o

PEDECIBA 1 IV BCE

PROGRAMA DE DESARROLLO EN CIENCIAS BASICAS
PEDECIBA

Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas
Opcidn Biologia Celular y Molecular

Papel de la orientacion y rigidez del colageno
Tipo | en la denervacidon simpética

inducida por el estrogeno en el miometrio uterino

Lic. Gaby Fabiana Martinez

Laboratorio de Biologia Celular
Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable
Montevideo, Uruguay

Orientadora: Dra. M. Ménica Brauer.

Tribunal

Dra. Alejandra Kun (Presidente)
Dra. Mercedes Rodriguez — Teja (Vocal)
Dr. Flavio Zolessi (Vocal)



Quiero agradecer a...

Ménica Brauer, por todo lo que me ensefié y me ensefia !

Los miembros del tribunal: Alejandra Kun, Mercedes Rodriguez-Teja y Flavio Zolessi.
Por el tiempo dedicado a la lectura de la tesis, por sus correcciones y sugerencias.

Biologia Celular - IIBCE: Analia, Jess, Pao Bianchimano, Cecilia, Xime, Josepe,
Martin, Pao Bacigalupo, Mica, Maria Paula, Maria Noel y Patito. Gracias por todo !!

Depto. Neuroquimica — [IBCE

UMET de Facultad de Ciencias: Gaby Casanova, Marcie, Mage, Fefay Cami. Por el
aguante !

IIBCE
Bioterio: Hector, Carmen y Martin

Laboratorio de Neurobiologia de Cérdoba: Alfredo Caceres, Nicolas Unsain, Mariano
Bisbal, Las Monis, Cecilia Conde, Gonzalo, Seba, Coty y Favio

Familia: Jeannette y Maru por acompafarme en este camino y por su paciencia
Vero, Ale, Ceci, Ana, Luisito y Juanito

AMIGOS |

Paco y Simdn por el aguante en las largas noches de escritura

Marisol y Roman

Deportivo L.C.V



Abreviaturas

BDNF = Brain - derived neurotrophic factor
bv = Vasos sanguineos

CC = Cono de crecimiento

CML = Capa miometrial circular

CNNs (o nnc) = Células No Neurales

E = Estrégeno

EEM = Error estdndar de la media
F-Actina = Actina fibrilar

G = Explanto de ganglio simpatico

GCS = Ganglio Cervical Superior

LML (o cml) = Capa miometrial longitudinal
MEC = Matriz extracelular

MET = Microscopia electrénica de transmision
N = Neuritas

NGF = Nerve Growth Factor

OVX = Ovariectomizadas

PA = Paralelo

PE = Perpendicular

PP = Prepuber

PUB = Puber

Tir-Tub = Tubulina tirosinada

v =Vaso sanguineo

¢ = Diametro
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RESUMEN
Tesis de Maestria — PEDECIBA Gaby Fabiana Martinez

El miometrio esta inervado por nervios simpaticos que sufren ciclos de degeneracion y
regeneracion en respuesta al estrégeno. Esta plasticidad es iniciada por cambios en la
capacidad neuritogénica del miometrio e involucra la produccion de varias moléculas con
efectos inhibitorios para los nervios simpaticos. En 2010, nuestro grupo demostré que el
estrégeno limita la capacidad del miometrio de sustentar el crecimiento de los nervios
simpéticos a través de la modificacion de moléculas no-difusibles, posiblemente
componentes intrinsecos de la matriz extracelular.

Varias lineas de evidencia indican que la orientacion y la rigidez del colageno Tipo | afectan
profundamente el crecimiento de los axones. Por esta razén, decidimos explorar si la
existencia de cambios en el alineamiento y la rigidez de las fibrillas de colageno |
miometriales podrian explicar la inhibicion del crecimiento neuritico que el estrégeno
provoca en su inervacion simpatica. En este marco, los objetivos de esta tesis son: (a)
analizar los efectos del estrégeno sobre la orientacion del coldgeno Tipo | miometrial in situ;
(b) explorar la relevancia de la orientacion del coldgeno sobre el patrén y la extension del
crecimiento neuritico simpatico; (c) determinar los efectos de rigidez de las matrices de
colageno | sobre el crecimiento neuritico; y (d) investigar si los cambios en la rigidez de las
matrices de colageno impactan sobre la morfologia del citoesqueleto de actina de los conos
de crecimiento. Utilizando microscopia electronica asociada a métodos morfométricos
cuantitativos observamos que durante la pubertad natural (momento donde los niveles
fisioloégicos de estrogeno son elevados) ocurre un realineamiento de 90° en las fibrillas de
colageno | que rodean individualmente a las células musculares lisas del miometrio. Esto es
relevante porque esta es el area por donde transcurren las fibras nerviosas. Estos
resultados apoyarian la hipétesis de que cambios en el alineamiento de las fibrillas de
colageno podrian ser uno de los factores inhibitorios para los nervios simpaticos en el
miometrio estrogenizado. Con el fin de avanzar en esta posibilidad, utilizamos ensayos de
crio-cultivo de ganglios simpéticos sembrados sobre cortes a congelacion de tendén, tejido
rico en coldgeno |. Demostramos que el crecimiento neuritico sélo ocurre en la direccion de
las fibrillas de coldgeno y es inhibido por las fibrillas posicionadas transversalmente.
Posteriormente, con el fin de valorar la influencia de la rigidez, se realizaron cultivos de
explantos de ganglios simpaticos en matrices tridimensionales de colageno Tipo | rigidas
(provocada por el aumento del entrecruzamiento de las fibrillas de colageno), observandose
gue las neuritas simpaticas que crecieron en geles rigidos presentaban un menor
crecimiento comparadas con las que lo hacian en un gel control (menos rigido). Asimismo,
encontramos que la rigidez de las matrices de colageno afecta también la morfologia de los
conos de crecimiento. En las matrices mas rigidas, los conos presentaron baja marcacién
para la actina y estaban colapsados, indicando que las matrices de colageno rigidas no
favorecen el crecimiento neuritico. En suma, los resultados obtenidos dan apoyo a la
hipétesis en estudio y sugieren que los efectos inhibitorios que el estrégeno provoca en la
inervacion simpética del miometrio podrian estar parcialmente regulados por cambios en el
alineamiento y rigidez del coldgeno Tipo |.



INTRODUCCION - ANTECEDENTES GENERALES

1. PAPEL DEL COLAGENO EN EL CRECIMIENTO NEURITICO

1.1 Aspectos generales del guiado de los axones

Muchos aspectos del desarrollo del sistema nervioso asi como los procesos de regeneracion
del sistema nervioso adulto son regulados por sefiales extracelulares. El guiado de los
axones hacia sus efectores depende en gran medida del justo balance entre moléculas con
efectos atractivos o repulsivos, las cuales pueden ser difusibles o no-difusibles (Fig. 1). La
presencia de receptores apropiados en los axones en crecimiento, les permite sensar estas
sefiales y transitar los caminos que los conducen a su efector final (un tejido en particular u
otra célula neuronal) y formar asi conexiones correctas neurona-efector. Algunas de estas
moléculas pueden ser re-expresadas en la vida adulta para promover o inhibir la
regeneracion de los axones (Sanes, 2006; Bouquet y Nothias, 2007; McCornick y Leipizig,
2012).

Quimio-atrayentes  Quimio-repulsivas

Atraccion por contacto Repulsién por contacto

Figura 1. Esquema representativo del guiado de los axones hacia sus
efectores. a y b, sefiales difusibles positivas y negativas. ¢ y d, sefales no-
difusibles positivas y negativas.
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1.2 Matriz extracelular y su papel en el crecimiento neuritico

Durante el desarrollo embrionario y posnatal, varios componentes intrinsecos de la matriz
extracelular (MEC) juegan un papel esencial en el guiado de los axones en crecimiento
hacia sus efectores (Porcionatto, 2006). Muchos de los componentes de la MEC contintan
siendo relevantes en la vida adulta, promoviendo o limitando la regeneracion de los axones
luego de una lesidén. Estas moléculas también regulan procesos de remodelaciéon
(plasticidad) que ocurren en condiciones fisiolégicas y patoldgicas (Huebner y Strittmatter,
2009).

Algunos de los componentes de la MEC constituyen sustratos permisivos que favorecen el
crecimiento de las neuritas, tanto in vitro como in vivo. Entre este tipo de moléculas se
incluyen la laminina, la fibronectina y algunas variedades de colageno (I, lll y IV); (Stang y
col., 2005). Contrariamente, otros componentes de la MEC como algunas clases de
proteoglicanos (PGs), por ejemplo los condroitin sulfato PGs, son inhibidores del crecimiento
neuritico (Becker y Becker, 2002). Otras moléculas de la MEC como la tenascina pueden
tener efectos promotores o inhibitorios del crecimiento neuritico de forma dependiente del
contexto ambiental en la que se expresan (Anton y col., 1994; Becker y Becker, 2002;
Porcionatto, 2006).

Los axones perciben el efecto de estas moléculas a través de las integrinas. Estos
receptores de superficie se unen a moléculas como la laminina, fibronectina y el colageno
mediante uniones de adhesién que inician cascadas de sefalizaciéon intracelulares que

favorecen o desfavorecen la extension axonal (Myers y Gomez, 2011).

Es bien sabido que la regeneracién en el sistema nervioso central (SNC) maduro es limitada
comparada con la del sistema nervioso periférico (SNP). Se conoce ademas que esta
limitacion se vincula con alteraciones en el ambiente que rodea a los axones e involucra
cambios en la expresion e incluso la re-expresion de ciertas sefales moleculares que fueron
relevantes durante el desarrollo del sistema nervioso. Por ejemplo; algunas clases de PGs
tienen impacto negativo para la regeneracion en el SNC adulto (Kwok y col., 2008, Garcia-
Alias y col., 2011; revisado en Siqueira-Mietto y col., 2015).

Contrariamente, la regeneracion axonal ocurre en el SNP y depende en parte de sefales
extracelulares que se expresan en las zonas donde transitan estos nervios (Huebner y
Strittmatter, 2009). Algunas de estas sefiales permisivas son producidas por las células de

Schwann. De hecho, se ha demostrado que el transplante de células de Schwann a zonas
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lesionadas del SNC produce cambios en el ambiente que favorecen la regeneracién de los
axones. Esto pone de manifiesto que estas células aportan al ambiente moléculas que no
estan presentes naturalmente en el SNC y que favorecen asi la regeneracioén (Zaminy y col.,
2013).

También en el sistema nervioso autbnomo, 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 inervacidon durante el
envejecimiento (Gavazzi y col., 1996). De manera similar, se ha observado que la expresion
de PGs en la cicatriz provocada en el miocardio por un infarto impide la reinervacion

simpatica de la region afectada (Gardner y Habecker, 2013).

1.3 Colageno y crecimiento neuritico

Los colagenos constituyen una gran familia de proteinas fibrosas presente en mamiferos.
Esta conformada por 28 miembros siendo las proteinas mas abundantes de la MEC. Si bien
cumplen diferentes funciones, estan principalmente vinculados con el soporte estructural,
organizacion celular y contribuyen a las propiedades mecanicas de los tejidos. También
intervienen en la proliferacién, migracion y diferenciacion celular. Dichas proteinas estan
formadas por cadenas polipeptidicas (cadenas a) que se enrollan entre si formando una
super-hélice. Los colagenos pueden dividirse en subfamilias y segun el ensamblaje de sus

cadenas a forman diferentes estructuras.

Por ejemplo, las fibrillas que forman el colageno Tipo IV se ensamblan formado una red que
se encuentra en las laminas basales de las células (Fig. 2). Por otro lado, el colageno Tipo |
presente por ejemplo en el tenddn y el musculo tiene una estructura fibrilar (Fig. 3); (Alberts
y col., 2002; Richard-Blum, 2011).

