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RESUMEN

El musculo liso uterino (miometrio) estd inervado por nervios simpaticos los cuales presentan una gran
plasticidad que se asocia con fluctuaciones fisiolégicas en los niveles de estrégeno. Esta hormona es
capaz de inhibir el crecimiento y causar la degeneracion de los nervios intrinsecos del Utero. La
plasticidad mostrada por la inervacién uterina en respuesta al estréogeno se vincula con cambios en la
capacidad del propio tejido uterino de sustentar su inervacion. Mas aun, existen evidencias de que
bajo la influencia del estrégeno, el miometrio produce una variedad de sefiales moleculares difusibles

con efectos inhibitorios e incluso repulsivos para los nervios simpaticos.

Ademas de las sefales difusibles, es sabido que muchas moléculas intrinsecas de la matriz extracelular
(MEC) son de vital importancia para el guiado y crecimiento axdnico. En el utero, las hormonas
sexuales promueven cambios relevantes en la composicidn y organizacidon de la MEC, los cuales
podrian afectar a sus nervios simpaticos. Utilizando ensayos de “criocultivo” nuestro grupo demostré
que el sustrato uterino aporta sefiales que contribuyen a establecer el patrén organotipico de
crecimiento de los nervios simpaticos en el miometrio uterino; y que el estrégeno induce cambios en

las propiedades del sustrato uterino que limitan su capacidad de sustentar a su inervacion simpatica.

Estudios preliminares de microscopia electrdnica de transmisidn mostraron que las células musculares
lisas del miometrio estaban rodeadas por fibrillas de coldgeno cuya orientacidon parecia variar en
respuesta al estrégeno. Considerando que el coldgeno in vivo es clave para el crecimiento de los
axones y que la orientacion del colageno afecta profundamente al crecimiento neuritico in vitro, se
planteo como hipétesis que la orientacion del colageno presente en la MEC miometrial estrogenizada
podria impactar negativamente sobre el crecimiento de las neuritas simpaticas. En este marco, los
objetivos de este trabajo fueron: (a) confirmar y extender nuestras observaciones preliminares, y
valorar cuantitativamente la remodelaciéon que ocurre en el coldgeno miometrial en respuesta al
estrogeno mediante el empleo de microscopia electronica asociada a métodos morfométricos; (b)
determinar si en criocultivo, las neuritas utilizan como via de crecimiento el coldgeno presente en el
corte de miometrio uterino utilizado como sustrato; y (c) valorar si in situ, los nervios simpaticos
utilizan como via de distribucion las areas del miometrio donde se detectan cambios en la orientacion

del colageno.
Los principales resultados de esta investigacién fueron los siguientes.

(1) En las ratas adultas ovariectomizadas (OVX), el 83% del coladgeno intersticial que rodea a las células
miometriales individuales estaba altamente alineado y orientado paralelamente con el eje mayor de
las células musculares lisas (CML). Luego del tratamiento con estrdgeno, las fibrillas de colageno se
encontraban envolviendo a las CML y presentaban una orientacion que era perpendicular a su eje

mayor. Consistentemente con estas observaciones, los estudios cuantitativos mostraron que en las



ratas OVX tratadas con estrogeno, sélo el 11% del drea total ocupada por el colageno estaba

representada por fibrillas que seguian el eje mayor de las CML.

(2) En experimentos de criocultivo, se observaron numerosas neuritas las cuales establecian contactos
estrechos con las fibrillas de coldgeno altamente alineadas presentes en la superficie libre del corte de
miometrio usado como sustrato. También se observaron numerosas células no-neuronales

ganglionares que migraban sobre la superficie del corte de tejido.

(3) Utilizando ensayos de inmunohistoquimica asociados a técnicas histoldgicas, demostramos que en
ratas prepuberes, el 96% de los axones simpaticos miometriales se encontraban asociados con los
haces musculares, mientras que sélo un 4% cursaba por el tejido conjuntivo que separa dichos haces.
En concordancia con estas observaciones, los estudios ultraestructurales de los nervios simpaticos
marcados con el falso neurotransmisor 5-OHDA revelaron la presencia de delicados perfiles de axones

terminales cursando por la matriz altamente alineada de colageno que rodea a las CML del miometrio.

Tomados en su conjunto los resultados presentados en este trabajo apoyan la hipétesis de que la
reorganizacion del coldgeno podria ser uno de los factores que contribuyen a la regulacién de la
plasticidad mostrada por los nervios simpdaticos en respuesta al estrégeno. Es posible que los cambios
en la orientacién del coldgeno afecten la respuesta de los conos de crecimiento a la guia por contacto
ofrecida por este sustrato. Finalmente, cabe resaltar que el coldgeno constituye ademas el sitio de
anclaje de otras moléculas de la MEC, tales como algunos proteoglicanos. Es posible que los cambios
en la orientacidon del colageno afecten la distribucién espacial de estas moléculas, alterando asi
también el crecimiento de las neuritas. Trabajos futuros seran necesarios para evaluar estas

posibilidades.



1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1. Anatomia del utero

En mamiferos, el tracto genital femenino estd constituido por los ovarios, los oviductos, el Utero y la
vagina. En los roedores y otros mamiferos no-primates, el Gtero posee una anatomia bicorne; es decir,
formada por dos cuernos uterinos los cuales convergen hacia la regién caudal formando el cuerpo

uterino, el cual se continua con el cuello uterino (Figura 1A).
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Figura 1. Anatomia del Utero. (A) esquema representativo del Utero bicorne de rata, O: ovario, OV:
oviducto, CU: cuerno uterino, CO: cuerpo, C: cuello, V: vagina. (B) representacion esquematica de un
corte transversal de Utero de rata. M: miometrio, CL: capa miometrial longitudinal, CC: capa
miometrial circular, SCV: septo conjuntivo vascular, E: endometrio, TP: tejido parametrial, A arteria

La histologia (Figura 1B) ha evidenciado que el Utero estd compuesto por dos grandes
compartimentos, el endometrio y el miometrio. El endometrio estda formado por una mucosa bien
desarrollada, limitada hacia la luz del érgano por un epitelio simple, a partir del cual se forman
multiples glandulas endometriales. En los Uteros bicornes, el miometrio esta constituido por dos capas
musculares lisas que se encuentran separadas por un septo conjuntivo altamente vascularizado. La
capa muscular externa (longitudinal), esta formada por fibras musculares lisas que se orientan en
forma paralela al eje mayor del cuerno uterino, mientras que en la capa interna (circular), las fibras se
orientan concéntricamente y orientadas en forma perpendicular al eje mayor uterino. La capa
muscular longitudinal se extiende lateralmente formando una extensidon bilaminar que tapiza el

peritoneo uterino y se conoce como mesometrio o tejido parametrial.



1.2 La inervacion del utero

En todos los mamiferos, incluyendo a los humanos, el Utero presenta una inervacién auténoma,
compuesta por nervios simpdticos y parasimpaticos. Estos nervios utilizan respectivamente,
neurotransmisores como la noradrenalina y la aceltilcolina, asi como también varios neuropéptidos,
tales como el neuropéptido Y (NPY) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP). Ademas, el Utero presenta
una inervacién sensorial que utiliza neurotransmisores tales como, la sustancia P, la galanina y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). En su conjunto estos neurotransmisores y
neuropéptidos modulan la contractilidad del miometrio uterino, actian como agentes reguladores de
la vasoconstriccidn o vasodilatacién y regulan la secrecidén glandular endometrial. De esta forma, los
nervios uterinos contribuyen a distintas funciones reproductivas, tales como el transporte de los
espermatozoides hacia el sitio de fecundacidn, la distribucidn de los blastocistos, la retencién del feto
durante su desarrollo; y estan involucrados en la regulacion de las contracciones que conducen al

parto (Papkay Traurig., 1993).

Las eferencias nerviosas que inervan al cuerno y cuerpo uterino llegan al Utero por la via de los
nervios hipogastricos, nervios pélvicos, vagos y vias de nervios sensoriales que penetran al Utero a
través del mesometrio, acompafiando a los vasos sanguineos como fibras peri- y para-vasculares, asi

como también como haces nerviosos independientes (Papka y Traurig., 1993).

Estudios pioneros realizados en ratas, donde se midid la densidad de fibras noradrenérgicas mediante
técnicas de inmunohistoquimica, evidenciaron diferencias significativas en la densidad de inervacidn
simpatica de las distintas regiones uterinas. Se observd que la regién mas cefdlica de la capa
miometrial longitudinal del cuerno uterino presenta una inervacion noradrenérgica mas desarrollada
gue la zona caudal. Contrariamente, la region caudal presenta la mayor densidad de fibras simpaticas

asociadas a la capa muscular circular (Melo y Machado, 1993; Chavez-Genaro y col., 2002).

