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HIPÓTESIS  

 

Las  semaforinas  y  sus  receptores  neuronales  contribuyen  a  la  denervación  uterina  que 

induce el estrógeno.  

 

OBJETIVOS  

 

Objetivo General  

 

 Evaluar  la contribución de  las semaforinas y sus  receptores neuronales a  la denervación 

del útero inducida por el  estrógeno.  

 

 

Objetivos Específicos  

 

(1) Determinar si el útero de la rata produce semaforinas e identificar los miembros de la 

familia que son expresados. 

 

(2) Evaluar si la expresión de esas semaforinas es regulada por el estrógeno. 

 

(3) Determinar los tejidos y tipos celulares responsables de la síntesis de estas moléculas.   

 

(4) Examinar  si  las  neuronas  que  inervan  al  útero  expresan  receptores  para  las  semaforinas 

detectadas y analizar si sus niveles de expresión son afectados por el estrógeno. 
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1. Elección del modelo animal y tratamiento con estrógeno. Los estudios desarrollados en 

este trabajo fueron realizados en ratas prepúberes sometidas a un tratamiento crónico con 17‐

estradiol (E2). Este modelo fue elegido por varias razones. En primer lugar, la rata es un modelo 

apropiado y económico para realizar estudios que  implican manejo del entorno hormonal, pues 

alcanza la pubertad a temprana edad (4 semanas). La elección de hembras prepúberes se basó en 

el  hecho  de  que  las mismas  no  requieren  castración  para  evitar  interferencias  con  hormonas 

endógenas y responden al estrógeno de la misma forma que las hembras adultas castradas (Rhen 

y col., 2003).  

 

El tratamiento crónico con E2 se realizó en el período infantil/prepuberal (10‐25 días de edad)Se 

utilizaron  dosis  relativamente  elevadas  de  la  hormona  con  el  fin  de  inhibir  la  ovulación  y  la 

producción ovárica de progesterona. Este protocolo de administración de E2 genera un ambiente 

fuertemente  negativo  para  las  fibras  nerviosas  simpáticas  uterinas  y    provoca  una  completa 

denervación que  se asemeja a  la observada en el embarazo  (Brauer y col.,1995; 2002; Chávez‐

Genaro y col., 2002, Richeri y col., 2002; Chalar y col., 2003). 

 

 

2. Elección de  los métodos de análisis.  Para  alcanzar  los  objetivos  específicos  se utilizaron 

combinaciones  de métodos  bioquímicos, moleculares  y morfológicos,  todos  los  cuales  fueron 

diseñados para analizar  la expresión de  semaforinas, sus  receptores específicos y  su  regulación 

por el E2.  

 

2.1 Búsqueda y caracterización de la expresión de semaforinas en el útero de la rata.  

 

2.1.1  Expresión  proteica  de  semaforinas.  Uno  de  los mayores  problemas  enfrentados  fue  la 

ausencia de anticuerpos específicos contra las distintas variedades de semaforinas. Por esta razón 

inicialmente, se utilizó un anticuerpo que reconoce de manera general un dominio extracelular de 

500 aminoácidos denominado  SEMA, que está presente en  todas  la  semaforinas  (H‐300, Santa 

Cruz  Biotechnology  Inc.,  EEUU).  Utilizando  este  anticuerpo  se  buscó  la  presencia  del  dominio 

SEMA  en  el  pool  de  proteínas  totales  del  útero  y  se  evaluó  su  regulación  por  el  estrógeno, 

empleando  inmunofluorescencia  y  Western  blot  (WB).  La  posterior  identificación  de  las 
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variedades involucradas y su sitio de síntesis, fueron abordadas mediante estudios de expresión a 

nivel transcripcional.  

 
 

2.1.2  Identificación de semaforinas específicas en el útero y  regulación por el estrógeno. Este 

objetivo  fue  abordado  exclusivamente  a  nivel  del  ARNm  uterino.  Se  realizaron  ensayos  de 

Retrotranscripción y Amplificación en Cadena de la Polimerasa (RT‐PCR) con distintas estrategias:  

 

i) Se  utilizaron  oligonucleótidos  degenerados  para  amplificar  el  dominio  SEMA.  Este 

abordaje experimental  resultó muy ventajoso ya que el análisis de alineación de  las 

secuencias  obtenidas  además  de  confirmar  que  el  útero  de  la  rata  sintetiza 

semaforinas, permitió avanzar en la identificación de semaforinas específicas. Esto fue 

posible  debido  a  que  el  dominio  SEMA  además  de  su  alta  conservación  y  de  sus 

aminoácidos  invariables  presenta  particularidades  aminoacídicas  propias  de  cada 

grupo (Koppel y col., 1997).  

 

ii) Una  vez  identificadas  las  secuencias  expresadas,  se  diseñaron  oligonucleótidos 

específicos que  fueron utilizados en  los ensayos de RT‐PCR cuantitativos del objetivo 

específico 2.  

 
 

iii) Adicionalmente,  realizamos  ensayos  en  los  que  se  emplearon  oligonucleótidos 

específicos para  semaforinas  con acciones demostradas  sobre  los nervios  simpáticos 

que pudieran no ser reveladas por los estudios con oligonucleótidos degenerados.  

 

En  todos  los  casos,  los  estudios  de  expresión  diferencial  incluyeron  ensayos  de  RT‐PCR 

semicuantitativos y en tiempo real.  

 

2.2 Localización tisular y celular de  las semaforinas uterinas. Correlación espacio‐temporal con 

la remodelación de  la  inervación por el estrógeno. Los ensayos de  inmunodetección  in situ nos 

dieron una visión general de  la distribución de  todas  las semaforinas presentes en el útero. Sin 

embargo,  las  limitaciones del  anticuerpo utilizado nos  impidieron evaluar  la  localización de  las 

semaforinas  específicas.  Para  lograr  este  objetivo  realizamos  ensayos  de  hibridación  in  situ. 

Complementariamente, se demostró la inervación uterina utilizando inmunofluorescencia.  
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2.3 Receptores para semaforinas en las neuronas que inervan al útero. El siguiente paso natural 

para  evaluar una posible participación de  las  semaforinas  en  la  remodelación de  la  inervación 

uterina  consistió  en  buscar  la  presencia  de  sus  receptores  neuronales  específicos.  También  se 

evaluó si la expresión de estos receptores estaba regulada por el E2.  

 

Las fibras  intrauterinas se revelaron por  inmunofluorescencia. Con esta misma técnica se evaluó 

además  la  presencia  y  niveles  de  estos  receptores  en  los  somas  neuronales  simpáticos  de 

proyección  uterina,  reconocidos  mediante  el  empleo  de  un  trazador  retrógrado.  Los  niveles 

neuronales  de  los  receptores  fueron  valorados  por  densitometría microscópica  (Chalar  y  col., 

2003; Richeri y col., 2005). Si bien el eje de nuestros estudios estaba enfocado en  la  inervación 

simpática, se evaluaron  también  la presencia de  receptores en    las neuronas sensoriales de  los 

ganglios de la raiz dorsal de proyección uterina que también son sensibles a las semaforinas.  

 

Se optó por  la densitometría microscópica  y no el WB, debido  a que este método no permite 

discriminar cambios selectivos en poblaciones discretas de neuronas, ya que los mismos se basan 

en el empleo de homogenatos de tejido. Se desestimó la posibilidad de separar por citometría de 

flujo las neuronas marcadas con el trazador fluorescente y emplearlas posteriormente en ensayos 

de WB, porque se ha observado que la recuperación de neuronas trazadas es muy baja luego de la 

disociación de los ganglios (Cowen, comunicación personal).  
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1. Animales	y	tratamientos	con	E2	
 

Se  utilizaron  ratas  hembras  Wistar  provenientes  de  la  colonia  del  Instituto  de  Investigaciones 

Biológicas Clemente Estable  (IIBCE). Los animales  fueron sexados al nacer y se dejaron con  la madre 6‐8 

hembras  y  un  macho  por  camada  hasta  los  21  días  de  edad.  Los  animales  fueron  mantenidos  en 

condiciones controladas de luz y temperatura, con acceso libre a agua y comida en cajas de policarbonato 

de  dimensiones  apropiadas.  Las  cirugías,  tratamientos  y  eutanasia  de  los  animales  (sobredosis  de 

pentobarbital sódico) fueron realizados de acuerdo con los protocolos aprobados por la Comisión de Ética 

en el Uso de Animales  (CEUA) del  IIBCE y de acuerdo con  la Ley Nacional de Experimentación Animal N° 

18611.  

 

En  todos  los  casos  las hembras  fueron  inyectadas por  vía  subcutánea  (s.c.)  con  cipionato‐17‐estradiol  
(E2; Laboratorios König, Argentina) diluído en aceite de maní (Sigma, EEUU) en un volúmen final de 0,1mL 

por dosis. Los grupos controles fueron inyectados sólo con el vehículo.  

 

(A) Para  los  estudios  de  detección  de  SEMAS  en  útero  (Capítulo  1),  identificación  de  semaforinas 

específicas y localización de sus sitios de síntesis (Capítulos 2 y 3) los animales fueron inyectados 

con 4 dosis de 10 g de E2 en los días 10, 15, 20 y 25 de vida y sacrificados a los 28 días de edad 
(Brauer  y  col.,  1995).  En  el  caso  de  los  controles,  se  verificó  su  condición  prepuberal  por  la 

ausencia de apertura vaginal, la cual es inducida por el primer pico estrogénico que acompaña la 

pubertad.  

 

(B) En los estudios de receptores para semaforinas en las neuronas vinculadas al útero (marcadas con 

trazador  retógrado)  se utilizó una modificación del  tratamiento  crónico con E2 antes descripto. 

Este tratamiento consitió en la administración de 3 dosis s.c. de 20 g de E2 en los días 25, 27 y 29 
de edad y  la eutanasia se realizó a  los 30 días. El  inicio de un tratamiento más tardío  (25 vs. 10 

días  de  edad)  garantizó  que  las  terminales  nerviosas  intrauterinas  permanecieran  intactas 

durantes los días en que se produce la captura del trazador y su transporte retrógrado, y antes de 

que  comience  la degeneración de  los nervios. Esta aproximación  fue exitosamente utilizada en 

nuestros estudios previos (Chalar y col., 2003; Richeri y col., 2005).  

METER EMBARAZO 

2. Métodos	de	análisis	

2.	1	Estudios	proteicos	sobre	expresión	de	semaforinas	en	el	útero	

Inmunodetección	in	situ		
 

Se empleó un anticuerpo policlonal generado en conejos contra el dominio SEMA (anti‐SEMA) (H‐

300,  Santa Cruz Biotechnology  Inc., EEUU). Para  la  correlación  con  el  comportamiento de  la  inervación 

uterina,  las  fibras  nerviosas  simpáticas  fueron  demostradas  utilizando  un  anticuerpo  contra  la  tirosina 

hidroxilasa  (TH),  enzima  limitante  de  la  síntesis  de  noradrenalina  (Affiniti  Bioreagents,  EEUU)  y  las 

sensoriales fueron visualizadas con un anticuerpo dirigido contra el péptido calcitonin gene‐related peptide 

(CGRP; Affinity Research Products, Reino Unido).  



Materiales	y	métodos
 

43 

 

Validación del anticuerpo anti‐SEMA: Cuando se desarrollaron estos estudios, no existían reportes de  la 

utilización  de  este  anticuerpo  en  ensayos  de  inmunodetección  in  situ.  Por  este  motivo  se  validó 

previamente el anticuerpo, evaluando  la  localización de  la  inmunorreactividad para SEMA en  la médula 

espinal  de  embriones  de  rata  (E14).  En  esta  etapa  del  desarrollo,  es  conocido  que  la médula  espinal 

concentra  transcriptos que  codifican para  semaforinas  (Figura1)  (Messersmith  y  col., 1995;  Zhou  y  col., 

1997).  

 

 
 

 

Nuestros estudios de inmunofluorescencia mostraron que el anticuerpo marcaba selectivamente la región 

ventral de  la médula espinal y  los ganglios de  la raíz dorsal (panel  izquierdo en Figura 1). La especificidad 

de  dicha marcación  en  estos  sectores  coincide  con  resultados  de  otros  autores  que  han mostrado  la 

expresión de ARNm para Sema3A (secretada) y Sema6A (transmembrana) (Messersmith y col., 1995; Zhou 

y  col.,  1997). Además,  fue  confirmada  en  cortes  adyacentes  en  los  que  se  omitió  la  incubación  con  el 

anticuerpo primario (Figura 1).  

 

Una vez validado el anticuerpo H‐300, se realizaron ensayos de inmunodetección sobre cortes de útero de 

hembras de distintas edades y condiciones hormonales:   ratas prepúberes (tratadas con E2 o vehículo) y 

ratas adultas (vírgenes en diestro y gestantes a término) y se cuantificó la intensidad de inmunomarcación 

mediante densitometría miscroscópica.  

 

Procesamiento de  los  tejidos: Para  la demostración del domnio  SEMA  en  el útero  los  animales  fueron 

perfundidos transcardíacamente primero con 25 mL de una solución salina (NaCl 0.9%) seguido de 25 mL 

de paraformaldehído (Sigma, EEUU) (PFA 4% en solución salina fosfato, PBS). Los volúmenes de perfusión 

que se indican (25 mL) fueron los utilizados para perfundir ratas prepuberales.  En el caso de los animales 

adultos, se utilizaron volúmenes mayores (75 mL). Finalizada la perfusión, se procedió a la disección de los 

tejidos y se post‐fijaron por inmersión durante 1,5 hs. Luego de lavados en PBS (3x15 min) y crioprotegidos 

en  solución de  sacarosa  (12 %  en PBS)  toda  la noche  a  4°C,  los  tejidos  fueron  agrupados,  incluidos  en 

Cryomatrix (10 % alcohol polivinílico, 4 % polietilenglicol, Shandon, EEUU) y posteriormente congelados a –

20  ºC.    Los  cortes  de  12  μm  de  espesor  fueron  obtenidos  en  un  crióstato  (Leica,  Alemania)  a  –22  ºC 

montados sobre portaobjetos gelatinizados. 

 

Figura 1. Validación del anticuerpo H300. Dominio SEMA demostrado 

con el anticuerpo H300 (anti‐SEMA) vs distribución de transcriptos de 

miembros  específicos  de  la  familia  de  la  semaforinas:  Sema3A  y 

Sema6A  en  cortes  de  médula  espinal  de  embriones  de  rata.  Las 

imágenes  de  las  hibridaciones  in  situ  de  sema3A  y  sema6A  fueron 

tomadas  de  Messersmith  y  col.,  1995;  y  Zhou  y  col.,  1997, 

respectivamente. Los asteriscos indican los  ganglios de la raíz dorsal.  
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Inmunomarcación: En todos los casos se emplearon métodos de inmunomarcación indirecta. Dado que se 

trabajó  siempre  con microscopía de  fluorescencia,  se  emplearon  anticuerpos  secundarios  conjugados  a 

fluorocromos (se detallan más adelante). La  incubación con el anticuerpo primario  fue realizada durante 

toda la noche, a temperatura ambiente (Tamb)  en una cámara húmeda. Para evitar uniones inespecíficas, 

el diluyente de los anticuerpos primarios contenía suero normal de cabra (5 %) y DL‐lisina (0.05 %; Sigma) 

como  bloqueantes,  y  Tritón  X‐100  (0.2  %;  Sigma)  como  surfactante,  incluidos  en  una  solución  salina 

amortiguadora  (PBS:  KCl,  NaCl,  KHPO4;  KH2PO4).  La  especificidad  de  la  inmunomarcación  se  valoró 

omitiendo  la  incubación  con  el  anticuerpo  primario.  En  algunos  casos  se  realizaron  incubaciones  con 

sueros pre‐inmunes provenientes de  la misma especie en  la que fue generado el anticuerpo primario. Al 

final del período de incubación los cortes fueron lavados con PBS (3x15 min) y las preparaciones incubadas 

con sus respectivos anticuerpos secundarios, anti‐IgG de conejo o anti‐IgG de ratón, ambos producidos en 

cabra  y  conjugados  a  los  fluorocromos:  Alexa‐Fluor  488;  Alexa‐Fluor  568  (Life  Technologies‐Molecular 

Probes,  USA)  o  FITC  (del  inglés,  Fluorescein  Iso‐thiocyanate;  Sigma)  durante  1.5  hora  a  temperatura 

ambiente. Al cabo de ese tiempo los cortes fueron lavados en PBS (3x15 min), montados en buffer/glicerol  

(Citifluor,  Londres,  UK).  Las  diluciones  de  los  anticuerpos  empleadas  en  cada  caso,  se  detallan  en  los 

capítulos de resultados correspondientes.  

 

Los preparados  fueron visualizados por microscopía de epifluorescencia utilizando un microscopio Nikon 

Eclipse 800 (dicroicos: G‐2B, Nikon) o por microscopía de barrido láser confocal utilizando un microscopio 

Olympus FLUOVIEW FV300 (con los láseres y filtros: Argon Ion Laser System Series IMA 100‐488nm; Helium 

Neon  05‐LHP991‐633nm;  BA660IF;  apertura  confocal  2‐3).  Se  obtuvieron  imágenes  digitales  de  las 

preparaciones utilizando cámaras CCD acopladas a los microscopios y equipados con sus correspondientes 

programas de adquisición de  imágenes, CoolSNAP‐Pro Monochrome Digital Kit e  Image Pro Plus, Media 

Cybernetics en el microscopio Nikon y FLUOVIEW FV300 en el microscopio Olympus.   

 

Ensayos	de	Western	blot	
 

Los  ensayos de WB  realizados por  colaboración  con  la Dra.  Isabella Gavazzi  (King´s College  Londres, 

Inglaterra).  Brevemente,  las  muestras  fueron  homogenizadas  (Ultraturrax  homogeniser)  en  800uL  de 

solúción  RIPA modificada  (0,1 %  SDS,  Tris‐HCl  50 mM,  pH8,  NP‐40  1 %,  Na‐deoxycholate  0,5 %,  NaCl 

150mM, EDTA 1 mM plus Complete Roche25x, PMSF 1 mM). Las extracciones fueron centrifugadas por 20 

min (10200 g; 4 °C) y los sobrenadantes recuperados para ser analizados por electroforesis SDS‐PAGE 8%. 

Las proteínas fueron transferidas a membranas (Amersham) que fueron posteriormente bloqueadas por 1 

hr en 4% BSA en solución TBS‐T e incubadas durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario H‐300 

(anti‐SEMA). Luego de ser lavadas fueron incubadas con un segundo anticuerpo (a‐rb HRP) durante 1 hr a 

Tamb, para ser posteriormente reveladas. Se utilizó un anticuerpo anti‐tubulina como control de carga y 

las intensidades de las bandas fueron analizadas utilizando el GeneGnome system (Syngene).  

2.2 	Análisis	de	ARNms	que	codifican	para	semaforinas	en	homogenatos	de	útero	
 

Inicialmente el análisis de expresión  transcripcional consistió en  la búsqueda de ARNms codificantes 

para semaforinas en homogenatos de cuernos uterinos enteros que incluían miometrio y endometrio.   

 

 Extracción de ARN total. Los cuernos uterinos de las ratas prepúberes control (n=8) y tratadas con E2 

(n=6) fueron disecados en condiciones estériles, liberándolos de los ovarios, oviductos, cuello uterino y 

tejido adiposo anexo. La extracción del ARN total se realizó con Trizol (Life Technologies, Gibco BRL), (1 
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mL/100 mg de muestra),  siguiendo protocolos ya empleados en nuestros estudios previos  (Chalar y 

col.,  2003).  El  Trizol  es  un  reactivo  comercial  consistente  en  una  solución  de  fenol  y  tiocianato  de 

guanidina  que  permite  aislar  el  ARN  total  mediante  un  sólo  paso  de  extracción.  La  disgregación 

mecánica de  los  tejidos por homogenización  junto  con  la acción química del Trizol permite  lisar  las 

células y disolver  sus  componentes manteniendo  la  integridad del ARN, ya que el Trizol  inactiva  las 

ARNasas. Las muestras fueron seguidamente centrifugadas (12.000 g, 10 min. a 4 ºC) para remover el 

material insoluble. El pellet resultante contiene membranas extracelulares, polisacáridos y ADN de alto 

peso molecular, mientras que el  sobrenadante  contiene el ARN.  Se  agregó  al  sobrenadante  aislado 

cloroformo (0,2 mL/ mL Trizol utilizado en la homogenización) y posteriormente se centrifugó (7150 g,  

25 min.  a  4  ºC).  En  este  paso  se  separa  la  solución  en  una  fase  orgánica  (fenol‐cloroformo),  una 

interfase  donde  quedan  las  proteínas  y  el  ADN,  y  una  fase  acuosa  en  donde  se  encuentra 

exclusivamente el ARN. El ARN de  la fase acuosa se precipitó con  isopropanol (0.5 mL/mL Trizol) y se 

centrifugó (12000 g, 10 min. a 4 ºC). El pellet de ARN fue lavado con etanol (75 % en agua DEPC) (1 mL 

EtOH 75 % / mL Trizol), agitado con vortex y centrifugado (7500 g, 6 min. a 4 ºC). Luego de remover el 

etanol,  las muestras  se dejaron  secar  al  aire  y  se  resuspendió el ARN  con  agua bidestilada  libre de 

ARNasas (50 L muestras control; 150 L muestras de animale tratados con E2).   

 

Las muestras de ARN fueron valoradas espectrofotométricamente. Es sabido que  los ácidos nucleicos 

presentan una absorción máxima a 260nm y se estima que una muestra de ARN de 40 g/mL absorbe 

una unidad de densidad óptica  (D.O.). Se  leyeron  las D.O. a 260 nm de diluciones de cada muestra, 

corregidas contra un blanco apropiado  (agua bidestilada) y se estimaron  las concentraciones de ARN 

de cada muestra: D.O. * 40 g/mL * factor de dilución = g/mL ARN muestra. También se realizaron 

lecturas de D.O. a 280nm, longitud de onda a la que las proteínas presentan su máxima absorción y se 

calculó  el  cociente  A260/  A280  .  Este  cociente  es  un  indicador  de  pureza  de  cada  muestra, 

considerándose que una buena preparación de ARN posee un cociente A260/ A280  2. La integridad del 
ARN  de  las  muestras  fue  revisada  bajo  luz  ultravioleta  luego  de  una  corrida  electroforética.  Las 

especies de ARN ribosómico eucarióticas 28S y 18S suelen estar presentes en una relación 28S/18S  2 
en una muestra de ARN bien preservada.   

 

 RT‐PCR La selección y amplificación de  las secuencias de  interés por PCR se  realizó utilizando como 

molde el ADN copia (ADNc) obtebido de la retrotranscripción de los ARNs extraídos en cada situación 

experimental. 

   

Retrotranscripción (RT). El ARN total fue tratado con ADNasa (Promega, EEUU) para remover posibles 

contaminaciones de ADN genómico y se procedió a sintetizar hebras de ADNc a partir del ARN. Este 

proceso, denominado transcripción reversa (RT) o retrotranscripción, se llevó a cabo incubando 1 g 
de  la muestra de ARN total de útero (molde) con 1 L de una ADN polimerasa‐ARN dependiente,  la 

transcriptasa  reversaSuperScript  III  (Invitrogen,  EEUU);  2  L  de  una  mezcla  de  desoxinucleótidos 

trifosfatos (dNTP, concentración final 1 mM cada uno); 0.5 g de oligonucléotido cebador (primer) en 

nuestro caso se utilizó un oligo(dT)15 , en 20 L de volumen final de una solución tampón (Tris‐HCl 10 

mM,  pH  9,0  a  25  ºC; MgCl2  5mM;  KCl  50mM;  Triton  X‐100  0,1%),  (Reverse  Transcription  System, 

Promega) y en presencia de un  inhibidor de ribonucleasas (RNAsin, 1 U/L). Los oligo(dT) se asocian 
con  la  cola  poli(A)  del  extremo  3’  de  los  ARN mensajeros  de  los mamíferos  y  al  tener  un  grupo 

hidroxilo  libre en el carbono 3’ actúan de cebadores para  la  retrotranscriptasa que sintetiza hebras 

complementarias a los ARNms. Luego de un período de incubación de una hora a 42 ºC la enzima se 

inactivó  elevando  la  temperatura  de  la mezcla  de  reacción  a  99ºC  durante  5 minutos  y bajándola 

luego a 4 ºC por 5 min. para prevenir su unión a moléculas de ADNc. 
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Reacción  en Cadena de  la Polimerasa  (PCR). Para detectar ARNms que  codifiquen  semaforinas, el 

paso siguiente  fue seleccionar y amplificar  la hebra de ADNc complementaria a estos ARNms entre 

toda la población de moléculas sintetizadas como producto de la reacción de retrotranscripción.  

Se realizaron ensayos de PCR con distintas estrategias.  

 

(1) La presencia del dominio SEMA común a todos  los miembros de  la familia de  las semaforinas fue 

rastreada  utilizando  un  par  de  oligonucleótidos  degenerados  derivados  de  las  secuencias 

aminoacídicas FFFRENA y DPYCAWD altamente conservados dentro de este dominio  (Kolodkin y 

col., 1993; Zhou y col., 1997).  

 

(2) La  búsqueda  de  expresión  de  semaforinas  específicas  se  realizó  empleando  pares  de 

oligonucleótidos específicos que  correpsonden  al  genoma de Rattus norvergicus para amplificar 

una región codificante de los genes señalados en la siguiente tabla.  

 
 

Tabla  1.  Pares  de  oligonucleótidos  y  temperaturas  de  hibridación  utilizadas  en  los  ensayos  de  PCR.  Se 

emplearon  dos  cebadores  (oligonucleótidos  a=sentido  y  b=antisentido);  cada  uno  complementario  a  hebras 

opuestas de  la región de ADN que se desea amplificar; de manera que el cebador “a” dirija  la síntesis de una 

hebra de ADN a la que luego se le pueda hibridar el cebador “b” y viceversa. Esto permite la síntesis exponencial 

de  novo  de  la  región  de  ADN  flanqueada  por  los  dos  cebadores.  Los  pares  de  cebadores  utilizados  para 

seleccionar y amplificar  los ADNc de  interés en cada caso,  fueron diseñados por nosotros basándonos en  las 

secuencias publicadas para el dominio SEMA (Zhou y col., 1997),  las semaforinas específicas   (Lillesaar y Fried, 

2004) y RpL7 (Deroo y col., 2004), el gen de referencia utilizado con propósitos comparativos para cuantificar si 

el tratamiento crónico con E2 inducía cambios en los niveles de expresión de las semaforinas de interés. 

 

 

 

Con el  fin de determinar si  la expresión de  las semaforinas en el útero es regulada por el estrógeno,  las 

expresiones  individuales  fueron  normalizadas  contra  el  producto de  PCR  para  la  proteína  ribosomal  L7 

(RpL7), el cual se seleccionó como gen de referencia, por su expresión constitutiva y ubicua, (Deroo y col., 

2004; Hong y col. 2004). Se utilizó dicho gen como control de expresión continua para los ensayos de RT‐

PCR semicuantitativa y en tiempo real, realizados a partir de los homogenatos uterinos y su expresión fue 

analizada en paralelo a la de los genes de interés.  

Gen 
Oligonucleótido  

sentido 5’ – 3’ 

Oligonucleótido  

antisentido 5’ – 3’ 

Temp de 
hibridación 

Amplicon 
(pb) 

SEMA 
TTC/TTTC/TTC/TA/CGNGAA/G
AAC/TGC 

TTCCANGCG/ACAG/ATANGGG
/ATC 

45°C  860 

Semaforina 
3A 

AAACATTTGGTGGATTTGACTC  CGAGCAAGGCAGCATTCC  54°C  442 

Semaforina 
3F 

GATTTTATGGGCACTGATGCA  CAAACACGTCCTGGAGTTCA  57°C  358 

Semaforina 
4B 

CTTCTTGATGGATGGGCAGGTC  CCAGGCGCAGTAAGGGTCT  57°C  358 

RpL7  TCAATGGAGTGAGCCCAAAG  CAAGAGATCGAGCAACCAAG  57°C  246 
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 RT‐PCR semicuantitativa: Las parejas de cebadores  (Tabla 1) fueron empleadas en reacciones de 

PCR  siguiendo protocolos estándares,  como  se  indica a  continuación.  La amplificación del ADNc 

correspondiente a  la región del gen de  interés, se realizó mezclando 1L de ADNc  (dilución  final 
1:10) con 2 L de solución tampón de PCR 10X (Tris‐Hcl 100 mM, pH 8,8; KCl 500 mM; Triton X‐100 

1%), 0.6 L MgCl2   50 mM, 0.4 L de  solución de dNTPs 10 mM,  la pareja de oligonucleótidos  

correspondiente  (0.5  L  de  cada  uno,  10  M),  0.1  L  de  Taq  ADN  polimerasa  5  U/L  (Life 
Techonologies Inc., Gibco BRL) y se completó con agua destilada estéril hasta un volumen final de 

20  L.  El  ADNc  correspondiente  a  RpL7,  fue  seleccionado  y  amplificado  con  la  pareja  de 

oligonucleótidos específicos antes indicada, en las mismas condiciones. En cada ensayo se hizo un 

control sin ADNc. Las mezclas de reacción de PCR, fueron sometidas a 1 ciclo de desnaturalización 

a  94  ºC  durante  5  min.  y  35  ciclos  de  94  ºC/45’’;  temperatura  de  hibridación  (annealing) 

correspondiente*/45’’ y 72 ºC /1’, con una extensión final de 72 ºC durante 7 min. Las reacciones 

fueron llevadas a cabo en termocicladores Thermolyne Amplitron I. 