Es sabido que algunas clases de colageno (por ejemplo; I, lll y IV) son permisivos para el
crecimiento de los nervios y esto ha hecho que sean usados frecuentemente como sustratos
para cultivos neuronales. También algunos de estos tipos de colageno son ampliamente
utilizados en ingenieria de tejidos para promover la extension de nervios periféricos (Argiro y
Johnson., 1982; Fox y col., 2007; Kijenska y col., 2012; Georgiou y col., 2013).
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Network (collagen IV)

S

Anchoring fibrils (collagen VII)

@ Non-collagencus domain

ﬁ F Figura 2. Representacion de

estructuras adoptadas por
diferentes tipos de colageno.

— "peheical doman Sy X1) IS5 Thrombospordin domn Tomado de Richard-Blum, 2011.

Figura 3. El esquema de la izquierda
representa una cadena a de colageno
(A) y la triple-hélice de la molécula de
colageno (B). Tomado de Alberts y col.,
2002.

(C) Imagen ultraestructural de fibrillas de
colageno. Notese, que las mismas se
encuentran en diferentes orientaciones,
perpendiculares (*) y longitudinales
(flecha negra) al plano de corte. Imagen
tomada de Martinez, 2012.
http://www.bib.fcien.edu.uy/files/etd/pasa
n/uy24-15647.pdf
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1.4 Influencia del alineamiento del colageno Tipo | en el crecimiento axénico

Distintos estudios han mostrado que in vitro, el colageno Tipo | tiene efectos promotores del
crecimiento neuritico. Mas aun, se ha demostrado que los cambios en la orientacion
espacial de las fibrillas de colageno afectan profundamente la orientacion y magnitud de

este crecimiento (Dubey y col., 1999; Ceballos y col., 1999).

Asi 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 de afectar la extension neuritica, se ha demostrado que las células madres
nerviosas presentan un mayor crecimiento celular cuando son cultivadas en andamios que

contienen colageno Tipo | alineado (Kijenska y col., 2012).

En suma, el colageno Tipo | promueve el crecimiento neuritico, pero ha sido revelado que
los cambios en la orientacidén espacial de esta molécula estructural son capaces de afectar

tanto la extensiéon axonal como la direccién del crecimiento nervioso.

1.5 Efectos de la rigidez del colageno en el crecimiento neuritico

Es sabido que cambios en la rigidez de la MEC afectan la morfologia, la migracion y la
diferenciacion celular (Kuzuya y col., 1996; Pelham y Wang, 1997; Frey y col., 2009); vy las
neuronas no son ajenas a este fenomeno. En este contexto, en los ultimos afios varias
lineas de investigacion se han enfocado en el estudio del impacto de la rigidez de la MEC en

el crecimiento de los nervios.

Varias evidencias indican que modificaciones en la rigidez de diferentes matrices utilizadas
en cultivos neuronales provocan cambios en el comportamiento de estas células. Pero esto
es ambiguo, ya que algunas neuronas aumentan el crecimiento neuritico cuando estan
embebidas en una matriz rigida (ej. neuronas periféricas) mientras que otras lo disminuyen

(ej. neuronas hipocampales, Koch y col., 2012).

Los cambios en la rigidez de matrices de colageno modifican el crecimiento y la expresion
génica neuronal in vitro (Li y col.,, 2007). Ha sido reportado que el incremento de la
concentracion de colageno en una matriz aumenta la rigidez de la misma y las neuronas
periféricas desafiadas a crecer en este tipo de matrices muestran un menor crecimiento

neuritico (Skornia y Willits, 2004). Observaciones similares se obtuvieron cuando se utilizan



ANTECEDENTES GENERALES

agentes que promueven el entrecruzamiento de las fibrillas de colageno y que por ende lo

hacen mas rigido (Sundararaghavan y col., 2008).

Si bien las evidencias indican que los cambios en la rigidez de la MEC y el colageno afectan
al crecimiento neuritico, la influencia de esta propiedad fisica en el crecimiento de los

nervios simpaticos no ha sido aun caracterizada.

1.6 Efectos de la rigidez del colageno sobre el cono de crecimiento

Cabe sefialar que los cambios en la rigidez de la MEC influyen directa o indirectamente en la
dinamica del citoesqueleto celular, afectando la proliferacion y la migracion celular (revisado
en Peyton y col., 2007). Los axones en crecimiento presentan una estructura en su extremo
llamada cono de crecimiento (Fig. 4). Durante el proceso de extensién axonal, estas
estructuras neuronales sufren cambios dinamicos en su citoesqueleto y esto puede ser
influenciado por su interaccién con las moléculas de la MEC y por cambios en la rigidez de
la misma (Myers y Gémez, 2011). Se desconoce también como los cambios en las matrices

de colageno influyen sobre los conos de crecimiento de las neuronas simpaticas.
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Figura 4. Cono de crecimiento

El cono de crecimiento (CC) es una estructura dinamica que se encuentra en los extremos de los
axones en crecimiento. Esta estructura permite a los axones “sensar” el ambiente que los rodea
y responder frente a sefales difusibles y no difusibles, como las aportadas por ciertas moléculas
intrinsecas de la matriz extracelular.

Toda esta informacién percibida por el CC converge en la remodelacion del citoesqueleto de
Actina (F-Actina) y Tubulina. Este comportamiento depende en gran medida de cambios en la
organizacion de los filamentos de F-actina que se encuentran en la periferia del cono de
crecimiento. Extensiones de la F-Actina llamadas filopodios son las encargadas de sensar el
ambiente que los rodea y de responder frente a diferentes sefiales. La dinamica de la
remodelacion de la F-actina permite al cono de crecimiento neuronal avanzar, girar y en
ocasiones, retraerse (colapsar) frente a sefales negativas. La presencia de receptores
especificos para moléculas de la MEC permite esta comunicacion entre el citoesqueleto del CC y
el ambiente. (Dent y col., 2011; Vitriol y Zheng, 2012).

B collapsed

(A) Imagen de un cono de crecimiento
de neurita simpatica creciendo en un
cultivo 2D. El mismo fue marcado para

' evidenciar Tubulina tirosinada (Tir-
0 Tubulina, Verde) y F-Actina (Rojo). La
flecha blanca indica la red de actina
llamada lamela. (B) Imagen de un cono
de crecimiento colapsado pero en este
caso, en color verde (Actina) y rojo
(Tubulina). Notese, la retraccion de los
filamentos de actina, morfologia tipica de
un cono colapsado.

Repulsive

Esquema representativo de un cono de
crecimiento con expresion de receptores
frente a sefales atractivas y repulsivas.
Tomado de Vitriol y Zheng, 2012.

i Actin

- MT Guidance

JTiPs \ eceptor Imagen (A) tomada durante mi pasantia

: ‘ (i)  en el Laboratorio de Neurobiologia del

e 4" £ A\ g Instituto  de  Investigaciones Médica

= Integrin =\ Teceptor Mercedes y Martin Ferreyra, Coérdoba,
@ rocal adhesion : Guidance Argentina, 2014.

icsoiihnstine ;":::I‘:;n) Izrg??en (B) tomada de Nangle y Keast,
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2. PLASTICIDAD EN LA INERVACION SIMPATICA DEL UTERO

2.1 Efectos del estrégeno

El Utero esta inervado por nervios simpaticos que se asocian con el musculo liso uterino

(miometrio) y los vasos sanguineos (Fig. 5). La inervacion asociada con el miometrio

muestra procesos de remodelacion, sufriendo cambios degenerativos transitorios en

respuesta a aumentos fisioldgicos en los niveles sistémicos de estrogeno (Fig. 6). Estos

fendmenos de plasticidad se observan durante la pubertad y el ciclo estral/menstrual, siendo

mimetizados por la administracion exégena de estradiol (Brauer y col., 1992; Zoubina y col.,

1998; Zoubina y Smith, 2000; Brauer, 2008; Brauer y Smith, 2015).

a

Y LML

Figura 5. (a) Esquema representativo de un
corte transversal del cuerno uterino de la
rata en donde se reconocen: el endometrio
(E) y el miometrio (M), el cual esta formado
por la capa muscular circular (CMC) y capa
muscular longitudinal (LML) separadas por
un plexo conjuntivo vascular (V). El
recuadro verde marca la regiéon que se
muestra a mayor aumento en la figura c.
(b) Corte transversal de la regién cefélica
del cuerno uterino una rata prepuber
inmunomarcado para tirosina hidroxilasa
para la demostracién de nervios simpaticos.
Notese que los nervios estan presentes en
la capa miometrial longitudinal (CML) y en
asociaciéon con los vasos sanguineos (BV).
La capa muscular circular (CMC) y el
endometrio (E) estan pobremente
inervados. En la figura ¢ se muestra un
detalle de la superficie uterina. EE, epitelio
endometrial. Tomado de Brauer, 2008.
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Figura 6. Esquema que representa los efectos del ciclo
estral de la rata en los nervios simpaticos uterinos. La
densidad de los axones simpaticos varia en funciéon de
las fluctuaciones de los niveles de estrogeno que se
producen en el ciclo estral de la rata. Tomado de Brauer
y Smith, 2015.

Plasma Estradiol

|
|
|
|
|
|
|
T
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
I
!
I
|

Los efectos inhibitorios/degenerativos iniciados por el estrogeno son mediados por el
receptor a estrogeno alfa. Se ha observado que los ratones knockout para este receptor
presentan una hiperinervacion simpatica uterina y no responden al estrégeno con una
reduccion en la densidad de inervacion miometrial (Zoubina y Smith, 2002). Dado que el
receptor a estrégeno alfa es expresado tanto por las neuronas simpaticas (Zoubina y Smith,
2002) como por el miometrio (Madekurozwa y col., 2009), el estrégeno podria afectar a la
inervacion uterina actuando directamente sobre las neuronas simpaticas o indirectamente,
modificando la capacidad del miometrio de sustentar su inervacion. En este contexto, se han
desarrollado varios estudios con el fin de determinar el sitio de accién de la hormona
(Krizsan-Agbas y Smith, 2002; Richeri y col., 2005; Brauer y Smith, 2015).

2.2 Efectos del estréogeno sobre la capacidad neuritogénica del miometrio

Numerosas evidencias han llevado a postular que el estrdgeno causa cambios en el
miometrio los cuales afectan su capacidad de sustentar su inervacion simpatica (Revisado
en Brauer, 2008; Brauer y Smith, 2015).

Esta hipdtesis fue apoyada por experimentos realizados el afo 2000, cuando Brauer y
colaboradores trasplantaron fragmentos de miometrio provenientes de ratas prepuberes a la
camara anterior del ojo de ratas adultas ovariectomizadas (OVX) y tratadas con estrogeno.
La evaluacion de la inervacion mostré6 que en las ratas tratadas con vehiculo, los
transplantes miometriales estaban rica y organotipicamente re-inervados por fibras

nerviosas simpaticas provenientes del ganglio cervical superior (GCS), el cual provee
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normalmente la inervacion simpatica del iris y ciertas estructuras cerebrales.
Contrariamente, los transplantes de las hembras hospederas tratadas con estrogeno
presentaron una pobre re-inervacioén, similar a la denervacién provocada por el estrégeno en
la inervacion intrinseca del miometrio in situ. Dado que la inervacién del iris no sufrid
modificaciones ni en su densidad de inervacién ni en sus niveles tisulares de noradrenalina,
los resultados brindados por estos experimentos fueron interpretados como una evidencia
de que el estrogeno media sus efectos negativos a través de cambios en la capacidad

neuritogénica del propio tejido uterino.

Estos hallazgos, fueron confirmados por ensayos de co-cultivo de explantos GCS y de
miometrio (Krizsan-Agbas y Smith, 2002). En estos ensayos se observé que el miometrio de
las hembras adultas ovariectomizadas promovia el crecimiento neuritico desde los ganglios
simpaticos, pero que este crecimiento estaba muy reducido cuando los explantos
miometriales provenian de hembras castradas tratadas con estrogeno (Fig. 7). Un resultado
similar se observo tras la adicién de estrogeno 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 solo contenian explantos
ganglionares. Estos resultados indican que bajo la influencia del estrégeno el miometrio
uterino produce sefales negativas, de naturaleza potencialmente difusible, que inhiben el

crecimiento de las neuritas simpaticas.