Estudios realizados en ratas utilizando trazadores retrégrados evidenciaron que un 26 % de la
inervaciéon simpdtica del dtero proviene de ganglios prevertebrales, tales como los ganglios
mesentérico superior (GMS), mesentérico inferior (GMI) y suprarrenal (GSR). EIl GMS aporta el 22% de
esta inervacién, siendo este ganglio el que da el mayor suministro simpatico al Utero (Vera y col.,

1997).

Por otra parte, mucha de la inervacién uterina proviene de la cadena simpatica paravertebral téraco-
lumbar y se ha demostrado que exististe una correlacién somatotdpica entre el origen de los nervios y

el area del cuerno uterino inervada. Asi, la inervacion del utero difiere a lo largo de sus regiones,



presentando una inervacidén region-especifica (Melo y Machado, 1993; Papka y Traurig, 1993;

Houdeau y col., 1998).

En 1998, Houdeau y colaboradores, mediante la utilizacion de un trazador retrégrado, mostraron que
las neuronas que inervan las regiones cefalicas y el cuello del utero de la rata, tienen origenes
diferentes. Las regiones mas cefalicas del cuerno uterino poseen una inervacién postganglionar que
deriva en un 90% de ganglios ubicados en la regidon tordxica, principalmente del T10 al L3.
Contrariamente, las fibras simpaticas post-ganglionares de la cadena simpdtica que inervan la zona
mas caudal del cuerno y el cuello uterino reciben un 90% de eferencias de los ganglios paravertebrales
T13 a S2, principalmente de ganglios L3-L4. Por otra parte, utilizando ensayos de inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo dirigido contra tiroxina hidroxilasa para revelar los nervios simpaticos, estos
autores encontraron que tan solo un 3% de la inervacidn simpatica del Utero provenia del plexo
pélvico, y observaron que muy pocas neuronas del GMI inervan la regién caudal y cervical del utero

(Figura 2).

l Figura 2. Esquema representativo de los
origenes y rutas de las fibras simpdticas
TI2 post-ganglionares del utero y cuello
uterino (lado izquierdo del tracto
genital). El grosor de las lineas indica la
| contribucién relativa de cada fuente.
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/ principalmente en los  ganglios
SN ® | u paravertebral L2 a L4. La mayor parte de
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de Houdeau y col., 1998.
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1.3 Plasticidad en la inervacion simpadtica del utero y papel del estrogeno

La inervacién simpatica uterina muestra una gran plasticidad la cual es regulada por fluctuaciones
fisioldgicas en los niveles circulantes de las hormonas sexuales ovarico-placentarias, particularmente
el estrogeno. Estos cambios se verifican en distintas condiciones, tales como la pubertad natural
(Brauer y col., 1992) y el ciclo estral (Zoubina y col., 1998; Zoubina y Smith., 2000; Brauer, 2008). Mas
aun, durante el embarazo ocurre una degeneracidon de la inervacion simpatica del utero, la cual

regenera luego del parto (revisado en Brauer., 2008).

Analisis inmunohistoquimicos e histoldgicos realizados en ratas (Brauer y col., 1992), evidenciaron que
durante el desarrollo posnatal se produce un incremento progresivo de la inervacion simpatica
miometrial, la cual alcanza su maximo desarrollo durante el periodo prepuberal; dicho aumento se
acompafia por un aumento en la concentracion de noradrenalina (NA) en el érgano. Luego del primer
estro que ocurre en la pubertad y su concomitante incremento en los niveles de hormonas sexuales,
se produce un descenso en la densidad de inervacion miometrial, el cual se acompafia por una caida
en la concentracidn tisular de NA. Este cambio fue interpretado como una inhibicién del crecimiento
de los nervios simpaticos uterinos en respuesta a las hormonas sexuales, que los hicieron incapaces de

acompafiar el crecimiento del 6rgano.

En 1995 Brauer y colaboradores evidenciaron el papel clave jugado por el estrégeno en esta
plasticidad; y mostraron que distintos protocolos de administracién de la hormona mimetizan los
cambios observados en la inervacién en condiciones fisioldgicas. Por ejemplo, el tratamiento agudo
con estrégeno en ratas inmaduras produce un decrecimiento en la concentracion de NA y una
reduccion en la densidad de inervacion miometrial similar a la provocada por la pubertad natural. En
cambio, la administracion crénica de estrégeno a ratas prepuberes causa una pérdida completa de

nervios simpaticos miometriales, similar a la observada al término del embarazo.

Estudios posteriores evidenciaron que los nervios simpaticos que inervan los vasos sanguineos no son
afectados por la transicién de la pubertad ni por el tratamiento con estrégeno, reforzando asi la idea
de que los nervios simpaticos asociados al miometrio son mas susceptibles a las hormonas sexuales

gue los nervios peri-vasculares (Corbacho y col., 1997).

Pasada la pubertad, los nervios simpaticos se enfrentan a constantes cambios en los niveles de las
hormonas sexuales que ocurren durante el ciclo estral natural. Varios estudios evidenciaron la
existencia de cambios ciclicos en el contenido de NA en el Utero; donde los niveles del
neurotransmisor son mas altos en el diestro y decrecen durante el proestro y el estro, cuando se

observa una predominancia del estrogeno (Thorbet y col., 1978; Van Orden y col., 1980). Estos



cambios en los niveles de NA se acompafiaron por cambios en la densidad de inervacion miometrial en

ratas y ratones adultos (Zoubina y col., 1998; Zoubina y Smith., 2001).

En el afio 2000, Zoubina y colaboradores investigaron la variacion en la densidad de inervacién
simpatica del cuerno uterino de la rata durante ciclo estral; demostrando que durante las fases de
estro y proestro se reduce sustancialmente la densidad de la inervaciéon simpdtica del Utero en
comparacion con la fase de diestro, en la que se obseva una mayor densidad de inervacidn. Asimismo,
mediante observacion ultraestructural, este grupo evidencid que los cambios en la inervacion
simpatica del utero durante el ciclo estral de la rata se relacionaban con rapidas fases de degeneracién
y regeneracién de los axones simpaticos (Zoubina y Smith., 2000). Posteriormente, estos
investigadores confirmaron que experimentalmente ocurrian fenémenos similares, donde uteros
provenientes de ratas adultas ovariectomizadas (OVX) y tratadas con estrégeno presentaban una
marcada reduccion de los nervios simpaticos miometriales, similarmente a lo observado en animales

intactos en estadio de estro (Zoubina y Smith., 2001).

En su conjunto, estos resultados sugieren que el estrégeno juega un papel clave en la plasticidad del
los nervios simpaticos que inervan el miometrio uterino, causando la inhibicion del crecimiento y adn

degeneracion de los nervios intrinsecos del érgano.

Finalmente, los efectos inhibitorios del estrégeno sobre los nervios uterinos fueron evidenciados
mediante la utilizacién de ratones knockout para el receptor alfa estrogénico (RE-a). En 2001, Zoubina
y Smith demostraron que los efectos del estrégeno eran mediados a través del RE-o. y mostraron que
los ratones knockout para dicho receptor presentaban una hiperinervacidon simpatica uterina y no
respondian al estrégeno con una reduccién en la inervacién simpatica. Dado que el receptor alfa es
expresado tanto por las neuronas simpdticas (Zoubina y Smith., 2002) como por el miometrio uterino
(Madekurozwa y col., 2009), el estrégeno podria afectar a la inervacién uterina actuando
directamente sobre las neuronas simpdticas o indirectamente, modificando la capacidad del
miometrio uterino de sustentar su inervacion. En base a esto, varios estudios han sido llevados a cabo

con el fin de determinar el sitio de accion de la hormona.

1.4 Papel del efector en la plasticidad de la inervacion simpdtica uterina

Durante mucho tiempo se creyd que el estrogeno causaba un efecto negativo sobre los nervios
simpaticos uterinos actuando directamente sobre las neuronas simpaticas. Hallazgos mas recientes,

dieron sustento a la hipétesis de que el estrégeno y el embarazo causaban cambios en el propio tejido
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uterino, los cuales indirectamente, afectaban su capacidad de sustentar a su inervacién simpatica

(Brauery col., 1998, 2000; revisado en Brauer, 2008).