(*) Se calculó la temperatura de hibridación óptima para cada par de cebadores (Tabla 1).  

 

 RT‐PCR  tiempo  real:  Los  ensayos  de  RT‐PCR  en  tiempo  real  (qRT‐PCR)  fueron  realizados  en  la 

Unidad  de  Biología  Molecular,  del  IP‐Montevideo  bajo  la  supervisión  de  Gonzalo  Greif.  La 

particularidad  que  posee  esta  técnica  es  justamente  la  de  permitir  el  análisis  de  los  productos 

durante el proceso de amplificación, de ahí su nombre: PCR en tiempo real. El nivel de expresión 

de las semaforinas se determinó por cuantificación relativa de los ADNc por qPCR con Sybr Green I 

(QuantiMix SYG Kit, Biotools, España), (Figura 2). Las expresiones individuales fueron normalizadas 

contra RpL7. Se realizaron curvas de calibración con diluciones seriadas del ADNc. Las condiciones 

de  ciclado  fueron  las  siguientes:  94  ºC/  5’  seguido  de  40  ciclos  de  94  ºC/45’’,  57  ºC/45’’,  72 

ºC/45’’(Rotor‐Gene  6000;  Corbett  Research,  Australia).  En  cada  ensayo,  las  muestras  fueron 

amplificadas por duplicado, y el ensayo replicado en otro experimento  independiente. Se verificó 

la  pureza  de  los  productos  amplificados  en  cada  caso  realizando  la  curva  de  fusión  una  vez 

finalizada  la  reacción  de  PCR  y  además  se  analizaron  los  productos  mediante  corridas 

electroforéticas,  confirmándose  que  los  productos  amplificados  eran  únicos  y  del  tamaño 

esperado.  

 

Los  resultados  fueron  procesados  con  el  programa  de  análisis  de  datos  Relative  Expression 

Software Tool (REST2005; Corbett Research Pty Ltd.& M. Pfaffl). Los datos fueron expresados como 

cantidad  relativa del gen de semaforina de  interés  respecto a  los niveles RpL7 en cada situación 

experimental.  Esta  relación  fue  calculada  para  cada molde  de  ADNc,  con  el  fin  de  normalizar 

distintos parámetros: variaciones de cantidad y calidad del material de partida; y diferencias en las 

eficiencias de cada reacción.  
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Figura  2.  qPCR:  cuantificación  de  semaforinas  específicas  normalizadas  contra  L7.  Se  realizó  una  cuantificación 

relativa de cada Sema, en la cual se determina el cambio en los niveles de expresión de ARNm uterino. Este tipo de 

cuantficación se sustenta en la comparación entre el nivel de expresión del gen a estudiar versus un gen de referencia 

(L7). Por tanto, es  irrelevante en qué unidades se expresa  la cuantificación, y sus resultados son comparables entre 

múltiples experimentos. Se muestran los valores de Ct (número de ciclos) (del inglés cycle threshold, cuya traducción 

es ciclo umbral) obtenidos en uno de los ensayos realizados. Estos valores son determinados durante la amplificación 

mediante la detección de la señal de fluorescencia que emite el SYBER Green y son inversamente proporcionales a la 

cantidad de ADN  inicial. Para conocer  la cantidad de ADN  inicial, el programa de análisis del propio  termociclador 

realiza  transformaciones matemáticas que  requieren conocer  la eficiencia de PCR,  la cual  se determinó  realizando 

curvas de calibración para cada gen en cada ensayo. A modo de ejemplo, esta figura muestra  los valores de Ct y  la 

curva de calibración obtenida al amplificar  las muestras con  los cebadores de Sema3F. Sema3F F1b, F2b y F3b, de 

concentración de ADN  inicial decreciente (10.000, 2000 y 1000, n° de moléculas por tubo, respectivamente) fueron 

amplificadas mediante PCR en un mismo experimento. Cada  cinética permite determinar un Ct para cada uno. Se 

realizaron  réplicas  independientes  en  la  reacción.  La  curva de  calibración,  se obtuvo  graficando  los  valores de Ct 

medios en función de la cantidad de ADN inicial de todas las réplicas. Así, se pudo definir la recta de calibración para 

estos valores medios gracias a una regresión  lineal con un coeficiente de correlación  (r2) satisfactorio. La curva de 

calibración, por tanto, representada en el gráfico da lugar a una recta definida por la fórmula Y=aX+B, donde: Y es el 

Ct medido por el  termociclador y  la pendiente a, deriva de  la eficiencia de  la PCR. Considerando  las eficiencias de 

amplificación de 3F y L7, de cada ensayo, finalmente se calculó la cantidad relativa con el programa REST2005.  

 

 Análisis de los productos de PCR, acorde al tipo de PCR:  

 

Clásica: i) corrida electroforética (en geles de agarosa o poliacrilamida) 

  ii) purificación de los productos de PCR de bandas de agarosa 

iii) clonado de los productos de PCR y secuenciación 

 

qPCR:   i) curvas de fusión 
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             ii) corrida electroforética 

            iii) cuantificación relativa de niveles de Semas 

 

Electroforesis en gel de agarosa: Los productos de reacción fueron analizados por electroforesis en gel de 

agarosa 1 % en la solución tampón TBE 1X (Tris‐Borato 0.89 M, EDTA 2 mM, pH 8,0), conteniendo Bromuro 

de Etidio (BrEt 10 mg/mL) como agente intercalante. Los tamaños esperados de los productos amplificados 

(Tabla 1) fueron confirmados utilizando como marcador de tamaños, un ADN del fago Lambda digerido con 

Hind  III  que  posee  una  banda  de  500  pb  (Promega).  La  visualización  de  las  bandas  se  realizó  con  luz 

ultravioleta  a  través  de  un  transiluminador,  confirmándose  la  obtención  de  los  productos  de  interés 

amplificados, por los tamaños de banda esperados. 

 
Electroforesis en gel de poliacrilamida teñidos con plata: En algunos casos, los tamaños de los productos 

de PCR eran tan similares que se recurrió a hacer corridas electroforéticas de alícuotas de los productos de 

reacción de PCR en este  tipo de geles ya que permiten una mejor discriminación en  la migración de  las 

macromoléculas.  En  estos  casos  las  bandas  correspondientes  a  los  productos  esperados  fueron 

visualizadas por tinción con plata.  

 

Purificación  de  los  productos  de  PCR  de  bandas  de  agarosa,  clonado  y  secuenciación:  Las  bandas  de 

tamaños  esperados  fueron  recortadas  de  geles  de  agarosa  y  purificadas  utilizando  un  kit  comercial  de 

extracción de ADN de geles  (Concert Gel Extraction System,  Life Technologies  Inc., EEUU).  Las muestras 

fueron secuenciadas en  los Servicios de Secuenciación de  la Facultad de Ciencias‐UdelaR e  IPMont para 

verificar su identidad. En algunos casos, los productos de PCR fueron clonados; se transformaron bacterias, 

se seleccionaron los plásmidos recombinates, se purificaron y fueron los plásmidos recombinantes los que 

se enviaron a  secuenciar. Este  fue el  caso, para  los productos obtenidos en  los ensayos de RT‐PCR  con 

oligonuecleótidos  degenerados,  así  como  los  amplicones  de  Sema3A  y  Sema3F  generados  utilizando 

oligonucleótidos específicos. En todos estos casos,  la clonación, transformación y seleccíon de plásmidos 

recombinantes  se  realizó  según  se detalla más abajo  (Sección generación de  sondas para hibridación  in 

situ). 

2.3		Localización	histológica	de	ARNms	que	codifican	para	semaforinas	en	el	útero		
 

Dado que el útero es un órgano que incluye miometrio y endometrio, se complementaron los análisis 

de expresión a nivel transcripcional en homogenatos con estudios de localización mediante hibridación in 

situ  (HIS) sobre cortes histológicos. Se estudió  la distribución espacial de  los transcriptos para dos de  las 

semaaforinas  detectadas  (Sema3F  y  Sema3A)    en  el  cuerno  uterino  siguiendo  protocolos  utilizados  en 

nuestros estudios previos (Chalar y col., 2003).  
 

 

GENERACIÓN DE SONDAS PARA HIS:  

 

(A) Clonación de los productos de PCR, transformación de bacterias y selección de plásmidos 

recombinantes rR3F y rR3A 

 
Se purificaron  los productos de PCR obtenidos  con  los pares de oligonucleótidos específicos para  la 

Sema3F y Sema3A, utilizando el kit de extracción de ADN de geles (Concert Gel Extraction System) y ambas 
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muestras fueron clonadas en un vector procariótico, el plásmido pGEM‐T‐Easy Vector (Promega) (Figura 

3), para poder transformar bacterias y amplificar dichos fragmentos de ADN.  

 

Plásmido utilizado para clonar a Sema3F y Sema3A: El plásmido pGEM posee el gen de  resistencia a  la 

ampicilina –que facilita la selección de las bacterias transformadas‐ y una región de clonación múltiple que 

contiene varios sitios de reconocimiento de enzimas de restricción flanqueado por dos promotores de ARN 

polimerasas,  la polimerasa del Streptococo SP6 y del fagoT7 (Figura 3), que se encuentra  interrumpiendo 

una unidad de codificación cuyo producto se determina con facilidad. Se trata del gen que codifica para el 

péptido    de  la  enzima  ‐galactosidasa  (lacZ)  perteneciente  al  operón  lac.  Esto  permite  una  rápida 

selección  de  las  bacterias  que  incorporaron  los  plásmidos  recombinantes, dado  que  la  inserción  de un 

fragmento (clonación) en dicho sitio inactiva la enzima. Así, con una simple reacción con un sustrato de la 

enzima  que  desarrolle  color  se  pueden  identificar  las  colonias  de  bacterias  transformadas  que 

incorporaron  los plásmidos  recombinantes, que al no  tener enzima  funcional no van a desarrollar  color 

(colonias blancas). Mientras que  las colonias de bacterias que aparezcan coloreadas serán aquellas que sí 

expresan una ‐galactosidasa funcional y por lo tanto no poseen el plásmido recombinante de interés. 

 

Otra ventaja que posee este plásmido es que está diseñado especialmente para clonar productos de PCR. 

El pGEM‐T‐Easy Vector es previamente preparado por el proveedor: se lineariza con Eco RV y se le agregan 

desoxitimidinas (T) en los extremos 3’. De esta manera, al ser linearizado en el sitio de clonaje, la presencia 

de T en  los extremos 3’ aumenta  la eficiencia de  ligación de un producto de PCR en dicho sitio debido a 

que en la amplificación por PCR ciertas polimerasas termoestables suelen agregar (de forma independiente 

del molde) una adenina (A) en los extremos 3’ de los fragmentos amplificados. 

 

Clonación,  transformación  y  selección de  recombinantes:  Los  plásmidos  linearizados  con  la  enzima  de 

restricción Eco RI fueron incubados con los productos de PCR en condiciones apropiadas para que ocurra la 

ligación. Para ello se mezcló 1 L de cada producto de PCR purificado con 50 ng de plásmido pGEM‐T‐Easy 

Vector,  5L  de  solución  de  ligación  (Tris‐HCl  60 mM,  pH  7,8; MgCl2  20 mM; DTT  20 mM;  ATP  2 mM; 

polietilenglicol 10 %), 1 L de T4 ADN  ligasa 3 U/L  (Promega) y se completó con agua destilada estéril 

hasta un volumen de 10 L. Se incubó cada mezcla de ligación durante toda la noche a 4 ºC,  tras lo cual se 

procedió  a  la  transformación  de  bacterias.  Se  trabajó  con  células  E.  coli    competentes  (JM109  High 

Efficiency,  108 cfu/g, Promega) conservadas a –70 ºC. Las mismas fueron descongeladas y rápidamente 

transferidas a tubos que habían sido previamente enfriados (100L por tubo). Se mezclaron con  la mitad 

del volumen de la reacción de ligación (5 L) e inmediatamente los tubos fueron colocados en hielo por 10 

min. Las células fueron sometidas a un shock de temperatura,  incubando  los tubos durante 50 seg en un 

baño de agua a 42 ºC y luego colocándolos inmediatamente en hielo por 2 min. Se agregó 900 L de medio 

frío  (medio  LB:  Bacto‐triptona  10  g,  extracto  de  levadura  5  g, NaCl  10  g;  pH  7,0)  a  cada  reacción  de 

transformación y se  incubó por 1 hr. a 37 ºC con agitación. Finalmente, distintas diluciones de  las células 

transformadas  fueron plaqueadas  en  condiciones  asépticas,  en placas de  LB‐agar  (LB,  agar  15  g/L)  que 

contenían el antibiótico ampicilina  (100 g/mL); un  inductor de  la  transcripción de  la ‐galactosidasa, el 
IPTG  (0.5 mM) y un análogo del  sustrato de  la ‐galactosidasa que desarrolla una  coloración azul, el 5‐
bromo‐4 cloro‐3 indol ‐D galactósido, X‐Gal (40 g/mL). Las placas fueron incubadas a 37 ºC durante toda 

la  noche  y  luego  se  procedió  a  la  selección  de  las  colonias  de  bacterias  que  incorporaron  el  plásmido 

recombinante. Una vez  identificadas  las colonias blancas, se picaron y se hicieron crecer en 3 mL de LB 

líquido que contenía 3L de ampicilina durante toda la noche a 37 ºC con agitación.  
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Se  analizaron  los  productos  de  las  digestiones  por  electroforesis.  Se  cargó  1/10  del  volumen  de  cada 

mezcla de digestión (aprox. 200 ng de plásmido recombinante) y los mismos plásmidos sin digerir en un gel 

de agarosa con BrEt (agarosa 1%, en TBE 1X). La corrida se realizó en TBE 1X (Tris 89 mM, Acido bórico 89 

mM,  EDTA  2  mM)  a  potencia  constante  durante  toda  la  corrida  y  se  visualizó  el  gel  bajo  luz  uv 

confirmándose que había ocurrido una linearización completa. 

Luego  se  purificaron  los  moldes  de  ADN  mediante  una  extracción  con  fenol‐cloroformo.  Se  llevó  el 

producto de  la digestión (45 L) a un volumen final de 200 L con agua bidestilada estéril, se agregó un 
volumen  igual de  fenol  (equilibrado pH7‐8) y  se  centrífugó  (12.000  rpm, 20 min, 4  ºC) para  separar  las 

fases. Se  recuperó  la  fase acuosa que contenía el ADN solubilizado, descartándose  la  fase orgánica para 

eliminar las proteínas de la mezcla de digestión y se agregó un volumen de una mezcla cloroformo: alcohol 

isoamílico  (24:1).  Se  separaron  las  fases  de  igual  forma  y  finalmente  se  precipitó  el  ADN  de  la  fase 

recuperada agregando 0.1 volumen de acetato sódico  (3 M, pH 5,5) y 2.5 volúmenes de etanol absoluto 

durante  toda  la noche a –20 ºC. Al cabo de este  tiempo, se centrifugaron  las muestras  (13.300  rpm, 30 

min, 4 ºC), se  lavaron con etanol (EtOH 75%). El sedimento obtenido se resuspendió en agua bidestilada 

estéril  a  una  concentración  aproximada  de  1g/L  y  se  visualizaron  los  moldes  de  ADN  purificados 

mediante una electroforesis realizada en las mismas condiciones anteriores. 

Transcripción in vitro: Una vez prontos los moldes apropiados se sintetizaron las ribosondas marcadas de 

acuerdo  con  el protocolo del RNA  labeling Kit  (Roche,  Suiza) que permite  la  incorporación de DIG‐UTP 

durante  la  transcripción  in  vitro  del molde  de  ADN  que  se  encuentre  bajo  el  control  de  promotores 

específicos.  La digoxigenina  (DIG) es un esteroide derivado de  la dedalera que  se puede  conjugar  a un 

nucleótido e  incorporar en  los ácidos nucleicos. La detección de  las moléculas que  incorporaron DIG‐UTP 

se  realizó  mediante  una  reacción  inmunológica,  utilizando  anticuerpos  específicos  anti‐DIG  (ver  más 

adelante).  Debido  a  nuestro  interés  en  generar  hebras  simples  de  ARN,  una  complementaria  (sonda 

antisentido) y otra que  tuviera  la misma  secuencia del ARNm  (sonda  sentido) de Sema3F y Sema3A,  se  

realizaron  cuatro  reacciones  de  transcripción  in  vitro  en  paralelo  utilizando  en  cada  una  los  moldes 

linearizados en  los  sitios adecuados y purificados anteriormente,  con  las polimerasas  respectivas  (SP6 ó 

T7).  Se  estima  que  se  incorpora  un DIG‐UTP  cada  20‐25  nt  del  transcripto.  En  condiciones  óptimas  se 

consiguen 10 g de ARN marcado a partir de 1g de ADN molde. El ADN de partida ha de estar muy limpio 

y no ha de presentar’nicks’ ya que las polimerasas podrían comenzar inespecíficamente  la transcripción a 

partir de estos o bien generar abundancia de transcriptos abortivos. Por ejemplo, para sintetizar la sonda 

antisentido  contra  Sema3F  se  transcribió  1g  de  plásmido  rR3F  linearizado  con  Sac  II  con  la  ARN 

polimerasa SP6 (40 unidades) y 2 L de una mezcla de NTPs (ATP 10 mM, CTP 10 mM, GTP 10 mM, UTP 6,5 

mM, DIG‐UTP 3,5 mM, en Tris‐HCl, pH 7,5) en un volumen  final 30 L de  solución de  transcripción que 
contenía DTT  (100 mM) y el  inhibidor de ARNasas RNAsin (20 unidades) durante 2 hrs a 37 ºC. La sonda 

sentido se sintetizó en  las mismas condiciones, pero en este caso se utilizó como molde el plásmido rR3F 

linearizado con Pst I y la ARN polimerasa del fago T7 (40 unidades). Idem para rR3A. 

 

Purificación de las ribosondas: Finalizada  la  incubación, se reservaron alícuotas (1 L) de cada mezcla de 

reacción para testear en gel de agarosa y se procedió a purificar las ribosondas marcadas. Dado que éstas, 

son moléculas de ARN simple hebra extremadamente lábiles y susceptibles de ser degradadas por ARNasas 

fue  preciso  trabajar  en  los  pasos  posteriores  a  la  transcripción,  en  condiciones  libres  de  ARNasas.  Se 

agregó a  la  reacción de  transcripción 1 L de ADNasa  libre de ARNasas  (20 U/ g ADN transcripto) para 
degradar el ADN molde y se incubó por 15 min a 37 ºC. Al cabo de la incubación, se llevó el volumen a 80 

L con agua tratada con DEPC y se agregó 8 L de EDTA (0,2 M). Se precipitó el ARN con un volumen de 

LiCl  (4 M)  y  3  volúmenes  de  etanol  absoluto,  durante  toda  la  noche  a  –20  ºC,  después  de  lo  cual  se 

centrifugó  (13.300  rpm,  30 min,  4  ºC)  y  los  pellets  fueron  lavados  con  300 L  de  EtOH  70 %.  Se  tuvo 
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precaución de  romper el pellet para que éste se  limpie bien,  tras  lo cual se volvió a centrifugar  (13.300 

rpm,  30 min,  4  ºC),  se  removió  el  EtOH  y  se  lavó nuevamente  con 50 L de  EtOH  absoluto.  Luego de 
centrifugar  brevemente  y  remover  el  EtOH,  se  dejaron  secar  los  pellets  y  una  vez  secos  fueron 

resuspendidos en agua tratada con DEPC a una concentración aproximada de 1 g/L.  
 

Visualización de las ribosondas y transferencia de las mismas para posterior control y cuantificación del 

marcado:  Se realizó una electroforesis en condiciones libres de ARNasas (agarosa 1 % en TBE 1X, con BrEt) 

de las siguientes muestras:(cada una preparadas con 2 L de azul de carga libre de ARNasas): alícuotas de 
las ribosondas purificadas (3 L) para visualizar la integridad y pureza de las mismas, 50ng de un marcador 

de  tamaño de ARN  y  las  alícuotas  separadas previo  al  tratamiento  con ADNasa.  Luego de  visualizar  las 

muestras corridas bajo  luz ultravioleta a  través de un  transiluminador y  tomar una  foto  (Cámara Digital 

KODAK  DC290),  se  cortó  el  gel  para mantener  la  orientación  y  se  realizó  una  transferencia  en  seco  a 

membrana Hybond N+  (Amersham), para  luego  revelar y confirmar si  las  ribosondas  transcriptas  in vitro 

incorporaron  DIG‐UTP.  Paralelamente,  se  hizo  un  dot  blot  para  cuantificar  los  transcriptos  obtenidos 

valorándolos contra un ARN marcado de concentración conocida. Para ello se sembró 1 L de diluciones 
seriadas (1:10 a 1:10000) de  cada ribosonda y también de una muestra de ARN marcado, ya valorado (10 

ng/L  ‐ 0,001 ng/L ) sobre una membrana Hybond N+  (Amersham). Luego de fijar tanto  los transcriptos 

que habían sido transferidos en seco del gel a una membrana como  los dots, con calor  (80 ºC, 2 hrs), se 

incubaron  las membranas  con  un  anticuerpo  anti‐DIG  conjugado  a  la  fosfatasa  alcalina  (dilución  final 

1:3000  en  solución  de  bloqueo)  y  se  reveló  con  los  sustratos  correspondientes  (más  adelante  más 

detallado).  La  visualización de  los  transcriptos  confirmó  la  incorporación de DIG‐UTP  a  los mismos  y  la 

calibración  de  las  ribosondas,  mediante  el  dot  blot,  indicó  que  las  sondas  antisentido  tenían  una 

concentración  de  1  g/L mientras  que  las  sondas  sentido  estaban  dos  órdenes  de magnitud menos 

concentradas, 0,01 g/L. 
 

(C) Obtención de cortes uterinos para HIS 
 

Luego  de  su  diseccción,  los  cuernos  uterinos  fueron  congelados  rápidamente  a  ‐20  °C  en  el 

montante Cryomatrix  (10 % alcohol polivinílico; 4 % polietilenglicol, Shandon, EEUU). generando bloques 

que contenían fragmentos de cuernos uterinos provenientes de animales de ambos grupos experimentales 

(controles prepúberes, n=4; tratados con E2, n=4). Se realizaron cortes a congelación (12 m) transversales 

al eje mayor del cuerno uterino  los que   fueron montados en portaobjetos estériles (Silane‐Prep slides, 

Sigma).   

 

Para hacer accesible el ARNm del tejido a  la sonda,  los cortes  fueron  lavados  (2 x 10 min) por goteo en 

PBST  (PBS  1X,  Tween‐20  0,1 %)  libre  de ARNasas  y  posteriormente  incubados  por  15 min  a  Tamb  con 

proteinasa K (concentración final = 1 g/mL en PBST). Al cabo de esta digestión, los cortes fueron lavados 3 

veces  (3  x  5  min)  en  PBST  y  luego  se  inactivó  la  proteinasa  K  incubando  en  PBST  frío    5  min. 

Posteriormente, se fijaron los cortes en paraformaldehído (4 %) y gluteraldehído (0,1 %) en PBST durante 

20 min. Luego de remover la solución de fijación, los cortes fueron lavados dos veces en PBST e incubados 

durante 10 min a 65 ºC para inactivar las fosfatasas alcalinas endógenas.  

 

(D) PRE‐HIBRIDACIÓN E HIBRIDACIÓN 
 

Los   cortes  fueron deshidratados e  incubados con una  solución de pre‐hibridización  (formamida 

desionizada 50 %; SSC 1,3X ,pH 5,3; EDTA 5 mM; ARNt de levadura 50 g/mL; Tween‐20  0,2 %; CHAPS 0,5 

% (Sigma); heparina 100 g/mL) durante 2 hrs a 50 ºC. Posterormente se separaron los portaobjetos en 4 
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grupos,    generándose  para  cada  semaforina  en  estudio  un  grupo  control  para  hibridizar  con  la  sonda 

sentido y el otro para hibridizar  con  la  sonda antisentido.  Las  sondas  fueron desnaturalizadas  (95  ºC, 3 

min.) y llevadas inmediatamente a hielo por 5 min. Luego se centrifugaron brevemente, fueron diluidas en 

solución de hibridización (solución de pre‐hibridación + sulfato de dextrano 5%) a una concentración final 

de 2 ng/L y conservadas en hielo. Se retiró la solución de pre‐hibridización de los portaobjetos y se colocó 
la  solución  de  hibridización  con  la  sonda  respectiva  sobre  cada  grupo  de  cortes.  Éstos  fueron  luego 

cubiertos con cubreobjetos libres de ARNasas e incubados a 50 ºC con PBS y formamida toda la noche en 

cámara húmeda. Una vez transcurrido el tiempo de hibridización, los portas fueron sumergidos en SSC 2X 

precalentado e incubados a 50 ºC hasta que se desprendieran los cubreobjetos. Posteriormente se lavó 2 

veces con SSC 2X‐50 % formamida a 50 ºC durante 20 min cada vez en coplin y luego se realizó un lavado 

por goteo en las mismas condiciones de rigurosidad. Luego se lavó dos veces con SSC 1X‐50 % formamida 

por 20 min cada vez, a 50 ºC y por último se realizaron dos lavados en SSC 1X a Tamb de 15 min cada uno. 

Una vez  removido el exceso de  ribosonda marcada que no hibridizó de  forma específica,  se procedió al 

bloqueo  y  la  incubación  de  los  cortes  con  el  anticuerpo  anti‐DIG,  para  la  posterior  detección  de  los 

híbridos.  

 

Se prebloqueó lavando los cortes dos veces con MAB‐Tween (MAB‐T= Acido maleico 100 mM (Sigma), pH 

7,5, NaCl 150 mM; Tween‐20 0,1%) durante 10 min cada vez e  incubando posteriormente por 30 min en 

MAB‐B (MAB 1X, BSA   1%) a Tamb. Luego se  incubó con una solución de bloqueo que contenía suero de 

oveja (inactivado a 55 ºC por 30 min) al 5 % en MAB‐B durante 2 hrs, a Tamb y en cámara húmeda. Luego 

de remover la solución de bloqueo, los cortes fueron incubados toda la noche, en cámara húmeda a 4 ºC, 

con una dilución (1:2000 en solución de bloqueo) del anticuerpo anti‐DIG conjugado a la fosfatasa alcalina 

(Boehringer  Ingelheim).  Finalmente,  se  removió  la  solución  del  anticuerpo  y  los  cortes  fueron  lavados 

brevemente con MAB‐T  (3x10 min) y luego tres veces con la misma solución durante 30 min cada vez. 

 

REVELADO Y SEGUIMIENTO AL MICROSCOPIO: Se procedió al revelado por el agregado de sustratos de la 

enzima – una sal y un compuesto fosfato‐   (4.5 L NBT  , del  inglés Nitro Blue Tetrazolium, y 3.5 L de 5‐
bromo‐1‐cloro‐3‐indol  fosfato, BCIP, por  cada 1mL de  solución de  revelado). El producto de  la  reacción 

produce un precipitado azul insoluble permitiendo visualizar al microscopio de luz transmitida los híbridos 

(sonda‐ARNm  específico)  en  los  cortes.  De  esta  forma,  los  preparados  fueron  incubados  en  cámara 

húmeda, protegidos de la luz y se siguió la reacción de desarrollo de color por observación al microscopio, 

verificando cada 20 min. El tiempo de revelado puede ser prolongado; en nuestro caso hubo que dejar los 

cortes hasta el otro día por lo que se hicieron cambios de la solución de revelado. La reacción de color se 

detuvo con PBST y luego los preparados fueron fijados con PFA (4% en PBS 1X) durante 20 min, lavados y 

montados en una solución acuosa de glicerol (70%). Tras  la observación de  los preparados,  la adquisición 

de  imágenes  digitales  se  realizó  con  una  cámara  digital  (CoolSNAP‐Pro  Monochrome)  bajo  idénticas 

condiciones.  
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Histología  e  Histoquímica  de  los  preparados  de HIS:  Luego  de  registrar  los  resultados  de  la HIS  para 

Sema3A  y  3F,  los  preparados  fueron  desmontados,  lavados  en  PBS  y  fijados  en  PFA  4%. Un  grupo  de 

preparados fue teñido con hematoxilina y eosina y el resto con hematoxilina y Sirius Red  (Direct Red 80, 

Aldrich Chemical Company, EEUU), un marcador específico de eosinófilos (Bogomoletz, 1980). 

