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RESUMO ALARGADO

Efeito do endocanabindéide 2-araquidonilglicerol na placenta

humana: alteragdes do estado oxidativo dos citotrofoblastos

O desenvolvimento da placenta envolve processos de proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose das células placentarias denominadas
trofoblastos. Os endocanabindides (eCBs) sdo mediadores lipidicos
enddgenos que, tal como o THC (principal componente psicoativo da
Cannabis sativa), sdo agonistas dos recetores canabindides (CB1 e
CB2). A anandamida (AEA) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG) sé@o os
eCBs melhor caracterizados e juntamente com o0s recetores
canabindides e as enzimas de sintese e degradacdo dos eCBs
constituem o sistema endocanabindide (1). Estudos recentes revelaram
gque os eCBs estdo envolvidos em diversos processos fisiolégicos,

incluindo a reproducéo (2).

Em trabalhos anteriores, o nosso grupo demonstrou que oS
citotrofoblastos possuem as enzimas necessarias ao metabolismo do
2-AG e que este eCB induz uma diminuicao da viabilidade das células
BeWo (linha celular de coriocarcinoma humano) (3), e impede a
diferenciacdo dos citotrofoblastos (4). Verificou-se ainda que os eCBs
interferem com a viabilidade das células deciduais uterinas através da
ativacdo do recetor CB1 e aumento dos niveis intracelulares de
ceramida (5-7). Para além disso, a AEA induz alteragbes ao nivel do
perfil fosfolipidico das membranas (8). Tais evidéncias suportam o
sistema endocanabindide durante o

papel do periodo de

decidualizacéo e desenvolvimento placentario.

Dado que pouco se sabe sobre o efeito do 2-AG na remodelacdo
placentaria, este trabalho visou estudar os efeitos deste eCB em

citotrofoblastos humanos. Os citotrofoblastos foram isolados a partir de

ciéncia e ambiente para todos
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placentas de termo (38 a 40 semanas de gestacdo) provenientes de uma gravidez normal de mulheres
residentes na area do Porto, com idades compreendidas entre os 24 e os 36 anos (n=5). Apos 12 horas de
adesao, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de 2-AG (1-50 pM) durante 24 horas. Em
alguns ensaios, procedeu-se ao tratamento prévio das células com AM251 e AM630, antagonistas dos
recetores CB1 e CB2, respetivamente. O efeito do 2-AG na viabilidade celular foi avaliado por ensaios de
reducdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) e a citdlise pela libertagdo da
enzima lactato desidrogenase (LDH); a formacédo de espécies reativas de oxigénio/azoto (ROS/RNS) e
alteragdes no potencial de membrana mitocondrial (Aym) foram avaliados por fluorimetria; a morfologia

celular foi analisada pelas colora¢gBes de Hoechst, Giemsa e microscopia de contraste de fase.

O tratamento das culturas primarias com 2-AG, em concentragdes até 20 pM néo teve efeitos na viabilidade
celular mas resultou num aumento de ROS/RNS (aproximadamente 40%) e diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial (em cerca de 40%), efeito que parece ser parcialmente revertido pela adicdo dos
antagonistas dos recetores CB1 e CB2. Em concentra¢cdes mais elevadas verificou-se uma perda de
viabilidade, acompanhada por libertacdo de LDH, o que sugere morte por necrose celular, resultados

suportados pela analise morfoldgica (Figura 1).
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FIGURA 1: Efeito do 2-AG em culturas primarias de hCT: (A) Viabilidade celular pelo ensaio de MTT; (B) Libertacao de
LDH; (C) Formacdo ROS/RNS; (D) Potencial de membrana mitocondrial; (E) Coloracdo de Giemsa; (F) Coloragéo de
Hoechst. Andlise estatistica efetuada através do GraphPad, Two-way ANOVA, seguido de Tukey test (* p<0,05 vs
controlo).
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A desregulacdo do sistema endocanabindide pode implicar alteragbes no estado oxidativo dos
citotrofoblastos. Além disso, e uma vez que a placenta se desenvolve num estado de hipoxia, estas
alterac6es poderdo contribuir para os mecanismos patofisiologicos de algumas complicagées na gravidez.
Assim, o estudo do efeito dos endocanabindides na interface materno-fetal pode ser relevante para a

compreensdo dos mecanismos subjacentes a algumas patologias da gravidez.
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