Esta hipdtesis alternativa fue comprobada en el ano 2000, cuando Brauer y colaboradores
trasplantaron fragmentos de miometrio provenientes de ratas prepuberes a la cdmara anterior del ojo
de ratas adultas OVX y tratadas con estrogeno. Dado que los tejidos transplantados a la camara
anterior del ojo son rapidamente revascularizados por los vasos sanguineos del iris del hospedero, los
transplantes provenientes de ratas OVX tratados con estrégeno mostraron un incremento de tamafio
y una maduracién de sus células musculares similares a las observadas in situ. La evaluacién de la
inervacion de los transplantes mostré que en las ratas tratadas con vehiculo, los transplantes
miometriales estaban rica y organotipicamente reinervados por fibras nerviosas simpaticas
provenientes del ganglio cervical superior, el cual provee normalmente la inervacién simpatica del iris
y ciertas estructuras cerebrales. Contrariamente, se pudo evidenciar que los transplantes de las
hembras hospederas tratadas con estrégeno presentaron una pobre reinervacién, similar a la
denervacion provocada por el estréogeno en la inervacidn intrinseca del miometrio uterino in situ.
Dado que la inervaciéon del iris no sufri6 modificaciones ni en su densidad de inervacion ni en sus
niveles tisulares de NA, los resultados brindados por los experimentos de transplante fueron
interpretados como una evidencia de que el estrégeno media sus efectos negativos a través de

cambios en la capacidad neuritogénica del propio tejido uterino.

Los hallazgos anteriormente mencionados, fueron confirmados por ensayos de co-cultivo de
explantos ganglionares simpaticos y explantos de miometrio (Krizsan-Agbas y Smith., 2002). En estos
ensayos se observd que el miometrio de las hembras adultas castradas promovia el crecimiento
neuritico desde los ganglios simpaticos, pero que este crecimiento estaba muy reducido cuando el
explanto miometrial provenia de una hembra castrada tratada con estrégeno. Un resultado similar se
observd tras la adicion de estrégeno al medio donde se co-cultivaban explantos ganglionares y
miometriales, pero no se observaron efectos inhibitorios del crecimiento neuritico cuando el

estrégeno se adicionaba a cultivos que sdélo contenian explantos ganglionares.

Es sabido que existe una variedad de moléculas difusibles que son secretadas por el 6rgano efector y
que podrian ser de impacto negativo al crecimiento de los nervios, nuestro siguiente punto

mencionara algunas evidencias de la contribucion de estas sefiales.
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1.5 Papel de moléculas difusibles con efectos negativos sobre el crecimiento de los nervios

simpdticos

El miometrio uterino produce una variedad de sefiales moleculares difusibles con efectos inhibitorios
para los nervios simpdticos. En 2005, Lobos y colaboradores evaluaron mediante analisis bioquimicos
la expresidon temporal y espacial de isoformas de por-NGF (del inglés: pro-nerve growth factor) en el
utero de rata durante el embarazo. Ellos evidenciaron que durante el embarazo y luego del parto
existia una diferencia témporo-espacial de la relacion NGF/pro-NGF, y que cambios en el

procesamiento del NGF se relacionaban con la denervacién simpdtica del dtero.

También se ha demostrado que el Utero estrogenizado produce otros tipos de sefiales difusibles de
impacto negativo para los nervios simpaticos, tales como el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF; del inglés: brain-derived neurotrophic factor), (Krizsan-Agbas y col., 2003); la neurotrimina
(Krizsan-Agbas y col., 2008), mediadores inflamatorios (Bianchimano y col., 2007) y varios miembros
neuro-repulsivos de la familia de las semaforinas (Marzioni y col., 2004; Richeri y col., 2008, 2011).
Recientemente, nuestro grupo de trabajo evidencid que la exposicion crénica al estrogeno de ratas
prepuberes induce la sintesis de semaforina 3F, la cual es fuertemente neuro-repulsiva para los
nervios simpaticos y contribuye a convertir al miometrio estrogenizado en un ambiente inhdspito para

los nervios simpaticos uterinos (Richeriy col., 2011).
1.6 Papel de la matriz extracelular en el crecimiento neuritico

Es sabido que ademas de la existencia de factores difusibles, el crecimiento de los nervios depende en
buena medida de moléculas asociadas al sustrato, muchas de las cuales son componentes intrinsecos
de la matriz extracelular (MEC). Durante el desarrollo embrionario y posnatal, la MEC es esencial para
el guiado axoénico (Porcianatto, 2006) y continda actuando en la vida adulta, regulando procesos de

regeneracion y plasticidad (Huebner y Strittmatter., 2009).

Por ejemplo, la laminina, la fibronectina y el coldgeno son generalmente sustratos permisivos que
favorecen el crecimiento de las neuritas, tanto in vitro como in vivo. Contrariamente, los
proteoglicanos son generalmente inhibidores del crecimiento neuritico, mientras que otras moléculas
como la tenascina pueden tener efectos promotores o inhibitorios del crecimiento de forma contexto-

dependiente (Antdn y col., 1994; Becker y Becker, 2002; Porcinatto, 2006).

Varias evidencias indican que luego de una injuria, el crecimiento de los axones se ve limitado en el
sistema nervioso central y se ha demostrado que parte de este efecto, es mediado por cambios en la

expresion de ciertas moléculas de la MEC, como por ejemplo los proteoglicanos (Kwok y col., 2008).
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Contrariamente, en el sistema nervioso periférico (SNP) esta situacion difiere, pudiéndose observar
regeneracion axonal, que dependera en parte de sefiales extracelulares y en parte de la capacidad
intrinseca de las neuronas (Huebner y Strittmatter, 2009). Por otra parte, es sabido que ciertos
componentes de la MEC son esenciales para el mantenimiento de la inervacion simpatica de la pared
de los vasos sanguineos y serian responsables de ciertos fendmenos atréficos de esta inervacién

durante el envejecimiento (Gavazzi y col., 1996).

En el Utero, las hormonas sexuales promueven cambios relevantes en la composicidn y organizacidn
de la matriz extracelular. Por ejemplo, algunos estudios han evidenciado que cambios en la expresion
génica de componentes de la MEC, como colageno, fibronectina y laminina contribuyen a Ia
remodelacidon del miometrio durante el embarazo (Shynlova y col., 2004). La expresion de ciertos
proteoglicanos también varia con las fluctuaciones de las hormonas sexuales durante el ciclo estral, asi
como también existe una expresion mas fuerte de esta sefial en el miometrio uterino de ratones en
respuesta al estrégeno (Salgado y col., 2009). Teniendo en cuenta que los proteoglicanos poseen
entre otras, la funcién de ensamblaje de moléculas de la MEC como por ejemplo el colageno (Silvera 'y
col., 2002), esta expresién diferencial de los mismos podria causar modificaciones en la MEC uterina

gue a la postre podrian modificar el crecimiento de su inervacién.

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Con el fin de evaluar la contribucién del sustrato a la remodelacién iniciada por el estrégeno en la
inervacién uterina, nuestro grupo utilizé el modelo de “criocultivo” (Richeri y col., 2010). Este ensayo
consiste en cultivar explantos ganglionares sobre cortes a congelacién de tejido no fijado. En nuestro
caso, se cultivaron explantos de ganglio cervical superior provenientes de ratas neonatales y adultas
castradas. Como sustrato se usaron cortes a congelacion de la capa muscular longitudinal del
miometrio uterino, provenientes de ratas adultas castradas tratadas con vehiculo o estrégeno (Figura

3).

Figura 3. Esquema que representa el método de criocultivo. Se puede

observar: en color azul el corte de tejido usado como sustrato
(miometrio), y en rojo el explanto de ganglio simpatico.

La primera observacién brindada por estos estudios fue que en todos los casos, el crecimiento
neuritico estaba profundamente influenciado por las caracteristicas del tejido subyacente. Por

ejemplo, se observod que las neuritas crecian sobre las regiones del corte ocupadas por musculo liso y
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evitaban crecer en las zonas del corte ocupadas por el tejido conjuntivo que separa los haces

musculares (Figura 4).

Figura 4. Corte de criocultivo tefido
con azul de toluidina. Se observa el
crecimiento neuritico asociado con los
haces de células musculares lisas de la
capa miometrial longitudinal (LML) y
los vasos sanguineos (bv)
intrauterinos, evitando crecer por las
areas del corte ocupadas por el tejido
conjuntivo que separa los haces
musculares. Inset (i) se puede
observar un cono de crecimiento.

Imagenes tomadas de Richeri y col.,
2010.

Estos estudios también mostraron que las neuritas crecian preferentemente siguiendo el eje mayor de
las células musculares lisas y no lograban crecer en forma perpendicular a ellas (Figura 5a). Mas aun,
se observd que las neuritas se curvaban en angulos de hasta 902 para adaptar su curso a esta

orientacién particular (Figuras 5b y b’).