 

Análisis  utraestructural  (Microscopía  Electrónica  de  Transmisión).  Con  el  fin  de  avanzar  en  la 

caracterización de  los  tipos celulares que contenían  transcriptos para Sema3Ay 3F,  se examinó el  tejido 

conectivo uterino (ver RESULTADOS Capítulo 2) a nivel utraestructural, mediante microscopía electrónica 

de transmisión. Brevemente, se disecaron fragmentos de cuernos uterinos provenientes de ratas tratadas 

con  E2.  La  administración  de  estrógeno  a  los  animales  y  la  eutanasia  de  los mismos  fueron  realizados 

siguiendo  los protocolos antes mencionados (ver 1. Animales y tratamientos). Los fragmentos de cuernos 

uterinos  fueron  fijados,  en  una  primera  instancia  por  inmersión  con  gluteraldheído  (2,5 %  en  solución 

tampón  fosfato) y posteriormente con tetróxido de osmio  (1 % en solución tampón fosfato),  luego de  lo 

cual  fueron  deshidratados  e  incluídos  en  araldita  Durcupam  ACM  (Fluka,  EEUU).  Los  cuernos  uterinos 

fueron cortados con un ultramicrótomo (Power Tome XL) y los cortes semifinos (250nm) obtenidos fueron 

teñidos con azul de toluidina (1 %) y visualizados por luz transmitida, con el fin de seleccionar las zonas de 

interés (que contenían transcriptos de Sema3F). Posteriormente, se realizaron cortes ultrafinos (65‐70 nm) 

de las áreas seleccionadas, que fueron contrastados con acetato de uranilo (2 %) y citrato de plomo (1 %) 

para  su  visualización en el microscopio electrónico  Jeol 100 CXI operado  a 60kV. Estos estudios  fueron 

realizados en la Plataforma de Microscopía Electrónica del IIBCE por una estudiante del laboratorio, Lic. GF 

Martínez.  

2.4.			Estudios	de	expresión	de	Neuropilinas	

2.4.1	Trazado	retrógrado	de	las	neuronas	que	inervan	el	útero	
 

Para  la  identificación  de  las  neuronas  que  inervan  al  útero  se  utilizó  el  trazador  retrógrado 

Fluorogold (FG, Fluorochrome. Inc. USA) también conocido como hidroxistilbamidina (C18H24N4O7S2). Es un 

trazador hidrofílico  fluorescente cuyas propiedades espectrales varían con el pH. El FG diluido al 2 % en 

solución  acuosa  posee  un  pH=4,5  y  presenta  los  siguientes  máximos  de  excitación  y  emisión, 

ex/emisión=323  /408 nm. Mientras que el  rango de  longitudes de onda necesario para excitar  al  FG 

unido a membranas, a un pH  fisiológico de 7.4, varía entre ex. = 350‐395 y el de emisión se ve corrido 

hacia  longitudes  de  onda más  largas,  emisión=530‐600nm  (www.fluorochrome.com),  dando  un  color 

amarillo‐dorado cuando el tejido es procesado en una solución tampón a pH neutro.  

 

El  FG  es  captado  por  endocitosis  y  transportado  por  los  axones  hacia  el  soma  neuronal, mediante  un 

transporte  axonal  rápido que oscila  entre  velocidades de  100‐200 mm/día  y  es mediado por pequeñas 

vesículas de membrana  (Ochs, 1972; Oztas, 2003). Además de  ser  intensamente  fluorescente y estable, 

este marcador  presenta  numerosas  ventajas:  a)  no  difunde  fuera  de  la  neurona  que  ha  sido marcada 

retrógradamente; b) posee vida media larga (hasta más de 1 mes); y c) ha sido extensamente usado como 

marcador retrógrado de neuronas en combinación con técnicas de  inmunohistoquímica  (Ju y col., 1989). 

Esta  última  propiedad  permite  identificar  las  neuronas  trazadas  bajo  el microscopio  de  fluorescencia 

equipado con un filtro de excitación ultravioleta de banda ancha (Excitación 323nm, Emisión 620nm a pH 

neutro), y visualizar en el mismo campo la emisión roja de un fluorocromo como el Alexa 568. 
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Inyección del trazador en el útero: Para  la  inyección del FG en el útero  los animales fueron anestesiados 

con una mezcla de ketamina  (45 mg/kg) y xilacina  (10 mg/kg) y el  cuerno uterino  izquierdo expuesto a 

través de una pequeña incisión dorsal. Utilizando una microjeringa tipo Hamilton de 10uL se inyectaron en 

el tercio superior del cuerno uterino, 1 o 2 puntos de 2 a 4 L de FG al 4 % en suero fisiológico. Se tuvo 
especial  cuidado en que  los puntos de  inyección quedaran  comprendidos dentro de  la pared del útero, 

evitando  que  el  líquido  cayera  dentro  de  la  luz  del  órgano.  Los  puntos  de  inyección  fueron  secados  y 

lavados  con  abundante  suero  fisiológico para eliminar el exceso de marcador que pudiera haber  fluido 

desde el punto de inyección y evitar así que el mismo fuera captado por terminales nerviosos de órganos 

adyacentes.  Se  suturaron  las  capas  musculares  y  la  piel,  y  se  dejó  que  los  animales  se  recuperaran 

completamente antes de devolverlos al Bioterio. Los animales fueron sacrificados  luego de 10‐12 días de 

realizada la inyección del trazador. Este tiempo es suficiente para permitir que el mismo sea transportado 

hasta el soma neuronal y que se acumule en cantidades que permitan su fácil reconocimiento. 

Disección de ganglios simpáticos y ganglios de la raíz dorsal: Se disecó la región  tóraco‐lumbar de la 

cadena  simpática  paravertebral  ipsilateral  al  sitio  de  inyección  con  FG.  Se  recolectaron  los  ganglios 

incluidos en  los niveles T10 a L3 porque los mismos contienen  la mayoría de  las neuronas simpáticas que 

proyectan a  la  región  cefálica del útero  (Houdeau  y  col., 1997; Richeri  y  col., 2005). Posteriormente  se 

disecaron los ganglios de la raíz dorsal ipsilaterales al sitio de inyección de FG. Se seleccionaron los ganglios 

comprendidos entre  la región T13 a L2   por ser  los que contienen las neuronas que proyectan a  la región 

cefálica del útero (Papka y Traurig, 1992; Chalar y col., 2003). En ambos casos,  los ganglios obtenidos de 

cada grupo experimental, fueron  agrupados en un mismo bloque de Cryomatrix.  

2.4.1		Inmunodetección	in	situ	de	Neuropilinas	
 
Procesamiento de  los tejidos: Se utilizaron dos protocolos diferentes de  fijación y procesamiento de  los 

tejidos  con  el  fin  de  optimizar  la  calidad  y  especificidad  de  la  inmunomarcación  de  cada  anticuerpo 

utilizado.  
 

(A) Para  la  demostración  de  neuroplilina‐1  en  el  útero  y  los  somas  ganglionares  los  animales  fueron 

perfundidos  transcardíacamente primero con solución salina seguido de fijador siguiendo el protocolo 

ya descrito al  comienzo de esta  sección  (ítem 2.1.; pág.43).  Los  cortes de 12  μm de espesor  fueron 

obtenidos en un crióstato (Leica, Alemania) a –22 ºC montados sobre portaobjetos gelatinizados. 
 

(B) Para  la  demostración  de  neuroplilina‐2  en  el  útero  y  los  somas  ganglionares  los  animales  fueron 

perfundidos  transcardíacamente con 25 mL de  solución salina.   Se evitó  fijar por perfusión, debido a 

que la misma  interfería con el desempeño del anticuerpo utilizado. Completada la perfusión los tejidos 

disecados  de  cada  grupo  experimental,  fueron  agrupados  e  incluidos  en  Cryomatrix  previo  a  ser 

congelados a –20 ºC. Los bloques de tejido  fueron cortados a 12 μm en el crióstato, recogidos sobre 

portaobjetos gelatinizados y posteriormente fijados por inmersión en PFA 1 % durante 1 minuto.  

 
Los  cortes  se  realizaron en un  solo día y  se obtuvieron entre 12‐20 portaobjetos por bloque,  cada uno 

delos cuales contenía entre 6 y 8 cortes.   

 

 

Inmunomarcación y microscopía: Idem pag. 44.  
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Anticuerpos contra NRP1.  Se  probaron  dos  distintos,  uno  comercial  anti‐NPR1  (Calbiochem)  y  un 

antisuero de  conejo  inmunizado  para  neuropilina‐1  (JH2528_7.21.97  donación  del Dr. Ginty,  EEUU).  Se 

realizó  la  puesta  a  punto  de  la  inmunotinción  de  los  anticuerpos  en muestras  de  animales  control  y 

tratados  crónicamente  con  E2.  En  el  caso  del  anti‐NRP1  de  Calbiochem  ninguno  de  los  protocolos 

probados,  que  fueron  diseñados  según  las  evidencias  disponibles  a  la  fecha  acerca  de  detección 

inmunohistoquímica de NRP1 en cerebro (Hou et al 2008), generó resultados confiables ni siquiera  luego 

de  recuperación  antigénica.  Sin  embargo,  el  antisuero  de  conejo  contra  NRP1    sí  mostró  un  buen 

desempeño, eligiéndose para realizar todos los ensayos de inmunohistoquímica (1:1600 dilución final), en 

combinación con un secundario GAR Alexa 568 (1:1000 dilución final).  

 

Anticuerpo contra NRP2.  Se  recibió  una  donación  del  Dr.  A.  Bagri  (Genetech;  EEUU)  previamente 

contactado en el EMBO Workshop “Semaphorin Function and Mechamisms of Action” Francia  (2008), de 

un  anticuerpo  dirigido  contra  el  receptor  de  Sema3F,  neuropilina‐2  (Caunt  y  cols.,  2008).  Dicho 

investigador  formó  parte  del  grupo  de  Tessier‐Lavigne  (Howard  Huges Medical  Institute,  UCLA,  EEUU) 

quien demostró mediante una serie de publicaciones que  las neuronas simpáticas mantenidas en cultivo 

respondían a Sema3F mediante neuropilina‐2  (Chen y col., 1998; 2000). Los protocolos probados  fueron 

diseñados  según  las  evidencias  disponibles  a  la  fecha  acerca  de  la  expresión  de  NRP2  en  neuronas 

simpáticas  del  Ganglio  cervical  superior,  in  vitro  (Chen  y  col.,  1998)  y  los  escasos  estudios 

inmunohistoquímicos realizados con el mismo anticuerpo anti‐NRP2 en otros sistemas (Caunt y col., 2008). 

El  doble marcaje  de  los  cortes  uterinos  se  realizó  utilizando  anti‐NRP2  y  otro marcador  de  las  fibras 

simpáticas,  como  lo  es  la  tirosina  hidroxilasa  (TH).  Para  visualizar  ambas  inmunotinciones  fue  preciso 

seleccionar  dos  anticuerpos  secundarios  conjugados  a  fluorocromos  que  cumplieran  los  siguientes 

requisitos:  (1) dirigidos  contra  inmunoglobulinas de distintas especies;  y  (2)  conjugados  a  fluorocromos 

cuyos espectros de emisión no se solaparan.  

Diluciones de  los anticuerpos: anti‐NRP2  (1:150); anti‐TH  (1:400; Affinity); anticuerpos secundarios, anti‐

IgG de  conejo o anti‐IgG de  ratón, ambos producidos en  cabra y  conjugados a  los  fluorocromos: Alexa‐

Fluor 568 (Life Technologies‐Molecular Probes, USA) o FITC (1:250; Sigma‐Aldrich, USA). 

 

Identificación de neuronas FG+, visualización de inmunorreactividad y captura de las imágenes digitales: 

Los preparados fueron visualizados bajo el microscopio (Nikon E800) equipado con epifluorescencia y  los 

espejos  dicroicos  apropiados.  Se  procedió  a  identificar  las  neuronas  marcadas  con  Fluorogold  (FG+) 

iluminando  la  preparación  con  luz  ultravioleta.  Utilizando  un  objetivo  40x,  se  capturaron  imágenes 

digitales de todas aquellas neuronas que  fuesen FG+ y presentasen perfil nuclear, utilizando una cámara 

monocroma  CoolSNAP‐Pro  asociada  al  programa  Image  ProExpress  de  Media  Cybernetics,  USA.  Se 

tomaron  imágenes cada 4 cortes  (dejando un espacio de 36um entre cada  imagen), para evitar que una 

misma neurona fuera registrada dos veces en cortes adyacentes.  

 

Se utilizó una cámara digital monocroma porque es clave para realización de estudios densitométricos. Las 

cámaras ‘color’ capturan la imagen a través de tres canales independientes y el resultado final puede verse 

alterado por la eficiencia parcial de adquisión en cada canal. Esta limitación no se resuelve transformando 

las  imágnes  color  en  imágenes monocromas, porque  el problema de  adqusición persiste  luego de  esta 

maniobra. Se tuvo especial precaución en que  las  lámparas de fluorecencia usadas estuvieran dentro del 

rango de vida útil (200 horas) para evitar alteraciones de longitud de onda. 

 

Una  vez  identificadas,  las  neuronas  fueron  visualizadas  bajo  la  luz  verde  (G‐2B, Nikon)  para  evaluar  la 

inmunofluorescencia generada por la emisión correspondiente al anticuerpo secundario conjugado a Alexa 

568  en  el mismo  campo  visual.    Dado  que  las  neuronas  expresan  niveles  variables  de  fluorescencia, 
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determinó el tiempo adecuado para  las neuronas que expresaban  los niveles más altos de fluorescencia.  

En ensayos previos se detectó que la estrategia inversa (utilizar como tiempo de adquisición el que permite 

obtener una  imagen más  intensa de  las neuronas que expresan  los niveles más bajos de  fluorescencia) 

provoca  fenómenos de saturación  indeseables y poco confiables cuantitativamente en  las neuronas que 

presentan  niveles  de marcación mayores.  Una  vez  establecidos  estos  parámetros  todas  las  imágenes  

fueron  capturadas  bajo  idénticas  condiciones  para  luego  proceder  al  análisis  densitométrico,  no 

realizándose ninguna corrección de brillo o contraste.  

 

Basados en estudios previos  sobre  la dinámica de decaimiento de  la  fluorescencia en  las preparaciones 

inmunomarcadas (Cowen y Thrasivoulou, 1992),  la captura de  las  imágenes digitales se realizó dentro de 

las  primeras  48  horas  de  completada  la  inmunomarcación.  En  todos  los  casos  los  preparados  fueron 

mantenidos a ‐20ºC hasta su utilización y se evitó que los mismos fueran sometidos a ciclos de congelado y 

descongelados que pudieran afectar  la  intensidad de  la  fluorescencia. De manera  similar,  la  captura de 

imágenes pertenecientes a cada grupo experimental (control y tratado) se realizó en el mismo día, y de no 

ser posible,  se  identificaron  las  imágenes obtenidas  cada día, para  verificar potenciales  cambios  en  los 

niveles  de  fluorescencia  debidos  a  variaciones  en  las  condiciones  microscópicas.  Todas  las  imágenes 

digitales fueron almacenadas en formato TIFF, escala de grises de 8 bits.  

 

Densitometría microscópica:  Sobre  las  imágenes  digitales  de  las  neuronas  FG+  inmunomarcadas  se 

delinearon  con  la  ayuda  del  mouse  los  perfiles  citoplasmáticos  y  nucleares  generando  una  máscara 

citoplasmática sobre  la cual se cuantificó  la  intensidad de  inmunofluorescencia específica como densidad 

óptica por unidad de área (D.O.; Figura A). Se utilizó una escala de 256, en donde 0 es el negro puro y 255 

representael blanco puro. Se consideró como señal positiva de  inmunotinción toda aquella que superase 

tres veces a la señal no‐específica de fondo.  

 

Se cuantificó también el área citoplasmática. Con este dato y considerando que alteraciones del tamaño de 

las  neuronas,  podrían  provocar  una  ‘dilución’  o  ´concentración´  de  la  marca,  la  intensidad  de 

inmunofluorescencia se midió además como la densidad óptica integrada (D.O.I) que resulta de multiplicar 

la D.O. x area citoplasmática.  
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Análisis	estadístico		
 

Los datos obtenidos de  las mediciones morfométricas  y densitométricas  fueron  analizados mediante  la 

prueba Kolmogorov‐Smirnov utilizando el programa Graph Pad Prism 4, con el fin de evaluar el modo de 

distribución  de  los mismos.  En  función  de  los  resultados  de  este  análisis,  los  datos  obtenidos  fueron 

comparados mediante pruebas estadísticas apropiadas. En todos los casos, los valores de p ≤ 0.05 fueron 

considerados estadísticamente significativos. Las medidas del área neuronal presentaron una distribución 

normal, fueron expresadas como media + EEM (error estándar de la media) y comparadas por un ANOVA 

de una vía seguida de la prueba de Tukey Kramer para comparaciones múltiples. 
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Detección del dominio SEMA en el útero y modulación por el estrógeno 
 

Con el fin de evaluar si el útero de la rata expresa semaforinas, se utilizó el anticuerpo H‐

300  que  reconoce  al  dominio  SEMA  (anti‐SEMA).  Los  ensayos  de  inmunodetección  in  situ 

mostraron  en  la  rata  prepúber,  la  presencia  de marcación  en  el  epitelio  y  las  glándulas  del 

endometrio, siendo esta señal muy débil a nivel del miometrio (Figura 1A). Luego del tratamiento 

con E2,  se observó un aumento en  la marcación para SEMA  tanto en el miometrio como en el 

endometrio (Figura 1B).  

 

Los estudios densitométricos de medición de  intensidad de fluorescencia (densidad óptica, D.O.) 

mostraron que en el epitelio endometrial y sus glándulas asociadas, este aumento era del   30%, 

mientras que en el miometrio era de un 55%. La D.O. de la señal para SEMA aumentó de manera 

similar en ambas capas miometriales (Figura 1C).  

 

Complementariamente, los ensayos de WB realizados en colaboración de la Dra. Isabella Gavazzi 

(King´s  College  Londres, UK),  confirmaron  que  los  niveles  proteicos  de  SEMA  aumentan  en  el 

útero en respuesta al estrógeno (78% de aumento respecto al control) (Figura 1D).  

 

En respuesta al tratamiento con E2, se observó inmunorreactividad para SEMA en los granulocitos 

eosinófilos que migran desde la circulación sanguínea y se localizan principalmente alrededor de 

los vasos y en el estroma endometrial  (flechas en Figura 1B). Cabe mencionar, que estos  tipos 

celulares autofluorescen a distintas longitudes de onda (Figura 2) lo cual dificulta la interpretación 

de la señal en este caso particular. Como veremos en capítulos posteriores, al menos parte de la 

fluorescencia observada en estas células corresponde a la presencia de semaforinas.  
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Correlación de la inmunorreactividad para SEMA y la inervación uterina 
 
 

Dado  que  las  semaforinas,  además  de  su  clásica  función  neural,  participan  en  otros 

procesos,  se  correlacionaron  los  niveles  de  inmunorreactividad  para  SEMA  en  el  útero  con  el 

comportamiento de la inervación simpática y sensorial valorada por inmunofluorescencia.  

 

En el miometrio de las ratas control, los bajos niveles de SEMA coincidieron con la presencia de la 

densa inervación simpática y sensorial característica de la etapa prepuberal (Figuras 3A, B, C). De 

manera  similar,  el  plexo  vascular  miometrial  que  posee  una  rica  inervación,  no  fue 

inmunomarcado con SEMA (Figuras 3A, B). Luego del tratamiento con E2, el aumento de SEMA en 

el  miometrio  coincidió  con  la  casi  completa  desaparición  de  las  fibras  nerviosas  simpáticas 

(Figuras 3D, E), así como con una marcada reducción de la densidad de fibras sensoriales  (Figura 

3F).  En  el  endometrio,  la  escasa  inervación  que  se  observa  en  los  controles  desapareció  por 

completo  tras  el  tratamiento  con  E2  (Figuras  3E,  F),  coincidiendo  con  el  aumento  de  la 

inmunorreactividad para SEMA en los epitelios luminal y glandular (Figura 3D).  

 

 
 
Figura  3.  Correlación  espacio‐temporal  entre  la  señal  para  SEMA  y  la  distribución  de  los  nervios  intrauterinos. 
Cortes a congelación de cuernos uterinos de ratas prepúberes control (A‐C) y tratadas con E2 (D‐F). Se muestran los 
efectos del tratamiento sobre la inmunomarcación para SEMA (A y D) y sobre la inervación simpática (anti‐TH; en B, 
E) y sensorial (anti‐CGRP; en C, F). Se detectó una correlación negativa entre la intensidad de inmunomarcación para 
SEMA y  la presencia de nervios simpáticos y sensoriales en el órgano. Nótese que cuando  los niveles de estrógeno 
son bajos, hay baja  inmunorreactividad para SEMA en  las  regiones más densamente  inervadas,  tales como  la capa 
miometrial  longitudinal  (lml)  y  los  vasos  sanguíneos  (v). Cuando  los niveles de  estrógeno  son  altos,  el miometrio 
intensamente marcado  con  anti‐SEMA  está  desprovisto  de  nervios  simpáticos  y  pobremente  inervado  por  fibras 
sensoriales  (punta  de  flecha  en  F).  Flechas  delgadas  en  D,  E  y  F,  granulocitos  eosinófilos.  cml,  capa miometrial 

circular; ee, epitelio endometrial; en, endometrio; L, luz. Barra de calibración: 20 m (A‐D); 30 m (E); 15 m (F).  
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Semaforinas y gestación  
 

Si bien el eje de esta tesis está enfocado a los efectos del estrógeno, nos pareció relevante 

analizar  la  inmunorreactividad  de  SEMA  durante  la  gestación.  Este  interés  surge  de  los 

antecedentes publicados por Marzioni y col. (2004) que evidenciaron la presencia de Sema3A en 

el miometrio del útero de mujeres durante el embarazo.  

 

En  las hembras adultas control  (vírgenes en diestro) se detectó una  tenue señal para SEMA en 

todo el útero  (Figura 4A). Los estudios densitométricos mostraron que a nivel miometrial,  la  in‐

tensidad de marcación era significativamente mayor (20%) en la capa muscular circular (CMC) que 

en  la  longitudinal  (CML). En  las hembras no‐gestantes, el plexo vascular miometrial es  la región 

del útero más densamente inervada (Figura 4B) y no se detectó inmunorreactividad para SEMA en 

esta región (Figura 4A). 

 

Al  término de  la  gestación,  se  visualizó una  intensa  inmunorreactividad  tanto en  el miometrio 

como  en  el  epitelio  endometrial  (Figura  4C).  Los  estudios  densitométricos mostraron  que  el 

aumento de  SEMA  a nivel miometrial  fue generalizado  (18%  en  la CMC  y 21%  en  la CML).   El 

intenso aumento en la señal para SEMA se correlacionó con una completa denervación simpática 

del útero (Figura 4D). La posible correlación con el comportamiento de la inervación sensorial no 

fue analizada. Sin embargo, hay antecedentes de que  la gestación   afecta a  todos  los  tipos de 

nervios  intrauterinos,  incluyendo a  las aferentes sensoriales (Sternquist y col., 1985; Lundberg y 

col., 1989; Traurig y Papka, 1993; Hasee y col., 1997). 

 

A 6 días luego del parto y coincidiendo con el re‐crecimiento de las fibras nerviosas simpáticas en 

el  útero  (Figura  4F),  la  inmunorreactividad  para  SEMA  se  redujo  a  niveles  similares  a  los 

observados en las hembras no‐gestantes (Figura 4E).  
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Figura 4. Correlación espacio‐temporal entre  la señal para SEMA y  la distribución de  los 
nervios  simpáticos  intrauterinos  en  la  rata  adulta.  Cortes  a  congelación  de  cuernos 
uterinos de ratas adultas vírgenes en diestro (A, B); gestantes a término (19 días post coito), 
(C, D); y a los 6 días luego del parto (E, F). Se muestran los efectos de la gestación sobre la 
inmunomarcación  para  SEMA    (A,  C,  E)  y  su  correlación  con  el  comportamiento  de  los 
nervios  simpáticos  (B,  D,  F).  Nótese  que  los  niveles  de  SEMA  aumentan  al  término, 
coincidiendo con  la degeneración de  los nervios y disminuye en el postparto cuando estos 
regeneran.  LML:  capa miometrial  longitudinal. CMC:  capa miometrial  circular  EE,  epitelio 

endomtrial; en, endometrio; v, vaso sanguíneo. Barra de calibración= 30 m. 

 

 

El análisis cuantitativo por Western blot, confirmó la presencia de mayores niveles de SEMA en los 

extractos de úteros de hembras gestantes (aumento del 63% al término del embarazo, respecto al 

control) (Figura 5). Un hallazgo llamativo e interesante de destacar, fue la visualización del mismo 

perfil de bandas detectado luego del tratamiento con estrógeno. En estos ensayos no se valoraron 

los niveles de SEMA en el postparto. 
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  Los ensayos proteicos presentados en el  capítulo  anterior, demostraron  la presencia de 

semaforinas  en  el  útero.  Para  avanzar  en  la  identificación  de  los  miembros  involucrados, 

comenzamos buscando  semaforinas  con  acciones demostradas  sobre  la  inervación  simpática  y 

sensorial.  Los miembros  secretados del grupo 3  (Sema3s) constituyen  las  señales que han  sido 

mejor  caracterizadas  como  reguladores  negativos  de  los  nervios  periféricos.  En  particular, 

Sema3A  y  Sema3F  aparecen  como  principales moduladoras  de  fibras  nerviosas  sensoriales  y 

simpáticas, tanto en humanos como en roedores.  

Sema3A ‐  Aspectos generales 

 

Sema3A  es un potente  inhibidor del  crecimiento de  los nervios  sensoriales  y  genera  su 

repulsión  actuando  a  distancia  (Püschel  y  col.,  1995;  Gavazzi,  2001;  Marzioni  y  col.,  2004). 

También  repele a  las  fibras simpáticas  in vitro  (Püschel y col., 1995; Chen y col., 1998; Damon, 

2006),  provocando    además  el  colapso  de  los  conos  de  crecimiento  de  fibras  sensoriales 

(Messersmith y col., 1995; Song y col., 1998; Dontchev y Letourneau, 2002) y simpáticas (Renzi y 

col.,  1999).  El  receptor  de  unión  universal  y  necesario  para mediar  los  efectos  biológicos  de 

Sema3A, es la neuropilina‐1 (NRP1) (He y Tessier‐Lavigne, 1997; Kitsukawa y col., 1997; Kolodkin y 

col., 1997; Sheperd y col., 1997). 

El  papel  de  la  vía  Sema3A/NRP1  en  el  direccionamiento  de  las  fibras  nerviosas  in  vivo,  quedó 

demostrado en estudios con ratones K.O. en  los cuales  la  inactivación del gen que codifica para 

Sema3A o NRP1 altera el patrón de distribución de la fibras nerviosas periféricas (Taniguchi y col., 

1997; Kitsukawa y col., 1997). El fenotipo más destacado de estos animales es la des‐fasciculación 

de  los  tractos  nerviosos  y  la  invasión  de  los  axones  que  viajan  por  ellos  hacia  territorios 

normalmente  no  inervados.  Esto  es  debido  a  que  durante  el  desarrollo,  Sema3A  restringe  el 

crecimiento de los axones a dominios específicos del embrión (Messersmith y col., 1995; Behar y 

col.,  1996;  Schwarting  y  col.,  2000;  Taniguchi  y  col.,  1997;  2003).  Sema3A  es  sintetizada  por 

numerosos  efectores  periféricos.  Por  ejemplo,  los  cardiomiocitos  de  los  roedores  la  expresan 

Sema3A,  y  las  evidencias  obtenidas  de  ratones mutantes  indican  que  la misma  contribuye  al 

establecimiento del patrón de inervación simpática en los tejidos cardíacos (Ieda y col., 2007; Ieda 

y Fukuda, 2009).  
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Sema3A  también  afecta  el  establecimiento  del  patrón  de  distribución  de  las  proyecciones 

centrales  de  neuronas  de  los  GRD,  estando  la  sensibilidad  de  estas  neuronas  estrictamente 

regulada  (Messersmith  y  col.,  1995;  Puschel  y  col.,  1996;  Taniguchi  y  col.,  1997).  En  etapas 

embrionarias muy  tempranas de  los roedores,  todas  las neuronas de  los GRD son repelidas por 

Sema3A. Sin embargo, en embriones de 14 días estos efectos están restringidos a la subpoblación 

de fibras aferentes de diámetro pequeño sensibles a NGF (A‐delta y C). Así la Sema3A expresada 

por el  asta  ventral de médula  espinal previene específicamente  la  entrada de estas  fibras  a  la 

región (Messersmith y col., 1995; Pasterkamp y col., 2000). Asimismo, ha sido observado que en 

mutantes que no expresan NRP1, las proyecciones periféricas de las neuronas sensoriales rebasan 

los efectores que deben inervar (Kitsukawa y col., 1997).  

En  la  vida  adulta,  numerosas  evidencias  indican  que  la  vía  Sema3A/NRP1  es  re‐utilizada  en 

diversos  sistemas neuronales,  tanto centrales como periféricos  (Tanelian y  col., 1997; Nangle y 

Keast,  2009; Gavazzi 2001;  Pasterkamp, 2012;  Kamo  y  col., 2013; Vo  y  col., 2013).  Sema3A  se 

expresa en distintos efectores del adulto  (Luo y  col., 1993; Shepherd y  col., 1996; Giger y  col., 

1998; Marzioni y col., 2004) a la vez queNRP‐1 se en neuronas sensoriales de los GRD de roedores 

maduros    (Pasterkamp  y  col.,  1998a;  Reza  y  col.,  1999;  Gavazzi  y  col.,  2000).    Los  efectos 

repulsivos iniciados por esta semaforina son utilizados por el sistema olfatorio adulto, el cual está 

sujeto a remodelación durante toda la vida (Pasterkamp y col., 1999b; Degano y col., 2009).   