Figura 7. Explantos de ganglio cervical superior (GCS) crecidos en
geles 3D de colageno. A) GCS de una rata ovariectomizada (OVX) que
crecio en ausencia de estradiol en el medio de cultivo. B) GCS de una
rata OVX crecido en presencia de un explanto de miometrio proveniente
de una rata OVX C) GCS proveniente de una rata OVX cultivado en
presencia de un explanto de miometrio proveniente de una rata OVX que
recibio tratamiento con estradiol 24 hs antes de realizar el cultivo (los
explantos de miometrio no se observan en las micro-fotografias). Las
flechas negras sefalan neuritas que crecen desde el explanto de GCS.
Imagenes tomadas de Krizsan—Agbas y Smith, 2002.
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2.3 Senales difusibles con efectos negativos para los nervios simpaticos

Estudios realizados por distintos grupos mostraron que bajo la influencia del estrégeno, el
miometrio produce una variedad de sefiales moleculares difusibles con efectos inhibitorios
para los nervios simpaticos (revisado en Brauer, 2008; Brauer y Smith, 2015). Se ha
demostrado que en respuesta al estrogeno el miometrio aumenta la sintesis del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF; del inglés: brain-derived neurotrophic factor). Esta
neurotrofina, actuando a través del receptor p75, ejerce efectos negativos sobre los nervios
simpaticos. Mas aun, el efecto negativo que produce el estrégeno no es evidenciado en
ratones knockout para la sintesis de BDNF. Reforzando esta idea, estudios en ratones
deficientes para el receptor p75 mostraron que la inervacién simpatica miometrial no

presenta la remodelacion clasica causada por el estrégeno (Selfridg y col., 2010).

Ademas del BDNF, existen evidencias de que el miometrio estrogenizado produce otras
sefales inhibitorias/repulsivas para los nervios simpaticos, incluyendo la molécula de
adhesiéon celular neurotrimina (Krizsan-Agbas y col., 2008), mediadores inflamatorios
(Bianchimano y col., 2007) y varios miembros de la familia de las semaforinas, incluyendo a
la Semaforina 3F que es selectivamente neurorepulsiva para los nervios simpaticos (Richeri
y col., 2011). Este fendmeno también ha sido descrito en humanos, por ejemplo, durante la
mitad y al final del embarazo la expresion de Semaforina 3A en el Utero aumenta y esto se
correlaciona con la denervacion simpatica que acompana a la gestacion en los mamiferos
(Marzioni y col., 2004).

2.4 Papel de las senales asociadas al sustrato

Es sabido que tanto durante el desarrollo como en la vida adulta, el crecimiento y guiado de
los axones es influenciado por sefiales no-difusibles asociadas al sustrato, algunas de las

cuales son componentes intrinsecos de la matriz extracelular.

Distintos estudios han mostrado que las hormonas sexuales producen cambios en la
composicion y organizacion estructural de la MEC uterina. Por ejemplo, se ha evidenciado
que cambios en la expresidon génica de componentes de la MEC, como colageno,
fibronectina y laminina contribuyen a la remodelacion del miometrio durante el embarazo
(Shynlova y col., 2004).
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Con el fin de evaluar la contribucion de las senales asociadas al sustrato en la remodelacién

iniciada por el estrogeno en la inervacion uterina, nuestro grupo utilizé el método de “crio-

cultivo” (Richeri y col., 2010). En nuestro caso, el crio-cultivo consistié en cultivar explantos

de ganglios simpaticos de ratas neonatales y adultas sobre cortes a congelacion de

miometrio uterino de ratas adultas castradas y tratadas con estrégeno.

A
@ < Explanto ganglionar
F.ZD]

[}
Corte de utero

Figura 8. (A) Esquema que representa el método de crio-cultivo. Se representa en color gris
el corte de tejido usado como sustrato (miometrio) y en negro el explanto de ganglio simpatico.
(B-D) Influencia del sustrato en el crecimiento neuritico. A la derecha: imagenes de crio-
cultivos tefidos con colorante vital, paneles izquierdos: esquemas representando la
orientacion de las fibras musculares en el corte de tejido subyacente (B): cortes longitudinales
de capa miometrial longitudinal. C y D: Capa muscular longitudinal y circular. Nétese que las
neuritas crecen siguiendo el eje axial mayor de las células musculares lisas (B, C, D), y cémo
reorientan su crecimiento adaptandose a la orientacion de las células musculares lisas (D,
flecha). Ganglio (G), capa miometrial longitudinal (LML) y capa muscular circular (CML).
Imagenes tomadas de Richeri y col., 2010.
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Cuando el sustrato miometrial consistia de cortes longitudinales de la capa miometrial
longitudinal, lo primero que se observd fue que el crecimiento neuritico se encontraba
profundamente influenciado por las caracteristicas del tejido subyacente. Por ejemplo, se
observo que las neuritas crecian siguiendo la orientacion del eje mayor del miometrio y no lo
hacian perpendicularmente a este eje. Mas aun, se detectd que las neuritas modificaban su
curso de crecimiento para adaptarse a la orientacion del tejido utilizado como sustrato (Fig.
8).

Finalmente, se observd que las neuritas crecian sobre las regiones del corte ocupadas por
musculo liso y evitaban crecer en las zonas del corte ocupadas por el tejido conjuntivo que

separaba los haces musculares (Fig. 9).

Figura 9. Crio-cultivo tefiido con azul
de toluidina. Se observa el crecimiento
neuritico asociado con las células
musculares lisas, LML (del inglés: layer
muscle longitudinal cells) y los vasos
sanguineos (bv) intrauterinos.
Recuadro (i) se puede observar un
cono de crecimiento.

Imagenes tomadas de Richeri y col.,
2010.

Sin embargo, el hallazgo mas relevante de estos estudios fue que el crecimiento de las
neuritas simpaticas era menor sobre los cortes de miometrio de ratas tratadas con estrogeno
(Fig. 10). En su conjunto estos resultados indican que: (1) el sustrato miometrial provee
sefales 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 10. Explantos de ganglio
simpatico (G) emitiendo neuritas
sobre una secciébn 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. Imagenes tomadas
de Richeriy col., 2010.
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Tomados en conjunto, los estudios antes presentados indican que el control de los procesos
de plasticidad regulados por el estrogeno en la inervacion uterina implica multiples senales
con impacto negativo y selectivo para los nervios simpaticos. La naturaleza multifactorial de

esta regulacion seinala la relevancia de este proceso neurodegenerativo (Fig. 11).

S R
e O ce NN
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BDNF

Sema3F

Neurotrimina

Figura 11. Esquema que representa los efectos del estrogeno en la capacidad
neuritogénica del tejido uterino. Bajo la influencia del estrégeno el miometrio uterino se vuelve
un ambiente inhdspito para el mantenimiento de los nervios simpaticos, causando cambios, en la
expresion de sefiales difusibles y moléculas asociadas al sustrato que impactan negativamente en
el crecimiento de los nervios simpaticos. Note que los factores neurotréficos (NGF, NT3) no
cambian su expresion frente a la presencia de estrégeno. Tomado de Brauer, 2015.
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Con el fin de comenzar a explorar la naturaleza de las sefiales asociadas al sustrato que
promovian la orientacién alineada de las neuritas simpaticas sobre los crio-cortes de
miometrio, durante mi Pasantia de Grado analicé los crio-cultivos por microscopia

electrénica de transmision (MET).

Se observo que luego de tres dias en cultivo, perduraba en el crio-corte de miometrio de las
ratas adultas castradas una gran cantidad de colageno fibrilar orientado paralelamente al eje
mayor del miometrio. Se detectd también que las neuritas simpaticas crecian selectivamente

asociadas a esta fibrillas y que lo hacian siguiendo la direccién de las mismas (Fig. 12).

Figura 12. Imagen ultraestructural de un corte transversal de crio-cultivo. Luego de tres dias
en cultivo se pudieron observar prolongaciones neuriticas asociadas a las fibrillas de colageno
(flechas) que se encontraban en el corte de miometrio utilizado como sustrato. (nnc) del inglés, Non-
neural cell, (N) neuritas y (*) fibrillas de colageno.

En vista de esta estrecha relacion espacial, investigué los efectos del estrogeno sobre la
orientacion del colageno en la MEC miometrial in situ. Utilizando MET asociada a métodos
morfométricos cuantitativos, demostramos que el estrégeno modifica la orientacion del
colageno perimuscular. Asi en las hembras castradas, las fibrillas de colageno se alineaban
en forma paralela al eje mayor del musculo liso; siendo esta orientacion la seguida por las

neuritas en crecimiento en los crio-cultivos y por los nervios simpaticos in situ (Fig. 13).

17



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Figura 13. Inmunoflourescencia de corte longitudinal de la capa longitudinal miometrial
(LML, del inglés: longitudinal myometrial layer) de Utero de rata adulta. Se observan nervios
simpaticos inmunomarcados para tirosina hidroxilasa. Noétese, que los nervios se orientan
siguiendo la direccién de la capa longitudinal miometrial uterina. Imagen tomada de Brauer
y Smith, 2015.

Contrariamente, en los cortes de miometrio uterino que provenian de ratas castradas
tratadas con estrégeno, observamos que las fibrillas de colageno cambiaban de una
orientacion paralela a una perpendicular al eje mayor del miometrio (Fig. 14). Estas
observaciones fueron sustentadas por estudios cuantitativos que mostraron que en las
hembras castradas, el 83 % del colageno se orientaba paralelamente al eje mayor del
miometrio. Luego del tratamiento con estrégeno, solo el 11 % tenia esta orientacion mientras

que el resto mostraba una orientacion perpendicular.

Queda aun por analizar si los cambios detectados en las condiciones experimentales
estudiadas, también se observan en condiciones fisiolégicas. Otra pregunta que surge
naturalmente de los resultados brindados por los ensayos de crio-cultivo, es si los cambios
de orientacion de las fibrillas de colageno son capaces de alterar el patrén y extension del

crecimiento neuritico simpatico.
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Haz muscular

. = Nervios Simpatico
e = Fibra de Coldgeno

Tabique Tejido
Conjuntivo

a

Esquema representativo de la
regién de la capa muscular
longitudinal donde crecen los
nervios simpaticos y se cbservo
el cambio en la orientacion del
colageno en las imagenes de
MET (a’,b,c y d).

CML: Células Musculares
Longitudinales
N:  Ndcleo Celular

Figura 14. (a) esquema representativo de la zona por donde crecen los nervios simpaticos.
Imagenes ultraestructurales de cortes transversales de cuerno uterino de ratas adultas OVX control y
OVX tratadas con estrégeno, respectivamente. En ellas se ilustran los cambios inducidos por el
tratamiento con estrégeno en el tamafio de las células musculares lisas smc (del inglés: smooth muscle
cells) asi como en la orientacion del colageno (*) que ocupa la matriz extracelular intersticial que las
rodea. Note que en las ratas OVX control (a’) las fibrillas de coldgeno se encuentran cortadas
transversalmente y por lo tanto orientadas siguiendo el eje mayor de las células musculares lisas. En b y
d, se muestran imagenes a mayor aumento sefalando la orientacion del colageno de la matriz
extracelular intersticial (*). Las flechas en d, sefialan las cavéolas propias del musculo liso maduro.

Tomado de Martinez., 2012.

(@, ¢)
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Finalmente, basandonos en evidencias morfolégicas cualitativas que sugieren que el
estrogeno aumenta el grado de empaquetamiento de las fibrillas de colageno miometrial y
potencialmente su rigidez, también nos propusimos valorar este parametro. Como
detallaramos anteriormente, la rigidez de las matrices de colageno puede afectar positiva o
negativamente la extension del crecimiento neuritico (Li y col., 2007; Yao y col., 2010).
Hasta donde sabemos, no existen estudios que analicen el impacto de la rigidez de las
matrices de colageno sobre el crecimiento de las neuritas simpaticas y la morfologia de sus
conos de crecimiento. Por esta razon, estos aspectos fueron analizados en el marco de este

trabajo de Tesis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Los cambios en la topografia y la rigidez del colageno fibrilar (Tipo 1) afectan el crecimiento
de los nervios simpaticos y podrian ser uno de los factores que contribuyen a la inhibicién

del crecimiento de los nervios uterinos en respuesta al estrégeno.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir a elucidar la influencia del alineamiento y rigidez del colageno Tipo | sobre el

crecimiento neuritico simpatico.

