en utero de rata estrogenizada (Franchi, 1998 ) y prefiada
de a término (Farina, 2000).

Estos hallazgos sugieren que las PGs estarian involucradas en el mecanismo de accion

del NO en la reabsorcion embrionaria inducida por LPS.

En los uitimos afos, los derivados téxicos del NO, han sido propuestos como los
causantes de los efectos deletéreos del NO mas que el propio NO.

La interaccion del NO con el anion superoxido produce el anidn peroxinitrito, un
oxidante de vida media relativamente larga, que es citotoxico porque inhibe el
transporte de electrones en la mitocondria (Radi y col., 1995), oxida los grupos

sulfhidrilos de las proteinas, inicia la peroxidacion lipidica (Radi y col., 1991) y produce
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la nitracion de los amino acidos aromaticos como la tirosina (Ischiropoulos y col., 1992)
afectando los caminos de transduccién de senales.

La formacidon de peroxinitritos (ONOO-) puede ser estimada por inmunohistoquimica
usando el anticuerpo anti-nitrotirosina porque la nitrotirosina es el producto mas
importante de! ataque del ONOO- a las proteinas (Radi et al., 1991), y ha sido usada
como un marcador de la formacion de ONOO- (Beckman et al., 1994).

Se estudié por western blot e inmunohistoquimica la presencia de nitrotirosina en
decidua y utero. Se observd que el LPS aumentd notablemente la nitraciéon proteica en
decidua pero no en utero. La AG en la decidua revirtié la nitracion en tirosina inducida
por LPS. Esto nos llevan a concluir que el NO producido por la iNOS, participa en la
nitracién proteica en tirosina en la decidua inducida por LPS. Por lo tanto la inhibicion
de la nitracién en tirosina, puede ser también uno de los mecanismos por los cuales la
AG inhibe la reabsorcién inducida por LPS.

E! papel de la iNOS en la nitracidon proteica inducida por LPS también fue observada en
otros tejidos ( Strunk y col., 2001; Barreiro y col., 2002).

La AG no afect6é el porcentaje de reabsorcion 6 el numero de sitios de implantacion

respecto a los animales control cuando estos parametros fueron observados en los dias
8 y 12 de prefiez. La aminoguanidina no afectdé tampoco el tamafo y la morfologia de
los embriones, ni el peso de la placenta. Este grupo de animales tuvo partos a término
con fetos normales y vivos.

En coincidencia con estos resultados, Chwalisz y col. han demostrado que el
tratamiento de ratas en los dias 6-8 de prefiez con L-NAME (inhibidor inespecifico de
NOS) o AG no tiene efecto significativo sobre la prefiez (Chwalisz y col., 1999).

No se observaron diferencias en la actividad NOS entre los animales control y los
tratados con AG, aunque en utero parece haber una tendencia inhibitoria no

significativa. Esto puede deberse a que el utero es una de los pocos tejidos que
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expresan niveles elevados de iNOS en forma basal (Buhimschi y col., 1996; Nakaya y
col., 1996).

En los mamiferos, la supervivencia del feto puede estar influida por el sistema inmune
materno. En humanos, la pérdida temprana del embrion puede definirse como las
pérdidas ocurridas antes de la tercera semana de gestacion. Es comin que estas
pérdidas pasen clinicamente inadvertidas. Los mecanismos de la pérdida embrionaria
temprana no estan aun dilucidados y la mayoria de los estudios sobre este tema se
realizan en la cruza murina CBA/J x DBA/2 que presenta una alta tasa de reabsorcién
espontanea. Sin embargo, hace muchos afos que las endotoxinas bacterianas son
reconocidas como una de las causantes de la reabsorcidon embrionaria temprana.

En este trabajo se establece un modelo de reabsorcion embrionaria murino inducido por
LPS, que permite estudiar esta patologia.

Ademas se demuestra que el NO esta involucrado en el mecanismo asociado a la
pérdida embrionaria temprana y que un inhibidor de la isoforma iINOS es capaz de

reducir significativamente la pérdida inducida por LPS.



——\ Conclusiones



CONCLUSIONES:

e La administracion de LPS durante la prefez temprana induce reabsorcion
embrionaria, evidenciando que el conceptus del ratéon es exquisitamente sensible al
LPS

e LPS induce la expresién de la isoforma inducible de la éxido nitrico sintasa en
decidua y utero, y de la isoforma neuronal solamente en decidua llevando a un
aumento en la produccion de NO.

e EI LPS produce fibrindlisis e infiltracion de macrofagos y granulocitos iNOS y CD14
(receptor de LPS) positivos.

e EI LPS indujo la expresion de CD14 en las glandulas endometriales, lo cual podria
amplificar la respuesta inflamatoria.

e Se observé un aumento en la sintesis de prostaglandinas en decidua y utero debido
al LPS que podria contribuir al proceso abortivo.

e EI tratamiento con LPS produjo un aumento en el dafo oxidativo de la decidua
debido al anidén peroxinitrito, evidenciado por la nitracion de las tirosinas proteicas.

e La Aminoguanidina (AG), un inhibidor de la actividad de la isoforma iNOS, revirtié la
reabsorcion embrionaria inducida por LPS.

o El efecto de la AG podria explicarse por una inhibicion en la produccién de NO.

e La disminucién de la produccidén de NO fue asociada a: una inhibicion de la
infiltracion celular y de la fibrindlisis, a una menor sintesis de PGs uterinas y a una

reduccion de la nitracidén de las tirosinas proteicas deciduales.

» EL NO PARTICIPA EN LA REABSORCION EMBRIONARIA INDUCIDA POR LPS.
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