Por  otra  parte,  Sema3A  es  inducida  de  forma  transitoria  en  ciertos  tipos  celulares  luego  de 

lesiones  del  sistema  nervioso  central,  evitando  la  regeneración  de  distintas  subpoblaciones 

axonales a  través de  la cicatriz  (Pasterkamp y  col., 1998a; Harel y Strittmatter, 2006; Kaneko y 

col., 2006). Algunas subpoblaciones de neuronas del cerebro de roedores adultos se rodean de un 

tipo  de matriz  extracelular  densa  y  especializada,  denominada  cesta  perineuronal  (PNNs,  del 

inglés perineuronal nets)  (Bruckner y col., 1996; 2006; Hendry y col., 1988; Steindler y Cooper, 

1986). Recientemente se ha demostrado que Sema3A se localiza en las PNNs, aunque su papel no 

ha sido completamente esclarecido (Vo y col., 2013). Dado que la aparición de las PNNs se  asocia 

con la pérdida de plasticidad neuronal (Carulli y col., 2010), se postula que la neutralización de 3A 

en  estas  estructuras  podría  representar  un  abordaje  capaz  de  estimular  la  neuroplasticidad 

“regenerativa” en situaciones en  las que  los circuitos neuronales se ven obligados a adaptarse a 

lesiones  (Vo  y  col.,  2013).  Sema3A  también  es  capaz  de  repeler  de  su  campo  de  inervación  a 
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axones  sensoriales  maduros  y  completamente  establecidos  del  nervio  trigémino  e  inhibir  su 

reingreso al efector denervado (Tanelian y col., 1997).  

De manera interesante, estudios realizados por Marzioni y col. en 2004 mostraron que Sema3A es 

expresada  por  el  útero  humano  en  las  fases  finales  de  la  gestación,  coincidiendo  con  la 

degeneración de los nervios simpáticos y sensoriales intrauterinos. En este marco, en el presente 

capítulo presentaremos los resultados de  los estudios que apuntaron a responder: (1) si el útero 

de  rata expresa  Sema3A;  (2)  si  su expresión es  regulada por el estrógeno;  y  (3)  cuáles  son  los 

tejidos y células responsables de su síntesis.    
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  Identificación de sema3A y regulación por el estrógeno 

Utilizando oligonucleótidos específicos demostramos que sema3A se expresa en el útero 

de  la  rata  prepúber.  Los  productos  de  PCR  analizados  mediante  electroforesis  permitieron 

detectar la presencia de bandas del tamaño esperado en ambos grupos experimentales (Figura 1). 

El análisis de las secuencias de los fragmentos amplificados confirmó la identidad de Sema3A. La 

evaluación  semicuantitativa  respecto  al  estándar  (L7)  mostró  que  el  estrógeno  induce  la 

expresión de Sema3A en el útero (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  Localización tisular de los transcriptos de Sema3A: efectos del E2 

La síntesis de una ribosonda específica nos permitió detectar  los transcriptos de Sema3A 

mediante  hibridación  in  situ.    En  los  cuernos  uterinos  provenientes  de  animales  control,  se 

visualizaron transcriptos de Sema3A tanto en el miometrio como en el endometrio (Figura 2A). La 

ausencia  de marcación  en  los  cortes  incubados  con  la  sonda  sentido  (Figura  2C)  confirmó  la 

especificidad de la reacción.  

En el miometrio, los transcriptos aparecieron concentrados en el tejido conjuntivo que separa los 

haces de músculo liso, no detectándose señal en las células miometriales ni alrededor de los vasos 

sanguíneos (Figura 2A).  

En los animales tratados, los transcriptos también fueron visualizados en el tejido conjuntivo que 

separa  los  haces musculares, manteniéndose  las  células musculares  sin  señal  (Figura  2B,  aste‐

1     2     3    4      5      6     7       8

  L7            Sema 3A 

246 pb             442 pb 

Figura 1. Niveles de ARNm de Sema3A en el útero  y 

su regulación por el E2. Productos de RT‐PCR semi‐

cuantitativa analizados en gel de poliacrilamida al 6% 

y teñidos con plata. 1 y 8: Marcador de tamaño (123 

bp DNA Ladder); 2 y 5: Ratas prepúberes control; 3 y 

6: Ratas tratadas con E2; 4 y 7: Control negativo (sin 

molde).  La  ausencia  de  bandas  en  estos  pocillos 

descarta  posibles  contaminaciones  con  ADN 

genómico. 
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riscos). Adicionalmente, se observó la aparición de una intensa señal a nivel del tejido conjuntivo 

que  rodea  los  principales  vasos  intramiometriales,  la  cual  no  había  sido  visualizada  en  los 

animales control (puntas de flecha, Figuras 2B y D).  No se observó marcación en el músculo liso ni 

en el endotelio vascular. 

 

Figura 2. Localización tisular del ARNm de Sema3A en el útero de la rata. La figura muestra la detección de los 

transcriptos  de  Sema3A  hibridados  con  la  ribosonda  antisentido  (marcada  con  digoxigenina)  en  criocortes 

transversales del  cuerno uterino de una  rata prepúber  control  (A)  y una  tratada  con E2  (B  y D).  La  figura C, 

muestra un corte de útero de una rata tratada con E2 que fue incubado con la sonda sentido. En el útero control, 

se visualizan transcriptos de Sema3A en el compartimiento miometrial y en el endometrio (A). En  los cortes de 

úteros estrogenizados  se aprecia  la marca  intensa  y bien  localizada  (puntas de  flecha) alrededor de  los vasos 

sanguíneos (B y D). En estos cortes también se visualizaron transcriptos en el tejido conjuntivo que rodea a  los 

haces miometriales hipertróficos  (asteriscos)  (B). bv, vasos sanguíneos; cml, capa miometrial circular;  lml, capa 

miometrial longitudinal e, endometrio;. Barra de calibración: 40 m (A, C, D); 50 m (B).     



Resultados	
capítulo	2

Identificación de semaforinas 

Sema3A

 

75 

 

Caracterización de los tipos celulares productores de Sema3A 

La caracterización de los tipos celulares que contenían transcriptos de Sema3A en el tejido 

conectivo del compartimiento miometrial y perivascular reveló que esta señal se localizaba en el 

citoplasma  de  células  con  aspecto  de  fibroblastos  y  en  células  mesoteliales  que  cubren  la 

superficie del órgano (Figura 3A, A´‐A´´). La identidad de estos tipos celulares fue examinada por 

microscopía  electrónica  de  transmisión  (MET),  (Figura  4).  La  señal  para  Sema3A  se  observó 

también en granulocitos eosinófilos que  infiltran el útero en respuesta al estrógeno y que en el 

compartimiento  miometrial,  se  localizan  particularmente  alrededor  de  los  vasos  sanguíneos 

(flechas  Figuras  3B  y C; 4D  y  E).  La  identidad de  estas  células  fue  confirmada mediante  la  co‐

tinción con Sirius Red (Figuras  3C, C´‐C´´).  

 

 

Figura 3. Localización celular de los transcriptos de Sema3A en el compartimiento miometrial de ratas tratadas con 

E2. La figura A muestra un criocorte de cuerno uterino de una rata tratada con E2 hibridado con una ribosonda contra 

Sema3A. Se detectaron transcriptos en el tejido conjuntivo que rodea a los haces miometriales (asteriscos). En estas 

áreas se visualizan células cuyos citoplasmas muestran una señal intensa (recuadro en A). Para poder caracterizar los 

tipos  celulares,  el mismo  corte  se  tiñó  con  hematoxilina  y  eosina  (A´)  y  se  superpuso    la  imagen  obtenida  por 

hibridación  in  situ  (HIS)  procesada  digitalmente  sobre  la  imagen  adquirida  luego  de  la  tinción  histológica  (A´´ 

precipitado oscuro=  señal de HIS  saturada). Este análisis  reveló que  la  señal estaba confinada en el citoplasma de 

células con aspecto de fibroblastos (FCs) y células mesoteliales (MC). La figura B, muestra la detección de transcriptos 

de Sema3A en el tejido conjuntivo que rodea los vasos sanguíneos (puntas de flecha). También se observa señal en el 

citoplasma de granulocitos eosinófilos (flechas y recuadro en B y C), identificados por la tinción con Sirius red (C). Las 

figuras  C´  y  C´´  muestran  a  mayor  magnificación  este  tipo  celular  y  la  presencia  de  transcriptos  de  Sema3A 

(precipitado oscuro= señal de HIS saturada) en su citoplasma técnica (C´´). bv, vasos sanguíneos; e, endometrio. Barra 

de calibración: 12 m (A); 8 m (A´, A´´); 40 m (B, C); 20 m (C´, C´´).     
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Figura  4.  Análisis  por MET  de  los  tipos  celulares  presentes  en  el  tejido  conjuntivo  hipertrófico  de  los  úteros 

estrogenizados. El esquema en A,  ilustra  las cuatro  regiones uterinas  seleccionadas  (recuadros punteados) para el 

análisis ultraestructural de las zonas donde se confinaban los transcriptos de Sema3A. La figura B muestra una célula 

con aspecto de fibroblasto (FC) y una célula mesotelial (MC). La figura C, muestra un presunto fibroblasto en el tejido 

conjuntivo  que  separa  los  haces  musculares  (smb).  Las  figuras  D  y  E,  muestran  la  presencia  de  abundantes 

granulocitos eosinófilos (E, reconocidos por sus típicos citoplasmas granulados) en el tejido conjuntivo y alrededor de 

los capilares (ca). Bv, vaso sanguíneo; c, colágeno. Barra de calibración: 10 m (B, C); 5 m (D, E). 

Capa longitudinal 
del miometrio 

 

Plexo vascular 
intramiometrial 
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En el endometrio, la marcación para sema3A se visualizó dispersa en el estroma (Figura 5A). No se 

detectó señal en el epitelio o en las glándulas. El tratamiento con E2 provocó que la señal de los 

transcriptos de  Sema3A  fuera más  intensa  y  concentrada  en  el  citoplasma  de  los  granulocitos 

eosinófilos infiltrados en el estroma endometrial  (Figuras 5B y C). Ninguna inducción aparente en 

sema3A se registró ni en el epitelio luminal  ni en las glándulas.   

 

 

Figura 5. Localización celular de transcriptos de Sema3A en el endometrio de la rata. La figura muestra la detección 

de  los  transcriptos  de  Sema3A  hibridados  con  la  ribosonda  antisentido  (marcada  con  digoxigenina)  en  criocortes 

transversales del cuerno uterino de una rata prepúber control (A) y una tratada con E2 (B, C). La figura B, muestra 

como la marca de sema3A se concentra e intensifica en el estroma (es) endometrial estrogenizado. Notar la intensa 

señal que se observa en los eosinófilos infiltrantes del endometrio (B), los que fueron identificados por la tinción con 

Sirius red (C). ee, epitelio endometrial. Barra de calibración: 60 m (A); 80 m (B y C).     

	 	

Conclusiones parciales 

 

  Los resultados obtenidos evidenciaron que el útero de la rata prepúber produce Sema3A y 

que los niveles de su ARNm aumentan en respuesta al tratamiento crónico con E2. Esta inducción 

es consistente con el aumento para Sema3A  reportada en el miometrio humano al  término del 

embarazo (Marzioni y col., 2004) y apoya además el concepto de que las hormonas sexuales son 

capaces de modular la expresión de Sema3A en el útero a lo largo de toda la vida reproductiva.  

Nuestros estudios permitieron visualizar por primera vez  la presencia y distribución espacial de 

transcriptos de Sema3A en el útero. Los resultados obtenidos en la hibridación in situ confirmaron 

además el aumento en  los niveles de ARNm de Sema3A detectado por RT‐PCR, al revelar que  la 

marcación específica de los transcriptos se incrementa luego del tratamiento con E2.  
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En el miometrio, los transcriptos de 3A aparecieron confinados al tejido conjuntivo que separa los 

haces de  fibras de músculo  liso y  rodea  los vasos sanguíneos. Esta  localización  tisular contrasta 

con  la  observada  para  las  otras  señales  que  regulan  la  inervación  uterina  (NGF,  BDNF  y 

neurotrimina),  cuya  síntesis  está  confinada  a  las  células musculares  lisas  (Chalar  y  col.,  2003; 

Krizsan‐Agbas y col., 2003, 2008).  

Los ensayos de hibridación  in situ permitieron  también avanzar en  la  identificación de  los  tipos 

celulares responsables de su síntesis, determinándose que Sema3A es sintetizada por granulocitos 

eosinófilos, células mesoteliales y presuntos fibroblastos presentes en el campo de proyección de 

las neuronas sensibles a dichas semaforinas. El significado de esta marcación celular se discutirá 

en el capítulo siguiente.  
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Sema3F ‐ Aspectos generales 

 

 Sema3F  fue  inicialmente  caracterizada  como  un  gen  supresor  tumoral  localizado  en  el 

cromosoma 3p21.3 humano (Roche y col., 1996; Xiang y col., 1996). Es una semaforina secretada 

del grupo 3, cuyo receptor de unión es la neuropilina‐2 (NRP2). A nivel del sistema nervioso, NRP2 

es esencial para mediar  las  respuestas a Sema3F  tanto  in vitro como  in vivo  (Chen y col., 1997, 

1998,  2000;  Kolodkin  y  col.,  1997; Giger  y  col.,  1998; Bannerman  y  col.,  2008; Waimey  y  col., 

2008). 

Sema3F controla diversos procesos en el desarrollo del sistema nervioso, incluyendo: (a) el guiado 

mediante repulsión de ciertos tipos de axones y su restricción a dominios específicos del embrión 

(Chen y col., 2000; Giger y col., 2000; Marin y col., 2001; Cloutier y col., 2002); (b) la fasciculación 

mediante repulsión  (surround  repulsion),  (Chen y col., 2000);  (c)  la migración celular  (Gammill y 

col., 2006); (d) la formación de sinapsis; y (e) la “poda” axonal (pruning), (Bagri y col., 2003). 

A  nivel  del  sistema  nervioso  central,  Sema3F  repele  ciertos  tipos  de  axones,  tales  como 

proyecciones hipocampales y participa en el establecimiento del sistema límbico (Chedotal y col., 

1998; Chen y col., 2000;  Sahay y col., 2003). Esta molécula está implicada también en procesos de 

remodelación  a  nivel  del  bulbo  olfatorio  (Takeuchi  y  col.,  2010).  Sema3F  actúa  a  través  de 

complejos de señalización que contienen  la NRP2 y  la plexina A3  (PLXN A3),    (Suto y col., 2005; 

Yaron y col., 2005). Los ratones K.O. de PLXN adultos A3 poseen el haz hipocampal infrapiramidal 

anormalmente  largo (Cheng y col., 2001);   y defectos similares han sido reportados en animales 

mutantes deficientes en NRP2 (Chen y col., 2000). Estos autores posteriormente demostraron que 

estos defectos  reflejaban alteraciones del pruning y basándose en  la distribución del ARNm de 

Sema3F,  sugirieron  que  este  proceso  de  “poda”  sería  desencadenado  por  esta  señal.  Estos 

estudios,  por  lo  tanto,  brindaron  las  primeras  evidencias  que  involucran  a  las  semaforinas 

secretadas  en  los  eventos  de  pruning  (Bagri  y  col.,  2003;  Sahay  y  col.,  2003).    Existen  pocas 

evidencias  acerca  de  la  acción  de  Sema3F  sobre  las  neuronas  sensoriales,  sin  embargo,  se  ha 

reportado que  los    ratones K.O. para NRP2 poseen proyecciones  sensoriales  alteradas  (Chen  y 

col., 2000; Giger y col., 2000). Entre los blancos mejor caracterizados de Sema3F se encuentran las 

neuronas simpáticas (Chen y cols., 1998, 2000; Giger y col., 1998; Atwal y col., 2003). En  la vida 
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adulta,  Sema3F  provoca  la  pérdida  de  fibras  nerviosas  simpáticas  en  los  tejidos  inflamados 

(Fassold  y  col.  2009;  Straub  y  Besedovsky,  2003;  Fassold  y  Straub,  2010).   Más  aún,  estudios 

recientes  mostrarn  que  el  desbalance  simpático‐sensorial  que  ocurre  en  los  focos 

endometrióticos peritoneales se vincula con un aumento de Sema3F que provoca la degeneración 

de los nervios simpáticos sin afectar a los nervios sensoriales (Meschner, 2014).  

En  los  nervios  simpáticos  se  ha  demostrado  que  Sema3F  puede  antagonizar  los  efectos 

promotores de crecimiento neurítico inducido por el NGF a través de su receptor TrkA, brindando 

así evidencia de la existencia de un diálogo entre señales positivas y negativas. Más precisamente, 

Sema3F colapsa los conos de crecimiento de las neuronas simpáticas de ratas neonatales e inhibe 

el crecimiento de  los axones aún en presencia de NGF (Atwal y col., 2003).   El hecho de que  las 

neuronas  simpáticas  neonatales mantenidas  en  cultivo  expresen  en  sus  conos  de  crecimiento 

TrkA  y NRP2,  refleja una acción muy  localizada de  Sema3F  (Atwal y  col., 2003). El diálogo que 

existe  entre  Sema3F  y  NGF  podría  ser  sumamente  relevante  en  nuestro  modelo  de 

neuroplasticidad  uterina,  dado  que  explicaría  por  qué  los  fenómenos  neurodegenerativos 

iniciados por el estrógeno ocurren en presencia de niveles elevados de NGF y NT‐3 (Chalar y col., 

2003; Bjorling y col., 2003;  Krizsan‐Agbas y col., 2003). 

En  este  marco,  en  el  presente  capítulo  presentaremos  los  resultados  de  los  estudios  que 

apuntaron a responder: (1) si el útero de rata expresa Sema3F; (2) si su expresión es regulada por 

el estrógeno; y (3) cuáles son los tejidos y células responsables de su síntesis.  
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Identificación de sema3F y regulación por el estrógeno 

 

Nuestros estudios de expresión génica, mostraron la presencia de ARNm para Sema3F en 

el útero de ambos grupos experimentales, ratas prepúberes control y tratadas con E2 (Figura1A). 

La  cuantificación  respecto  al  estándar  (L7)  mediante  RT‐PCR  en  tiempo  real,  mostró  que  el 

tratamiento con E2  induce un aumento de 5 veces en  los niveles de sema3F uterino,  (p=0.016), 

(Figura 1B).   

 

 

 

 

Figura  1.Niveles  uterinos  de  ARNm  de  Sema3F  y  su 

inducción  por  el  estrógeno.    (A)  Productos  de  RT‐PCR  en 

tiempo real analizados en gel de agarosa teñido con bromuro 

de  etidio  (BrEt).  Nótese  el  aumento  en  la  expresión  de 

sema3F  provocado  por  el  tratamiento  crónico  con  E2.  Los 

resultados de sema3F fueron normalizados contra los niveles 

de  expresión  del  ARNm  que  codifica  para  la  proteína 

ribosomal L7. (B) Gráfico que muestra las cantidades relativas 

de cada gen  (L7,  izquierda; sema3F, derecha) en el útero de 

ratas  control y  tratadas  con E2. Los niveles de  L7 presentes 

en el útero estrogenizado  fueron  idénticos a  los detectados 

en  el  control  (tasa  de  expresión  =1).  Sin  embargo,  el 

estrógeno  aumentó  5  veces  (p=0.016)    la  expresión  de 

sema3F en el útero.  

 

 

Localización de los transcriptos de Sema3F: efectos del estrógeno 

 

La síntesis de una ribosonda específica nos permitió detectar  los transcriptos de Sema3F 

mediante  hibridación  in  situ.  En  los  cuernos  uterinos  provenientes  de  animales  control,  se 

visualizaron  escasos  transcriptos  de  Sema3F,  los  cuales  se  distribuían  mayormente  en  el 
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compartimiento miometrial (Figura 2A). La ausencia de marcación en los cortes incubados con la 

sonda sentido (Figura 2C) confirmó la especificidad de la reacción.  

El patrón de distribución de marcación específica no se vio afectado por el  tratamiento crónico 

con E2 (Figura 2B). Sin embargo, los animales tratados presentaron una marca sensiblemente más 

intensa. La misma, se visualizó confinada en el tejido conjuntivo hipertrófico que separa los haces 

de  músculo  liso  (Figura  2B)  y  que  rodea  los  principales  vasos  sanguíneos  intramiometriales 

(Figuras  2B  y  3D).  No  se  detectó  la  presencia  de  transcriptos  de  Sema3F  en  las  células 

miometriales (asteriscos, Figura 2B), ni en el músculo liso vascular o el endotelio (Figura 3D).  

 

Figura 2. Localización tisular del ARNm de Sema3F en el miometrio de la rata. La figura muestra la detección de 

los  transcriptos de  Sema3F hibridados  con  la  ribosonda antisentido  (marcada  con digoxigenina)  en  criocortes 

transversales del  cuerno uterino de una  rata prepúber  control  (A)  y una  tratada  crónicamente  con E2  (B).  La 

figura  C, muestra  un  corte  de  una  rata  tratada,  que  fue  incubado  con  la  sonda  sentido. Notar  la marcación 

moderada de sema3F en el compartimiento miometrial del útero control (A) y la aparición luego del tratamiento 

de  una marca  intensa  y  bien  localizada  (puntas  de  flecha)  alrededor  de  los  haces miometriales  hipertróficos 

(asteriscos) en el útero estrogenizado. bv, vasos sanguíneos; cml, capa miometrial circular; e, endometrio;  lml, 

capa miometrial longitudinal. Barra de calibración: 40 m.  

 

En  el  tejido  conectivo del  compartimiento miometrial,  algunas  células  presentaron una  intensa 

señal debida a la acumulación de transcriptos. La tinción de estos cortes con hematoxilina y eosina 

reveló  que  esta  señal  se  localizaba  en  el  citoplasma  de  presuntos  fibroblastos  y  células 

mesoteliales  (Figuras  3A‐C).  Algunos  preparados  fueron  teñidos  con  Sirius  Red,  y  la  precisa 

superposición  de  las  imágenes  digitales  obtenidas  con  cada  técnica  (HIS  vs  SR)  reveló  que  los 
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transcriptos  de  Sema3F  se  encontraban  concentrados  en  el  citoplasma  de  los  granulocitos 

eosinófilos (Figuras 3D, E, F‐F´, G‐G´).  

 

Figura  3.  Localización  celular  de  los  transcriptos  de  Sema3F  en  el miometrio  estrogenizado.  Las  figuras  A  y  D 

muestran la detección de los transcriptos de sema3F en criocortes de ratas tratadas con E2. En A se aprecia una marca 

intensa y bien localizada (puntas de flecha) alrededor de los haces miometriales hipertróficos (asteriscos).  La tinción 

de  estos  cortes  con hematoxilina  y eosina  reveló que  estas áreas  corresponden al  tejido  conjuntivo  (B  ,puntas de 

flecha). En el mismo, se visualizan células cuyos citoplasmas muestran una señal intensa (A y B, recuadros). La precisa 

superposición de  las  imágenes digitales obtenidas  con  cada  técnica  (C; precipitado oscuro=  señal de HIS  saturada) 

reveló  que  la  señal  estaba  confinada  en  el  citoplasma  de  células  con  aspecto  de  fibroblastos  (FCs)  y  células 

mesoteliales (MCs). La figura D, muestra la detección de transcriptos de Sema3F en el tejido conjuntivo que rodea los 

vasos sanguíneos (bv) así como también en el citoplasma de granulocitos eosinófilos (flechas) que fueron identificados 

por  la  tinción  con  Sirius  red  (E,  flechas;  F,  G).  Las  figuras  F‐F´y  G‐G´ muestran  a mayor magnificación  este  tipo 

específico  de  células  y  la  presencia  de  transcriptos  de  Sema3F  (precipitado  oscuro)  en  su  citoplasma  Barra  de 

calibración: 20 m (A, B); 4 m (C); 40 m (D, E); 10 m (F, G). 
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Luego  del  tratamiento  crónico  con  E2,  también  se  visualizaron  transcriptos  de  Sema3F  en  el 

endometrio  (Figuras 4A y B), más precisamente en el  citoplasma de  los granulocitos eosinófilos 

localizados en el estroma (Figuras 4C‐C´). Ninguna inducción aparente en sema3F se registró ni en 

el epitelio endometrial ni en las glándulas (Figura 4B).   

 

 

Figura 4. Localización celular de transcriptos de Sema3F en el endometrio. La figura muestra criocortes transversales 

del cuerno uterino de una rata prepúber control (A) y una tratada crónicamente con E2 (B y C). Estos criocortes fueron 

hibridados con  la ribosonda antisentido (marcada con digoxigenina) de sema3F. La figura B, muestra  la aparición de 

marca de sema3F en el estroma (es) endometrial luego del tratamiento. Esta inducción no fue detectada en el epitelio 

endometrial  (ee).  Notar  la  intensa  marcación  que  se  observa  en  los  granulocitos  eosinófilos  infiltrantes  del 

endometrio  (B,  C  recuadros).  Las  figuras C  y  C´ muestran mayores magnificaciones de  los  granulocitos  eosinófilos 

(Sirius red) y  la presencia de transcriptos de Sema3F  (precipitado oscuro) en su citoplasma. Barra de calibración: 40 

m (A, B); 10 m (C); 20 m (recuadro en C). 

 

   

Conclusiones parciales 

Este  estudio  ha  demostrado  que  sema3F  se  sintetiza  en  el  útero  de  la  rata  y  que  su 

expresión  es  regulada  por  el  estrógeno  (Richeri  y  col.,  2011,  adjunto).  Los  niveles  uterinos  de 

ARNm de Sema3F en los animales tratados quintuplicaron los niveles de los animales control. Esta 

inducción es consistente con resultados previos de estudios con microarreglos que indican que el 

E2  y  el  tamoxifeno  regulan  la  expresión  de  sema3F  en  el  útero  del  ratón  durante  la  vida 

infantil/prepuberal (Fong y col., 2007).  
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Nuestros  estudios  permitieron  visualizar  por  primera  vez  la  distribución  tisular  y  celular  de 

transcriptos de Sema3F en el útero; y demostramos que ésta es sintetizada por los mismos tipos 

celulares  que  producen  Sema3A,  incluyendo  células  mesoteliales,  presuntos  fibroblastos  y 

granulocitos  eosinófilos.  Cabe  destacar  que  los  transcriptos  de  Sema3F  se  localizan 

principalmente en el miometrio, y al igual que Sema3A, se distribuyen en el campo de proyección 

de  las neuronas. Los  transcriptos se hacen más abundantes  luego del  tratamiento con E2, y de 

especial  interés para nuestra  hipótesis,  es  el hecho  de que  este  aumento  coincide  temporal  y 

espacialmente con la degeneración de los nervios simpáticos del miometrio estrogenizado. 
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  Los resultados presentados mostraron que el útero de la rata expresa semaforinas, lo cual 

fue  inicialmente revelado por  inmunodetección  in situ  y ensayos de WB en  los que se utilizó un 

anticuerpo general que  reconoce el dominio  SEMA presente en  todas  las  semaforinas. Usando 

estos  abordajes,  observamos  que  el  E2  y  la  gestación  aumentan  la  expresión  de  semaforinas 

uterinas. Más aún, la inmunodetección de SEMA in situ nos permitió evidenciar que este aumento 

ocurre  en  las  áreas  de  distribución  de  los  nervios  simpáticos  y  sensoriales  intrauterinos.  Los 

estudios  transcripcionales  con  oligonucleótidos  específicos  permitieron  identificar  dos 

semaforinas  secretadas  del  grupo  3,  Sema3A  y  Sema3F.  En  concordancia  con  los  estudios 

proteicos, demostramos que el E2 induce la expresión de ambas semaforinas. 

Los estudios de hibridación  in situ permitieron demostrar que en el útero,  la  localización de  los 

transcriptos  para  Sema3A  y  Sema3F  coincide,  y  que  una  parte  sustancial  de  su  síntesis  está 

confinada  al  miometrio,  si  bien  existe  una  expresión  endometrial.  En  el  miometrio,  ambas 

semaforinas fueron detectadas en el tejido conjuntivo que rodea  los haces de músculo  liso y  los 

vasos sanguíneos. Sin embargo, la señal de Sema3A perivascular del útero estrogenizado fue más 

intensa y abundante que  la de Sema3F. Esta  comparación es válida porque  los ensayos de HIS 

para Sema3A  y  Sema3F  se  realizaron  simultáneamente  y utilizando  la misma  concentración de 

ribosondas.  Si bien  la HIS  apoyó parcialmente  los datos de  la  inmunodetección,  se observaron 

algunas  diferencias.  Por  ejemplo,  en  el  miometrio,  la  inmunofluorescencia  (IF)  mostró  una 

marcación  generalizada que  incluía  también  a  las  células musculares, mientras que  la HIS  sólo 

detectó marcación en  territorios de  tejido conjuntivo. A nivel del endometrio,  la  IF mostró una 

intensa marcación del epitelio  luminal y glandular que no  fue  revelado por  la HIS. En conjunto, 

estos resultados sugieren la posible existencia de otras semaforinas uterinas.  