Objetivos Especificos

1. Complementar los hallazgos realizados en el Trabajo de Grado evaluando si los cambios
en la orientacién del colageno fibrilar detectados en condiciones experimentales también

ocurren en condiciones fisioldgicas.

2. Explorar la relevancia de la orientacién del colageno sobre el patrén y la extension del

crecimiento neuritico simpatico.

3. Analizar el efecto de la rigidez de las matrices de colageno Tipo | en el crecimiento de las

neuritas simpaticas.

4. Comenzar a explorar los efectos de las propiedades mecéanicas de las matrices de

colageno sobre los conos de crecimiento de las neuritas simpaticas.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A. En relacién al Objetivo 1.

Basados en las observaciones realizadas durante la Pasantia de Grado (Martinez, 2012),
analizamos si los cambios en la orientacién del colageno detectados por microscopia
electronica de transmision en las ratas adultas ovariectomizadas y tratadas con estrégeno,
también son provocados por cambios fisiol6gicos en los niveles sistémicos de estrégeno.
Con este fin, utilizamos como modelo la pubertad natural de la rata. Estudios previos de
nuestro grupo han demostrado que el aumento en los niveles de estrégeno que ocurren en
el primer estro de la pubertad provoca una inhibicidn en el crecimiento de los nervios
simpaticos que modifica irreversiblemente la relacién neuromuscular en el miometrio uterino
(Brauer y col., 1992). La relevancia del estrégeno en estos cambios fue oportunamente

demostrada en modelos experimentales (Brauer y col., 1995).

B. En relacion al Objetivo 2.

Con el fin de determinar la relevancia de la orientacién del coldgeno sobre el patrén y la
extension del crecimiento neuritico simpatico utilizamos como aproximacién los ensayos de
crio-cultivo, pero en este caso usando como sustrato cortes a congelacién longitudinales de
tendon de cola de rata. Esta eleccion se baso en el hecho de que este tejido esta constituido
en un 97 % por colageno Tipo | altamente alineado. Al igual que en los estudios de
miometrio (Richeri y col., 2010), se utilizaron como fuente de neuronas simpaticas explantos
de ganglio cervical superior de ratas hembras neonatales. Las neuritas se visualizaron
utilizando coloracion vital (5-carboxyfluorescein diacetate, acetoxymethyl ester; Molecular

Probes, Invitrogen, EEUU) y microscopia de epifluorescencia.

C. En relacion al Objetivo 3.

Con el proposito de analizar los efectos de la rigidez de las matrices de colageno Tipo | en el
crecimiento de las neuritas simpaticas se usaron ensayos de cultivo en los que los explantos
ganglionares simpaticos fueron sembrados en matrices tridimensionales (3D) de colageno
Tipo |. Para estos experimentos se utilizd colageno Tipo | extraido de cola de rata (Gibco,
Invitrogen, EEUU), el cual permite alcanzar una concentraciéon de 1,89 mg/ml. A esta
concentracion, el colageno forma un gel de baja rigidez mientras que a concentraciones
inferiores, no gelifica o forma un gel de estructura muy labil. Dado que no fue posible
aumentar la rigidez de la matriz modificando la concentracién de colageno (Skornia y Willits,

2004), se utilizé la estrategia de aumentar la rigidez utilizando glicoaldehido, un agente que

22



promueve el entrecruzamiento de las fibras de colageno (Modificado de Kuzuka 1996;
Rodriguez-Teja y col., 2015). Las neuritas se visualizaron utilizando coloracién vital (5-
carboxyfluorescein diacetate, acetoxymethyl ester; Molecular Probes, Invitrogen) vy

microscopia de epifluorescencia.

D. En relacién al Objetivo 4.

Finalmente, con el fin de comenzar a investigar los efectos de las propiedades mecanicas de
las matrices de colageno sobre los conos de crecimiento de las neuritas simpéticas,
utilizamos la misma aproximacién que en el objetivo 3, pero en este caso las neuritas fueron
visualizadas utilizando inmunofluorescencia. Para la visualizacion de los microtibulos se
utilizd un anticuerpo anti-tubulina tirosinada (Tubulina dinamica); (anti-Tir-Tub; Sigma-
Aldrich, EEUU) y para evidenciar los filamentos de actina se utilizé6 el marcador Faloidina-

Rodamina (Molecular Probes, Invitrogen).
Este objetivo fue realizado durante una pasantia de 2 meses de duracion en el Laboratorio

de Neurobiologia del Instituto de Investigaciones Médica “Mercedes y Martin Ferreyra”
(IMMF) de la Ciudad de Cordoba, Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar del Bioterio del IIBCE. Las ratas fueron sexadas al
nacer, mantenidas con libre acceso a agua y alimento en grupos de 7 hembras y 1 macho, y
destetadas a los 20 dias de edad. La eutanasia de los animales fue realizada mediante la
administracion intraperitoneal de una sobredosis de pentobarbital sédico (60 mg/kg). Todos
los estudios fueron conducidos de acuerdo a normas éticas establecidas por la Comisién de
Etica en el Uso de Animales del IIBCE (CEUA) bajo las regulaciones establecidas en la ley
nacional de experimentacion animal n° 18611. Se realizé el mayor esfuerzo para minimizar
el niumero de animales y se tomaron las medidas adecuadas para minimizar dolor,

incomodidades y estrés.

Pubertad natural. Los animales prepuberes fueron eutanizados antes de que ocurriera la

apertura vaginal (antes de los 27 dias de edad). Las hembras puberes fueron eutanizadas
en el primer estro que sigue o acompana a la apertura vaginal (aproximadamente a los 28
dias de edad). La fase del ciclo estral fue determinada mediante la identificacion de células

cornificadas en el frotis vaginal (Brauer y col., 1992).

Ovariectomia _de hembras adultas. Las ratas adultas donantes de tendén fueron

ovariectomizadas (OVX) para evitar posibles interferencias del estrogeno en algun aspecto
de colageno del tendén (Hansen y col., 2009; Dehghan y col., 2014). Las hembras fueron
anestesiadas mediante una inyeccion i.p de 90 mg/kg Ketamina (Unimedical, Uruguay) y 10
mg/kg de Xilacina (Unimedical). La ovariectomia se realizd a través de dos pequefas
incisiones en la region lumbar bajo condiciones de asepsia. Luego de suturar, se dejé que
los animales se recuperaran en el laboratorio antes de ser devueltos al Bioterio, donde
permanecieron en jaulas individuales hasta el momento de la eutanasia (Richeri y col.,
2010).

2. Microscopia Electrénica de Transmision y Morfometria

Los tejidos provenientes de ratas prepuberes y puberes fueron procesados para microscopia
electronica de transmision (MET) siguiendo protocolos que ya han sido establecidos en

estudios previos de nuestro grupo (Richeri y col., 2010; 2011; Martinez, 2012).

Preparacion de tejidos. Los cuernos uterinos fueron expuestos e inmediatamente fijados in

situ con glutaraldehido al 2,5 % diluido en solucion tampén fosfato 0.1 M, pH: 7.2.
Posteriormente los cuernos uterinos fueron removidos, liberados de la grasa y el tejido
conjuntivo anexo, fraccionados en trozos de aproximadamente 1 mm y fijados por inmersion

en el mismo fijador por 24-48 hs. adicionales, a 4 °C. Luego, las muestras fueron lavadas
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durante 1 hora en soluciéon tampon fosfato, post-fijadas en tetréxido de osmio al 1 % durante
1:30 hs. a 4 °C en agitacion y protegidos de la luz. Cumplido ese tiempo, los tejidos fueron
lavados y luego deshidratados en alcoholes de graduacion creciente y acetona absoluta.
Finalmente, se realizd la inclusion en araldita (Durcupan ACM; Fluka, EEUU), teniendo
especial cuidado en que la orientacion del eje mayor del utero estuviera perfectamente
alineada con el frente de corte del bloque. Los bloques fueron polimerizados a 60 °C durante
48 hs. (Fig. 15).

c Figura 15. (A) Esquema
representativo de la parte inferior
del tracto genital femenino de la
rata. En los cuernos uterinos se

E sefiala la regién seleccionada
para ser procesados para su

A

‘ @ estudio por MET (rectangulo

verde). CU: cuerno uterino. (B)
Esquema representativo de los
bloques realizados con los
tejidos; (C) cara de seccion de
corte del bloque. Nétese, que los
tejidos fueron colocados de

cu mmp

Esquema de Esquema de Cara de corte del . i
. forma que el eje mayor del Utero
Cuernos Uterinos Bloques Bloque )
se encontrara alineado y fueran
(CU) de rata cortados de forma transversal.

Obtencion y tincién de cortes. Utilizando un ultramicrétomo (Power Time-XL) se realizaron

cortes semi-finos (250 nm de espesor) transversales al eje mayor del utero y obtenidos a
dos diferentes profundidades dentro de la regién media de cada cuerno uterino. Los cortes
fueron tefidos con azul de toluidina boracico al 1 % y, bajo el microscopio 6ptico, se
seleccionaron los campos de la capa miometrial longitudinal de los cuales se obtuvieron los
cortes ultra-finos (70 nm); (Fig. 16). Estos cortes ultrafinos fueron montados en grillas de
cobre de ventana y posteriormente contrastados con acetato de uranilo al 2 % vy citrato de
plomo al 1 %. Los cortes fueron examinados en un microscopio electronico Jeol JEM1010 y
las imagenes se capturaron a 14.000 y 19.000 aumentos utilizando una camara digital.

Figura 16. Imagen de un corte transversal semi-fino de
cuerno uterino tefiido con azul de toluidina que muestra
la zona de la capa muscular longitudinal (cml)
seleccionada para realizar los cortes ultra-finos para
MET. v=vaso sanguineo.

25



MATERIALES Y METODOS

Cuantificacion del alineamiento del coldgeno. Para evidenciar los cambios en la

orientacion del colageno perimuscular, en cada una de las imagenes que correspondia al
area total se determind: (a) el area total ocupada por colageno perimuscular, (b) el area
ocupada por colageno perimuscular orientado paralelamente al eje mayor de las células
musculares lisas, (c) el area ocupada por el colageno que presenta una orientacién
perpendicular a este eje 0 que muestra una orientacion azarosa en la matriz extracelular
(MEC) perimuscular (Fig. 17). Ademas se evalud el porcentaje de: (d) area ocupada solo por
MEC perimuscular, (e) la relacién MEC / células musculares lisas, y por ultimo el porcentaje
de MEC que era solo ocupado por colageno sin importar su orientacion. Estos valores se
utilizaron para calcular el porcentaje de area ocupada por colageno alineado, no alineado,
area total de MEC, la relacion que existia entre el area ocupada por MEC y la ocupada por
las células musculares y, cuanta area de la MEC era ocupada por colageno. Los estudios
cuantitativos se realizaron utilizando el programa Image ProPlus (Media Cybernetics,
EEUU).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos de cada cuerno uterino (n=6) fueron promediados

y analizados con el programa GraphPad Prism 4. Las medidas fueron expresadas como
mediana y comparadas utilizando el test no-paramétrico de Mann-Whitney ya que los datos
no presentaron una distribucion normal. Se consideraron como significativos valores de
p<0,05.