Figura 5. Influencia del sustrato en el crecimiento neuritico. Panel derecho: imagenes de
criocultivos tefiidos con colorante vital, panel izquierdo: esquemas representando la orientacion de

las fibras musculares en el corte de tejido subyacente (a: cortes longitudinales de capa miometrial
longitudinal y b, b’: circular. Notese que el crecimiento neuritico sigue el eje axial mayor de las
células musculares lisas (a, b, b’), y que las neuritas reorientan su crecimiento adaptandose a la 14
orientacién de las células musculares lisas (b’, flecha). Imagenes tomadas de Richeri y col., 2010.



Finalmente, estos estudios mostraron que el crecimiento neuritico era sustancialmente menor sobre
los cortes de miometrio de ratas tratadas con estrégeno (Figuras 6). En su conjunto, estos resultados
indican que: (1) el sustrato miometrial provee sefiales para guiar a los axones simpaticos de manera
organotipica y sin la aparente participacion de sefiales difusibles; y (2) el estrégeno modifica las

caracteristicas del sustrato miometrial y lo hace menos capaz de promover el crecimiento neuritico.

Figura 6. Explantos de ganglio simpatico neonatal (G) emitiendo neuritas sobre un corte de capa longitudinal
miometrial de una rata adulta castrada (a) y una tratada con estrégeno (b). Notese que el crecimiento neuritico
es marcadamente menor cuando el ganglio simpatico es cultivado sobre secciones de miometrio estrogenizado.
La migracién de las células no-neuronales no se ve afectada por el estado hormonal del sustrato. Imagenes
tomadas de Richeri y col., 2010.

3. RESULTADOS PRELIMINARES

Es sabido que el coldgeno es clave para el crecimiento de los axones in vivo, siendo ademds una
proteina de la MEC ampliamente utilizada como sustrato para cultivos neuronales. Mds aun, existen
evidencias de que la orientacién del coldageno afecta profundamente la extensién del crecimiento
neuritico, como lo demuestran los ensayos de cultivo que emplean colageno hidratado (red) y
colageno alineado mediante el empleo de un campo magnético (Dubey y col., 1999; Ceballos y col.,
1999). Ademas, estudios recientes mostraron que la utilizacion andamios de coldgeno promueve la
unién de factores de crecimiento en sitios que presentan injurias, mejorando asi la regeneracién de

nervios periféricos (Madduri y Gander., 2011).
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En este marco, es posible plantear como hipdtesis que tanto en los ensayos de criocultivo como in
vivo, la orientacion del colageno presente en la MEC miometrial podria contribuir a la orientacién de
las neuritas en crecimiento; y que el estrégeno podria inducir cambios en la orientacién del coldgeno

gue impactaran negativamente sobre el crecimiento de las neuritas simpaticas.

Basados en esta hipdtesis, realizamos algunas observaciones preliminares usando microscopia
electréonica de transmisién, las que mostraron que cada célula muscular lisa miometrial estaba
rodeada por abundantes fibrillas de coldageno. En las ratas castradas tratadas con vehiculo, estas
fibrillas estaban altamente ordenadas y se orientaban siguiendo el eje mayor de las células
musculares lisas. Contrariamente, en las ratas tratadas con estrégeno, el colageno perimuscular
presentaba una disposicidn diferente a la del control, siguiendo una orientacién perpendicular al eje
mayor de las células musculares. Estas observaciones, apuntan a apoyar la hipdtesis planteada, pero

es necesario corroborarlas utilizando métodos cuantitativos.
4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la orientaciéon del colageno presente en la matriz extracelular miometrial contribuye en la
orientacién de las neuritas en crecimiento, y si el estrdgeno induce cambios en la orientacién del

colageno que puedan ser responsables del menor crecimiento observado sobre cortes estrogenizados.
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(a) Confirmar y extender nuestras observaciones preliminares; y valorar cuantitativamente la
remodelacién que ocurre en el coldgeno miometrial en respuesta al estrogeno, mediante el empleo de

microscopia electrénica asociada a métodos morfométricos.

(b) Determinar si en criocultivo, las neuritas utilizan para su crecimiento el coldgeno presente en el

corte de miometrio uterino utilizado como sustrato.

(c) Analizar si in situ, los nervios simpaticos se distribuyen en las dreas del miometrio donde se

detectan cambios en la orientacién del colageno.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales y Tratamientos

En el presente trabajo se utilizaron ratas hembras adultas 3 meses de edad de la cepa Wistar,
pertenecientes a la colonia del IIBCE. Las ratas fueron sexadas al nacer y destetadas a los 20 dias de
edad. Los animales fueron criados en un ambiente constante de temperatura e iluminacién, vy
mantenidos en grupos de seis hembras con libre acceso de alimento y agua. En ensayos puntuales se

utilizaron hembras prepuberes (27 dias de edad) y neonatales (4-5 dias de edad).
6.2 Ovariectomia

Inicialmente se determind la fase del ciclo estral de las ratas mediante frotis vaginal y se escogieron
para ser ovariectomizadas las hembras que se encontraban en diestro (etapa del ciclo de bajos niveles
de estrogeno). Para la realizacidén de la ovariectomia, las ratas fueron anestesiadas mediante una
inyeccién intraperitoneal (IP) de 90mg/kg Ketamina (Unimedical, Uruguay) y 10mg/kg de Xilazina
(Unimedical). La remocién de los ovarios se realizé a través de dos pequefias incisiones laterales
realizadas en la regién lumbar, bajo condiciones de asepsia. Luego de exponer el ovario, se pinzo el
oviducto y luego de realizar una ligadura por debajo de la zona de pinzado, se removieron los ovarios
utilizando una hoja de afeitar estéril. Luego de verificar la ausencia de sangrado, se procedié a
reintroducir los cuernos uterinos en la cavidad peritoneal y cada incisién fue suturada. Se permitié a
los animales recuperarse de la anestesia en el laboratorio, bajo estricto monitoreo y posteriormente
se los devolvié al bioterio, donde permanecieron en jaulas individuales hasta el momento de la
eutanasia (Richeri y col., 2010). No se observaron signos de malestar o infecciones en los animales
ovariectomizados. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo con los protocolos de

manejo de animales oportunamente aprobados por la Comisién de Bioética del [IBCE.
6.3 Tratamiento con Estrégeno

Las ratas ovariectomizadas fueron tratadas por via subcutdnea con tres dosis de 50 pyg de 17-B-
cipionato de estradiol (Laboratorio Konig, Argentina) diluido a dosis apropiada con aceite de mani
(Sigma, EEUU). Las inyecciones fueron administradas en los dias 5, 7 y 9 luego de la ovariectomia y las
ratas fueron eutanizadas en el dia 10 (Richeri y col., 2010). Los animales control se trataron con

vehiculo siguiendo el mismo protocolo de administracidon que los animales estrogenizados.

17



6.4 Tratamiento con 5-hydroxydopamina (5-OHDA)

Para realizar la visualizacién de los nervios simpaticos por microscopia electréonica de transmisién,
animales prepuberes (n=2) fueron inyectados IP con 100 mg/k de 5-OHDA (Sigma, EEUU) diluida en
suero fisiolégico suplementado con 0.2 % de acido ascérbico (Sigma), y eutanizados 20 horas luego de

la administracion de la droga (Tranzer and Thoenen 1967; Knight 1980).
7. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

7.1 Principios Generales.

La microscopia electronica de transmision (MET) es una técnica que permite la evaluacién de la
ultraestructura de los componentes celulares y no-celulares presentes en los especimenes biolégicos.
La principal herramienta utilizada para esta técnica es el microscopio electrénico (Figura 7A), que es
un tipo particular de microscopio que utiliza como fuente de iluminacion un haz de electrones.
Debido a su baja longitud de onda (1), los electrones permiten obtener niveles de resolucion y por
ende magnificaciones que no son alcanzables por los microscopios épticos. La longitud de onda de los
electrones puede variarse en funcidon de la diferencia de potencial con la que los mismos son
acelerados. Asi a 20KV la A de los electrones es de 0.0859 A, mientras que a 100kV A es de
aproximadamente 0.0370 A. El microscopio electrénico presenta otras diferencias respecto de los
microscopios épticos; por ejemplo: (a) utiliza lentes electrénicas (magnéticas o electromagnéticas) en
lugar de lentes de vidrio o cuarzo; (b) requiere trabajar en un medio de alto vacié, debido a que los
electrones son facilmente desviados de su trayectoria por las moléculas presentes en el aire; y (c) pose
un foco eléctrico, a diferencia del foco mecanico utilizado por los microscopios épticos. Dado que los
electrones tienen un bajo poder de penetracion, es necesario que el espécimen sea sumamente fino
(aproximadamente 70 nm de espesor) para que los mismos puedan atravesar. Para obtener cortes
ultrafinos se utiliza otra herramienta clave para la microscopia electrénica, el ultramicrotomo (Figura
7B), el cual utiliza cuchillas de vidrio (Figura 7C) o diamante, en lugar de las clasicas cuchillas metalicas

utilizadas por los micrétomos convencionales.
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Figura 7. llustra imagenes de:
(A) Microscopio Jeol 100CX II;
(B); Ultramicrétomo Power
Tome XL; y (C) Detalle de la
cuchilla de vidrio usada para
obtener cortes ultrafinos.
Estos equipos forman parte de
la Unidad de MET del IIBCE.