La  síntesis de  Sema3A  y  Sema3F  está mayormente  confinada  a  tres  tipos  celulares:  presuntos 

fibroblastos, células mesoteliales y granulocitos eosinófilos. La síntesis de semaforinas de la clase 

3 por fibroblastos y células inflamatorias ha sido bien documentada; y es sabido que su expresión 

puede ser  inducida en estas células  incluso durante  la vida adulta (Miller y col., 2004; Ko y col., 

2008; Fassold y col., 2009; Shim y col., 2013). Harel y Strittmatter (2006) publicaron una revisión 

exhaustiva  de  evidencias  que  involucran  la  re‐utilización  de  factores  de  guiado  axonal  en 

respuestas  plásticas  durante  la  vida  adulta,  y muestran  cómo  cambia  la  distribución  de  estas 

señales   en el sistema nervioso adulto en respuesta a una  lesión. Un aspecto recurrente en esta 
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publicación  y  que  vale  la  pena  destacar,  es  que  las  semaforinas  se  suelen  re‐expresar  en  los 

fibroblastos y macrófagos que  invaden  las cicatrices de  las  lesiones del sistema nervioso central 

generando dominios de exclusión para los nervios.  

De manera similar, se ha demostrado que los fibroblastos y los macrófagos son responsables del 

aumento de  los niveles de Sema3F (y Sema3C) que ocurre en el tejido sinovial de pacientes que 

padecen artritis  reumatoidea, y que este evento se  relaciona con  la pérdida de  fibras nerviosas 

simpáticas de dicho  tejido  (Miller  y  col.,  2004;  Fassold  y  col.,  2009). De manera  similar,  se ha 

postulado que la Sema3F detectada en los focos endometrióticos peritoneales sería aportada por 

los  macrófagos  (Meschner,  2014).  Al  igual  que  en  la  artritis  reumatoidea,  esta  denervación 

selectiva,  favorece  la preponderancia de  los nervios  sensoriales,  los  cuales  transmiten el dolor 

hacia el SNC y perpetúan la reacción inflamatoria.  

La  intensa  concentración  de  transcriptos  de  estas  semaforinas  en  los  granulocitos  eosinófilos 

apunta  a  confirmar  la  inmunorreactividad  para  SEMA  sugerida  por  inmunofluorescencia.  De 

manera  similar,  se han detectado altos niveles de Sema3A por qPCR en  secreciones de  las vías 

respiratorias  (esputo) de pacientes asmáticos,  los cuales poseen una alta carga de granulocitos 

eosinófilos  (Shim  y  col.,  2013).  En  el  útero,  el  estrógeno  causa  una  respuesta  inflamatoria 

caracterizada por edema, hiperemia y una masiva  infiltración de granulocitos eosinófilos. Si bien 

el  significado  funcional de  esta  infiltración  leucocitaria no  es  clara,  en  estudios  previos hemos 

demostrado que los granulocitos eosinófilos frecuentemente se localizan en la proximidad de los 

nervios  simpáticos  del  útero. Más  aún,  la  reducción  de  la  eosinofilia  uterina  por  acción  de  la 

dexametasona, revierte parcialmente la pérdida de nervios simpáticos intrauterinos inducida por 

el E2 (Bianchimano y col., 2007).  

Finalmente,  en  vista  de  las  funciones  pleiotrópicas  presentadas  por  Sema3A  y  Sema3F,  es 

necesario determinar  si a nivel del útero, estas  señales están vinculadas exclusivamente  con  la 

remodelación  de  su  inervación,  o  si  también  intervienen  en  otros  procesos 

inmunológicos/inflamatorios  o  eventualmente  con  fenómenos  de  remodelación  vascular.  En 

capítulos  siguientes,  describiremos  resultados  que  apuntan  a  responder  algunas  de  estas 

interrogantes.  
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Los  resultados  presentados  hasta  ahora,  mostraron  la  presencia  en  el  útero  de  dos 

semaforinas  con  efectos  demostrados  sobre  los  nervios  simpáticos  y  sensoriales  (Sema3A  y 

Sema3F). Sin embargo, cabe recordar que en los mamíferos, existen 27 genes que codifican para 

distintos  miembros  de  la  familia  de  las  semaforinas.  Por  esta  razón,  completamos  nuestra 

búsqueda  de  semaforinas  en  el  útero  con  una  estrategia  experimental  complementaria  que 

consistió en el uso de oligonucleótidos degenerados. Para realizar este objetivo, se aprovechó el 

hecho de que todos los miembros de las semaforinas comparten el dominio SEMA y en tal sentido 

se  diseñó  un  par  de  oligonucleótidos  degenerados  derivados  de  los  aminoácidos  FFFRENA  y 

DPYCAWD  altamente  conservados  dentro  de  este  dominio  (Kolodkin  y  col.,  1993;  Zhou  y  col., 

1997). Una vez identificadas las secuencias expresadas, se diseñaron oligonucleótidos específicos 

para confirmar su presencia en ensayos de RT‐PCR. 

 

Identificación de Sema4B en el útero de la rata 

   

La búsqueda de ARN codificante para SEMA en el útero utilizando oligonucleótidos degenerados 

permitió  detectar  la  presencia  de  una  banda  del  tamaño  esperado  de  860pb  solamente  en  el 

ADNc del útero estrogenizado (Figura 1).  

 

Figura  1.  RT‐PCR  con  oligonucleótidos  degenerados  dirigidos  contra  SEMA.  

Cantidades equivalentes de ADNc generado a partir de úteros de ratas control y 

tratadas con E2, fueron utilizadas como molde para ensayos de PCR con el par de 

oligonucleótidos  degenerados.  Los  productos  fueron  analizados  mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%  teñidos  con BrEt. Esta  figura muestra  la 

imagen digital del gel obtenida  luego de  la corrida electroforética. Las muestras 

fueron  cargadas  en  el  siguiente  orden:  ratas  prepúberes  control  (C):  ratas 

tratadas  (E2); control negativo  sin molde  (N); marcador de  tamaño  (M)  (123bp 

DNA  ladder). Nótese que  se detectaron  amplicones  solamente  en  el ADNc del 

útero estrogenizado (fecha).  

 

 

     C        E2     N      M



Resultados	
capítulo	3

Otras semaforinas  presentes 

en el útero:  Sema4B 

 

91 

 

La banda fue recortada del gel de agarosa, purificada y y re‐amplificada en las mismas condiciones 

anteriores. Los productos de la re‐amplificación fueron purificados y clonados en el vector pGEM‐

T‐ Easy (Promega). Los plásmidos recombinantes fueron analizados electroforéticamente (Figura 

2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  2.  Clonación  de  productos  de  RT‐PCR  con  oligonucleótidos  degenerados  y  selección  de  plásmidos 

recombinantes.  Foto  digital  del  gel  de  agarosa  teñido  con  BrEt  y  visualizado  bajo  luz  ultravioleta,  en  el  que  se 

corrieron electroforéticamente los plásmidos purificados a partir de las colonias de bacterias ‐transformadas con los 

productos de PCR  obtenidos de la banda recortada.  

 

 

De los plásmidos recombinantes seleccionados, veinte fueron secuenciados con dos objetivos: a) 

verificar  que  la  secuencia  corresponda  al  dominio  SEMA;  y  b)  identificar  las  semaforinas 

expresadas  en  el  útero.  Esto  es  posible  debido  a  que  el  dominio  SEMA  a  pesar  de  su  alta 

conservación, presenta particularidades aminoacídicas propias de cada grupo dentro de la familia 

de las semaforinas (Koppel y col., 1997).  
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Confirmación  de  la  expresión  de  Sema4B  en  el  útero  de  la  rata y  su  inducción por 

el E2 
 

Se  confirmó  la expresión de Sema4B en el útero de  rata,  con oligonucleótidos específicos para 

este miembro  de  la  familia de  las  semaforinas.  La  corrida  electroforética  de  los  productos del 

qPCR mostró  la  presencia  de  amplicones  del  tamaño  esperado,  en  ambos  tipos  de muestras 

(control y E2) pudiéndose  ratificar la ausencia de bandas no‐específicas (Figura 4A). Estos ensayos 

revelaron además que los niveles de ARNm para Sema4B aumentaban casi 3 veces en respuesta al 

estrógeno (Figura 4B). 
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La  búsqueda  de  ARNm  codificante  para  el  dominio  SEMA  en  el  útero  de  la  rata  nos 

permitió demostrar por primera vez que el útero produce una semaforina transmembrana, de la 

clase 4,  la Sema4B. Además, demostramos que  la expresión de Sema4B en el útero  también es 

regulada y sus niveles se triplican en respuesta al estrógeno.  

 

Un  aspecto  que  merece  ser  comentado  es  que  en  nuestros  ensayos  con  oligonucleótidos 

degenerados no se hayan detectado secuencias codificantes para las Sema3A y Sema3F, las cuales 

fueron detectadas con oligonucleótidos específicos. Este resultado podría deberse simplemente a 

que  sema4B  estaría  mucho  más  representada  en  la  población  de  ARNm  totales  luego  del 

tratamiento con E2, que  los miembros  secretados. Esta posibilidad  se ve apoyada por  reportes 

recientes que identificaron a ARNs codificantes para semaforinas del grupo 4 en el transcriptoma 

de axones de raíces ventrales de ratas adultas (Farias y col., 2014). Cabe destacar que este estudio 

de secuenciación masiva estuvo diseñado para  identificar  los ARNm mayormente representados 

en el transcriptoma axonal.  

 

A diferencia de la extensa información disponible acerca  del rol de las semaforinas 3A y 3F sobre 

los nervios simpáticos y sensoriales, los antecedentes reportados sobre las funciones de Sema4B 

son escasos. Algunos estudios la vinculan con el sistema nervioso. Ha sido demostrada la síntesis y 

participación  de  Sema4B  en  la  formación  de  las  sinapsis  glutamatérgicas  y  gabaérgicas  del 

hipocampo de roedores (Swiercz y col., 2002; Burkhardt y col., 2005; Paradis y col., 2007; Kuzirian 

y Paradis, 2011; Kuzirian y col., 2013). Recientemente, se evidenció expresión de Sema4B en el 

corazón del ratón y que esta semaforina sería un gen blanco de acción de microARNs regulatorios 

(Nakagawa y col., 2011; Bernardo y col., 2012).   

 

Sema4B también está involucrada en el sistema inmune y se expresa en linfocitos T y B de forma 

constitutiva. Los ratones K.O. para Sema4B poseen niveles séricos elevados de  IgE (dependiente 

de  basófilos)  a  pesar  de  que  sus  linfocitos  y  células  dendríticas  muestran  funcionalidades 

normales  (Nakagawa y col., 2011). Estos hallazgos  la vinculan con  la respuesta  inmune  innata, y 
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de manera interesante, la Sema4B recombinante inhibe la producción de las interleuquinas (IL) IL‐

4 e IL‐6 en los basófilos estimulados. Esto indica que Sema4B estaría regulando negativamente las 

respuestas de los basófilos a través de contactos intercelulares.  

 

Finalmente, nuestro análisis de expresión génica mostró que luego del tratamiento crónico con E2 

Sema4B se induce en el útero de la rata. Asimismo encontramos que su secuencia posee un 94% 

de  identidad  con  un  clon  (clone:5031439F07;  GenBank  accession  number:  AK030331)  de  una 

librería de ADNc de ovario y útero de ratonas gestantes que codifica para Sema4B lo cual genera 

interesantes interrogantes acerca de su acción en nuestro modelo uterino.  
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Nuestros estudios bioquímicos y moleculares dieron sustento  inicial a  la hipótesis de que 

las  semaforinas  podrían  ser  uno  de  los  factores  inhibitorios  para  los  nervios  simpáticos  y 

sensoriales producidos por el útero estrogenizado. Como se describiera anteriormente, revelamos 

que  el  estrógeno  incrementa  la  expresión  de  dos  semaforinas  secretadas  con  efectos 

demostrados  sobre  este  tipo  de  nervios,  y  que  sus  transcriptos  se  localizan  en  el  área  de 

distribución de los nervios uterinos. Además, demostramos que el útero produce una semaforina 

transmembrana de  la clase 4  (Sema4B),   cuya expresión  también es  regulada por el estrógeno. 

Considerando las acciones diversas que poseen las semaforinas, el siguiente paso necesario para 

valorar su posible participación en  la remodelación de  la  inervación uterina fue explorar si estos 

nervios eran receptivos a dichas señales. 

Neuropilinas – Aspectos generales  

 

Como  se mencionara en  la  introducción,  los  receptores para  las  semaforinas  secretadas 

del  grupo  3  son  las neuropilinas  (NRPs). Dado que  en  nuestros  estudios profundizamos  en  las 

semaforinas  3A  y  3F,  se  trabajó  con  sus  receptores  específicos  NRP1  y  NRP2.  Ha  sido 

robustamente  demostrado  que NRP1  es  necesaria  para mediar  las  respuestas  de  Sema3A:  (1) 

NRP1 se expresa en las neuronales sensoriales y simpáticas; (2) los anticuerpos dirigidos contra el 

dominio extracelular de NRP1 previenen el colapso de los conos de crecimiento de axones de los 

GRD; (3) las neuronas del GRD provenientes de ratones K.O. para NRP1 no responden a Sema3A; y 

(4)  la  expresión  de  NRP1s  recombinantes  carentes  de  un  subdominio  extracelular  genera 

dominantes negativos  (He y Tessier‐Lavigne, 1997; Kitsukawa y col., 1997; Kolodkin y col., 1997; 

Sheperd y col., 1997; Renzi y col., 1999; Chen y col., 1998; 1999; revisado en Raper 2000; Gavazzi 

2001).  

 

En  la  vida  adulta,  la  vía  Sema3A/NRP1  es  re‐utilizada  en  diversos  sistemas  neuronales  tanto 

centrales  como  periféricos  (Tanelian  y  col.,  1997;  Gavazzi  2001;  Nangle  y  Keast,  2011; 

Pasterkamp, 2012;  Kamo y col., 2013; Vo y col., 2013). Sema3A se expresa en el adulto (Luo y col., 

1993; Shepherd y col., 1996; Giger y col., 1998; Marzioni y col., 2004) y la expresión de NRP1 ha 
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sido evidenciada en neuronas adultas sensoriales de  los GRD  (Pasterkamp y col., 1998a; Reza y 

col., 1999; Gavazzi y col., 2000) y simpáticas del ganglio pélvico (Nangle y Keast, 2011). 

La NRP2 es el receptor de unión de Sema3F. Está descrito que la interacción específica de Sema3F 

con  NRP2  afecta  selectivamente  a  los  axones  simpáticos,  sin  afectar  los  axones  sensoriales 

originados en neuronas de los GRD (Taniguchi y col., 2005; Fassold y col., 2009). NRP2 se expresa 

en  los  conos de crecimiento de neuronas  simpáticas embrionarias y neonatales mantenidas en 

cultivo,   y su expresión en este tipo neuronal también ha sido evidenciada  in vivo    (Chen y col., 

1997, 1998; Atwal y col., 2003). En  la vida adulta, NRP2 se considera un marcador selectivo de 

nervios simpáticos (Fassold y col., 2009). 
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Detección de  neuropilina‐1 en neuronas simpáticas y sensoriales 

 

En  búsqueda  de  un  posible  vínculo  entre  la  Sema3A  y  la  remodelación  que  el  estrógeno 

induce  en  la  inervación  uterina,  evaluamos:  (a)  si  las  neuronas  simpáticas  y  sensoriales  que 

inervan el útero expresan NRP1; (b) si  la expresión de NRP1 en estas poblaciones neuronales de 

neuronas  es  constitutiva  o  regulada  por  el  estrógeno;  y  (c)  si  existe  una  correlación  espacio‐

temporal  entre  la  presencia  de  Sema3A/NRP1  y  la  denervación  del  útero  inducida  por  el 

estrógeno. Para  ello  valoramos  la  expresión de NRP1  en  las neuronas que proyectan  al útero, 

tanto a nivel ganglionar como en sus fibras terminales intrauterinas.  

 

NRP1 en las neuronas simpáticas de proyección al útero y su regulación por el E2 

 

La  vasta  mayoría  de  las  neuronas  simpáticas,  de  los  ganglios  analizados,  mostró 

inmunorreactividad  para  NRP1  (Figuras  1A,  C,  E,  G),  incluyendo  a  la  población  de  neuronas 

uterinas  reconocidas  por  la  acumulación  del  trazador  retrógrado  (Fluorogold,  FG+)  en  su 

citoplasma (Figuras 1B, D, F, H). 

 

Las neuronas simpáticas FG+ mostraron diferencias en la intensidad de marcación específica para 

NRP1,  visualizándose  neuronas  intensamente marcadas  (flechas,  Figuras  1A  y G)    y  otras  que 

presentaban  bajos  niveles  de  inmunofluorescencia  (flechas,  Figuras  1C  y  E).  Estas  variaciones 

fueron  detectadas  tanto  en  neuronas  provenientes  de  los  animales  control  como  en  los  que 

recibieron el tratamiento con E2.  
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Figura 1. Demostración de NRP1 en las 

neuronas simpáticas que proyectan al 

útero  de  la  rata. Microfotografías  de 

cortes  a  congelación  de  cadenas 

simpáticas  provenientes  de  animales 

control  (A‐D)  y  tratados  con  estradiol 

(E2; E‐F) que  fueron  inyectados  con el 

trazador  fluorogold  (FG)  en  el  útero. 

Los  cortes  fueron  inmunomarcados 

para visualizar el receptor NRP1  (rojo). 

En  los  paneles  (B)  y  (D)  se  ilustra  la 

apariencia de neuronas que proyectan 

al  útero  (FG+,  amarillo).  Estas mismas 

neuronas  poseen  niveles  altos  (A, 

flecha)  y  bajos  (C,  flecha)  de  NRP1. 

Luego  del  tratamiento  con  E2,  las 

neuronas  FG+  (F  y  H)  también 

mostraron  diferentes  niveles  de NRP1 

(E y G, flechas). Nótese que también se 

observaron diferencias en la intensidad 

de marcación en neuronas no trazadas. 

Barra de calibración= 25 μm.  

 

 

 

 

Los estudios densitométricos comparativos de los niveles de inmunorreactividad para NRP1 en las 

neuronas de proyección uterina no detectaron  diferencias significativas entre los controles y los 

animales  tratados  con  E2  (Figura  2).  Con  el  fin de mejorar  la  visualización  e  interpretación de 

estos datos,  los resultados se analizaron también en  histogramas de frecuencias. En las neuronas 

FG+ de los animales control, la intensidad de fluorescencia para NRP1 mostró valores de D.O. que 

fluctuaban entre 28 y 135 unidades. A su vez, en estos animales, el 59% de  las neuronas NRP1 

positivas  presentaron  valores menores  a  70  unidades  (Figuras  2  y  3).  Luego  del  tratamiento 

crónico con E2, no se detectaron cambios en los valores mínimos y máximos de D.O. Sin embargo, 

se observó  un corrimiento de los valores hacia la izquierda, debido al aumento en la proporción 

de neuronas con valores de D.O. menores a 70 (Control 59% vs Estrógeno 69%) (Figura 3).  
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Figura 2: Neuronas simpáticas Fluorogold‐positivas (FG+). Efectos del tratamiento prepuberal crónico con 

E2  sobre  la  densidad  óptica  de  inmunofluorescencia  de  NRP1  (D.O.;  Media  +  EEM).  n=número  de 

neuronas. C, Control prepúber; E, Tratadas con E2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3:  Histogramas  de  frecuencias  relativas  de  los  valores  de  densidad  óptica  para  NRP1,  en  las 

neuronas  FG+ muestran  como  luego  del  tratamiento  los  niveles  de  NRP1  tienden  a  correrse  hacia  la 

izquierda debido a que aumenta la proporción de neuronas con D.O. < 70 unidades.  
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Figura 6. Demostración de NRP1 en  las neuronas sensoriales que proyectan al útero de  la  rata y efectos del E2. 

Microfotografías  de  cortes  de  ganglio  de  la  raíz  dorsal  inmunomarcados  contra  neuropilina‐1  (NRP1,  rojo), 

provenientes de una rata control (A) y otra tratada con E2 (C). La figura A muestra dos neuronas  inmunorreactivas 

para NRP1, una pequeña  (punta de  flecha) y otra mediana  (flecha), ambas FG+  (amarillo, en B). Las  figuras C  y D 

muestran lo mismo, ahora en un corte de GRD de una hembra estrogenizada. Notar como disminuye la señal de NRP1 

solamente en la subpoblación de neuronas medianas (flecha en A vs. C). El gráfico de la derecha muestra los valores 

de Media + Error Estándar de  la Media de  la densidad óptica (DO) de  intensidad de fluorescencia en función de  las 

distintas subpoblaciones de neuronas FG+ y  los tratamientos. Neuronas pequeñas  (peq. C y E); neuronas medianas 

(med. C  y E). * =Diferencia  significativa de NRP1 de  la  subpoblación de neuronas medianas  respecto a  su  control 

(p=0.015). Barra de calibración = 12 μm. 

   

Figura  5.  Demostración  de  NRP1  en  las  neuronas 

sensoriales  que  proyectan  al  útero  de  la  rata. 

Microfotografías de un corte de ganglio de  la raíz dorsal 

de la región tóraco–lumbar (T13‐L1) de una rata prepúber 

que fue inyectada con el trazador retrógrado. La figura A 

muestra  dos  neuronas  trazadas  con  el  fluorogold  (FG, 

amarillo).  La  punta  de  flecha  señala    una  neurona 

pequeña  y  las  flechas  indican  a  las  otras  neuronas 

medianas. La figura B muestra la imagen del mismo corte 

inmunomarcado para visualizar el receptor neuropilina‐1 

(NRP1, rojo). Barra  de calibración= 20 μm.  
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Con anterioridad a estos estudios se desconocía si en la rata, las neuronas de proyección al 

útero  expresaban  neuropilina‐1.  En  el  desarrollo  de  esta  tesis,  detectamos  por  inmuno‐

fluorescencia, NRP1 en los somas de las neuronas simpáticas y sensoriales vinculadas al útero, lo 

que sugiere que éstas serían potencialmente receptivas a las acciones de Sema3A. Si bien aquí no 

se  detectó  inmunomarcación  de  fibras  nerviosas  a  nivel  uterino,  la  observación  de  nervios 

inmunorreactivos  para  NRP1  ya  había  sido  reportada  en  el  útero  humano  utilizando  otros 

protocolos de inmunohistquímica (Marzioni y col., 2004).  

 

El  análisis  densitométrico  de  la  intensidad  de  fluorescencia  para  NRP1 mostró  que  luego  del 

tratamiento  con  E2,  los  niveles  de  este  receptor  no  varían  en  las  neuronas  simpáticas.  Esto  

sugiere  que  la  expresión  de  NRP1  no  está  regulada  por  la  hormona  en  este  tipo  neuronal. 

Contrariamente,  el  estrógeno  afecta  negativamente  los  niveles  neuronales  de  NRP1  en  la 

subpoblación  de  neuronas  sensoriales  medianas  vinculadas  al  útero.  La  regulación  por  el 

estrógeno de la expresión de receptores neuronales para las señales producidas en el útero, ya ha 

sido demostrada en este modelo (Chalar y col., 2003; Hasan y col., 2005;  Richeri y col., 2005). De 

hecho,  en  estudios  previos mostramos que  el  estrógeno  regula  la  expresión  del  receptor para 

NGF, TrkA, en  las neuronas  FG+ de  los GRD  (Chalar  y  col., 2003). Esto  sería  consistente  con el 

hecho de que  estas neuronas expresan  receptores  a estrógeno del  tipo   y   lo que  las hace 

susceptibles a los efectos directos de esta hormona (Papka y col., 2001).  

 

Considerando el rol inhibitorio de Sema3A sobre los nervios sensoriales, llama la atención que el 

aumento  de  Sema3A  en  el  útero  coincida  con  una  reducción  en  la  expresión  de  su  receptor 

neuronal. Este resultado es de difícil interpretación y múltiples explicaciones serían posibles. Por 

ejemplo,  el  descenso  de  NRP1  en  los  somas  sensoriales,  podría  deberse  al  hecho  de  que  la 

proteína  esté  siendo  transportada  hacia  los  terminales.  Sin  embargo,  el  hecho  de  que  no  se 

detectaron fibras nerviosas inmunorreactivas para NRP1 dentro del útero argumenta en contra de 

esta explicación. Sin embargo, no podemos descartar  la posibilidad de que este receptor se esté 

expresando en  las  terminales sensoriales  intrauterinas con otro perfil temporal. Esta posibilidad 

concuerda con la expresión de NRP1 en los nervios uterinos humanos y más interesante aún, con 

el hecho de que  la densidad de estos nervios disminuye un 80% en  la semana 16 del embarazo, 
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hecho que además  se acompaña de un aumento del  ligando a nivel del miometrio  (Marzioni y 

col., 2004).  

Otra  posibilidad,  es  que  el  aumento  de  Sema3A  uterino  se  vincule  con  la  regulación  de  otros 

procesos,  tales  como  la  angiogénesis.  Varios  estudios  han  demostrado  expresión  de NRP1  en 

vasos sanguíneos (Kawakami y col., 1996; Partanen y col., 1999; Kawasaki y col., 1999; Pavelok y 

col., 2001). En el desarrollo del presente trabajo observamos que NRP1 se expresa en  los vasos 

sanguíneos intrauterinos de las ratas prepúberes y tratadas con E2. Esto confirma observaciones 

previas que mostraron NRP1 en  los vasos sanguíneos del útero de  la rata adulta (Pavelok y col., 

2001) y también en células endoteliales de la placenta humana (Marzioni y col., 2004). 

 

El útero y su vasculatura experimentan cambios dramáticos durante  los cambios fisiológicos que 

ocurren  en  el  ciclo  reproductivo.  La  angiogénesis  es  un  proceso  esencial  no  sólo  para  la 

proliferación del endometrio y su regeneración durante el ciclo sexual, sino que también posee un 

rol  fundamental en el desarrollo y  la diferenciación endometrial que ocurre tras  la  implantación 

del cigoto en la gestación. Es sabido que NRP1 actúa de co‐receptor del factor de crecimiento del 

endotelio  vascular  (VEGF),  un  potente mitógeno  para  las  células  endoteliales  que  estimula  la 

vasculogénesis y la angiogénesis. NRP1 favorece la unión del VEGF a su receptor VEGFR2  (Soker y 

col., 1998); un receptor del tipo tirosin‐quinasas localizado principalmente en células endoteliales 

(Ferrara, 1999). Si bien se conocen varias isoformas del VEGF, la de 165 aminoácidos en humanos 

y 164 en murinos es la variante más potente y la dominante en el útero de varias especies (Halder 

y col., 2000). La regulación de su expresión por las hormonas sexuales ha sido muy estudiada y las 

evidencias apoyan un rol del VEGF en  la  función reproductiva  (Olson y col., 2009). El aporte del 

presente trabajo muestra que los cambios en los niveles de estrógenos inducen en el útero al otro 

ligando de NRP1, la Sema3A. Esto abre interesantes interrogantes y apoya el concepto clásico de 

que el crecimiento vascular y el guiado axónico comparten principios mecanísticos  (Carmeliet y 

Tessier‐Lavigne,  2005; Marko y Damon, 2008).  

El papel que  jugaría NRP1  a nivel  del  epitelio  glandular  y  luminal  del  endometrio,  no  es  claro 

(Pavelok y col., 2001).   
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 Detección de neuropilina‐2 en neuronas simpáticas 

 

En búsqueda de un posible vínculo entre Sema3F y  la remodelación que el estrógeno  induce 

en  la  inervación simpática del útero, evaluamos:  (a) si estas neuronas expresan NRP2;    (b) si  la 

expresión  de NRP2  es  constitutiva  o  regulada  por  el  estrógeno;  y  (c)  si  existe  una  correlación 

espacio‐temporal entre la presencia de Sema3F/NRP2 y  la denervación del útero  inducida por el 

estrógeno. Para ello valoramos la expresión de NRP2 en las neuronas simpáticas que proyectan al 

útero, tanto a nivel ganglionar como en sus fibras terminales intrauterinas. Cabe aclarar que no se 

exploró NRP2 en las neuronas sensoriales debido a que en la vida postnatal NRP2 es considerado 

un marcador exclusivo del simpático (Gavazzi 2001; Fassold y col., 2009).  

 

A  nivel  de  los  ganglios  simpáticos,  no  se  visualizó  inmunorreactividad  para  NRP2  ni  en  los 

animales  control  ni  en  los  tratados  con  E2.  A  nivel  del  cuerno  uterino  de  los  controles,  se 

observaron abundantes  fibras nerviosas  inmunorreactivas para TH,  tanto en el miometrio como 

alrededor  de  los  vasos  sanguíneos  (Figura  8A).  Sin  embargo,  no  se  detectó  inmunotinción 

específica para NRP2 en estas    fibras nerviosas.   Una vez completado el  tratamiento con E2, se 

evidenciaron  algunos  delicados  axones  terminales  positivos  para  NRP2,  principalmente  en 

asociación  con  los  vasos  sanguíneos  (Figura  8B).  La  especificidad  de  dicha  marcación  fue 

confirmada en cortes adyacentes en  los que se omitió  la  incubación con el anticuerpo primario. 

Dado  que  al  término  del  tratamiento  no  se  detectan  fibras  perivasculares  positivas  para  TH 

(Figura 8C), no se observó co‐localización entre ambos marcadores. A nivel del tejido parametrial 

(mesometrio) de  los animales  tratados con E2,  fue posible observar  fibras nerviosas  simpáticas 

marcadas  con  TH.  Si  bien,  en  esta  región  se  observaron  también  fibras  inmunomarcadas  con 

NRP2, no se registraron signos de co‐localización entre ambas marcas específicas (Figura 8D).  