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

Relacién ECM/SMC Colageno paralelo

Colageno no-paralelo

Figura 17. 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 proveniente de ratas prepuberes y puberes. SMC: células
musculares lisas; ECM: matriz extracelular.
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3. Crio-cultivo sobre cortes de tendén de cola de rata

Diseno y cortes de los bloques. Los tendones que componen la cola de la rata fueron

aislados de manera aséptica y fragmentados en trozos de aproximadamente 1 cm de largo.
Bajo lupa, los fragmentos fueron colocados forma paralela en un molde de silicona que
contenia agua ultra-pura estéril. Luego de completar el volumen del molde se eliminé el
exceso de liquido y se congeld la muestra a -20 °C. Se realizaron cortes a congelacién (14
pMm) paralelos a la cara del bloque los que fueron colocados en placas de cultivo de

poliestireno de 35 mm (Greiner, Alemania) y mantenidos a -20 °C (Fig. 18).

Para confirmar la influencia de la orientacion del colageno tendinoso sobre el crecimiento de
las neuritas simpaticas, se colocaron cortes longitudinales de tenddén en angulo recto. Se

evitd que los cortes estuvieran excesivamente separados o se superpusieran (Fig. 18).

Bloque con

Fragmentos F
Cola de Rata de Tendén ré\g"ﬂent’os
de Tenddn
_
———

Tenddn con
colageno Cara de corte del
alineado Bloque

Diferentes orientaciones de los
cortes de Tenddon

Explanto Ganglionar

= ) Ces—

Cortes de Tendon

Figura 18. Esquema que ilustra el método de crio-cultivo de explantos ganglionares sobre
cortes de tenddn de cola de rata.

Obtencion de Ganglios Cervicales Superiores. Los ganglios fueron obtenidos de ratas

hembra neonatales (4—6 dias de edad) los cuales luego de ser liberados de la vaina

conjuntiva que los rodea, fueron fragmentados en explantos de aproximadamente 500-600
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Mm de diametro. Luego de lavados, los explantos fueron sembrados sobre los cortes de
tendén. Luego de permitir que se adhirieran al sustrato por 10 minutos, se colocaron 2 ml
de medio Neurobasal desprovisto de suero (Gibco, Invitrogen, EEUU) suplementado con B-
27 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). Los cultivos se mantuvieron por 72 hs. a 37 °C y 5 % de CO,.

Coloraciéon Vital. Las placas fueron incubadas por una hora a 37 °C con 5-

carboxyfluorescein diacetate, acetoxymethyl ester (Molecular Probes, Invitrogen, EEUU),
(0,8 %). Las preparaciones fueron examinadas bajo un microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse 800 utilizando el objetivo 4X. Las imagenes fueron obtenidas con una camara
digital monocroma CoolSNAP-Pro asociada al programa Image ProPlus (Media

Cybernetics).

Los ensayos de crio-cultivo fueron realizados en colaboracion con la Lic. Paola

Bianchimano

4. Cultivos en geles de colageno Tipo | de diferente rigidez

Para la realizacion de cultivos 3D se utilizé colageno Tipo | (Gibco, Invitrogen). Se gelifico el
colageno Tipo | (3 mg/ml) con una solucién neutralizante compuesta por NaHCO; (0,08 M) y
NaOH (0,2 M) y soluciéon tampon fosfato salino 5X (PBS) llegando de este modo a una
concentracion final de colageno de 1,89 (mg/ml). En todos los casos, se colocaron 4 gotas
(40 pl) por placa de petri de 35 mm. Se realizaron tres experimentos independientes (4
placas por experimento); en cada experimento se colocd un explanto de GCS por gota de

gel y se obtuvo un n=7-8 explantos en cada condicién (menos rigido y rigido).

El procedimiento para aumentar la rigidez de los geles de colageno se puso a punto en
nuestro laboratorio y consistio en tratar las gotas de colageno ya colocadas en la placa de
petri (40 pl de colageno 1,89 mg/ml) con glicoaldehido (GA); (0,2 M Buffer fosfato, pH 7,8
Sigma-Aldrich) 4 horas (1 ml /placa). Finalizada la incubacion, el GA fue removido y se
coloco 1 ml de etil-ester-glicina (1 M Sigma-Aldrich) durante una hora para detener la accion

del reactivo. Finalmente los geles fueron lavados 10 veces con PBS (1X).
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En ambos casos, se colocaron en cada gota de gel un explanto de ganglio cervical superior
con una pipeta Pasteur estéril. Los explantos de GCS de ratas hembra neonatales fueron
procesados como se describe para los analisis de crio-cultivos. Luego de permanecer por 15
minutos en una estufa a 37 °C, se agregaron 2 mi/placa de medio de cultivo (Neurobasal
suplementado) y se incubaron durante 48 hs. Finalmente, los cultivos se tifieron con
colorante vital y se examinaron bajo microscopio de epifluorescencia como se detallara

anteriormente.

Cuantificacion del crecimiento neuritico . Utilizando un objetivo 4X, se capturaron

imagenes digitales de cada explanto ganglionar. Para evaluar el crecimiento, el halo
neuritico se dividié en 4 cuadrantes y se tomaron imagenes de cada uno, por lo menos en
tres focos diferentes. En cada cuadrante, se midieron las neuritas mas largas trazando una
recta tangencial al borde del explanto, y luego otra hasta el extremo de la neurita, teniendo
la precaucion de que esta ultima partiera en forma perpendicular a la recta tangencial al

borde del explanto como se ilustra en la Figura 19.
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Figura 19. Imagen representativa de método cuantitativo utilizado para medir largo
neuritico de explantos de GCS creciendo en geles rigidos y control.
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Ademas, de evaluar el largo neuritico en los geles control y rigidos también se realizaron
medidas de: (a) diametro del Halo Neuritico, (b) diametro del Halo de Células no-neurales y
(c) diametro del explanto ganglionar. Para ello, se realizé6 una reconstruccion del Halo
neuritico de cada explanto mediante el programa Photoshop CS5 y las imagenes resultantes

fueron analizadas con el programa Image ProPlus como se ilustra en la figura 20.

LireaBlanca: Halo Neuritico
Lirea Violetm Halo Células no-neurales
€irculo Rojo: Explante de Gangllo €S

Figura 20. Imagen que representa el método cuantitativo utilizado para medir; Halo
Neuritico (Linea Blanca), Halo de Células no-neurales (Linea violeta) y tamano de
Explanto de Ganglio Cervical Superior (GCS).

Los ensayos de cultivo tridimensionales fueron realizados bajo la supervision de Ila

Dra. Analia Richeri

5. Analisis de los conos de crecimiento en geles de colageno 3D

En el marco de una pasantia de dos meses realizada en el Laboratorio de Neurobiologia del
Instituto de Investigaciones Médica “Mercedes y Martin Ferreyra” (Cordoba, Argentina), se
establecieron las condiciones dptimas de procesamiento de los cultivos 3D para estudiar los
conos de crecimiento de las neuritas simpaticas por inmunofluorescencia. Luego de
diferentes aproximaciones, se eligio fijar los cultivos en una mezcla de paraformaldehido al 4
% y sacarosa al 4 % / (PFS) en PBS (1X; pH: 7,2 - 7,4) durante 20 minutos. Previo a esta

fijacion los cultivos fueron incubados con una solucion de Fijacién/Extraccion durante 1
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minuto, compuesta por PFS 1 %, Triton 0,25 % en PBS (1X; pH: 7,2 - 7,4). Este paso
permitid extraer proteinas solubles del citoesqueleto y mejorar asi la visualizaciéon de la
inmunofluorescencia. Este procesamiento, se realizé6 en dos experimentos independientes;
en cada experimento se coloco un explanto de GCS por gota de gel y se obtuvo un n=5 en

cada condicion (menos rigido y rigido).

Inmunofluorescencia. Luego de terminado el proceso de fijacion se realizaron tres lavados

con PBS (1X) de 5 minutos cada uno y los geles fueron traspasados a una superficie
hidrofébica (Lamina de cera para placas dentales) la cual permitid contener las soluciones
en los posteriores procedimientos hasta ser montados en porta-objetos. Seguidamente, los
geles fueron incubados en 50 ul de solucion de bloqueo que contenia BSA 5 % y Triton 0,2
% durante una hora a temperatura ambiente, para evitar uniones inespecificas del

anticuerpo y el marcador utilizado.

Para evidenciar microtubulos del citoesqueleto se realizé el método de inmunoflourescencia
indirecta. Para ello, se utiliz6 un anticuerpo primario en una dilucion 1:1000 dirigido a
tubulina tirosinada (Tir-Tub); (Sigma-Aldrich), y como anticuerpo secundario se utilizé Alexa
488 (Molecular Probes, Invitrogen) en una dilucién 1:500. EI anticuerpo primario fue
incubado durante toda la noche en camara humeda a 4 °C. Pasado este tiempo los cultivos
3D fueron lavados y posteriormente incubados en el anticuerpo secundario durante 1 hora,
en una solucion de 1:5 de solucion de bloqueo en PBS 1X (la misma solucion en la cual se
diluy6 el anticuerpo primario). En este ultimo procedimiento se coloco el marcador directo de

F-actina, Faloidina - Rodamina (Molecular Probes, Invitrogen); (diluciéon 1:1000).

Como control se omitié el anticuerpo primario. Finalmente, los geles fueron lavados con PBS
1X en tres tiempo de 10 minutos, colocados en porta-objetos y montados con 50 ul de
fluorsave (Linscott’s Directory, EEUU). Los preparados fueron guardados a 4 °C protegidos

de la luz hasta el momento de ser observados en el microscopio.

Microscopia y evaluacion de cambios morfolégicos en los conos de crecimiento.

Durante mi pasantia recibi entrenamiento en la utilizacion del Microscopio de Epi-
fluorescencia (Nikon, Eclipse TE-2000E); equipado con el programa MetaMorph de
adquisicion de imagenes. Las imagenes fueron capturadas utilizando el objetivo 60X. El

analisis de las imagenes capturadas se realiz6 con el programa ImageJ-Fiji.
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Con el fin de cuantificar los cambios provocados por las alteraciones en la rigidez de los
geles de colageno, se comenzé cuantificando directamente bajo el microscopio siguiendo el
siguiente procedimiento: (a) utilizando el canal verde (A=488 nm), (Fluorescencia de la Tir-
Tub marcada con Alexa 488) se eligidé un campo que presentara, por lo menos, mas de dos
tips (extremo de los axones) (Fig. 7); (b) luego de escoger la zona se cambié al canal rojo
(A=540 nm), (Fluorescencia de la Actina marcada con Faloidina - Rodamina) y se
contabilizaron cuantos de esos tips presentaban una morfologia de citoesqueleto de actina
tipo lamelipodios (red de actina), filopodios (largos filamentos de actina) o colapsada (sin
marcacion o marcacion retrayente de actina). Esto se realizd manteniendo el criterio de
elegir entre 4 y 5 zonas recorriendo en sentido horario la periferia del halo neuritico del
explanto, regién donde se esperan encontrar los conos de crecimiento de las neuritas (Fig.
21).
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Figura 21. llustra el método cuantitativo utilizado para evaluar el efecto de la
rigidez de geles 3D de colageno en la morfologia de los CC de neuritas
simpaticas.

Anadlisis estadistico. Los datos obtenidos de todos los estudios de cultivo en geles 3D se

analizaron con el programa GraphPad Prism 4. Las medidas de crecimiento neuritico (largo
y halo) fueron expresadas como media + EEM (error estandar de la media) y comparadas

con el test t de Student. Se consideraron como significativos valores de p<0,05.
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1. Efectos de pubertad natural en la orientacion del colageno miometrial

En las ratas prepuberes, los espacios extracelulares que rodeaban a las células musculares
lisas (CML) individuales contenian abundantes fibrillas de colageno. La mayoria de estas
fibrillas presentaban Ila misma orientacién (alineamiento), aparecian cortadas
transversamente indicando que estaban orientadas siguiendo el eje mayor de las CML (Figs.
22A y C, asteriscos). Consistentemente, los estudios cuantitativos mostraron que un 80 %

del colageno se orientaba paralelamente al eje mayor de estas células (Fig. 22E).