7.2 Preparacion de los tejidos para MET

Las ratas fueron eutanizadas mediante una sobredosis IP de pentobarbital sddico (60 mg/kg; Sigma).
Luego de comprobar que el animal no presentaba ningln signo vital, se abrid la cavidad peritoneal y se
goted sobre los cuernos uterinos el liquido fijador compuesto de glutaraldehido al 2,5% diluido en
buffer fosfato (0.1M, pH: 7.2-7.4 a 42C). No se utilizé perfusidn para evitar que la torsidn natural del
utero impidiera obtener muestras alineadas del tejido. Los cuernos uterinos fueron removidos,
liberados de grasa y tejido conjuntivo anexo, y bajo el fijador se tomaron muestras de la region medial
del cuerno uterino de aproximadamente 2 mm de longitud (Figura 8). Estas muestras fueron fijadas
por inmersion durante 24-48 horas adicionales a 4C2. Luego de cumplido ese periodo, se realizaron 6
lavados de 10 minutos cada uno en buffer fosfato, mantenido a 42C vy con agitacién continua.
Completado el lavado, se realizo una post-fijacién con tetréxido de osmio al 1% durante 1 hora a 42C
y protegido de la luz. Por ser un metal pesado, el tetroxido de osmio confiere contraste a la muestra,
ya que favorece la dispersién elastica de los electrones bajo el MET. Por otra parte, debido a que esta
molécula se une a las cabezas polares de los lipidos de membrana, permite la visualizacion de las

membranas celulares.
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Figura 8. Esquema representativo de la
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Cumplido el tiempo de post-fijacién, los tejidos fueron lavados durante una hora con buffer fosfato en
las mismas condiciones que las anteriormente descriptas, para ser luego deshidratados en alcoholes
de graduacidn creciente y acetona absoluta. Finalmente, los tejidos fueron incluidos en la resina
epoxica araldita (Durcupan ACM; Fluka, EEUU). Para favorecer la penetracion de la resina, los tejidos
fueron incubados primero en una mezcla de partes iguales de araldita y acetona absoluta, y luego se
realizaron dos pasajes por araldita pura. Posteriormente, los tejidos fueron colocados en moldes
apropiados, teniendo especial cuidado en que la orientacion del eje mayor del Utero estuviera
perfectamente alineada con el frente de corte del bloque. La araldita fue polimerizada a 602C durante

toda la noche.
7.3 Obtencion y tincién de cortes para MET

Utilizando un ultramicrétomo Power Tome XL y cuchillas descartables de vidrio, se realizaron
inicialmente cortes semifinos (250 nm), los cuales fueron montados sobre portaobjetos y coloreados
con azul de toluidina boracico al 1%. Estos preparados fueron examinados bajo el microscopio de luzy
utilizados para seleccionar las dreas de la capa miometrial longitudinal del Utero que serian utilizadas
para la posterior realizaciéon de cortes ultrafinos (Figura 9). Se realizaron cortes ultrafinos a dos
profundidades de cada fragmento de cuerno uterino, para luego ser utilizados en los estudios

cuantitativos.
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Figura 9. Representacién esquematica de un
corte transversal de utero de rata. El
recuadro de color verde indica la region
seleccionada para realizar los cortes
ultrafinos para M.E.T. M: miometrio, CL: capa
muscular longitudinal, CC: capa muscular
circular, SCV: septo conjuntivo vascular, E:
endometrio, TP: tejido parametrial, A arteria
uterina, V: vena uterina.

CL SCV

Una vez encontrada la zona de interés, se realizaron
cortes ultrafinos de 70 nm de espesor, los cuales
fueron montados en grillas de cobre de orificio Unico
y colocados sobre un film de soporte de Formvar
(Fluka), (Figura 10). Se tomaron las debidas

precauciones al seleccionar la calidad de la cuchilla de

vidrio a ser empleada asi como la calidad del agua

Figura 10. Grillas de cobre de orificio Unico
ultra-pura utilizada. conteniendo  los  cortes ultrafinos
apoyados sobre el film de Formvar.

Con el fin de aumentar el contraste de las estructuras celulares, los cortes ultrafinos fueron
inicialmente tefiidos con acetato de uranilo al 2% durante 14-18 horas y protegidos de la luz. Cumplido
este periodo, las grillas fueron lavadas con agua ultra-pura y posteriormente contrastadas con citrato
de plomo al 1% por 5 minutos. Esta tincidn se realizé en una caja de petri, en la cual se colocaron
pellets de hidroxido de sodio, los que capturan el CO2 presente en atmdsfera y evitan el precipitado
del plomo. Posteriormente, las grillas fueron lavadas con agua ultra-pura y guardadas en cajas
apropiadas hasta ser observadas en el microscopio electréonico. Los cortes fueron examinados en un
microscopio electrénico Jeol 100 CXIl operado a 60 kV. Las imagenes digitales fueron capturadas a

14.000 y 19.000 aumentos.
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7.4 Método de cuantificacion de la orientacion del colageno

De cada corte ultrafino, se tomaron cinco micrografias representativas de las células musculares lisas
de la capa miometrial longitudinal y su matriz extracelular circundante. Como se ilustra en la Figura 11
y utilizando el programa ImagePro Plus de Media Cybernetics (EEUU), se midieron los siguientes
parametros: (a) porcentaje de area ocupada por las células musculares lisas SMC (del inglés: smooth
muscle cells) y su matriz extracelular circundante ECM (del inglés: extracellular matrix). Con estos
valores se utilizaron ademas para calcular la relacion ECM/SMC; (b) porcentaje de area de ECM
perimuscular ocupada por colageno; y (c) porcentaje de drea ocupada por colageno orientado paralela
y no-paralelamente al eje mayor de las células musculares lisas. Los valores obtenidos de las imagenes
pertenecientes a los cortes (n=6) de un mismo cuerno uterino fueron promediadas y posteriormente
utilizadas en las comparaciones estadisticas. Los datos fueron comparados utilizando el test no-
paramétrico de Mann-Whitney y los valores de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

IMAGEN ORIGINAL % DE AREA DE LA ECM % DE AREA DE COLAGENO

Relacién ECM/SMC Colageno paralelo
Colageno no-paralelo
Figura 11. Esquema representativo del método utilizado para cuantificar los cambios en la orientacion del

colageno en la matriz extracelular intersticial de la capa longitudinal del miometrio uterino. SMC: células
musculares lisas; ECM: matriz extracelular.
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7.5 Cultivo de ganglios simpdticos sobre cortes a congelacion de miometrio y andlisis

ultraestructural del crecimiento neuritico.

Los criocultivos fueron realizados como en estudios previos (Richeri y col., 2010) usando para ello
cuernos uterinos de ratas castradas. Los cuernos uterinos fueron removidos en condiciones asépticas,
liberados de grasa y tejido conjuntivo circundante, y abiertos longitudinalmente. Los fragmentos de
tejido fueron rdpidamente colocados sobre platinas pre-enfriadas del cridstato y congelados. Se
realizaron cortes de 14 um de espesor, los cuales fueron colocados con la ayuda de un pincel sobre la
base de placas de cultivo plasticas de 35mm (Falcon BD, EEUU), que no presentaban ningun tipo de
recubrimiento. Los ganglios cervicales superiores (GCS) fueron obtenidos de ratas hembra neonatales
(4-5 dias de edad) los cuales luego de ser liberados de la vaina conjuntiva que los rodea, fueron
fragmentados en explantos de aproximadamente 500-600 pum de didmetro. Los cultivos fueron
realizados utilizando medio Neurobasal desprovisto de suero (Gibco, Invitrogen, EEUU) suplementado
con B-27 al 2% (Gibco, Invitrogen), 0.5 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich, EEUU), 1% de una solucion

de antibidticos (Gibco, Invitrogen) y 0.5 ng/ml de NGF (Harlan Bioproducts for Science, EEUU).