En el miometrio de  los  animales  tratados  con E2,  se  visualizaron  también  fibras nerviosas que 

presentaban  inmunorreactividad  para  NRP2.  Estas  terminales  axónicas  se  localizaban  en  las 

regiones de  tejido  conjuntivo donde  los ensayos de HIS mostraron  los  transcriptos de  Sema3F 
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(por ej., alrededor de los haces musculares y en la cercanía de eosinófilos infiltrados; Figuras 8E‐

E´y F‐F´). Dichas fibras no presentaron inmunorreactividad para TH.  

 

Con  el  fin  de  avanzar  en  la  caracterización  de  la  inducción  de  NRP2  en  las  fibras  nerviosas 

intrauterinas, se evaluó la inmunotinción para NRP2 en el útero durante el curso del tratamiento 

hormonal. De esta forma intentamos clarificar el patrón de expresión de NRP2 durante el proceso 

de degeneración de  las fibras nerviosas. A  los dos días de  iniciado el tratamiento, ya fue posible 

detectar  la  presencia  de  varias  fibras  nerviosas  inmunorreactivas  para  NRP2,  las  cuales  se 

localizaban principalmente alrededor de  los  vasos  sanguíneos del plexo  intramiometrial  (Figura  

8G).  Si  bien  no  se  detectaron  signos  claros  de  co‐localización,  se  observaron  fibras  nerviosas 

inmunomarcadas  con NRP2 que parecían  continuarse  con un  sector que presentaba  solamente 

inmunorreactividad para TH (Figura 8H).  

 

En el tejido parametrial (Figura 8I), fueron reconocidos perfiles axonales marcados con NRP2 o  TH 

pero nuevamente no se observó ningún tipo de co‐localización. Luego de  la administración de la 

segunda dosis de estrógeno, pocas fibras nerviosas presentaron inmunorreactividad para NRP2 en 

el cuerno uterino. Las mismas aparecieron asociadas a los vasos sanguíneos que se ubican entre el 

mesometrio  y  el  borde  antimesometrial,  ambas  localizaciones  perivasculares  que  carecían  de 

inervación simpática.  
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Figura  8.  Inmunorreactividad  para NRP2  y  TH  en  una  población  de  nervios  intrauterinos  de  la  rata. 

Microfotografías de criocortes de cuernos uterinos. Las figuras A y C muestran cortes marcados con anti‐

TH para  la demostración de  los nervios  simpáticos. En B, E  y  F,  los criocortes    fueron  inmunomarcados 

contra NRP2 y en D, G, H e I, se visualizan cortes que fueron co‐inmunomarcados con los dos marcadores 

neuronales,  la  NRP2  y  la  TH.  La  inmunotinción  para  TH,  permite  visualizar  en  (A)  la  típica  inervación 

simpática que presenta un cuerno uterino de una rata prepúber control. Las  imágenes B y C, de cuernos 

tratados  con  E2, muestran  nervios  perivasculares  inmunorreactivos  para NRP2  y  TH,  respectivamente. 

Nótese como estos nervios, positivos para NRP2, dejaron de tener inmunorreactividad para TH. La figura D,  
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Con  anterioridad  a estos  estudios  se desconocía  si  las neuronas de proyección  al útero 

expresaban NRP2. En nuestros estudios, observamos que  luego del tratamiento con E2, aparece 

señal para NRP2 en algunos delicados procesos neuronales los cuales se localizaban en las mismas 

regiones  en  las  que  se  induce  su  ligando,  la  Sema3F.  La  ausencia  de  señal  para NRP2  en  los 

nervios  del  útero  control  nos  lleva  a  postular  que  el  estrógeno  induce  la  expresión  de  este 

receptor en los nervios intrauterinos.  Esta posibilidad se ve apoyada por estudios que muestran 

que  las  neuronas  simpáticas  que  inervan  al  útero  presentan  una  expresión  enriquecida  de 

receptores estrogénicos (Zoubina y Smith, 2002), los cuales median las respuestas inhibitorias 

del estrógeno sobre  los nervios simpáticos del útero (Zoubina y Smith, 2001). Más aun, estudios 

de nuestro grupo evidenciaron que in vivo, el estrógeno es capaz de provocar cambios selectivos 

en  la receptividad de  las neuronas uterinas a  las neurotrofinas (Chalar y col. 2003; Richeri y col. 

2005). Finalmente, cabe mencionar que análisis bioinformáticos desarrollados en el transcurso de 

esta  tesis, nos permitieron  confirmar que existen  secuencias  similares a  los  clásicos EREs en el 

promotor del gen que codifica para NRP2  (Análisis Bioinformático con el programa Genomatrix‐

MatInspector, Richeri y Chalar 2009).  

 

Nuestros  estudios de  inmunofluorescencia  revelaron que existe una  correlación espacio‐temporal 

inversa entre la presencia de fibras terminales dentro del útero y la expresión de NRP2 en las fibras. 

En el útero prepúber control no se detectó NRP2 y se visualizaron abundantes fibras nerviosas inmu‐ 

 

muestra un criocorte de cuerno uterino proveniente de una rata que recibió el tratamiento con E2 completo, 

en  el  cual  se observan  terminales marcadas  con  TH  (rojo)  y  terminales marcadas  con NRP2  (verde)  en  el 

mesometrio. Nótese como la marcación específica en cada caso, aparece de forma simultánea pero separada, 

sin  detectarse  signos  de  co‐localización.  Las  figuras  E  y  F, muestran  la  presencia  de  fibras  IR‐NRP2  en  el 

compartimiento miometrial. Notar su distribución, en el tejido conjuntivo que rodea los haces musculares (E´, 

imagen invertida) y en la cercanía de eosinófilos infiltrantes (F´, imagen invertida)  los cuales mostraron una 

autofluorescencia no‐específica de  fondo  (flechas). La  figura G, muestra  la presencia de ambos marcadores 

neuronales,  en  un  criocorte  uterino  proveniente  de  una  rata  que  recibió  sólo  la  primer  dosis  de  E2.  Se 

visualizaron abundantes fibras intrauterinas con marcación específica para TH y NRP2 por separado sin signos 

de  co‐localización.  En  ocasiones,  las  mismas  aparecían muy  próximas  entre  sí(H).  La    figura  I,  muestra 

nuevamente  la  ausencia  de  co‐localización  entre  los  nervios  TH+  y  los  nervios NRP2+  que  se  visualizaron 

alrededor de  los vasos del  tejido parametrial. bv, vaso sanguíneo; cml, capa miometrial circular;    lml, capa 

miometrial longitudinal. Barra de calibración: 35 m (A); 25 m (B, C); 20 m (D, G, H, I); 30 m (E, E´, F, F´). 
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norreactivas  para  TH  tanto  en  el miometrio  como  alrededor  de  los  vasos  sanguíneos.  Por  el 

contrario, la pérdida de fibras nerviosas intrauterinas que ocurre en respuesta a E2, coincidió con 

la aparición del receptor NRP2 en los escasos procesos neuronales que se visualizan al término del 

tratamiento.  

La ausencia de inmunorreactividad para NRP‐2 en los somas ganglionares y su visualización en las 

terminales  sugiere  que  este  receptor  podría  ser  sintetizado  localmente  en  las  terminales 

intrauterinas. Esta idea se apoya en numerosos estudios que señalan la importancia de la síntesis 

proteica  local de  los  receptores de  las moléculas de guiado axónico  (revisado en Purves, 2004; 

Raper y Mason, 2010). La posible síntesis  local se ve apoyada también por estudios recientes de 

secuenciación  masiva  del  transcriptoma  axonal  que  detectaron  la  presencia  de  ARNm  para 

semaforinas en el axoplasma de fibras periféricas adultas (Farias y col., 2014).  

La  falta de co‐marcación entre NRP2 y TH, podría  tener varias  interpretaciones. Una posible es 

que  los nervios positivos para NRP2 observados en el útero estrogenizado no  sean  simpáticos. 

Esta posibilidad se ve desestimada porque NRP2 es considerada un marcador selectivo de nervios 

simpáticos en la vida postnatal y adulta (Fassold y col., 2009).  Por otra parte, se ha descrito que la 

interacción  específica  de  Sema3F  (y  Sema3G)  con  NRP2  afecta  selectivamente  a  los  axones 

simpáticos,  sin afectar a  los axones provenientes del ganglio de  la  raíz dorsal  (Taniguchi y  col., 

2005; Fassold y col., 2009).  

Alternativamente,  es  posible  postular  que  los  nervios  inmunomarcados  por  NRP2  sí  son 

simpáticos, pero que debido a su estado degenerativo ya no expresan a  la TH. Varias  líneas de 

evidencia parecen apoyar esta posibilidad. En primer lugar, es posible que el estrógeno disminuya  

la expresión de TH a nivel de  las  terminales  simpáticas  intrauterinas, haciendo que éstas ya no 

sean demostrables por inmunofluorescencia. En este sentido, en el cobayo, se ha  descrito que los 

niveles uterinos  de  TH descienden hasta  valores  casi  indetectables  al  término de  la  gestación, 

momento  en  el  cual  se  incrementan  los  niveles  de  estrógenos  circulantes.  En  las  gestaciones 

unilaterales, este descenso de TH se observa tanto en el cuerno “fértil” que contiene  fetos y en el  

cual ocurre una completa degeneración del plexo terminal simpático, como en el cuerno “vacío”  ‐

carente de fetos‐ cuyo plexo de nervios noradrenérgicos se mantiene estructuralmente intacto al 

término del embarazo  (Owman  y  col., 1980).  La depleción de enzimas de  síntesis de  la NA de 
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axones  simpáticos  intactos,  también  fue  puesta  de manifiesto  por  Zoubina  y  col.  (1998)  en  el 

útero  de  la  rata  durante  el  ciclo  estral.  Estos  autores  demostraron  que  en  la  fase  de  estro 

disminuye  la  densidad  de  fibras  intrauterinas  inmunorreactivas  para  PGP  9.5  (un  marcador 

general  de  fibras  nerviosas  intactas)  y  la  de  fibras  positivas  para  la  dopamina  beta‐hidroxilasa 

(DH),  enzima  de  la  vía  de  la  síntesis  de NA).  Sin  embargo,  en  el  proestro  se  observan  fibras 

positivas  para  PGP9.5  pero  no  para DH  sugiriendo  que  los  axones  simpáticos  pierden  a  esta 

enzima aún estando intactos y previo a su degeneración o retracción.  

Evidencias  aportadas  por  otros modelos,  también  apoyan  esta  interpretación.  Por  ejemplo,  el 

grupo de Straub, que se ha  focalizado en el estudio de  la pérdida de fibras nerviosas simpáticas 

que ocurre en procesos  inflamatorios, encontró un descenso en  los niveles de TH de  los nervios 

simpáticos  degenerantes  del  tejido  sinovial  de  pacientes  con  artritis.  Es  interesante  resaltar  el 

hecho  de  que  dichos  nervios  en  degeneración  presentan  inmunorreactividad  para  NRP2                

aunque carecen de reactividad para TH (Fassold y col., 2009). En este contexto, es posible que en 

nuestro modelo la NRP2, inducida por el E2 se exprese en los nervios simpáticos intrauterinos en 

las  etapas  finales  de  su  proceso  degenerativo, momento  en  el  cual  la  enzima  TH  ya  no  está 

presente en las terminales. Colectivamente, el patrón de expresión de NRP2 revelado en nuestros 

estudios  es  consistente  con  un  potencial  rol  de  la  vía  Sema3F/NRP2  en  la  plasticidad  de  los 

nervios simpáticos uterinos.  

En suma, a nivel neuronal, no sólo revelamos que las neuronas uterinas expresan neuropilinas en 

la  vida  postnatal  sino  que  también  demostramos  que  la  expresión  de  estos  receptores  es 

modulada por el estrógeno. Resulta  interesante destacar que encontramos distintos perfiles de 

regulación de expresión de  las neuropilinas neuronales asociados a  las distintas subpoblaciones 

de  neuronas  que  inervan  al  útero. NRP1  disminuye  en  las  neuronas  sensoriales mientras  que 

NRP2  se  induce en  las  fibras  terminales  simpáticas dentro del efector. Esto podría  contribuir a 

explicar  el  comportamiento  diferencial  de  las  fibras  sensoriales  y  simpáticas  que  ocurre  en  el 

útero  estrogenizado.  Cabe  recordar, que  los nervios  simpáticos degeneran  en  respuesta  al  E2, 

mientras  que  en  los  sensoriales  se  observa  una  inhibición  de  crecimiento  que  impide  que  la 

inervación  crezca  acompañando  el  aumento  de  tamaño  del  útero.  Este  comportamiento 

diferencial contribuye al desbalance simpático‐sensorial que ocurre en el útero estrogenizado, en 

favor  de  las  fibras  sensoriales  (Brauer  y  col.,  2005; Chávez‐Genaro  y  col.,  2002;    Chalar  y  col., 
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2003). Considerando el rol inhibitorio de Sema3A sobre ambos tipos de nervios, el hecho de que 

la  modulación  de  la  expresión  de  NRP1  por  el  estrógeno  esté  restringida  a  la  subpoblación 

sensorial  podría  explicar  el  comportamiento  diferencial  de  ambos  tipos  de  nervios  frente  al 

aumento  de  Sema3A  en  el  efector,  contribuyendo  así  al  desbalance  simpático‐sensorial  antes 

mencionado.  

Otro hallazgo surgido de la presente tesis que también contribuiría a explicar este fenómeno es la 

inducción  de  la  vía  Sema3F/NRP2  en  respuesta  al  estrógeno.  Pusimos  de  manifiesto,  una 

correlación espacio‐temporal positiva entre  la  inducción del receptor NRP2 y su  ligando (los dos 

aumentan) en  respuesta al  tratamiento con E2. Más  interesante aún,  fue el hallazgo de que en 

función  de  los  niveles  estrogénicos,  la  inducción  de  esta  vía  3F/NRP2  se  correlaciona 

inversamente con  la presencia de fibras simpáticas dentro del útero. El hecho de que casi no se 

detecten  fibras  NRP2  positivas  en  el  útero  estrogenizado,  posiblemente  esté  reflejando  una 

participación  de  este  receptor  en  el  pruning/retracción  de  las  fibras  que  lo  expresan.  En  este 

contexto y considerando  los efectos de Sema3F sobre  los axones simpáticos   (Chen y col., 1998, 

2000; Giger y col., 1998; Miller y col., 2004;   Damon, 2006;   Fassold y col., 2009;  Ieda y Fukuda, 

2009),    es  posible  postular  un modelo  en  el  que  Sema3F medie  los  procesos  que  llevan  a  la 

pérdida  de  los  nervios  simpáticos  intrauterinos  en  respuesta  al  estrógeno;  sin  afectar  a  la 

población de fibras sensoriales, las cuales no expresan NRP2 en la vida adulta (Gavazzi, 2001).  

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

																																																																																																						Discusión	general	

116 
 

 

 

   



DISCUSIÓN	GENERAL

 

117 
 

 

Los estudios desarrollados en la presente tesis, permitieron responder a las interrogantes 

planteadas, en tanto mostraron que el estrógeno induce la expresión uterina de por lo menos dos 

semaforinas  con  efectos  negativos  para  los  nervios  simpáticos  y  sensoriales.  Pusimos  de 

manifiesto además, la existencia de una correlación espacial entre la distribución tisular de estas 

semaforinas  y  las  áreas  de  proyección  de  los  nervios  simpáticos  y  sensoriales.  Más  aún,  la 

inducción de estas señales coincide temporalmente con la remodelación de la inervación uterina 

por el estrógeno. 

 

En búsqueda de un vínculo que nos permitiera avanzar en  la confirmación de nuestra hipótesis 

exploramos  si  los  nervios  simpáticos  y  sensoriales  que  inervan  al  útero  son  receptivos  a  las 

semaforinas  identificadas.  Demostramos  que  ambos  tipos  neuronales  expresan  neuropilina‐1 

mientras  que  las  neuronas  simpáticas  expresan  además  neuropilina‐2.  En  conjunto,  estos 

resultados  sugieren  que  los  incrementos  en  la  producción  de  Sema3A  y  Sema3F  pueden  ser 

detectados por los nervios uterinos, y apoyan la hipótesis acerca de la posible participación de las 

semaforinas en la denervación uterina en respuesta al estrógeno.  

 

Es posible postular un modelo por el cual estas señales podrían afectar a la inervación uterina. La 

degeneración de los nervios simpáticos iniciada por el E2 involucraría a la vía Sema3F/NRP2, dado 

que Sema3F aumenta en las áreas de proyección de los nervios simpáticos en un marco temporal 

consistente con su degeneración; y que el E2  induce  la expresión de NRP2 en  la fibras nerviosas 

degenerantes.  Por  su  parte,  Sema3A  también  podría  estar  vinculada  con  el  proceso  de 

degeneración simpática, dado que esta señal también aumenta en respuesta al E2; se localiza en 

las áreas de proyección de estos nervios y  las neuronas simpáticas vinculadas al útero expresan 

NRP1.  

 

En lo que respecta a los nervios sensoriales, estos también se distribuyen en las áreas donde el E2 

induce  a  sema3A.  Las  neuronas  sensoriales  vinculadas  al  útero  expresan  NRP1  y  aunque  su 

expresión  disminuye  en  respuesta  al  E2,  no  podemos  descartar  un  posible  rol  inhibitorio  de 

Sema3A. Por otra parte,  la presencia de NRP1 en  los vasos sanguíneos sugeriría que esta señal 

también puede estar vinculada con  la angiogénesis,  lo que apoya el concepto de que el guiado 
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axónico y el desarrollo vascular comparten señales y principios mecanísticos (Carmeliet y Tessier‐

Lavigne,  2005; Marko y Damon, 2008).  

 

Colectivamente, estos resultados sugieren una acción redundante de  las semaforinas en nuestro 

modelo de neuroplasticidad regulada, por  lo menos en  lo que respecta a  los nervios simpáticos. 

Además, es consistente con lo reportado en otros modelos del adulto (Miller y col., 2004; Fassold 

y col., 2009; Harel y Strittmatter, 2006; Nangle y Keast, 2011) y se ve reforzada por  la detección 

de una semaforina transmembrana, Sema4B, cuyo rol en nuestro modelo es menos evidente. Esta 

redundancia  no  es  sorprendente  dado  que  estas  señales  moleculares  regulan  procesos 

neurobiológicos  fundamentales  y  están  ampliamente  representadas  en  el  genoma  de  los 

mamíferos y muy conservadas entre  los vertebrados e  invertebrados. Los  resultados generados 

en  esta  tesis  concuerdan  con  la  visión  actual  de  que  los  procesos  de  plasticidad  del  sistema 

nervioso re‐utilizan señales moleculares relevantes durante el desarrollo (Pasterkamp, 2012; Vo y 

col., 2013).  

 

Además  de  un  efecto  potencialmente  redundante  de  Sema3A  y  Sema3F  en  la 

neurodegeneración  regulada  de  los  nervios  simpáticos,  existen  evidencias  de  que  hay  otras 

señales involucradas en este proceso. Los efectos de Sema3F contribuirían a explicar el hecho de 

que frente a niveles sostenidos de NGF en el útero estrogenizado (Chalar y col., 2003; Bjorling y 

col., 2002; Krizsan‐Agbas y col., 2003), las neuronas no respondan con el crecimiento de sus fibras 

como lo predice la teoría neurotrófica. Llamativamente, Atwal y colaboradores (2003) mostraron 

que  en  las  neuronas  simpáticas,  Sema3F  interfiere  en  la  vía  NGF/TrkA,  antagonizando  la 

señalización desencadenada por el NGF. Además, se ha visto que el receptor p75NTR también está 

implicado en  la comunicación entre dichas señales  (Sema3F‐NGF). Su presencia en  las neuronas 

simpáticas es requerida para que éstas puedan colapsar sus conos de crecimiento en respuesta a 

Sema3F; y no basta con su presencia, sino que además p75NTR tiene que estar unido a su ligando 

para que ocurra el colapso mediado por Sema3F  (Naska y col., 2010).   Este requisito podría ser 

relevante en nuestro modelo, ya que sabemos que el  estrógeno aumenta la expresión de p75NTR 

en las neuronas simpáticas que proyectan al útero (Richeri y col., 2005).  
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Si consideramos que se necesita a un p75NTR estimulado por  ligando para mediar respuestas de 

colapso,  vale  destacar que  en  el  útero  también  aumentan  los  niveles  de  BDNF  por  efecto  del 

estrógeno  (Krizsan‐Agbas  y  col.,  2003).  El  BDNF  ejerce  acciones  neurotróficas  sobre  distintas 

poblaciones neuronales del sistema nervioso central, actuando a través de  los receptores TrkB y 

p75NTR. Las neuronas simpáticas no expresan TrkB, pero distintos estudios han mostrado que el 

BDNF  tiene  un  efecto  inhibitorio  sobre  los  nervios  simpáticos,  tras  su  interacción  con  p75NTR 

(Brann y col., 1999; Kohn y col., 1999; Song y Posse de Chaves, 2003). Esta neurotrofina estaría 

entonces disponible en el útero estrogenizado y uniéndose a p75NTR, no sólo mediaría sus propios 

efectos inhibitorios sino que potenciaría los efectos de Sema3F sobre los nervios simpáticos.   

 

Además de  las señales mencionadas, cabe resaltar que en el miometrio también existen señales 

no‐difusibles  capaces  de  afectar  a  los  axones  que  entran  en  contacto  con  ellas.  Como  se 

mencionó en la introducción (Antecedentes, pág. 15) los ensayos de criocultivo desarrollados en 

el  transcurso de  esta  tesis,  y que  también  son parte del  trabajo de doctorado de  la  Lic. Paola 

Bianchimano, mostraron que el E2 modifica los componentes no‐difusibles del útero (sustrato) de 

tal manera que  inhibe el crecimiento neurítico de  las neuronas simpáticas neonatales y adultas 

(Richeri,  Bianchimano  y  col.,  2010,  adjunto).  Si  bien  existen  evidencias  de  que  parte  de  la 

inhibición mediada  por  el  sustrato  involucra  el  re‐alineamiento  de  las  fibras  de  colágeno  (ver 

Figura 10 en Richeri y col., 2010; Martínez y col., 2012), no podemos descartar  la posible acción 

de señales inhibitorias presentes en el sustrato.  

 

Estas  señales  pueden  ser  componentes  intrínsecos  de  la matriz  extracelular  (proteoglicanos), 

moléculas que se asocian a la matriz y otras que se expresan en la superficie de las células. Entre 

las  últimas  se  encontraría  la  Sema4B.  Si  bien  Sema3A  y  Sema3F  son moléculas  secretadas,  su 

difusión in vivo es limitada debido a que poseen residuos aminoacídicos básicos en su extremo Ct 

que  tienden  a  interactuar  con moléculas  del  sustrato. Aunque  desconocemos  cuánto  de  estas 

señales permanece en el sistema de criocultivo, cabe  resaltar que observamos que  las neuritas 

simpáticas evitan crecer sobre las áreas de tejido conjuntivo donde se concentran los transcriptos 

de Sema3A y 3F  (ver Figura 3C‐H en Richeri, Bianchimano y col., 2010, adjunto). Desconocemos 

aún  la  influencia del sustrato sobre  la vía sensorial, sin embargo, existen evidencias que  indican 

que en el útero estrogenizado también se induce la neurotrimina, Ntm, una proteína de adhesión 
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celular anclada a la membrana que promueve el crecimiento de los nervios sensoriales e inhibe a 

los simpáticos (Gil y col., 1998; Krizsan‐Agbas y col., 2008).  

 

La regulación multifactorial de la plasticidad de la inervación uterina podría ser la responsable de 

conferir  selectividad  a  las  acciones  del  estrógeno  sobre  las  distintas  poblaciones  de  fibras 

nerviosas.  Recordemos  que  el  estrógeno  causa  la  degeneración/retracción  de  los  nervios 

simpáticos pero solo inhibe el crecimiento de las fibras sensoriales sin causar su degeneración. En 

este marco, es posible que  la degeneración simpática sea desencadenada por  la acción conjunta 

de Sema3F, Sema3A, BDNF, Ntm y probablemente también Sema4B. Como ya discutimos, el BDNF 

actúa vía el p75NTR en los nervios simpáticos y colabora con los efectos inhibitorios de Sema3F. Las 

fibras  sensoriales amielínicas  también expresan p75NTR  (Mu y  col., 1993) y  son  inhibidas por el 

BDNF (Gavazzi y col., 1999). Surge así  la necesidad de que otros factores compensen  los efectos 

inhibitorios  del  BDNF  evitando  la  degeneración  de  los  nervios  sensoriales.  Evidencias  de  la 

literatura en conjunto con los hallazgos aquí reportados apoyan  esta posibilidad. Por ejemplo, el 

descenso de NRP1 en las neuronas sensoriales podría limitar las acciones inhibitorias de Sema3A. 

Además,  la  Ntm  elevada  en  el  útero  estrogenizado  promueve  el  crecimiento  de  las  fibras 

sensoriales y con ello colaboraría a estabilizar a estos axones  al mismo tiempo que los simpáticos 

degeneran  (Krizsan‐Agbas  y  col.,  2008). Mediante  este mecanismo,  se  lograría  el  desbalance 

simpático/sensorial que se observa en el útero estrogenizado.  

 

La  existencia  de múltiples  señales  en  la  regulación  de  la  plasticidad  de  la  inervación  uterina 

resultaría  ventajosa  al  conferir  además  diferentes  perfiles  temporales  de  expresión.  Así,  la 

neurotrimina  que  es  rápidamente  inducida  por  el  E2  podría  contribuir  a  desencadenar  los 

procesos degenerativos simpáticos mientras que Sema3A y Sema3F actuando  junto con el BDNF 

ayudaría a sostenerlos, dado que su expresión se mantiene por períodos más prolongados. Sería 

coherente que los cambios del sustrato y así como la inducción de Ntm precedan a la acción de las 

moléculas  secretadas,  ya  que  las  fibras  necesitan  perder  primero  la  adhesión  al  sustrato  para 

luego poder retraerse.  

 

La  existencia  de mecanismos  redundantes  en  la  regulación  de  la  plasticidad  de  la  inervación 

uterina refleja la relevancia de este proceso. Como regla general, si un proceso es biológicamente 
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importante suele estar controlado por varios factores. En tal sentido sería lógico disponer de más 

de una señal que regule la denervación del útero, la cual ocurre no sólo en el embarazo saludable 

sino  también  durante  las  fluctuaciones  hormonales  asociadas  al  ciclo  sexual.  Finalmente,  no 

podemos  descartar  que  las  semaforinas  estén  involucradas  en  los  procesos  inflamatorios  que 

induce  el  estrógeno  en  el  útero.  Los  procesos  neurodegenerativo  e  inflamatorio  suelen  estar 

relacionados  y  es  por  lo  tanto  probable,  que  en  nuestro  modelo  los  procesos  inflamatorios 

participen en la generación del microambiente hostil para las fibras nerviosas del útero.   

 

Actualmente se piensa, que la comprensión de los mecanismos que regulan la remodelación de la 

inervación  uterina  por  el  estrógeno,  ya  no  representa  solamente  un  problema  neurobiológico 

interesante,  sino  que  constituye  además  un  tema  con  profundas  implicancias  para  la  salud 

humana. La inervación uterina y su remodelación por las hormonas sexuales han sido vinculados 

con la sintomatología y posiblemente la etiología de varias patologías ginecológicas, incluyendo la 

pre‐eclampsia  (Fried  y  col.,  1996;  Rydhström  y  col.,  1989;  Burnstock,  2014),  los  leiomiomas 

uterinos  (Adolfsson y col. 2000; Quinn 2007a; 2007b; Brauer 2008),  la endometriosis  (Medina y 

Lebovic,  2009)  y  la  adenomiosis  (Quin,  2007b).  Por  su  dependencia  del  estrógeno,  estas 

condiciones  se  presentan  con  mayor  incidencia  durante  los  años  de  actividad  reproductiva, 

afectando la fertilidad y asociándose con síntomas que afectan profundamente la calidad de vida 

de las mujeres.  
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El trabajo  incluido en esta tesis nos permitió caracterizar  la presencia de tres semaforina 

en el útero y demostrar que su expresión es regulada por el estradiol. Obtuvimos evidencias que 

los nervios simpáticos uterinos son receptivos a  las acciones de estas señales y que  la expresión 

de  sus  receptores NRP1 y NRP2  también es  regulada hormonalmente. Pudimos establecer una 

correlación espacio‐temporal entre el aumento en la expresión de Semas en el útero, la expresión 

de sus receptores y  la degeneración que el estradiol  induce en  los nervios simpáticos del útero. 

También  obtuvimos  evidencias  que  indican  una  posible  participación  de  estas  señales  en  la 

regulación  de  la  inervación  sensorial.  Dado  que  los  resultados  obtenidos  hasta  ahora  son  de 

naturaleza  correlativa,  nos  resta  realizar  estudios    funcionales  que  demuestren  el  impacto  de 

estas semaforinas en la plasticidad de la inervación.  