En las ratas puberes en estro, se detectd que las fibrillas de colageno perimuscular habian
cambiado su orientacion y ahora envolvian a las CML (Figs. 22B y D; asteriscos).
Consistentemente, los estudios cuantitativos (Fig. 22E) mostraron que en las ratas puberes,
el 57% del area total ocupada por el colageno estaba representada por fibrillas orientadas
transversalmente al eje mayor de las CML, mientras que el 43 % restante mantenia la

orientacion observada en las ratas prepuberes.

A nivel del tejido conjuntivo que rodea a los haces musculares, también se observaron altas
cantidades de colageno fibrilar. Como se muestra en las figuras 23A y 23B, durante la
transicion puberal las fibrillas de colageno de estas regiones sufrieron cambios de
orientacion similares a los observados en las regiones de la matriz extracelular que rodea a

las células musculares individuales que componen cada haz.

33



RESULTADOS

Z 100~
w
2
< 80
-
8 604 *
& I
o 404
<
2 20
<
E .
PP PUB

Figura 22. Imagenes ultraestructurales de cortes transversales del cuerno uterino de
ratas prepuberes y puberes. (A, B) Se ilustran los cambios inducidos por la pubertad en el
tamafo de las células musculares lisas (cml) asi como en la orientacion del colageno (*) que
ocupa la matriz extracelular perimuscular que las rodea. Notese que en las hembras
prepuberes las fibrillas de colageno perimuscular se encuentran cortadas transversalmente y
por lo tanto estan orientadas siguiendo el eje mayor de las células musculares lisas (A).
Luego de la transicion de la pubertad, la fibrillas de colageno se orientan perpendicularmente
al eje mayor de las células musculares lisas (B). C y D muestran a mayor magnificacion la
zona de colageno perimuscular (*) de hembras prepuberes y puberes respectivamente. La
flecha blanca indica la zona donde las fibrilas de colageno se encuentran mas
empaquetadas. (E) porcentaje del area total ocupada por colageno fibrilar orientado en
paralelo (PO-Collagen: del inglés parallel orientation collagen) a las células musculares lisas.
Las medianas fueron comparadas utilizando el test no-paramétrico de Mann-Whitney. * =
p<0.02. Barra de calibraciéon = 1,6 ym (A-B) y 3,2 um (C-D).
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Figura 23. Ultraestuctura de la orientacion del colageno en el tejido conjuntivo. Imagenes
ultraestructurales de cortes transversales del cuerno uterino de ratas prepuberes (A) y puberes (B).
En ellas se observan regiones del tejido conjuntivo que separan los haces miometriales. Notese que
en las ratas prepuberes, la mayoria de las fibrillas de colageno se encuentran orientadas siguiendo el
eje mayor del cuerno uterino, mientras que en las ratas puberes, el colageno tiene una orientacion
predominantemente perpendicular a dicho eje o al azar. Barra de calibracion = 2 um.

Los restantes parametros cuantificados en la MEC perimuscular, incluyendo el area total

ocupada por el colageno (Fig. 24A), porcentaje de area ocupado por la MEC que rodea a las

CML individuales (Fig. 24B) y la relacién entre el area de la matriz extracelular y las células

musculares lisas (MEC/SMC), (Fig. 24C) no presentaron alteraciones significativas.
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Figura 24. (A) Porcentaje del area
total ocupada por colageno. (B)
Porcentaje de area ocupada por MEC
(ECM: del inglés Extracellular Matrix)
(C) Relacion area ECM vy las células
musculares lisas (SMC). Las
medianas fueron comparadas
utilizando el test no-paramétrico de
Mann-Whitney.
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2. Patréon de crecimiento en crio-cultivos de tendon

Los explantos de ganglios simpaticos crecieron exitosamente sobre los cortes a congelacion
de tenddn. Dicho crecimiento se extendid exclusivamente en la direccion del eje mayor del
corte longitudinal del tejido y no se observd crecimiento en sentido transversal al mismo
(Figs. 25A, B).

Figura 25. Imagenes representativas del crecimiento de las neuritas simpaticas sobre cortes
longitudinales de tendén de cola de rata. (A) Coloracion vital; (B) Tincion con Azul de Toluidina.
Nétese que las neuritas crecen en forma paralela (PA) siguiendo la orientacion del tejido utilizado
como sustrato pero no son capaces de crecer perpendicularmente (PE) al mismo. G, explanto de
ganglio simpatico.

En los ensayos en que se colocaron cortes longitudinales de tendén de forma adyacente y
en angulo recto (Fig. 26A), se observo que la mayoria de las neuritas detenian su avance al
encontrar el corte orientado perpendicularmente. Sin embargo, las que sobrepasaron el
limite entre ambos cortes, cambiaron la direccién de su crecimiento, realizando un giro de
90°, adaptando su curso al eje mayor del corte longitudinal de tendén. Las neuritas que
crecian del lado contralateral del ganglio presentaron un largo mayor, lo que indica que las

mismas contaban con una buena tasa de crecimiento.
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Diferentes orientaciones de los crio-cortes de tendén.

Figura 26. Crecimiento de las neuritas simpaticas sobre cortes longitudinales de tendén
en diferentes orientaciones. (A) Figura que ilustra crio-cultivos creciendo sobre cortes
longitudinales de tenddn colocados en angulos rectos (a). Cuando las neuritas llegan a la
seccion de corte colocada adyacente y perpendicular doblan hasta 90° y no crecen mas alla
de ese limite. Sin embargo, si se observa la regién contralateral del crio-cultivo las neuritas
presentan un gran crecimiento (asterisco rojo). (B) Esquema representativo de como fueron
orientados los cortes longitudinales de tendon. La flecha roja indica la representacion del corte
de tendén que fue ubicado perpendicularmente adyacente al corte donde vienen creciendo las
neuritas simpaticas, de este modo se evitdé posible impedimento por sobre-posicion de los
cortes del crecimiento neuritico. La flecha azul, neurita que toma la orientaciéon del corte de
tejido, flecha verde neurita que toma la orientacion del corte de tejido con el que se encuentra.

El asterisco naranja indica neuritas que detienen su crecimiento.
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3. Efectos de la rigidez de matrices de colageno Tipo | en el crecimiento neuritico

simpatico

En los geles de colageno control (no tratados con glicoaldehido, GA), se observd que las
neuritas formaban un halo simétrico alrededor del explanto ganglionar. Estas neuritas eran
delgadas y no formaban fasciculos en entre si (Figs. 27A y 28A). En los geles rigidos
tratados con GA también se formaron halos simétricos. Sin embargo, las neuritas se

encontraban fasciculadas especialmente en la cercanias del explanto (Figs. 27B y 28B).
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Figura 27. Crecimiento neuritico en geles de colageno Tipo I. Explanto de ganglio neuronal (G)
creciendo en un gel control (A) y un gel rigido (B). Se puede observar el tamafio del Halo Neuritico en
ambas condiciones, las cabezas de flechas negras indican las neuritas presentes en cada halo
mostrando que en el gel control el niumero de neuritas es mayor y que se encuentran menos
fasciculadas en comparacion con el rigido. Los cultivos fueron revelados con un colorante vital
fluorescente. En vista del gran ruido de fondo que producia el mismo las imagenes fueron invertidas en
su color para poder evidenciar mas claramente el halo neuritico. Barra de calibracién = 250 um

Figura 28. Crecimiento neuritico en geles 3D
evidenciados con coloracién vital. (A y B)
Imagenes a mayor magnificacion de las neuritas
creciendo en ambas condiciones, control y rigida,
respectivamente. Notese que las neuritas que
crecieron en un gel rigido se encuentran mas
fasciculadas en comparacién con el gel no rigido
Barra de calibracién = 100 ym.
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El crecimiento neuritico en los geles de colageno rigidos fue marcadamente menor al

observado en los geles control. Esta diferencia se vio reflejada en el diametro de sus halos

neuriticos (HN), siendo este parametro significativamente menor en los geles rigidos (Media
+ EEM; Control, 2011 + 112 vs Rigido, 1535 + 115, Fig. 29A). Para descartar la posibilidad

de que el tamafio del HN estuviera influenciado por el tamafo del explanto ganglionar,

normalizamos el tamafio del halo contra el diametro del explanto, y esto también mostré un

descenso significativo del crecimiento neuritico en geles rigidos (Fig. 29B). Ademas,

medimos el largo neuritico mayor, como otra forma de evaluar diferencias inducidas por la

rigidez, y también observamos una reduccion en este parametro (Media + EEM = 1122 + 75

vs 843 + 48, Fig. 30).
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Figura 29. Graficas que muestran las medidas de: (A) diametro (¢) de Halo Neuritico; (B) ¢
Halo Neuritico corregido con el ¢ del Explanto Ganglionar. Las medidas fueron expresadas
como media + EEM (error estandar de la media) y comparadas con el test t de Student. Se
consideraron como significativos valores de p<0,05.
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Figura 30. Grafica que muestra el largo
neuritco en ambas condiciones. Las
medidas fueron expresadas como media +
EEM (error estandar de la media) y
comparadas con el test t de Student. Se
consideraron como significativos valores de
p<0,05
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En los geles control, se observaron numerosas células no-neuronales que migraban desde

el explanto ganglionar y formaban un halo celular. Este halo siempre fue de tamafio menor

al formado por las neuritas (Fig. 31A y B). En los geles rigidos, la migracion de células no-

neuronales desde el ganglio fue menor (Fig. 31B) y también el halo celular fue 35 % mas

reducido que en los controles (Fig. 31C).
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Figura 31. (A y B) llustran el Halo de Células
No Neurales (CNNs) presente en un gel
control y rigido respectivamente. La mascara
de color violeta, delimita el Halo de CNNSs.
Barra de calibracion = 250 um. (C) Diametro
(¢) de Halo de Células No Neurales (CNNs).
Las medidas fueron expresadas como media
+ EEM (error estdndar de la media) y
comparadas con el test t de Student. Se
consideraron como significativos valores de
p<0,05.
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4. Efectos de la rigidez de matrices de colageno Tipo | en la morfologia del cono de
crecimiento de las neuritas simpaticas

Realizando inmunofluorescencia pudimos observar que los cambios en la rigidez del
colageno provocan un impacto en la morfologia del citoesqueleto de F-actina de los conos
de crecimiento (CC), (Fig. 32A - C). Estos estudios mostraron que los CC de las neuritas
que crecian en geles control presentaban mayoritariamente una morfologia de largos
filopodios y en algunos casos una lamela (red de Actina) bien pronunciada (Fig. 32A y B). Si
bien en los geles rigidos, también se observaron CC con estas morfologias, aumentd
sustantivamente la presencia de CC colapsados (Fig. 32C). Esta morfologia se caracteriza

por una retraccion del citoesqueleto de F- Actina (Fig. 32C, flecha).

Figura 32. Imagenes de fluorescencia que muestran la morfologia de conos de
crecimiento de neuritas simpaticas creciendo en geles de colageno Tipo I. (A y B) CC
creciendo en geles control (menos rigidos), (C) CC creciendo en gel rigido. (A) Se observan
prolongaciones de filamentos de Actina (Rojo) de morfologia de filopodio (recuadro punteado
blanco). Recuadro arriba a la derecha, muestra a mayor magnificacion estructuras de filopodios
del cono de crecimiento resaltado en el recuadro punteado blanco. La flecha indica una lamela
bien pronunciada (A). (C) CC de axén simpatico creciendo en un gel de colageno rigido con
marcacion de F-actina (Rojo) tipica de un cono colapsado. Nétese, que la actina no presenta
estructura de filopodio sino que se encuentra retraida en el extremo del CC (Flecha Blanca).
Tir-tubulina en Verde. Barra de calibraciéon = 10 ym (A,B,C); 7 um (recuadro en A).
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Apoyando estas observaciones, la cuantificacion mostrd que en los geles rigidos, el 26 % de
las neuritas simpaticas presentaron CC colapsados, mientras que esta morfologia sélo se

detecté en el 3 % de las neuritas que crecian en geles control.