Luego de tres dias, los cultivos fueron examinados bajo un microscopio de contraste de fase para
evaluar el éxito del crecimiento neuritico, e inmediatamente fijados por 5 minutos a temperatura
ambiente con glutaraldehido al 0,5% diluido en buffer fosfato (BF). Las condiciones de esta fijacion
inicial fueron disefiadas para evitar la retraccidon de las neutritas. Posteriormente, se continué la
fijacién en glutaraldehido al 2,5% por 1 hora a 42C. Los cultivos fueron posteriormente lavados en BF,
post-fijados en tetréxido de osmio al 1%, lavados en BF y deshidratados en alcoholes de graduacién
creciente hasta alcohol absoluto. Finalmente, los cultivos fueron incluidos en resina Epon (Fluka,
EEUU) y polimerizados a 602 por 24 horas. Los ensayos de criocultivo fueron realizados en
colaboracidn con la Lic. Paola Bianchimano. Se realizaron cortes ultrafinos, transversales al eje mayor
de las células musculares lisas presentes en el corte empleado como sustrato, los cuales fueron

contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo, y examinados bajo el microscopio electrdnico.
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8. INMUNOHISTOQUIMICA

8.1 Principios generales. La técnica de inmunohistoquimica se basa en la especificidad de la reaccion
antigeno-anticuerpo y es una técnica ampliamente utilizada para localizar moléculas de interés,
principalmente proteinas. Existen dos métodos distintos de inmunohistoquimica, conocidos como

métodos directo e indirecto (Figura 12).

12 INMUNOFLUORESCENCIA

N

DIRECTA INDIRECTA

El primer método consiste en la utilizacién de un anticuerpo primario que lleva asociada la marca que
permitird localizar el antigeno en la muestra en estudio. Esta técnica es ventajosa por su sencillez y
rapida realizacidon. En el método indirecto se utiliza un anticuerpo primario que reconoce el antigeno,
y un anticuerpo secundario marcado que reconoce la regiéon constante de la cadena pesada del
anticuerpo primario. Este método, aunque mas laborioso, permite amplificar la sefal, siendo
especialmente util a la hora de valorar sefiales débiles presentes en el tejido. En ambos métodos, los
anticuerpos son marcados con distintas moléculas, tales como fluorocromos, enzimas, elementos
radioactivos u oro coloidal, el que se utiliza para la deteccidon de antigenos en MET. Para nuestros
estudios de inmunohistoquimica utilizamos el método de inmunofluorescencia indirecta, y

microscopia de epifluorescencia.

8.2 Demostracion inmunohistoquimica de los nervios simpadticos e histologia

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (60 mg/kg) y perfundidas por via transcardiaca
con 50 ml de solucidn salina al 0.9% para eliminar la sangre que produce autofluorescencia. Los Uteros
fueron disecados bajo lupa, liberados de grasa y tejido conjuntivo, y luego extendidos rectos sobre
planchas de “silgard” usando micro-agujas para asegurar que los cuernos uterinos se fijaran lo mas
rectamente posible. Finalizado este procedimiento, los tejidos fueron fijados por inmersién con

paraformaldehido al 4% durante 1.30 horas a 42 C y con agitacién. Posteriormente, las regiones
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medias de los cuernos uterinos, fueron crio-protegidas en sacarosa al 12% a 42C por 12 horas y
congeladas encastradas en un medio apropiado para su congelacion (Tissue Freezing Medium;

Shandon, EEUU).

Utilizando un cridéstato Leika, se realizaron cortes a congelacion de 8 um de espesor y transversales al
eje mayor del cuerno uterino, los cuales fueron montados sobre portaobjetos previamente
gelatinizados. Para demostrar los nervios simpaticos se utilizdé un anticuerpo primario policlonal
generado en conejo contra la tirosina hidroxilasa, enzima que regula la sintesis de noradrenalina
(dilucion 1:400; Pierce Biotechnology, EEUU). La incubacion se realizé toda la noche a temperatura
ambiente y en una cdmara humeda. Finalizado este periodo, los cortes fueron lavados en PBS (buffer
fosfato salino) durante 1 hora e incubados en un anticuerpo secundario realizado en cabra y marcado
con FICT (1:400, Chemicon, EEUU) durante 1.30 horas a temperatura ambiente. Luego de lavar el
anticuerpo secundario en PBS, los cortes fueron tefiidos con azul de toluidina boracico al 0,05%

durante 30 segundos, lavados en PBS y montados en Citifluor (Reino Unido).

Los preparados se examinaron bajo un microscopio Nikon E800 equipado con epifluorescencia y
usando el filtro B2E (EX 450-490; B 520-560) y la histologia se evalué en el mismo microscopio bajo
campo claro. Las imagenes se capturaron utilizando una camara digital monocroma refrigerada
CoolSnap, asociada al programa ImagePro Plus, ambos de Media Cybernetics. De cada corte de
cuerno uterino (2 cortes por cuerno), se tomaron pares de imagenes digitales de 4 regiones diferentes
de la capa miometrial longitudinal: una imagen de epifluorescencia para visualizar los nervios
simpaticos y una de campo claro para evaluar la histologia. Utilizando el mismo programa, se
superpusieron ambas imagines y se procedid a contar manualmente el nimero de nervios simpaticos
gue se asociaban con los haces musculares miometriales y el nimero de axones que cursaban por las
areas de tejido conjuntivo que separaban dichos haces (Figura 13). Los datos obtenidos de cada

cuerno uterino fueron promediados.
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9. RESULTADOS

9.1 Efectos del estrégeno sobre la orientacion del coldgeno en el miometrio de ratas adultas

ovariectomizadas

En la capa miometrial longitudinal de las ratas adultas ovariectomizadas (OVX), las fibrillas de colageno
que ocupaban la MEC intersticial que rodeaba a las células musculares individuales estaban altamente
alineadas y predominantemente orientadas en forma paralela al eje mayor de las células musculares
lisas (CML), (Figuras 14a,b; asteriscos). Los estudios cuantitativos (Figura 15), mostraron que el
coldgeno paralelamente orientado representaba el 83% del drea ocupada por el coldgeno total en la

MEC intersticial (Figura 15a).

Luego del tratamiento con estrégeno a las hembras OVX, las fibrillas de coldgeno no se orientaban
paralelamente al eje mayor de las CML, sino que las envolvian y presentaban una orientacién que era
perpendicular a ese eje mayor o presentaban una orientacion azarosa, no atribuible al plano de corte
(Figuras 14c,d; asteriscos). Las fibrillas de coldgeno se mostraban generalmente altamente
empaquetadas. Consistentemente con estas observaciones, los estudios cuantitativos (Figura 15a)
mostraron que en las ratas OVX tratadas con estrégeno, sélo el 11% del area total ocupada por el

colageno estaba representada por fibrillas que seguian el eje mayor de las CML.

Los estudios cuantitativos también mostraron que el porcentaje de area ocupado por la MEC que
rodea a las CML individuales estaba significativamente reducido en las ratas OVX tratadas con
estrogeno (Figura 15b) y consistentemente, la relacion MEC/CML estaba reducida en estos animales
(Figura 15c). A pesar de estos cambios el area total ocupada por el colageno en la MEC intersticial no

sufrié cambios significativos (Figura 15 d).
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Figura 14. llustra imdagenes ultraestructurales de cortes transversales del cuerno uterino de ratas
ovariectomizadas tratadas con vehiculo (a,b) o estrégeno (c,d). En ellas se ilustran los cambios inducidos por el
estrogeno en el tamafo de las células musculares lisas (smc: del inglés smooth muscle cells) asi como en la
orientacion del coldgeno (*) que ocupa la matriz extracelular intersticial que las rodea. Note que en las hembras
castradas las fibrillas de colageno se encuentran cortadas transversalmente y por lo tanto orientadas siguiendo
el eje mayor de las células musculares lisas. Luego del tratamiento con estrégeno, la fibrillas de coldgeno se
orientan perpendicularmente al eje mayor de las células musculares lisas. Las flechas sefialan la presencia de
numerosas cavéolas, propias de las células musculares lisas maduras.
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Figura 15. llustra los resultados brindados por los estudios morfométricos cuantitativos realizados sobre
imagenes de microscopia electronica de transmision de la capa miometrial longitudinal de hembras adultas
castradas tratadas con vehiculo (CAS-CON) o estrogeno (CAS+E). En ellas se observan los efectos del estrégeno
sobre: (A) el porcentaje de area de colageno total ocupado por colageno orientado paralelamente al eje mayor
de las células musculares lisas (coldgeno alineado); (B) el porcentaje del area total de la imagen ocupada por la
matriz extracelular (MEC) intersticial que rodea a las células musculares lisas; (C) la relacidn entre el areas de la
imagen ocupadas por la MEC intersticial y las células musculares lisas (CML); y (D) el porcentaje del area de la
MEC intersticial ocupada por el coldgeno. Las medianas fueron comparadas utilizando el test no-paramétrico de
Mann-Whitney y los valores de p < 0.05 considerados estadisticamente significativos. *=p<0.05,
**=p<0.01.