 

Una posible aproximación sería  la  realización de ensayos de bloqueo de  función  in vitro 

contra  las  vías  Sema3F/NRP2  y  Sema3A/NRP1.  Para  el  estudio  de  estas  señales  difusibles  que 

actúan a distancia, sería razonable usar co‐cultivos de miometrio y ganglios nerviosos simpáticos y 

sensoriales. Estas aproximaciones aparentemente sencillas representan todo  un desafío, porque 

la  expresión  de  los  receptores  para  estas  semaforinas  es  regulada  por  los  estrógenos.  Será 

necesario entonces utilizar neuronas provenientes de animales sexualmente maduros que posean 

receptividad  neuronal  al  estradiol.  No  menos  importante  será  determinar  las  condiciones 

hormonales  específicas que  logren  la  inducción/represión  (NRP2/NRP1) de  los  receptores para 

semaforinas.  Otro  aspecto  a  considerar  es  la  redundancia  demostrada  de  señales  inhibitorias 

difusibles producidas por el miometrio estrogenizado,  lo que podría entorpecer  la  identificación  

de los efectos de una señal  particular de forma individual.   

En lo que respecta a Sema4B, será necesaria la identificación de los tejidos y tipos celulares que la 

producen y también lograr esclarecer su rol en nuestro modelo. Por ser una semaforina de tipo 4 

deberemos  interferir con  la vía de  las plexinas del tipo B y utilizar ensayos  in vitro que permitan 

evaluar  la  influencia de  señales no‐difusibles. En  tal  sentido podríamos ensayar  criocultivos de 

explantos ganglionares sobre cortes a congelación de miometrio, o alternativamente,  co‐cultivos 

de ganglios sobre monocapas de músculo liso miometrial.  
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La manipulación de  la expresión de  las semaforinas  identificadas en esta  tesis  (Sema3A, 

Sema3F y Sema4B) o algunos de sus receptores ‐por ejemplo, la obtención de animales mutantes‐ 

y el estudio del comportamiento de  la  inervación uterina en esos animales ayudará a elucidar si 

efectivamente  las  vías  semas/receptor  discutidas  actúan  en  los  procesos  de  plasticidad  de  la 

inervación uterina. Dado que nuestro modelo es postnatal, sería interesante valorar el ´apagado´ 

de estos genes de forma condicional. Sin embargo, es probable que una vez más la redundancia 

de  señales  uterinas  que  son  reguladas  por  el  estrógeno  y  poseen  capacidad  de  modular  la 

inervación, sea necesario bloquear más de una vía para poder obtener datos concluyentes. Este 

abordaje  in  vivo  –a  diferencia  de  los  co‐cultivos‐  ofrece  la  ventaja  de  que  nos  evitaría  los 

problemas de la inducción de los receptores por E2.   

 

Otro  aspecto muy  interesante,  sería  explorar  la  participación  de  las  semaforinas  en  la 

exclusión de  los nervios sensoriales y simpáticos de endometrio humano. Este aspecto es clave 

para comprender los factores que están alterados en la endometriosis y permiten el crecimiento 

de  los nervios hacia  la capa funcional del endometrio, que normalmente no está  inervada. Cabe 

mencionar, que  los ensayos de criocultivo de ganglios simpáticos sobre cortes a congelación de 

endometrio  de  ratas  castradas mostraron que  el  sustrato  endometrial  es  altamente permisivo 

para el crecimiento neurítico (ver Figuras 8 y 9 en Richeri, Biancimano y col., 2010). Esto indicaría 

que in vivo, una o más señales inhibitorias contrarrestan la permisividad del sustrato. Luego de la 

exposición del endometrio al estradiol, los criocultivos mostraron que la permisividad del estroma 

endometrial  disminuye  y  que  las  neuritas  simpáticas  crecen  exclusivamente  asociadas  a  las 

láminas basales de los glándulas endometriales y el epitelio luminal. Sema3A y Sema3F aumentan 

en el endometrio en  respuesta a  los estrógenos, principalmente asociadas a  los eosinófilos.  La 

participación de Sema4B en este fenómeno debería también ser considerada.  

 

Finalmente, no podemos  ignorar  las posibles vías de  investigación que abren  los efectos 

no‐neurales  de  las  semaforinas  y  sus  receptores  en  los  procesos  angiogénicos  y  de  tipo 

inflamatorio  que ocurren en el útero en respuesta a los estrógenos.  

 

Algunos de estos tópicos serán desarrollados en nuestros estudios futuros.  
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Chemorepellent signals of the semaphorin family are known to play a crucial role in the development of the
nervous system. Some semaphorins continue being expressed in the adult life when they regulate plasticity
and regeneration. Increasing evidence indicates that semaphorins are implicated in the development of the
autonomic nervous system as well as in the regulation of different forms of plasticity observed in the adult-
hood. Here we present selected examples illustrating the involvement of semaphorins in the regulation of au-
tonomic plasticity in physiological and pathological conditions.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
Introduction

Semaphorins are a family of proteins that were discovered in the
early 1990s and originally identified as cues that guide axons through
repulsion during the development of the nervous system. It is now
clear that semaphorins are repeatedly used throughout development
and reused in postnatal and adult life, controlling plasticity and regen-
eration (Pasterkamp, 2012). To date, more than twenty semaphorins
of secreted or membrane forms have been identified and categorized
into eight classes (Semaphorin Nomenclature Committee, 1999).
Here we present advances in semaphorin research focusing on auto-
nomic nervous system and highlight semaphorin implications in
both physiological and pathological aspects of neuronal plasticity.

Ieda, M., Kanazawa, H., Kimura, K., Hattori, F., Ieda, Y.,
Taniguchi, M., Lee, J-K., Matsumura, K., Tomita, Y., Miyoshi, S.,
Shimoda, K., Makino, S., Sano, M., Kodama, I., Ogawa, S., Fukuda, K.
(2007). Sema3a maintains normal heart rhythm through sympa-
thetic innervation patterning. Nature Med. 13, 604–612.

Article summary

Cardiac tissues are extensively innervated by sympathetic nerves.
In the ventricle, sympathetic nerves distribute predominantly in the
subepicardium and this epicardial-to-endocardial transmural inner-
vation gradient is crucial for effective cardiac performance. In this
study, the authors showed that during development, semaphorin
3A (Sema3a) is produced by cardiomyocytes and demonstrated that
this chemorepellent signal contributes to the establishment of the
organotypic sympathetic innervation. Sema3a homozygous null mice
r).

rights reserved.
(Sema3a−/−) showed a marked reduction in the subpericardial-to-
subendocardial ratio of sympathetic innervation. Moreover, Sema3a−/−

mice showed stellate gangliamalformation, which led to sinus bradycar-
dia due to sympathetic dysfunction. Cardiac-specific overexpression of
Sema3a in transgenic mice (SemaTG) elicited reductions in sympathetic
innervation and an attenuation in the epicardial-to-endocardial sympa-
thetic innervation density. SemaTG mice showed sudden death and
increased susceptibility to ventricular tachycardia due to catecholamine
supersensitivity and prolongation of action potential duration.
Commentary

The organotypic pattern of distribution and relative density of sympa-
thetic nerves in the heart are critical for normal cardiac function. There is
evidence that cardiac innervation is altered in pathological hearts, such as
following myocardial infarction. In spite of its clinical relevance, factors
determining cardiac innervation are not fully understood. Neurotrophic
factors from the neurotrophin and glial cell line-derived factor families
are known to be critical chemoattractants for cardiac sympathetic nerves
(Kimura et al., 2012). In particular, heart levels of nerve growth factor
(NGF) correlate with the density of sympathetic innervation and NGF
upregulation in the infarcted myocardium elicits sympathetic sprouting
and heterogeneous innervation (Ieda and Fukuda, 2009). The participa-
tion of chemorepellent molecules in the development and maintenance
of normal cardiac innervation was not investigated until recently.
Sema3a, the prototypic member of the class 3 secreted semaphorins,
has been shown to be a potent chemorepellent for sympathetic axons.
In this work, Ieda and colleagues demonstrated that appropriate expres-
sion of Sema3a in cardiac tissue is needed for the patterning of sympa-
thetic nerves and is critical for heart rate control. Their work also
showed a negative correlation between the pattern and kinetics of
Sema3aexpression and thedistribution anddensity of sympathetic inner-
vation in the developing heart, indicating that Sema3a negatively

http://dx.doi.org/10.1016/j.autneu.2013.01.002
mailto:brauer2009@gmail.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.autneu.2013.01.002
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15660702
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regulates cardiac innervation. In this context, current evidence indicates
that the balance betweenNGF and Sema3a synthesized by the cardiac tis-
suedetermines heart sympathetic innervation. Consistently, alterations in
Sema3a expression disrupt cardiac innervation patterning and lead to
sudden cardiac death and lethal arrhythmias. In line with this concept,
a recent study (Wen et al., 2011) presented evidence indicating that
Sema3a attenuates electrical remodeling at the infarct border zones in a
rat model of myocardial infarction. Similarly, it has been suggested that
increased expression of Sema3a may partially account for the sympa-
thetic denervation observed in congestive heart failure (Sun et al.,
2011). Taken together, these results indicate that Sema3a plays a crucial
role in the development of cardiac sympathetic innervation and would
be involved in heart diseases, thus making this molecular signal a poten-
tial target for pharmacological interventions.

Straub, R.H., Lowin, T., Klatt, S.,Wolff, C., Rauch, L. (2011). Increased
density of sympathetic nerve fibers inmetabolically activated fat tis-
sue surrounding human synovium andmouse lymph nodes in arthri-
tis. Arthritis & Rheumatism 63, 3234–3242.

Article summary

In previous studies, Straub's group demonstrated that members of
the Class 3 secreted semaphorins are involved in the loss of sympa-
thetic nerve fibers in inflammatory lesions. In this study, they looked
for changes in the density of sympathetic nerve fibers in the fat tissue
surrounding inflamed regions. This article demonstrated increased
density of sympathetic nerve fibers in fat tissue adjacent to human
synovium of arthritic patients and in adipose depots around the lymph
nodes of mice with experimental arthritis. The authors interpreted
that sympathetically induced local activation of lipolysis may provide
the energy-rich fuels (fatty acids) that are necessary to nourish the
neighboring inflammatory process. In addition, they speculated that
semaphorin-induced repulsion of sympathetic nerve fibers from in-
flamed regions might contribute to the increased occurrence of these
nerves in the adjacent fat tissue.

Commentary

The loss of sympathetic nerve fibers is a general principle in
inflammation. It has been suggested that loss of sympathetic nerve
fibers from inflamed lesions is an evolutionarily conserved mecha-
nism allowing an adequate immune/inflammatory response which
would be prevented in the presence of these nerves (Straub and
Besedovsky, 2003). Although the loss of peripheral nerve fibers in
inflamed areas has been described for many years, the role of nerve
repellent factors in inflammatory diseases has recently begun to be
investigated. Straub and colleagues recently demonstrated the
concept of intentional repulsion of sympathetic nerve fibers by
semaphorins. In particular, semaphorin 3F (Sema3F) was shown to
be a strong repellent for sympathetic nerve fibers leading to rapid re-
pulsion within hours. Moreover, there is evidence indicating that
Sema3F is upregulated in the synovial fibroblasts and macrophages
present in inflamed tissue of arthritic patients (Fassold et al., 2009).
The question appears as to what is the stimulus for the increase
of nerve fibers in the fat tissue surrounding inflamed lesions reported
in this study. Although there is no direct proof that upregulation of
repellent factors in inflamed tissue is the cause of an increased
number of nerve fibers in the adjacent fat tissue, the authors
interpreted this coincidence as an adaptive program induced by
semaphorins expressed in inflamed tissue. Considering that the sym-
pathetic nervous system should serve the activated immune system,
this semaphorin-induced compartmentalization of nerve fibers (pres-
ent in the fat tissue but not in inflamed tissue) could allow parallel
lipolysis and immune activation, solving the two contrasting functions
of adrenergic neurotransmitters in favor of a proinflammatory milieu.

Richeri, A., Chalar, C., Martínez, G., Grief, G., Bianchimano, P.,
Brauer, M.M. (2011). Estrogen up-regulation of semaphorin 3F
correlates with sympathetic denervation of the rat uterus. Auton.
Neurosci.: Basic Clinic 164, 43-50.
Article summary

The sympathetic innervation of the uterus is remarkably dynamic
and undergoes considerable remodeling in response to physiological
and experimental changes in systemic levels of sex hormones. In par-
ticular, estrogen inhibits the growth and causes the degeneration of
intrauterine sympathetic nerve fibers in the non-pregnant female. In
this article, the authors evaluated whether semaphorin 3F (Sema3F), a
potent sympathetic nerve repellent, was produced by the rat uterus
and if its expression wasmodulated by estrogen. These studies showed
that chronic exposure to estrogen of immature rats led to a 5-fold in-
duction of Sema3F mRNA. In situ hybridization revealed that Sema3F
transcripts were distributed in the myometrial connective tissue
and selectively expressed by fibroblasts and infiltrating eosinophil leu-
kocytes. Immunohistochemistry showed that some isolated axonal
profiles present in the estrogenized uterus were immunoreactive for
the Sema3F binding receptor, neuropilin-2.
Commentary

Regulation of estrogen-induced remodeling of uterine innervation in-
volves changes in the ability of myometrium to support its sympathetic
innervation. After failing in demonstrating reductions in neurotrophic
support (Brauer, 2008), investigations were addressed to disclose the
potential contribution of inhibitory signals for sympathetic nerves.
Studies developed in the last decade have shown that, under the influ-
ence of estrogen, the myometrium produces a range of target-derived
molecular signals with negative effects on sympathetic nerves, including
brain-derived neurotrophic factor and neurotrimin (Krizsan-Agbas et al.,
2003, 2008). The study by Richeri and co-workers provided the first
evidences indicating a positive correlation between the pattern and ki-
netics of sema3F expression and the estrogen-induced degeneration of
myometrial sympathetic nerves. Although correlative in nature, these
results suggest that Sema3F negatively regulates uterine innervation
in response to estrogen. Similarly, an increased immunostaining for
Sema3A has been demonstrated in the human myometrium during
pregnancy (Marzioni et al., 2004). These results suggest that under
certain hormonal conditions, the uterus may produce several sema-
phorins with potentially redundant negative effects for sympathetic
nerves. Two main cell types appeared to be responsible for the
sema3F expression observed in estrogen-treated animals: fibroblasts
and eosinophil leukocytes. This is not surprising because in other
models, semaphorins are produced by awide range of cells, including fi-
broblasts and inflammatory cells. Finally, this article describes the pres-
ence of axon profiles positive for neuropilin 2, the binding receptor for
Sema3F, thus giving additional support to the hypothesis that Sema3F
is involved in the degeneration elicited by estrogen in uterine sympa-
thetic nerves.

Naska, S., Lin, D.C., Miller, F.D., Kaplan, D.R. (2010). p75NTR is an
obligate signaling receptor required for cues that cause sympathetic
neuron growth collapse. Mol. Cel. Neurosci. 45, 108–120.
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Article summary

Detection of a repellent factor, such as a semaphorin, causes localized
collapse of the growth cone and directs the neurite away from the repel-
lent. Growth cone collapse results from cytoskeletal rearrangements
and detachment of adhesion sites. In this study, the authors assessed
the requirement of p75 neurotrophin receptor (p75NTR) for the growth
cone collapsing responses to Sema3A and Sema3F in sympathetic
neurons. They showed that the ability of these semaphorins to collapse
growth cones is suppressed in p75NTR−/− sympathetic neurons.
Ectopic expression of p75NTR restores the collapsing activity of these
semaphorins in p75NTR−/− neurons. Moreover, they showed that
p75NTR must be bound to brain-derived neurotrophic factor (BDNF) to
participate in semaphorin 3-mediated collapse. Finally, it was shown
that ligand-bound p75NTR participates in semaphorin-mediated col-
lapse via the Rho signaling pathway, since inhibition of Rho signaling is
sufficient to suppress the effects of semaphorin 3s in p75NTR+/+ but
not in p75NTR−/− neurons.

Commentary

The biological actions of secreted semaphorins of the Class 3 are
mediated through receptor complexes composed by neuropilins and
Plexin A (He and Tessier-Lavigne, 1997; Takahashi et al., 1999). How-
ever, there is evidence that some actions of semaphorins require in-
teractions with neurotrophins and/or their receptors. In this study,
evidence was presented that the pan-neurotrophin receptor p75NTR
is necessary for Sema3A and Sema3F mediated growth cone collapse
in sympathetic neurons. In addition, it was shown that p75NTR is also
involved in the decreased sympathetic nerve growth elicited by these
semaphorins, and evidence was presented that this growth-inhibition
is not caused by axon degeneration. Sympathetic neurons express
two surface receptors for neurotrophins, the tyrosine kinase TrkA and
p75NTR. TrkA mediates the survival and growth-promoting effects of
NGF, whereas these positive effects are inhibited by BDNF signaling
through p75NTR (Kohn et al., 1999). In this context, the authors ex-
ploredwhether BDNF binding to p75NTRwas necessary for semaphorin
3-mediated growth cone collapse in sympathetic neurons. These
studies showed that function-blocking of BDNF inhibited Sema3A-
mediated growth cone collapse, indicating that p75NTR must be
ligand-bound to allow Sema3A action. Interestingly, it was shown that
BDNF-bound p75NTR is not sufficient on its own to induce collapse of
growth cones. Finally, data presented in this article suggest that for
sympathetic neurons, p75NTR is involved in the Rho-ROCK pathway
activation which is required for Sema3A- and Sema3F-elicited growth
cone collapse. Considering that p75NTR also acts as an inhibitory
co-receptor for other receptors, such as those of Nogo, Ephrin A and
Ephrin B2, the authors conclude that in addition to its role as a
co-receptor, p75NTR may provide an obligate parallel neurotrophin-
activated inhibitory pathway that broadly sensitizes neurons to inhibi-
tory cues.

Keast J.R., Nangle M.R. (2011). Semaphorin 3A inhibits growth
of adult sympathetic and parasympathetic neurons via distinct
cyclic nucleotide signaling pathways. Br. J. Pharmacol. 162,
1083-1095.

Article summary

This paper examined whether adult rat pelvic neurons are targets
for Sema3A. In vitro studies showed that Sema3A caused growth cone
collapse in both adult parasympathetic and sympathetic neurons
expressing neuropilin-1. Pharmacological approaches allowed the au-
thors to determine that in these two neuronal types, Sema3A induced
growth cone collapse by completely different mechanisms. In sympa-
thetic neurons, Sema3A-induced growth cone collapse was mediated
by the soluble guanylylcyclase (sGC)–cGMP pathway, whereas in para-
sympathetic neurons adenylyl cyclase–cAMP signalingwas required. To
further investigate Sema3A signaling downstream of cyclic nucleotides,
functions of the respective prototypical mediators of cAMP and cGMP
were studied using inhibitors of protein kinase A (PKA) and protein
kinase G (PKG). As predicted, PKAmediates Sema3A effects in parasym-
pathetic neurons. In contrast, in sympathetic neurons, cyclic nucleotide-
gated ion channel signaling mediated Sema3A-induced growth cone
collapse.
Commentary

Sensory and sympathetic neuronshave beendescribed as classical tar-
gets for semaphorin actions (Messersmith et al., 1995; Feiner et al., 1997;
Chen et al., 1998). Remarkably, this study is the first to demonstrate that
adult parasympathetic neurons are also targets for Sema3A. Another
striking finding of this article is that in sympathetic and parasympathetic
pelvic neurons, the response to Sema3A was mediated by distinct mech-
anisms. In both nitrergic and non-nitrergic parasympathetic neurons,
Sema3A response was mediated by cAMP whereas cGMP did not cause
collapse. In contrast, in sympathetic neurons, Sema3A response was
mediated by cGMP. Interestingly, a Sema3A-independent collapse was
observed after elevating cAMP levels, indicating that sympathetic neu-
rons may be targeted by additional guidance factors that signal via this
cyclic nucleotide. This paper also revealed that cGMP-dependent collapse
in sympathetic neuronsmay require activation of cyclic nucleotide-gated
ion channels (CNGCs), a novel regulatory mechanism of growth cone
dynamics for adult neurons in response to Sema3A. Autonomic neurons
innervating the pelvic viscera are particularly susceptible to damage
during pelvic surgical procedures, and failure to regenerate or aberrant
growth of sympathetic and parasympathetic nerves leads to organ dys-
function. The authors propose that Sema3A is an important guidance
factor for adult autonomic neurons and that targeting of particular intra-
cellularmechanisms could potentially be exploited to selectively promote
appropriate regenerative growth after injury. In this way, this paper pro-
vides interesting evidence and supports the general idea that guidance
factors, such as semaphorins, can be reused in adulthood for the remod-
eling of the diverse growth responses after injury (Pasterkamp, 2012).
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Current evidence indicates that rises in systemic levels of estrogen create in the uterus an inhibitory environment
for sympathetic nerves. However, molecular insights of these changes are far from complete. We evaluated if
semaphorin 3F mRNA, a sympathetic nerve repellent, was produced by the rat uterus and if its expression was
modulated by estrogen. We also analyzed whether uterine nerves express the semaphorin 3F binding receptor,
neuropilin-2. Uterine levels of semaphorin 3F mRNA were measured using real time reverse transcriptase–
polymerase chain reaction in prepubertal rat controls and following chronic estrogen treatment. Localization of
semaphorin 3F transcripts was determined by in situ hybridization and the expression of neuropilin-2 was
assessed by immunohistochemistry. These studies showed that: (1) chronic estrogen treatment led to a 5-fold
induction of semaphorin 3F mRNA in the immature uterus; (2) estrogen provoked a tissue-specific induction of
semaphorin 3F which was particularly localized in the connective tissue that borders muscle bundles and
surrounds intrauterine blood vessels; (3) two major cell-types were recognized in the areas where transcripts
were concentrated, fibroblast-like cells and infiltrating eosinophil leukocytes; and (4) some delicate nerve
terminal profiles present in the estrogenizeduteruswere immunoreactive for neuropilin-2. Temporal and spatial
expression patterns of semaphorin 3F/neuropilin-2 are consistent with a possible role of this guidance cue in the
remodeling of uterine sympathetic innervation by estrogen. Though correlative in its nature, these data support a
model whereby semaphorin 3F, in combination with other inhibitory molecules, converts the estrogenized
myometrium to an inhospitable environment for sympathetic nerves.
y, Instituto de Investigaciones
ontevideo 11600, Uruguay.
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1. Introduction

Several lines of evidence indicate that estrogen is the key hormone
controlling physiological remodeling of uterine sympathetic nerves,
being able to cause both growth inhibition and degeneration of the
intrauterine sympathetic terminal plexus (Brauer, 2008; Latini et al.,
2008). Much headway has been made in characterizing this model of
natural plasticity, however, comparable fewer insights have been
obtained to date into its molecular control (Bjorling et al., 2002; Chalar
et al., 2003; Krizsan-Agbas et al., 2003; Lobos et al., 2005; Richeri et al.,
2005; Krizsan-Agbas et al., 2008). A better understanding of the
molecular factors controlling the responses of uterinenerves toestrogen
has gained attention in the last decade, due to evidence that points
toward the altered behavior and contribution of uterine sympathetic
nerves to the symptoms of some estrogen-regulated gynecological
diseases (McAllister et al., 2009; Odagiri et al., 2009).
It has been well established that the inhibitory effects of estrogen on
this population of autonomic nerves are influenced by molecular signals
produced by the target uterine tissue (Brauer et al., 2000, 2002; Krizsan-
Agbas and Smith, 2002; Richeri et al., 2010). For example, evidence from
co-culture experiments showed that myometrium explanted from
ovariectomized rats elicits neurite outgrowth from sympathetic ganglia.
In contrast, a diffusible inhibitory signal for sympathetic neurite
outgrowth was seen to emanate from myometrium explanted from
ovariectomized rats treated with estrogen (Krizsan-Agbas and Smith,
2002). Interestingly, estrogen is capable of converting the myometrium
into an inhibitory field for sympathetic nerves even in extrauterine
localizations, as demonstrated by in oculo transplantation studies (Brauer
et al., 2000, 2002).

Recent evidence points to chemo-repellent factors of the semaphorin
family as possible candidates in the regulation of the sympathetic
denervation of the uterus by estrogen (Richeri et al., 2008) and
pregnancy (Marzioni et al., 2004). Semaphorins comprise a large
family of secreted, transmembrane and membrane-anchored proteins
(Semaphorin Nomenclature Committee, 1999). These proteins were
originally identifiedas cues that guide axons through repulsionduring the
development of the nervous system. Studies performed in the last decade

http://dx.doi.org/10.1016/j.autneu.2011.06.002
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indicate that semaphorins continue tobeexpressed inpostnatal andadult
life, controlling plasticity and regeneration (Pasterkamp and Verhaagen,
2001; Pasterkamp and Giger, 2009).

In particular, semaphorin 3F (Sema3F) a member of the vertebrate
class-3 secreted semaphorins has been shown to be repellent for
sympathetic nerves (Chen et al., 1998, 2000; Fassold et al., 2009; Ieda
and Fukuda, 2009; Fassold and Straub, 2010). Nerve repulsion by Sema3F
is mediated by neuropilin-2 (NRP2) and plexin receptors present on the
surface of sympathetic axon terminals. Moreover, in vivo and in vitro
studies have shown the absolute requirement of NRP2 in mediating the
axonal responses to Sema3F (Chen et al., 1997, 1998; Giger et al., 1998;
Chen et al., 2000; Yaron et al., 2005; Bannerman et al., 2008; Waimey
et al., 2008; Fassold et al., 2009).

In this context, we investigated if Sema3F is expressed in the uterus
and if its expression is modulated by estrogen. To this end, we conducted
gene expression analyses of uterine levels ofmessenger RNA(mRNA) and
assessed the uterine distribution of Sema3F transcripts by in situ
hybridization. Preliminary evidence of the expression of NRP2 in uterine
nerves was obtained using immunohistochemistry. These studies were
conducted in intact prepubertal rats because immature animals respond
toestrogen likematureovariectomized females andareawidely accepted
model to study estrogen actions in the uterus (Rhen et al., 2003).
Moreover, chronic exposure of prepubertal animals to estrogen provokes
a dramatic reduction in the sympathetic innervation of the uterus, similar
to that seen at the end of pregnancy (Brauer et al., 1995).

2. Materials and methods

2.1. Animals and estrogen treatment

Female Wistar-derived albino rats from the breeding colony held at
the Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE,
Montevideo, Uruguay) were used for this study. Animals were sexed at
birth, weaned at 3 weeks, andmaintained under controlled conditions of
temperature (21–22 °C) and illumination (12 h light/dark cycles) with
water and food provided ad libitum. Animals were injected subcutane-
ously with four doses of 10 μg of β-estradiol 17-cypionate, (Laboratorios
König, Argentina), or vehicle (peanut oil, Sigma, USA) on days 10, 15, 20
and 25 of postnatal development and killed at 28 days of age by an
overdose of sodiumpentobarbital. Highdoses of estrogenwere employed
to block ovulation and ovarian production of progesterone (Brauer et al.,
2002). All procedures were conducted in accordance with the Statement
of Compliance with Standards for Human Care and Use of Laboratory
Animals signed by the IIBCE with the NIH (USA) (Statement of
Compliance A5495-01).

2.2. RT-PCR

Total RNA was extracted from homogenized uterine horns of
prepubertal controls and chronic estrogen-treated rats using Trizol
reagent (Life Technologies) according to the manufacturer's protocol.
RNA quality was assessed by visualization under ultraviolet light
following ethidium bromide agarose gel electrophoresis (ratio 28S/18S
RNA species≥2) and spectrophotometric UV absorbance at 260/280 nm.
Isolation of cDNAs encoding rat Sema3F and the housekeeping gene
ribosomal protein L7 (RpL7) were carried out as described previously
(Chalar et al., 2003).Onemicrogramof eachRNAsamplewas treatedwith
DNAse (Promega, USA) to remove possible contaminating genomic DNA
and reverse transcribed with a SuperScript III Reverse Transcriptase
(Invitrogen, USA) using an oligo-dT primer following manufacturer
recommendations. A 1/10 dilution of cDNA obtained was subsequently
used as a template for PCR reactions. PCR primers for amplification of rat
Sema3F and RpL7 were designed corresponding to the coding region of
these genes: Sema3F primers, sense 5′-ATTTTATGGGCACTGATGCA-3′
and antisense 5′AAACACGTCCTGGAGTTCA-3′ (Lillesaar and Fried, 2004);
RpL7 primers, sense 5′-TCAATGGAGTGAGCCCAAAG-3′ and antisense 5′-
CAAGAGATCGAGCAACCAAG-3′ (Deroo et al., 2004). These primers were
used in the PCR reactions following standard techniques. PCR products of
the expected size were isolated (Concert Gel Extraction System, Life
Technologies, USA), cloned into pGEM-T-Easy (Promega) and confirma-
tion of sequence was done with BigDye Terminator chemistry (Applied
Biosystems, USA) using manufacturer protocol and resolved on an ABI
Prism 377 DNA sequence. The recombinant plasmids obtained were
named rRsema3f and rRrpl7.