Por otra parte, mientras que en los geles control, el 66 % de los CC presentaron estructuras
de lamela y el 31 % largos filopodios, en los geles rigidos los CC con estas morfologias

representaban el 53 % y 21 %, respectivamente (Fig. 33).
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Figura 33. Grafica que muestra las distintas morfologias (lamela, filopodio y
colapsado) de los conos de crecimiento de explantos de Ganglios Cervicales
Superiores detectadas dentro de geles de colageno Tipo | control (menos rigido) y
rigidos. Notese que el porcentaje de conos de crecimiento colapsados fue mayor
cuando crecian embebidos en geles de colageno Tipo | rigido.
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1. La pubertad produce cambios en la orientacion de las fibrillas de colageno

miometrial

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el aumento fisiolégico de
los niveles de estrégeno que marca el inicio de la pubertad provoca un cambio significativo
en la orientacién del colageno fibrilar que rodea a las células musculares lisas del miometrio
uterino. Estos resultados confirman y amplian observaciones previas realizadas durante mi

trabajo de Grado utilizando ratas adultas ovariectomizadas y tratadas con estrégeno.

En ambos casos se observd que cuando los niveles de estrogeno son bajos (ratas
ovariectomizadas y prepuberes) la mayor parte de las fibrillas de colageno localizadas en la
matriz extracelular perimuscular, se encontraban altamente alineadas y orientadas en forma
paralela al eje mayor de las células musculares lisas. Mas aun, los estudios cuantitativos
mostraron que la proporcién del colageno total que presenta esta orientacion es similar en

las ratas prepuberes y las ratas adultas castradas (80 % y 83 %, respectivamente).

Tanto la pubertad como la administracion de estrégeno a las ratas adultas ovariectomizadas
provoc6 un cambio en la orientacién de las fibrillas de colageno, que pasaron de tener una
orientacion paralela al eje mayor de las células musculares lisas a orientarse de forma
perpendicular a este eje. Sin embargo, la proporcién de fibrillas que sufrieron esta
reordenamiento fue mayor en las ratas adultas tratadas con estrogeno que en las ratas
puberes (89 % y 57 %, respectivamente). Esta diferencia podria estar vinculada a la
utilizacion de dosis supra-fisiologicas de estrogeno y el mayor tiempo de exposicién a la

hormona en las ratas adultas.

La existencia de procesos de remodelacion en el colageno uterino se ha descrito en
condiciones fisiologicas, patologicas y experimentales. Por ejemplo, en el cuello uterino,
ocurre una pérdida de tension al acercarse el parto, que se asocia con profundos cambios
estructurales en el colageno Tipo | cervical (Timmons y col.,, 2010). En los leiomiomas
uterinos (fibromas) existen cambios en la estructura y orientacién de las fibrillas de
colageno, lo que sugiere gue la formacion de estas en el miometrio se altera en estos tipos
de tumores (Leppert y col., 2004). Finalmente, se ha demostrado que los ratones con
diabetes experimental presentan una desorganizacién del colageno fibrilar, que deja de
mostrar la organizacion altamente alineada y orientacion paralela al eje mayor de las células

musculares lisas que se observa en los ratones control (Favaro y col., 2010).
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Todavia no contamos con una explicacion de cémo el estrégeno induce cambios en la
orientacion del colageno perimuscular. Una posibilidad es que el aumento en el tamafio de
las células musculares que provoca el estrégeno pudiera “comprimir” el espacio extracelular
y modificar la orientaciéon de las fibrillas de colageno. Esta posibilidad podria verse
sustentada por los resultados obtenidos en las ratas adultas tratadas con estrégeno, en las
gue se observd una reduccién significativa en el area de la MEC perimuscular y en la
relacion entre el area de MEC vy el area de las células musculares lisas. Contrariamente, los
cambios provocados por la pubertad en la orientacion del colageno perimuscular no podrian
ser atribuidos a este fendmeno, ya que no se detectaron cambios significativos en estos

parametros.

Otro de los posibles mecanismos que podrian causar este fendbmeno de reorientacidon
incluiria alteraciones en la interaccion de las fibrillas de coladgeno con otras moléculas de la
MEC, como por ejemplo con el proteoglicano decorina. La decorina se une a las fibrillas de
colageno y se vincula con procesos de fibrologénesis y de orientacién del colageno fibrilar
en la MEC (Danielson y col., 1997; Pins y col., 1997). Esto es apoyado por observaciones
ultraestructurales que demostraron que los ratones mutantes que no expresan decorina,
presentan desorganizacion en las fibrillas de colageno endometriales (Sanches y col., 2010).
Por otra parte, se ha evidenciado que la expresién de decorina puede ser regulada por el

estrogeno y la gestacion (San Martin y Zorn, 2003; Wu y col., 2005).

2. Los cambios en la orientacién de las fibrillas de colageno miometrial coinciden
temporal y espacialmente con la inhibicién del crecimiento de los nervios simpéaticos

durante la pubertad

Como se detallara en la Introduccién de esta Tesis, estudios realizados en nuestro
Laboratorio mostraron que la pubertad provoca una inhibicion del crecimiento de los nervios
simpaticos el cual conduce a un descenso irreversible en la densidad de inervaciéon
miometrial que perdura en la vida ciclica adulta (Brauer y col., 1992). Como mostramos en
este trabajo, este fendmeno de inhibicion del crecimiento nervioso simpatico ocurre
simultaneamente con los cambios en la orientacién de las fibrillas de colageno que rodean a

las células musculares lisas.

44



DISCUSION

Cabe destacar, que estos cambios en la orientacién del colageno fibrilar ocurren en las
areas donde se localizan las fibras nerviosas terminales destinadas al miometrio. Como se
muestra en la figura 34, estudios cuantitativos realizados durante mi pasantia de grado
mostraron que en las ratas prepuberes, el 96 % de los axones simpaticos miometriales se
encontraban asociados con los haces musculares (confinados a la MEC perimuscular),
mientras que soélo un 4 % de los axones cursaba por el tejido conjuntivo que separaba
dichos haces. Mas auln, estos estudios mostraron que los nervios que cursaban por el tejido
conjuntivo presentaban un diametro de mas de 3 um, lo que es concordante con haces
nerviosos de distribucion. Los axones asociados a las fibras musculares tenian un diametro

promedio de 1.6 um, y el 65 % tenia un didmetro medio de 1 um.

Figura 34. Distribucién de
fiboras  sim-paticas en el
miometrio de la rata prepuber.

En (a), se muestra la inervaciéon
simpética  (inmunofluorescencia,
anti-tirosina hidroxilasa). En (b),
se muestra la misma region del
corte, ahora visto en campo claro
y tefiido con azul de toluidina. Los
asteriscos sefialan los haces
musculares y las flechas los
tabiques de tejido conjuntivo que
separa dichos haces. En (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. NoOtese que la gran
mayoria de las fibras nerviosas
estan asociadas a los haces
musculares  (rojas). Iml (del
inglés: longitudinal muscle layer),
cml (del inglés: circular muscle
layer), bv (del inglés: blood
vessels). Imagen tomada de
Martinez, 2012.
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3. La orientaciéon del colageno afecta el crecimiento de las neuritas simpaticas:

evidencias de los crio-cultivos sobre cortes de tendén

Con el fin de evaluar la relevancia de la orientacion del colageno fibrilar sobre el crecimiento
neuritico simpdatico, en el presente estudio analizamos este crecimiento en crio-cultivo,
utilizando como sustrato cortes a congelacion de tendén de cola de rata. Como se explicara
anteriormente, este tejido fue elegido porque se encuentra constituido en un 97 % de

colageno Tipo | altamente alineado.

Como era nuestra expectativa, las neuritas crecieron ordenadamente y siguiendo el eje
mayor del corte de tendén y muy probablemente el de las fibrillas de colageno. El patrén de
crecimiento de las neuritas en los crio-cultivos de tenddn fue similar al de los crio-cultivos en
los que se utilizO como sustrato cortes de miometrio provenientes de ratas
ovariectomizadas, donde las neuritas crecian siguiendo la orientacion del eje mayor de las
células musculares lisas, y probablemente la orientacion longitudinal del colageno fibrilar
que las rodea (Richeri y col., 2010; Martinez, 2012).

Sobre los cortes de tenddn, no se observaron neuritas que crecieran perpendicularmente al
eje longitudinal del tendoén/colageno. Esto confirma la relevancia de la orientacion del
colageno no sdélo en el direccionamiento sino también en la extension del crecimiento
neuritico (Dubey y col., 1999; Ceballos y col., 1999). Cabe también resaltar que en los
ensayos en que se colocaron cortes adyacentes de tendén en angulo recto, algunas neuritas
torcieron su curso de crecimiento para adaptarse a la nueva disposicion espacial del
colageno tendinoso. Observaciones similares se realizaron en crio-cultivos de miometrio
cuando las neuritas simpaticas en crecimiento alcanzaban el limite entre dos capas

musculares (longitudinal y circular), (Fig. 35).

R

CNL

\

Figura 35. Crio-cultivo de ganglio simpatico creciendo sobre un corte longitudinal
de miometrio uterino. Nétese que el crecimiento neuritico sigue el eje axial mayor (*)
de las células musculares lisas (CML) (B), y como las neuritas reorientan su crecimiento
adaptandose a la orientacion que poseen las células musculares de la capa LML
(flecha). (A) esquema representativo de la orientacion de las células musculares
presentes en el crio-corte subyacente. Capa muscular circular (CML) y Capa muscular
longitudinal (LML). Imagenes tomadas de Richeri y col., 2010. 46
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Tomados en su conjunto, los resultados obtenidos en estas investigaciones refuerzan la
importancia de la micro-arquitectura y geometria del ambiente donde crecen los axones para
su direccionamiento y grado de crecimiento (Pettigrew y Crutcher, 1999, 2001). Cabe
mencionar, que este conocimiento basico ha llevado al desarrollo, por ingenieria de tejidos,
de ambientes topogréaficos que favorezcan el crecimiento de los nervios lesionados
(McCormick y Leipzig, 2012).

El colageno fibrilar es uno de los componentes mas utilizados para esta clase de nano-
tecnologia, ya que su alineamiento en el espacio favorece el direccionamiento de los axones
(Phillips y col., 2005; Georgiou y col., 2013). Por ejemplo, existen evidencias de que el
estiramiento de las matrices 3D del colageno provoca un alineamiento del mismo que
incrementa la extension neuritica (Eats y col., 2010). Hoy en dia existen compafiias que
fabrican nano-tubulos de colageno Tipo | alineado para su utilizacion como conductos guias
en lesiones de nervios periféricos. Mas aun, estudios in vivo mostraron que el implante de
nano-tibulos con esas caracteristicas promueve la regeneracion axonal en lesiones de
nervio facial de ratas (Cao y col., 2012); y existen evidencias que sefalan al tendén como
posible conducto guia para la regeneracion de axones lesionados. En 2014 Alberti y
colaboradores observaron que las neuritas de los ganglios de la raiz dorsal crecian
siguiendo la orientacion del tenddn. Si bien este tejido no aumentaba la extension del largo
neuritico respecto a los geles de hidratados de colageno (orientacion al azar), si
presentaban cambios notorios en su direccionamiento. Colectivamente, estas evidencias
refuerzan la idea de que el alineamiento del colageno por si mismo favorece a la extension y

el direccionamiento de los axones (Phillips y col., 2005; Georgiou y col., 2013).