En el tejido conjuntivo que separa los haces musculares miometriales, se observaron también grandes
cantidades de coldgeno fibrilar (Figuras 16 a, b; asteriscos), el cual sufri6 cambios de orientacion
similares a los observados en la MEC intersticial luego del tratamiento con estréogeno. Mas aun, en las
ratas OVX tratadas con estrégeno, las fibrillas de coldgeno estaban aparentemente mas densamente

empaquetadas que en las ratas OVX tratadas con vehiculo.

28



Figura 16. llustra imagenes ultraestructurales de cortes transversales del cuerno uterino de ratas
ovariectomizadas tratadas con vehiculo (a) y estrégeno (b). En ellas se observan regiones del tejido conjuntivo
que separan los haces de miometriales. Nétese que en los controles, las fibrillas de colageno (*) se encuentran
orientadas siguiendo el eje mayor del cuerno uterino, mientras que la ratas estrogenizadas, el colageno (*) tiene
una orientacion predominantemente perpendicular a dicho eje. f, fibroblastos. Barra de calibraciéon 4 um.

9.2 Andlisis ultraestructural del crecimiento neuritico en criocultivo

Al comienzo del cultivo, la superficie expuesta del corte a congelacién usado como sustrato
presentaba perfiles celulares cortados a diferentes profundidades, membranas celulares, areas de
MEC intersticial y tejido conjuntivo (datos no mostrados). Contrariamente, luego de tres dias en
cultivo, la mayor parte de los componentes celulares antes mencionados no eran ya identificables bajo
el microscopio electronico; y la mayor parte del corte estaba compuesto por un material amorfo en el
gue se observaban grandes cantidades de colageno fibrilar (Figura 17a). Asociadas a la superficie libre
del corte usado como sustrato (Figuras 17 b, c), se observaron numerosas neuritas, las cuales
establecian contactos estrechos con las fibrillas altamente alineadas presentes en esa superficie.
También, se observaron numerosas células no-neuronales ganglionares que migraban sobre la
superficie del corte de tejido y en algunos casos presentaban incipientes procesos celulares que

parecian comenzar a envolver a las neuritas en crecimiento (Figura 17c).
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Figura 17. llustra imagenes ultraestructurales de los criocultivos sobre cortes a congelaciéon de miometrio de
ratas ovariectomizadas tratadas sélo con vehiculo. En la figura a, se observa la apariencia del corte miometrio
luego de 3 dias en cultivo. Nétese que la mayor parte del mismo estd compuesto por un material amorfo que
contiene grandes cantidades de coldgeno fibrilar (*) y solo se observa el resto de un nucleo (flecha). En las
figuras b y c, se observan neuritas (N) creciendo en contacto directo con los haces alineados de colageno fibrilar
(*). Enla figura b, se observa una célula no-neuronal (nnc del inglés: non-neuronal cells) que ha migrado desde el
ganglio. En la figura d, se observa que procesos celulares de estas células no-neuronales (posiblemente células
de Schwann) forman delicados procesos celulares ( V') que parecen envolver a las neuritas en crecimiento.
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9.3 Estudio de la distribucion de los nervios simpdticos en el miometrio uterino

Con el fin de avanzar en la interpretacién de la relevancia funcional de los cambios en la orientacién
del coldgeno antes descriptos, analizamos si los nervios simpaticos asociados con el miometrio se
distribuian en las areas de la MEC donde se detectaron estos cambios. Aunque en nuestro proyecto
inicial propusimos realizar este estudio sobre animales adultos OVX, el examen de su inervacién
simpatica mediante inmunohistoquimica mostré que la mayor parte de estos nervios se distribuian
alrededor de los grandes vasos sanguineos que ocupan el plexo vascular que separa ambas capas
miometriales (Figura 18 a), mientras que sdlo unas pocas fibras se observaron en relaciéon con el
miometrio, estando las mismas mayormente concentradas en la regidon antimesometrial del cuerno
uterino (Figura 18 b). Dado que esto limitaba nuestras posibilidades de realizar el estudio propuesto,
utilizamos para las mismas ratas prepuberes de 27 dias de edad. Esta eleccién fue considerada valida,
ya que estudios recientes de nuestro grupo (Martinez y col., 2011) mostraron que la pubertad natural
también provoca cambios sustanciales en la orientacion del coldgeno intersticial que rodea a las CML

de la capa miometrial longitudinal.

31



100 microns

Figura 18. Se ilustran cortes a congelacién transversales al eje mayor del cuerno uterino de ratas adultas,
a 10 dias luego de la ovariectomia. En ellos se observan fibras nerviosas simpaticas inmuno-marcadas con
un anticuerpo contra la tirosina hidroxilasa. (a) Muestra un aspecto lateral del cuerno uterino, en donde
se reconocen vasos sanguineos (vs) que presentan una rica inervacién simpatica. No te que ni la capa
miometrial longitudinal (cml), ni la capa miometrial circular (cmc) o el endometrio (E) presentan
inervacién simpatica. (b) Muestra el borde antimesometrial (BAM) del cuerno uterino, donde se
observan algunas delicadas fibras simpaticas asociadas con el musculo liso de esta region (flecha). g:
glandula endometrial.
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En las ratas prepuberes, se observd una rica inervacidon simpatica asociada con la capa miometrial
longitudinal y los vasos sanguineos intra-miometriales (Figura 19a). Los estudios cuantitativos
realizados luego de superponer la imagen de los nervios (Figura 19c) a las imagenes histoldgicas
(Figura 19 b) mostraron que el 96% de los axones simpaticos miometriales se encontraban asociados
con los haces musculares, mientras que sélo un 4% de los axones cursaba por el tejido conjuntivo que

separaba dichos haces.

Figura 19. Las imagenes ilustran el método utilizado para cuantificar el nimero de axones asociados con los
haces musculares y el tejido conjuntivo que los separa en la capa miometrial longitudinal de una rata prepuber.
En la figura a, se muestra una imagen de inmunofluorescencia en la que se observa la inervacién simpatica del
utero (anti-tirosina hidroxilasa), Se observan numerosas fibras nerviosas asociadas con la capa miometrial
longitudinal (Iml del inglés: longitudinal muscle layer) y los vasos sanguineos (bv) que se localizan entre la Imly
la capa miometrial circular (cml del inglés: circular muscle layer). En la figura b, se observa la misma regién del
corte, ahora visto en campo claro y luego de ser tefiido con azul de toluidina. Los asteriscos sefialan los haces
musculares y las flechas el tejido conjuntivo que separa dichos haces. En la figura c, se ilustra la superposicion de
ambas imagenes. En rojo, se han coloreado las fibras nerviosas asociadas con los haces musculares lisos; en azul,
las fibras nerviosas que cursan por el tejido conjuntivo y en verde, los nervios asociados a los vasos sanguineos.
Notese que la gran mayoria de las fibras nerviosas estan asociadas a los haces musculares (rojas).
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En concordancia con estas observaciones, los estudios ultraestructurales de los nervios simpaticos
marcados con el falso neurotransmisor 5-OHDA revelaron la presencia de delicados perfiles de axones
terminales cursando por la matriz altamente alineada de coldgeno que rodea a las células lisas

inmaduras del miometrio uterino de las ratas prepuberes (Figura 20).
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Figura 20. llustra una imagen ultraestructural de un grupo de axones nerviosos terminales en corte transversal
(A), localizados en el miometrio de una rata prepuber. Uno de estos axones presenta vesiculas con un contenido
denso, que representa al falso neurotransmisor 5-hidroxidopamina (flecha), lo que permite caracterizar su
naturaleza simpdtica. Note que estos axones cursan en una matriz altamente alineada de fibrillas de coldgeno
(*) y muy proximos a la superficie de las células musculares lisas inmaduras (CML).
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10. DISCUSION

El comportamiento dindamico mostrado por los nervios simpaticos del miometrio uterino en respuesta
a cambios fisioldgicos y experimentales en los niveles de estrégeno ha sido ampliamente caracterizado
(revisado por Brauer 2008). Sin embargo, nuestro conocimiento de los factores celulares y moleculares

que regulan esta particular forma de plasticidad es aun fragmentario.

Estudios tempranos mostraron que alrededor del 70% del miometrio de los humanos y la rata se
encuentra constituido por musculo liso, sin embargo, el miometrio también contiene grandes
cantidades de matriz extracelular (MEC) (Schwalm y Dubrauszky, 1966; Shynlova y col., 2004). La MEC
uterina contiene moléculas con la capacidad de promover el crecimiento neuritico, tales como la
laminina, la fibronectina y el coladgeno; asi como sefales con efectos inhibitorios para el crecimiento

nervioso, tales como ciertos proteoglicanos (Hynds y Snow, 2001; Liy col., 2008; Gigery col., 2010).

Teniendo en cuenta que en el Utero, tanto el estrogeno como el embarazo provocan cambios
sustantivos en la composicion y arquitectura de la MEC (Ross y Klebanoff, 1971; Munakata y col.,
1984; Cidadao y col., 1990; Borel, 1991; Stewart y col., 1995; Slater y Murphy 1999; Shynlova y col.,
2004), se planted la posibilidad de que estos cambios pudieran contribuir a regular la plasticidad
mostrada por la inervacién uterina. En ese contexto, un estudio previo (Richeriy col., 2010) dio apoyo
inicial a la hipétesis de que las sefales presentes en el sustrato uterino afectan profundamente el
patréon de crecimiento de los nervios simpdticos; y mostro que el estrogeno modifica ciertas
propiedades del sustrato uterino haciéndolo menos capaz de sustentar el crecimiento de estos

nervios.

Considerando la relevancia del coldgeno en la extensién y orientacién del crecimiento neuritico y
basados en observaciones preliminares (Martinez y col., 2009; Richeri y col., 2010), en el presente
estudio analizamos los efectos del estrégeno sobre la orientacion del coldgeno, usando como modelo
ratas adultas ovariectomizadas. Los resultados cuantitativos obtenidos confirmaron y extendieron las
observaciones preliminares, y mostraron que el estrégeno provoca cambios dramaticos en la
orientacién del coldgeno que rodea a las células musculares miometriales. Estos resultados apuntan a
confirmar la hipdtesis planteada y sugieren que cambios en la orientacidon del coldageno podrian
contribuir a la reduccién en la extensién del crecimiento neuritico que observamos en los ensayos de

criocultivo (Richeriy col., 2010).
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Los factores que determinan los cambios de orientacién en el coldgeno miometrial luego de la
exposicion al estrégeno no son claros todavia. Dado que las células miometriales crecen
marcadamente en respuesta al estrégeno, es posible que este crecimiento “comprima” la MEC que las
rodea y de esta forma provoque los cambios observados en la orientacién del coldgeno. Esta
posibilidad se ve apoyada por la observacion de que el estrégeno reduce significativamente el tamafio
de la MEC intersticial y la relacion MEC/células musculares lisas. Sin embargo, no se observaron
cambios en el area total ocupada por el coldgeno, sugiriendo que la reduccidon observada en la
proporcién de la MEC intersticial se realice a expensas de la matriz amorfa en la que se encuentra

embebido el colageno.

La remodelacién del colageno no es un evento inusual en la vida del Utero. El colageno es la proteina
mas abundante del cuello uterino y el colageno fibrilar (tipo 1) es la mayor proteina estructural
encargada de brindar la fuerza de tension que requiere el érgano para mantener al feto durante su
desarrollo. Sin embargo, al acercarse el parto, el cuello uterino debe hacerse mads laxo para permitir el
pasaje del feto. La pérdida de fuerza de tensién que ocurre en el cuello uterino (ablandamiento) se
asocia con profundos cambios estructurales en el colageno cervical (Timmons y col., 2010). Cambios
en el alineamiento del coldgeno también han sido demostrados en ciertas condiciones patoldgicas. Por
ejemplo, en la diabetes experimental provocada en ratones por la administracion de haloxano, se
observé un marcado aumento del tamafio de los espacios intercelulares en la capa longitudinal del
miometrio uterino, el cual se asociaba con una desorganizacién del coldgeno fibrilar, que dejaba de
presentar su orientacién paralela al eje mayor de las células musculares lisas (Favaro y col., 2010). En
los leiomiomas uterinos, que son tumores benignos de musculo liso cominmente conocidos como
fibromas, se detectan cambios marcados en la estructura y orientacién del colageno que difiere de la
organizada orientacién observada en el miometrio normal circundante (Leppert y col., 2004). También
en el endometrio, se observan cambios mayores en la organizaciéon del coldgeno que rodea a las

células deciduales durante las etapas tempranas de la gestacién (Carbone y col., 2006).

Con el fin, de avanzar en el significado funcional de los cambios observados en la orientacion del
coldgeno miometrial en respuesta al estrogeno, analizamos si en los criocultivos las neuritas en
crecimiento utilizaban el colageno presente en el corte de miometrio uterino de ratas adultas OVX
usado como sustrato. Utilizando microscopia electrénica, observamos que luego de tres dias en
cultivo, un gran nimero de neuritas crecian préximas a las altamente alineadas fibrillas de colageno
presentes en la superficie expuesta del corte usado como sustrato; y en algunos casos, formaban

asociaciones estrechas con estas estructuras. Como se mencionara anteriormente, en experimentos
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de criocultivo se observd que las neuritas crecian sobre las regiones del corte ocupada por musculo
liso evitando el tejido conjuntivo; y que lo hacian preferentemente siguiendo el eje mayor de las
células musculares lisas, siendo capaces de cambiar su curso de crecimiento para adaptarse a esta
orientacién (Figura 21). Los resultados actuales proporcionan una interpretacién para estas
observaciones, y sugieren que en las hembras adultas castradas, las neuritas crecen utilizando como

guia las fibrillas de coldgeno.
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Finalmente, analizamos si in situ, los nervios simpaticos utilizaban como area de distribucién las
regiones del miometrio donde se detectaron cambios en la orientacién del colageno.
Sorprendentemente, las hembras adultas ovariectomizadas no presentaron incrementos notorios en
la densidad de los nervios simpaticos asociados al miometrio, incluso a 10 dias luego de la castracion.
Esto contrasta claramente con los efectos de la ovariectomia en animales prepuberes, la cual provoca
un aumento sustantivo en la densidad de la inervacion miometrial (Chavez-genaro y col., 2002). De
manera similar, en ensayos de criocultivos se observé que los ganglios provenientes de ratas
neonatales presentaban un crecimiento neuritico muy superior al mostrado por las neuronas adultas
(Richeri y col., 2010). Es posible que la diferente capacidad de crecimiento de las neuronas juveniles y

adultas pueda explicar las diferencias observadas tanto in vivo como in vitro.

Sin embargo, en los ensayos llevados a cabo en ratas prepuberes se pudo observar que, la gran
mayoria de los nervios simpaticos miometriales se presentaban asociados con los haces musculares

lisos y una pequefia proporcién de nervios cursaba por los tabiques de tejido conjuntivo que
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separaban estos haces musculares. Observaciones similares fueron realizadas en los ensayos de

criocultivo (Richeri y col., 2010).

Nuestros estudios ultraetructurales mostraron que el tejido conjuntivo que separa los haces
miometriales presenta grandes cantidades de coldgeno fibrilar, el cual al igual que el colageno
intersticial, presentaba cambios de orientacidn en respuesta al estrégeno. Aunque los factores que
impiden la distribucién de los nervios simpaticos en los espacios conjuntivos inter-musculares no son
claros aun, algunas explicaciones podrian ser postuladas. Por ejemplo, analisis de hibridizacion in situ
realizado en ratas prepuberes (Richeri y col., 2011), mostraron la presencia de transcriptos de
Semaforina 3F en el tejido conjuntivo que separa los haces musculares y demostré que su expresion es
aumentada por el estrogeno. Dado que Sema3F es una sefal neuro-repulsiva para los nervios
simpaticos, es posible postular que la misma contribuya a repeler a los nervios simpaticos del tejido

conjuntivo, y de esta forma guiarlos hacia su efector definitivo que es el musculo liso miometrial.

Tomados en su conjunto, los resultados presentados en este trabajo apoyan la hipdtesis que la
reorganizacion del coldgeno en respuesta al estrogeno podria ser uno de los factores que contribuyen
a la compleja regulaciéon de la plasticidad mostrada por los nervios simpaticos en respuesta al
estrogeno. Esta posibilidad se ve apoyada por experimentos que muestran que in vitro, el coldgeno
alineado magnéticamente promueve un crecimiento neuritico mayor que el coldgeno hidratado con
configuracion de gel (orientacion aleatoria). Este aumento ha sido atribuido a una respuesta de los
conos de crecimiento a la guia por contacto ofrecida por el coldgeno alineado (Dubey et al. 1999).
Finalmente, cabe resaltar que el colageno constituye el sitio de anclaje de otras moléculas de la matriz
extracelular, tales como algunos proteoglicanos, especialmente la decorina (Pins y col., 1997; Berto y
col., 2003; Orgel y col., 2009; Sanches y col., 2010). Es posible que los cambios en la orientacion del
colageno afecten la distribucién espacial de estas moléculas, afectando asi también el crecimiento de

las neuritas. Trabajos futuros seran necesarios para evaluar estas interesantes posibilidades.
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