Mas alla de las evidencias de la influencia del alineamiento del colageno en la extension
neuritica, hoy se sabe que no sélo las sefales topograficas del ambiente influyen en este
crecimiento; sino que la interaccion entre sefiales quimicas y topograficas realizan un
balance para favorecer el crecimiento y direccionamiento de los axones en procesos de
regeneracion (Bozkurt y col., 2007; Madduri y Gander, 2011; Ma y col., 2014; Man y col.,
2014; Zeng y col., 2014). Por esta razon, no podemos descartar la idea de que el patrén de
crecimiento que observamos en los crio-cultivos de tenddn pueda estar influenciado por
otras moléculas de la MEC, tales como la decorina (Scott y col., 1981). De la misma manera,
si bien el estr6geno causa un cambio en la orientacién del colageno del miometrio que
podria afectar el crecimiento de los nervios simpaticos tanto en crio-cultivo como in situ, no
podemos obviar, la existencia de otras sefiales en la MEC de efecto negativo para los

nervios simpaticos.
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A modo de ejemplo, estudios recientes en ratones, han demostraron que en la cicatriz que
se forma en el miocardio luego del infarto los proteoglicanos inhiben el crecimiento neuritico

simpadtico in vitro y evitan que ocurra la reinervacion in vivo (Gardner y Habecker, 2013).

3. El aumento de la rigidez de matrices 3D de colageno Tipo | causa una disminucién

en el crecimiento de las neuritas simpaticas

Las imagenes ultraestructurales sugirieron que ademas de cambios en la orientacion del
colageno fibrilar podrian también ocurrir cambios en la compactacién de las fibrillas lo que
alteraria la rigidez del mismo. Se desconocen, sin embargo, los efectos de la rigidez sobre el
crecimiento de las neuritas simpéticas. Si bien en la bibliografia se han presentado
evidencias de que la rigidez de las matrices usadas en ensayos in vitro influye en el
crecimiento de los axones, las respuestas de los mismos dependen en gran parte del tipo
neuronal. Por ejemplo, en las neuronas periféricas el aumento de la rigidez promueve el
crecimiento neuritico (Man y col., 2011) mientras que en las neuronas centrales lo inhibe
(Kochy col., 2012; Cheny col., 2013).

Con el fin de evaluar cdmo los cambios en la rigidez de las matrices de colageno Tipo |
podrian afectar el crecimiento de las neuritas simpaticas utilizamos cultivos en geles 3D de
colageno de diferente dureza. Los andlisis cuantitativos mostraron que cuando los axones
simpaticos se enfrentan a un ambiente en el que el colageno se encuentra mas compactado
y por ende mas rigido, muestran un crecimiento menor al observado en las matrices menos
rigidas. Esto nos indicé que no sélo el cambio de la orientacién del colageno provoca un
efecto en el crecimiento de las neuritas, sino que sus propiedades fisicas también jugarian

un papel relevante.

La inhibicion del crecimiento neuritico observado en las matrices rigidas de colageno
logradas por un aumento del entrecruzamiento de sus fibrillas, podria vincularse con
cambios en el tamafio de los poros en los geles (Castaneda y col., 2008; Cancan y col.,
2012). Es posible entonces que en nuestros estudios el aumento en el entrecruzamiento
entre las fibrillas de colageno dificulte el crecimiento de las neuritas simpéticas mediante un

impedimento esencialmente fisico.

Otro efecto de los geles de colageno mas rigidos, fue que las neuritas se asociaban entre si
formando fasciculos. La fasciculacién (crecimiento de axones asociados) es un proceso que
ocurre normalmente durante el desarrollo del sistema nervioso (Sanes y col., 2006; Learte e
Hidalgo, 2007); y se ha observado que los axones forman fasciculos para atravesar caminos

dificultosos o quimicamente inhéspitos (Snow y col., 2003; Mondal y col., 2014). En este
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marco, la observacién de fasciculos de neuritas en los geles de colageno rigidos podria ser
una posible estrategia de las neuritas simpaticas para poder continuar su crecimiento en un

territorio menos favorable.

La migracion de las células no neuronales desde los explantos ganglionares también se vio
reducida en los geles rigidos de colageno. Esta reduccién, sin embargo, no parece ser
responsable de la disminucién del crecimiento neuritico, dado que en todos los casos las
neuritas crecian superando el halo de células no-neuronales. Esto indicaria que el
crecimiento de los axones esta directamente influenciado por el colageno. Evidencias
previas de nuestro grupo mostraron que en crio-cultivos sobre cortes de la capa miometrial
longitudinal, las neuritas crecen en ausencia de células no-neuronales luego del tratamiento
con Mitomicina-C (Fig. 36, Richeri y col., 2010). Ademas, en cultivos 2D donde se utiliza
como sustrato colageno Tipo |, se observd que la extension de las neuritas simpaticas se da
mas alld del halo celular y las mismas son capaces de crecer directamente sobre el
colageno utilizado como sustrato (Argiro y Johnson, 1982). En este contexto, podemos decir

gue la inhibicion del crecimiento neuritico observada es dada por las propiedades fisicas del

colageno, en este caso su rigidez.

Figura 36. Imagenes tomadas de
Richeri y Col.,, 2010. Se puede
observar crio-cultivos revelados con
colorante vital. (a) Explanto de ganglio
simpatico (G) creciendo sobre un corte
longitudinal de miometrio uterino
proveniente de rata OVX control. (b)
crecimiento  neuritico en iguales
condiciones que en a) pero en este
caso el ganglio fue tratado con
Citomicina-C. Notese, que las
neuritas en ausencia de células no-
neuronales crecen subyacentes al
crio-corte de tejido utilizado como
sustrato. Barra de calibracion = 200

pm (ay b).

En conjunto, estos resultados pusieron de manifiesto la relevancia de la rigidez de las
matrices de colageno Tipo | y su impacto negativo en el crecimiento neuritico simpatico.
Estos datos sustentarian la posibilidad de que cambios en la rigidez del colageno miometrial
contribuyan a la inhibicion del crecimiento de la inervacién simpética en respuesta al

estrégeno.
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4. Matrices de colageno mas rigidas producen cambios morfolégicos en el cono de

crecimiento de neuritas simpaticas

En nuestros estudios observamos que cuando los axones crecian incluidos en geles de
colageno 3D poco rigidos, una alta proporcion de los conos de crecimiento (CC) presentaron
una expansion de membrana formando lamelas y largos filopodios. Estas morfologias se
asocian con la capacidad que presentan los CC de “sensar” el ambiente que los rodea y
escoger caminos de avance para su crecimiento (Sanes y col., 2006; Wacker y col., 2014;
Tamariz y Varela-Echeverria, 2015). Sin embargo, cuando las neuritas simpaticas crecian
en geles mas rigidos presentaron un aumento en la proporcion de conos de crecimiento
colapsados; una morfologia caracteristica de los CC que enfrentan una sefial negativa para
su crecimiento (Roche y Col., 2009; MR Nangle y JR Keast, 2010).

Si bien es sabido que cambios en las propiedades fisicas de la matriz extracelular, o de
matrices artificiales utilizadas in vitro, provocan alteraciones en la morfologia del
citoesqueleto de F-Actina de los conos de crecimiento (CC, Gomez and Letourneau, 2014),
los resultados presentados en nuestro trabajo constituirian las primeras evidencias de que

los cambios fisicos en los geles de colageno Tipo | causan el colapso en los CC.

Una posible explicacién de los efectos de la rigidez sobre los CC es que la misma esté
influyendo en cascadas intracelulares de sefalizacion, que regulan mecanismos de
polimerizacién y despolimerizacién de la F-Actina. Existen evidencias de que el crecimiento
neuritico y cambios en las ramificaciones terminales se ven influenciado mediante la
integracion de sefales extra e intracelular (Ribeiro y Col., 2012). Las proteinas FAKs, estan
estrechamente vinculadas con cambios en las diferentes morfologias de los conos de
crecimiento neuronales, asi como en el control de las propiedades mecanicas de las células
(Chacon y Col., 2010; Mierke T, 2013). Pensamos que podria postularse esta quinasa como
una potencial candidata de regulaciébn en los mecanismos de modulacion de la

polimerizacion y despolimerizacién de la F-actina por efecto de la rigidez del colageno Tipo I.

50



Conclusiones




CONCLUSIONES

Los resultados aportados por este trabajo mostraron que la pubertad provoca cambios en
la orientaciéon de las fibrillas de coldgeno miometrial. Este cambio ocurre en un marco
temporal y espacial coincidente con la inhibicién del crecimiento de los nervios

simpaticos ocurre en el tejido que bajo la influencia del estrogeno.

La evaluacion de la influencia de la orientacion del colageno sobre el éxito o fracaso del
crecimiento neuritico simpatico se vio sustentado por los estudios de crio-cultivo sobre
cortes de tendon. Se reforzé asi la idea de que el realineamiento del colageno miometrial
podria ser uno de los elementos que limitan el crecimiento de las neuritas simpaticas

observado en los ensayos de criocultivo y posiblemente a los axones simpaticos in situ.

Los ensayos de cultivos tridimensionales de colageno Tipo |, permitieron caracterizar por
primera vez la influencia de la rigidez de las matrices de colageno tipo | sobre el crecimiento
neuritico simpatico. Se pudo demostrar que el aumento de la rigidez de los geles de
colageno inhibe el crecimiento de las neuritas simpaticas. Esta observacion da sustento
preliminar a la posibilidad de que ademas de cambios en el alineamiento del colageno fibrilar
del miometrio, posibles alteraciones en la rigidez de la MEC miometrial desfavorezcan el

crecimiento de los nervios simpaticos en respuesta al estrégeno.

Finalmente, se presentd evidencia novedosa de que los cambios en la rigidez de las
matrices de colageno afectan a los conos de crecimiento de las neuritas simpdticas,
promoviendo un aumento de morfologias de aspecto colapsado. Esto indicaria que la
rigidez de las matrices de colageno Tipo | provoca una inhibicién en el crecimiento de las

neuritas simpaticas influyendo en su frente de avance.

Creemos que en su conjunto, los resultados presentados aportan datos relevantes a la
comprension de la compleja regulacion multifactorial de la plasticidad de la inervacién
simpdatica del Gtero en respuesta al estrégeno. Por otra parte, los resultados obtenidos
aportan datos que trascienden este problema especifico y aportan al conocimiento del
comportamiento de las neuritas simpaticas y sus conos de crecimiento frente a cambios en

las propiedades elasticas de los medios en que crecen.
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PERSPECTIVAS

En las ultimas décadas hemos visto cambiar sustancialmente nuestra comprension de los
mecanismos que regulan los fenomenos de plasticidad de la inervacion simpatica del uUtero.
Resultados de nuestro y otros grupos han puesto de manifiesto que esta plasticidad es
regulada por multiples sefiales, que involucran no solamente moléculas difusibles sino

también moléculas estructurales.

El trabajo incluido en esta Tesis permitié identificar al colageno como una sefial de la matriz
extracelular potencialmente involucrada en la remodelacion de la inervacién uterina inducida
por el estrogeno. Los resultados obtenidos en cada uno de los objetivos dejan numerosas
preguntas de interés para abordar en estudios futuros.

Por ejemplo, con el fin de avanzar en la caracterizacion del impacto funcional que posee la
disposicion en el espacio del colageno como molécula estructural en el crecimiento de los
nervios simpaticos seria interesante evaluar si la decorina, que controla la disposicion de las
fibrillas de coldgeno en el espacio, varia su expresion en el micro-ambiente de los nervios
uterinos en respuesta a modificaciones fisioldgicas y/o experimentales en los niveles de

estrogeno.

Seria también interesante estudiar los cambios morfologicos que presentan los conos de
crecimiento en crio-cultivo. Por ejemplo, cuando enfrentan sustratos poco permisivos, tales
como el miometrio estrogenizado. También cuando tienen que alterar su via de crecimiento
debido a cambios en la micro-arquitectura del sustrato, tales como las impuestas por los
cortes de tendén colocados perpendicularmente o a nivel del miometrio, ante cambios en la

direccion de los haces musculares.

Finalmente, seria interesante investigar posibles mecanismos que controlan los cambios del
citoesqueleto de F-Actina de los conos de crecimiento en respuesta a variaciones en las
propiedades fisicas del colageno. En tal sentido, proponemos desarrollar estudios en torno a
la actividad de la quinasa FAK (del inglés, focal adhesion kinase); proteina que esta
estrechamente vinculada a cambios en las diferentes morfologias de los conos de

crecimiento neuronales (Chacén y col., 2010).
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