2.3. Real time RT-PCR (qRT-PCR)

Quantitative real time PCR was performed in a Rotor-Gene 6000
(Corbett Research, Australia) by using a reaction mixture with SYBR
Green as thefluorescent dye (Biotools, Spain). The PCR cycle parameters
were as follows: 95 °C for 10 min (1 time); 95 °C for 40 s, 57 °C for 45 s,
and 72 °C for 40 s (40 times); and 95 °C for 60 s (1 time). After
completion, melting curve analyses and gel electrophoresis were
performed to confirm the amplification specificity. PCR amplification
was performed in triplicate and replicated in two independent
experiments. Relative quantification was performed by using the
Relative Expression Software Tool (REST 2005; Corbett Research Pty
Ltd and Michael W. Pfaffl). For each cDNA sample a ratio between the
relative amounts of Sema3F, our geneof interest (target gene) andRpL7,
the reference gene, was calculated to compensate for variations in
quantity and quality of starting material, as well as for differences in
reaction efficiencies. The fold change in the target gene relative to the
RpL7 endogenous reference gene was determined. Data were analyzed
by using statistical randomization tests (REST 2005; Corbett Research
Pty Ltd and Michael W. Pfaffl).

2.4. In situ hybridization of Sema3F mRNA

In situ hybridization was carried out on cryostat tissue sections
(12 μm) from fresh unfixed uterine horns from control and estrogen-
treated animals as previously described (Chalar et al., 2003). Sense and
antisense digoxigenin-labeled riboprobes were generated from the
rRsema3f using T7 and Sp6 polymerases (RNA Labelling Kit, Roche,
Switzerland). Hybridizationwas carried out overnight at 50 °Cwith 50 μL
of the hybridization solution containing 2 ng/μL of previously denatured
(95 °C, 3 min) digoxigenin-labeled RNA probe. Sections were incubated
overnight at 4 °Cwith 1:2000alkalinephosphatase (AP)-conjugatedanti-
digoxigenin antibody (Boehringer Ingelheim, Germany) in blocking
solution and lately color reaction was developed by incubating with
NBT (Nitro Blue Tetrazolium) and BCIP (5-Bromo-1-Chloro-3-Indolyl
Phosphate). After color development, sections were fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) and mounted with 70% glycerol. Images were
captured under identical conditions using a CoolSNAP-Pro Monochrome
Digital camera and submitted to identical contrast and brightness
corrections using the Image Pro Plus software. After imaging, slides
were un-mounted, washed in PBS, fixed for 10 min in 4% PFA and stained
eitherwith hematoxylin and eosin or hematoxylin/Sirius Red (Direct Red
80, Aldrich Chemical Company, USA), a specific stain for eosinophils
(Bogomoletz, 1980).

To further characterize the cell types present in the uterine connective
tissue (see Results), a transmission electron microscopic examination of
this area was conducted. To this end, fragments of the uterine horns of
chronic estrogen-treated rats were fixed by immersion in 2.5% buffered
glutaraldehyde, post-fixed in 1% buffered osmium tetroxide, dehydrated
and embedded in Durcupam ACM (Fluka, USA). Ultrathin sections of
selecteduterine areaswere stainedwith 2%uranyl acetate and lead citrate
andexaminedwitha Jeol 100CXII electron-microscopeoperatedat 60 kV.

2.5. Immunohistochemistry for NRP2 and TH

Females were terminally anesthetized with sodium pentobarbital
(Sigma, USA) and perfused transcardially with 25 mL of heparinized



Fig. 1. Estrogen treatmentmodifies sema3F gene expression in the rat uterus. Prepubertal
rats were chronically treated with vehicle (CON) or with estradiol (COT). (A) Ethidium
bromide-stained gel showing products of RT-PCR reactions from uterine RNA of control
and treated rats. Results were normalized to the ribosomal protein (L7) levels. As
predicted, estrogenized uterus expressed higher endogenous levels of sema3F compared
with control organs. (B) Quantification of Sema3F mRNA changes by real time RT-PCR.
Uterine cDNAwasprepared fromprepubertal control (n=6)and estrogen treated (n=5)
rats. Results are represented as a ratio between the relative amounts of each gene (L7, left
box; sema3F, right box) in control and estrogen samples. L7 from estrogen treated group
was not different to control group (expression ratio=1), whereas a significant 5-fold
increase (p=0.016) of sema3F was observed following estrogen treatment.
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saline solution (NaCl 0.9%+50 IU/mL of Liquemine, Roche, Uruguay).
Unfixed fresh uterine horns from control and estrogen-treated
animals were dissected, frozen, cryostat-sectioned (12 μm) and
processed for immunohistochemistry. Tissue sections were allowed
to dry for 10 min, rinsed in PBS and incubated overnight at room
temperature with anti-Neuropilin-2 (NRP2, 1:150, a generous gift of
Dr. A. Bagri, Genentech Inc., USA) and anti-tyrosine hydroxylase (TH,
1:400; Affiniti Bioreagents, USA). Primary antibodies were revealed
respectively, with goat anti-mouse IgG conjugated with FITC (1:250;
Sigma-Aldrich, USA) and goat anti-rabbit IgG conjugated with Alexa-
Fluor 568 (1:400; Molecular Probes, USA), and mounted in antifade
mountant (Citifluor, UK). NRP2 immunolabeling specificity was
checked by omitting primary antibody and incubating sections with
normal mouse serum. Sections were examined with a Nikon E800
microscope. Images were captured by using a CoolSNAP-Pro Mono-
chrome Digital camera with the Image Pro Express software (Media
Cybernetics, USA).

To further characterize NRP2/TH immunoreactivity in the estro-
genized rat uterus, a complementary group of femaleswas euthanized
2 days following the first and second dose of estrogen treatment (12
and 17 days of age, respectively). We chose to study the initial stages
of estrogen treatment based on previous data indicating that: (1) at
12 days of age, sympathetic nerves have already entered the uterus
and established an organotypic pattern of innervation (Brauer et al.,
1992); and (2) these immature fibers are sensitive to the growth-
inhibitory and degenerative actions of estrogen (Brauer et al., 2002).

3. Results

3.1. Changes in uterine sema3F expression elicited by estrogen

RT-PCR assays demonstrated the presence of mRNA encoding
Sema3F in the uterus of both control and estrogen-treated prepubertal
rats (Fig. 1A). As suggested by comparisonwith the expression of the L7
housekeeping gene, levels of Sema3F mRNA increased following
estrogen treatment (Fig. 1A). This result was confirmed by quantitative
real-time RT-PCR showing a 5-fold induction of sema3F in the uterus of
estrogen-treated rats, as compared to calibrator samples from control
animals (Fig. 1B).

3.2. Tissue distribution of Sema3F mRNA in the rat uterus

Estrogen-induced differences in semaphorin expression detected
with RT-PCR were further analyzed by localizing Sema3F transcripts in
the uterus. In situ hybridization showed that in controls, Sema3F mRNA
was scarcely evident and predominantly confined to the outer myome-
trial compartment (Fig. 2A). Following estrogen treatment, an increased
expression of Sema3F signal was seen in this uterine compartment and
circumscribed to the hypertrophic connective tissue separating smooth
muscle bundles (Fig. 2B, D, E) and surrounding intra-myometrial mayor
blood vessels (Fig. 2G, H). No detectable Sema3F transcripts were seen in
myometrial cells (Fig. 2B, D, asterisks), neither in the vascular smooth
muscle or endothelium (Fig. 2G). Positive signal was absent from all
regions following hybridization with the sense RNA probe (Fig. 2C).

Strong expression of Sema3F mRNA was evident in some cells
present in the connective tissue space. Staining of the in situ hybridized
uterine sections with hematoxylin and eosin, revealed that this strong
sema3F signal was present in the cytoplasm of fibroblast-like cells and
mesenteric (peritoneal) cells covering the uterine surface (Fig. 2D, E, F).
Following Sirius Red staining, it was observed that strong sema3F signal
was also present in the cytoplasm of eosinophil leukocytes, whichwere
particularly abundant around blood vessels (Fig. 2G, H, I–I′, J–J′). The
identity of all these cell types was further confirmed by transmission
electron microscopy (Fig. 3).

After estrogen treatment, a subtle but apparent induction was
observed in the endometrial stroma (Fig. 4A, B)where labeled cellswere
recognized as eosinophil leukocytes (Fig. 4C, C′). No inductionof sema3F
was seen in the endometrial epithelium and glands (Fig. 4A, B).

3.3. Demonstration of NRP2- and TH-immunoreactive nerves in the rat
uterus

To begin to understand the impact of altered sema3F levels, we looked
for the presence of NRP2-immunoreactivity in the rat uterus. In
prepubertal rat controls, neither neural nor non-neural structures were
labeled by the NRP2 antibody. At this age several TH-immunoreactive
(TH-I) sympathetic nerve fibers were seen around blood vessels and in
the myometrium (Fig. 5A).

At the end of chronic estrogen treatment, some delicate NRP2-
immunoreactive (NRP2-I) nerve profiles were recognized in association
with the hypertrophic intrauterine blood vessels (Fig. 5B). This label was
absent when the first antibody was omitted or substituted by non-
immune mouse serum (data not shown). Simultaneous labeling with
antibodies against NRP2 and TH demonstrated no TH-immunoreactivity
in these NRP2-I nerve fibers, because at the end of chronic estrogen
treatment, no TH-I intrauterine perivascular nerves were visible (Fig. 5C).
In the parametrial tissue (mesometrium), both TH-I and NRP2-I nerve
profiles were recognized, however, no evidence of co-localization was
obtained (Fig. 5D).

NRP2-I fibers were also seen in the myometrial compartment of
estrogen-treated animals. These nerves were mainly located at the
connective tissue areas where Sema3F transcripts were demonstrated
by ISH (i.e. surrounding smooth muscle bundles and closely apposed



Fig. 2. Localization of Sema3FmRNA in rat myometrium. Cross sections of the uterine horn from prepubertal control (A) and estrogen-treated rats (B, D, G) hybridized with the sema3F
antisense RNA probe (false color). In C, a representative uterine section from an estrogen-treated rat hybridized with sema3F sense probe served as negative control.Moderate sema3F
signalwas evident in themyometrial compartment of control uterus (A). B andD showan intense andhighly localized sema3Fhybridization signal (arrowheads) surroundinghypertrophic
myometrial bundles (asterisks) in the estrogenized uterus. Histology showed that these areas correspond to connective tissue (E, arrowheads). In this tissue, a strong signal was seen in
some cells (D, frame). Staining of hybridized sections with hematoxylin and eosin (E, frame; F) revealed that label localizes in the cytoplasm of fibroblast-like cells (FCs) and mesenteric
cells (MCs). G illustrates sema3F signal associated to the connective tissue surrounding blood vessels and labeling eosinophil leukocytes (arrows) which were identified by Sirius Red
staining (H, arrows; I, J). I, I′and J, J′ highermagnifications showing the presence of Sema3F transcripts overlapping the cytoplasm of eosinophil leukocytes. bv, blood vessel; cml, circular
myometrial layer; e, endometrium; lml, longitudinal myometrial layer. Calibration bar: 40 μm (A, B, C, G, H); 20 μm (D, E); 4 μm (F); 10 μm (I, J).
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to infiltrating eosinophils; Fig. 5E, E′ and F, F′). These fibers did not
display TH immunoreactivity.

To further characterize NRP2 immunolabeling in the rat uterus, we
conducted a timeline study with estrogen treatment. Following the
administration of thefirst estrogen dose (12 days of age) several TH-I and
NRP2-I nerve profiles were recognized within the different areas of the
uterine horn (Fig. 5G). No signs of co-localization between these two
neural markers were observed, although on occasion, TH-I and NRP2-I
nerves appeared closely apposed (Fig. 5H). In the parametrial tissue
(Fig. 5I), both TH-I andNRP2-I nerve profileswere also recognized but no
co-localization was observed. After the second dose of estrogen (17 days
of age), a few NRP2-I nerve profiles were recognized within the uterine
horn. These NRP2-I fibers were mainly associated with blood vessels
located between the mesometrial and antimesometrial border, perivas-
cular locations that showed no TH-I innervation (data not shown).

4. Discussion

4.1. Estrogen affects the expression of Sema3F mRNA in the rat uterus

Our current data showed that estrogen significantly up-regulates the
expression of Sema3F mRNA in the prepubertal rat uterus. This result
points to confirm a previous microarray study showing regulation of
sema3F by estradiol and tamoxifen in the immature mouse uterus (Fong
et al., 2007). Similarly, an increased immunostaining for Sema3Ahasbeen
demonstrated in the human myometrium during middle and term
pregnancy (Marzioni et al., 2004), thus suggesting that under certain
hormonal conditions, the uterus may produce several members of the
semaphorin family with potentially redundant negative effects for
sympathetic nerves. Class-3 semaphorin pathway genes have been
shown to be also regulated by estrogen in ovarian and breast cancer
cell lines (Chang et al., 2006; Joseph et al., 2010). In linewith this concept,
bioinformatics analyses performed during the course of this investigation
revealed the presence of several sequences similar to the estrogen
response elements in the promoter region of the sema3F gene (Richeri
and Chalar, unpublished observations). Further studies will be necessary
todeterminebywhichmechanismestrogen regulates sema3F expression.

Sema3F has been shown to be involved in the regulation of neural
crest cells migration (Gammill et al., 2006) and can also cause repulsion
and collapse of sympathetic axons (Chen et al., 1998; Giger et al., 1998;
Chen et al., 2000; Miller et al., 2004; Damon, 2006; Fassold et al., 2009;
Ieda and Fukuda, 2009; Fassold and Straub, 2010). Interestingly, Sema3F
can antagonize nerve growth factor (NGF)-stimulated TrkA signaling in
sympathetic neurons (Atwal et al., 2003). This cross-talk might be

image of Fig.�2


Fig. 3. Electron microscopic identification of the cell types present in the estrogen-induced hypertrophic uterine connective tissue. A shows a schematic diagram depicting the four
uterine areas analyzed under the electron microscope (doted frames). B shows a fibroblast-like cell (FC) in the connective tissue lying beneath a mesenteric cell (MC) of the uterine
peritoneum and C illustrates a fibroblast-like cell in the connective space located in betweenmuscle bundles (smb). In D and E, several eosinophil leukocytes (E), recognized by their
typical granules, were seen respectively, in the connective tissue and surrounding capillaries (ca). bv, blood vessel, c, collagen. Calibration bars: 10 μm (B, C); 5 μm (D, E).

Fig. 4. Localization of Sema3F mRNA in rat endometrium. Cross sections of the uterine horn from prepubertal control (A) and estrogen-treated rats (B, C). Sema3F signal became
apparent in the estrogenized endometrial stroma (es, B) although no signal was induced in the endometrial epithelium (ee). Strong signal was detected in endometrial infiltrating
eosinophil leukocytes (B, C, frames). C and C′ show higher magnifications, confirming the localization of Sema3F transcripts in the cytoplasm of Sirius Red-stained eosinophils.
Calibration bar: 40 μm (A, B); 10 μm (C); 20 μm (inset in C).
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Fig. 5. Neuropilin-2 and TH-immunoreactive nerves in the rat uterus. Transverse tissue sections of rat uterine horns stainedwith anti-tyrosine hydroxylase (TH), (A, C); anti-neuropilin-2
(NRP2), (B, E, F) or a combination of both antibodies (D, G, H, I). A illustrates the sympathetic innervation of the prepubertal control rat uterus (TH staining). B and C show respectively,
perivascular nerves stainedwith NRP2 and TH antibodies of an estrogen-treated rat. Note that these perivascular nerves are positive for NRP2 but they are no longer demonstrable by their
TH immunoreactivity. D illustrates a double immunolabeled section showing the simultaneous but separate presence of TH-I (red) and NRP2-I (green) nerve profiles in the parametrial
tissue (mesometrium) at the endof chronic estrogen treatment. InE and F, positiveNRP2fibers locatedat themyometrial compartment are shown. Thesefibers run in the connective tissue
spaces surrounding smoothmuscle bundles (E′, inverted image) and closely apposed to infiltrating eosinophils which show non-specific autofluorescence (arrows), (F′, inverted image).
G–I illustrate transverse sections of the rat uterus 2 days after the first dose of estrogen (12 days of age). Simultaneous labelingwith TH (red) and NRP2 (green) illustrates the presence of
several intrauterine axon profiles showing no signs of co-localization (G). In H, nerves labeled with both neural markers appear closely apposed. I shows blood vessels in the parametrial
tissue where TH and NRP2 nerve profiles were observed, with no signs of co-localization. bv, blood vessel; cml, circular myometrial layer; lml, longitudinal myometrial layer. Calibration
bar: 35 μm (A); 25 μm (B, C); 20 μm (D, G, H, I); 30 μm (E, E′, F, F′).
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important in ourmodel because estrogen increases the synthesis of NGF
(Bjorling et al., 2002; Chalar et al., 2003; Krizsan-Agbas et al., 2003). A
recent study demonstrated that p75 neurotrophin receptor (p75NTR) is
required for growth cone collapsing responses of sympathetic neurons
to Sema3A and Sema3F; and p75NTR has to be bound to neurotrophins
to participate in Sema3-mediated collapse (Naska et al., 2010). This
might be relevant, because estrogen increases the expression of p75NTR
in uterine-projecting sympathetic neurons (Richeri et al., 2005).

4.2. Estrogen provokes a tissue-specific induction of sema3F

Sema3F mRNA hybridization signal was seen in both control and
estrogen-treated rat uteri; however, labeled areaswere larger andmore
strongly labeled in uterine sections of estrogen-treated animals than in
controls. In treated rats, Sema3F transcripts were localized in the
hypertrophic connective tissue separating smooth muscle bundles and
surrounding major blood vessels.
Two main cell types appeared to be responsible for the sema3F
expression observed in estrogen treated animals: fibroblast-like cells
and eosinophil leukocytes. It is known that semaphorins are produced
by a wide range of cells, including fibroblasts and inflammatory cells.
Harel and Strittmatter (2006) reviewed solid evidence for shifts in axon
guidance factor distributions in the adult nervous system following
injury; and a common feature was that re-expression of semaphorins
occurs in fibroblasts and macrophages invading the scar. Up-regulation
of Sema3A was observed in human corneal fibroblasts under the
influence of the epidermal growth factor released by co-culturedhuman
corneal epithelial cells (Ko et al., 2008). Similarly, fibroblasts and
macrophages were shown to be involved in the up-regulation of
Sema3C and Sema3F detected in the synovial tissue of patients affected
by rheumatoid arthritis (Miller et al., 2004; Fassold et al., 2009).

In our current study, we observed a great population of infiltrating
eosinophil leukocytes in the uterus in response to estrogen. These
cells showed a positive Sema3F mRNA hybridization signal which was
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stronger than the intrinsic alkaline phosphatase activity observed in
control sections hybridizedwith the sensemRNA probe. Previous studies
described the presence of eosinophils closely apposed to sympathetic
nerves in the estrogenized uterus; and reductions in uterine eosinophilia
by dexamethasone diminished the estrogen-induced loss of intrauterine
sympathetic nerves (Bianchimano et al., 2007).

4.3. A population of nerves present in the estrogenized uterus is positive
for Neuropilin-2

Our immunohistochemical studies showed the presence of NRP2-
immunoreactive nerves in the uterus of estrogen-treated animals.
These positive nerves were seen not only at the end of treatment but
also at the beginning, after the first and second estrogen dose. Since no
NRP2-I nerves were seen in the control uterus, it could be suggested
that estrogen induces the expression of NRP2 in uterine nerves. This
possibility appears to be supported by the existence of estrogen
response elements in the promoter region of the neuropilin-2 gene
(Richeri and Chalar, bioinformatics search). Uterine-projecting sym-
pathetic neurons express estrogen receptors (Zoubina and Smith,
2002) and alterations in levels of neurotrophin receptors have been
demonstrated in these neurons in response to estrogen (Richeri et al.,
2005).

Simultaneous labeling with antibodies against NRP2 and tyrosine
hydroxylase demonstrated no TH-immunoreactivity in NRP2-I intrauter-
ine nerve fibers. One possible explanation for this result is that NRP2-I
nervespresent in the estrogenizeduterus arenot sympathetic. This seems
tobeunlikelybecauseNRP2 is considereda target antigen for sympathetic
nerves (Chen et al., 1997, 1998; Fassold et al., 2009). Moreover, specific
interactions with NRP2 allow Sema3F (and Sema3G) to affect selectively
sympathetic but not dorsal root ganglion axons (Taniguchi et al., 2005;
Fassold et al., 2009). A second explanation for the absence of TH-
immunoreactivity in NRP2 positive nerves is that estrogen down-
regulates tyrosine hydroxylase expression in uterine sympathetic nerves,
thus making them not demonstrable by immunohistochemistry. Early
studies revealed that in the guinea pig uterus, TH reached undetectable
levels at term pregnancy. Remarkably, in unilateral pregnancies, such
changes occur in both the fetus-containing uterine horn (which shows a
complete degeneration of its terminal sympathetic network) aswell as in
the contralateral “empty” horn, where the noradrenergic nerve plexus
remained structurally intact at term (Owman et al., 1980) Similarly,
reductions in TH levels have been suggested to occur in degenerating
NRP2-I sympathetic nerves of the synovial tissue affected by rheumatoid
arthritis (Fassold et al., 2009). In this context, it is possible that during the
estrogen-induced degeneration process NRP2 might be expressed in
sympathetic nerve axons only at stages when TH is no longer present in
nerve fibers.

5. Conclusions

Results reported in this study showed that expression of sema3F, a
chemorepellent signal for sympathetic nerves, is up-regulated in the
prepubertal rat uterus in response to estrogen, thus coinciding with the
well-established sympathetic nerve degeneration induced by estrogen in
the immature uterus. Sema3FmRNA hybridization signal was seen in the
connective tissue surroundingmyometrial bundles and intra-myometrial
blood vessels, where it was shown to be associated with resident
fibroblasts and infiltrating eosinophil leukocytes. Following exposure to
estrogen, a population of presumably degenerating sympathetic nerves
present in theuterus, becamepositive forNRP2, oneof the components of
the receptor complex mediating the neural responses to Sema3F. The
precise spatial and temporal distribution of Sema3FmRNA and its neural
receptor NRP2 are consistent with the idea that this guidance cuemay be
involved in the remodeling of uterine nerves by estrogen. However,
further functional studies will be necessary to fully elucidate the role of
Sema3F in the remodeling of uterine innervation by estrogen.
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Abstract In order to evaluate the contribution of substrate-
bound factors to the extent and patterning of the sympathetic
innervation of rat uterus following estrogen treatment,
superior cervical ganglion explants from neonatal and adult
ovariectomized rats were cultured on tissue sections of fresh
frozen uterus from adult ovariectomized rats treated with
estrogen or a vehicle. The main findings were: (1) neurite
growth was greatly influenced by histological features of the
underlying section; (2) on myometrial sections, neurites
followed the orientation of the main axis of the longitudinally
sectioned muscle cells; (3) neurites showed limited growth on
transversally sectioned smooth muscle; (4) neuritic patterning
was unaffected by a reduction in migrating ganglionic non-
neuronal cells; (5) neurite outgrowth, but not non-neural cell
migration, was markedly reduced on myometrial sections
from rats treated with estrogen. These results suggest that
adult myometrium continues to provide signals allowing the
organotypic patterning and growth of sympathetic axons, that

estrogen treatment modifies myometrial substrate properties
so that it is less supportive for sympathetic neurite growth, and
that adult sympathetic neurons retain their ability to recognize
substrate-bound cues present in the myometrium. On endo-
metrial sections, neurites formed radially symmetric halos,
which were reduced in size on estrogen-treated endometrial
substrates. Thus, changes in the neuritogenic capacity of the
uterus underlie plasticity in uterine sympathetic nerves, and
alterations in substrate-bound factors contribute to the
diminished receptivity of the estrogenized uterus to its
sympathetic innervation.

Keywords Autonomic . Plasticity . Tissue culture .

Gynecological pathologies . Collagen . Rat (Wistar)

Introduction

One of the most outstanding features of the sympathetic
innervation of the uterus is its remarkable physiological
plasticity, which is regulated by naturally occurring changes
in the systemic levels of sex hormones. Although the
contribution of progesterone to this plasticity still remains
unclear, strong evidence suggests that estrogen is a key
hormone regulating the remodeling of uterine sympathetic
nerves in the non-pregnant female (for a review, see Brauer
2008). In sexually mature rats, the density of myometrial
sympathetic nerves decreases during the estrogen-dominant
phases of the sex cycle, and chronic exposure of adult
ovariectomized rats to estrogen induces the pruning of
mature intrauterine sympathetic nerves (Zoubina et al.
1998, 2001). The inhibitory effects of estrogen are
mediated through alpha-estrogen receptors (ER-α). ER-α
knockout mice possess an increased density of uterine
sympathetic nerves and do not respond to ovariectomy or
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estrogen supplementation with changes in the density of
uterine sympathetic nerves (Zoubina and Smith 2001).

Early studies have shown the abnormal behavior of uterine
sympathetic nerves in pregnancy-associated pathologies, such
as pre-eclampsia (Rydhström et al. 1989). However, the
behavior and contribution of uterine nerves to the symptoms
and etiology of gynecological disorders, such as endometri-
osis (Medina and Lebovic 2009), adenomyosis (Quinn
2007a), and uterine fibroids (Adolfsson et al. 2000; Quinn
2007b) have only recently started to be analyzed in detail.
All these conditions are considered to be dependent on
estrogens because they occur in women of childbearing age
and decrease during natural reproductive senescence (estro-
pause/menopause). For these reasons, these pathologies
respond to hormonal treatments that produce a hypoestro-
genic state, including gonadotropin-releasing hormone ago-
nists (GnRHa; Akira et al. 2009; Stein and Ascher-Walsh
2009; Vercellini et al. 2009). Such findings reinforce the
need for a better understanding of the cellular and molecular
factors controlling the responses of uterine nerves to estrogen
under normal and pathological conditions.

Previous in vivo (Brauer et al. 2000, 2002) and in vitro
(Krizsan-Agbas and Smith 2002) studies have shown that,
under the influence of estrogen, the uterine myometrium
loses its ability to support its sympathetic innervation.
Moreover, current evidence indicates that the estrogenized
myometrium is a source of several locally produced,
diffusible factors with negative effects on sympathetic
nerve growth, including brain-derived neurotrophic factor
(BDNF; Krizsan-Agbas et al. 2003), pro-nerve growth
factor (pro-NGF; Lobos et al. 2005), neurotrimin (Krizsan-
Agbas et al. 2008), and some secreted members of the class
3 semaphorins (Marzioni et al. 2004; Richeri et al. 2008;
Brauer 2008). In addition to soluble factors, neurite
outgrowth requires substrate-bound signals. These signals
play a crucial role during development, and evidence has
been presented that such factors continue to function during
maturity to regulate neuronal plasticity and regeneration
(Hou et al. 2008).

Many in vitro studies have addressed the contribution of
substrate-bound signals to neurite outgrowth by using
patterned surfaces (i.e., stripe assays; Snow et al. 2002).
More recently, high-resolution nanoscale patterned sub-
strates have demonstrated that, at least in vitro, both
substrate composition and geometry (including three-
dimensional patterning) contribute to the regulation of
growth cone behavior (Li et al. 2008; Crutcher et al.
2009; von der Mark et al. 2010). In the present study, we
have sought to test the hypothesis that alterations in
substrate-bound signals in the estrogenized myometrium
contribute to its inability to support sympathetic nerve
growth. With this aim, we have used the tissue section
culture method (cryoculture), because this technique allows

the study of the contribution of substrate-bound signals
independently of any ongoing synthesis of neurite
growth-promoting and growth-inhibiting factors by the
target tissue. In addition, this method permits the
correlation of patterns of nerve growth with specific
features of the underlying tissue (reviewed in Crutcher
1993). Some of these results have been published in
abstract form (Bianchimano et al. 2008).

Materials and methods

Animals and treatments

Studies were conducted on female Wistar-derived albino
rats from the breeding colony at the Instituto de
Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE,
Montevideo, Uruguay). Animals were sexed at birth,
weaned at 3 weeks, and maintained under controlled
conditions of temperature (21–22°C) and illumination
(12 h light/dark cycles) with water and food provided ad
libitum. All animal procedures were conducted in accor-
dance with the Statement of Compliance with Standards
for Human Care and Use of Laboratory Animals, and the
number of experimental animals was reduced to the
minimum required to obtain statistically significant data.

Uterine tissue donors Adult rats (10 weeks old) were
anesthetized with 90 mg/kg ketamine (Unimedical, Uruguay)
plus 10 mg/kg xylazine (Unimedical) and bilaterally
ovariectomized (OVX) through two small incisions in the
lumbar region. Following surgery, rats were allowed to
recover and returned to the animal facility. None of the
animals showed signs of pain or infection requiring post-
operative analgesics or antibiotics. To minimize discom-
fort, ovariectomized females were housed in individual
cages following surgery and until they were killed.
Estrogen treatment of OVX uterine tissue donors,
consisted of three subcutaneous injections of 50 μg β-
estradiol 17-cypionate (Laboratorios König, Argentina)
given on days 5, 7, and 9 following surgery. Animals
were killed by an overdose of sodium pentobarbital on
the day after completion of treatment. This regimen was
selected because it provoked a substantial degree of
uterine sympathetic denervation and reduced the atrophic
changes induced by ovariectomy in the uterus (Chávez-
Genaro et al. 2002; Richeri et al. 2005). Vehicle-treated
(peanut oil; Sigma-Aldrich, USA) OVX rats were killed
3 days following surgery. Although the harvesting of this
tissue would have been desirable at the same post-
operative time as the estrogen-treated animals, reductions
in the thickness of the myometrium following ovariectomy
(Fig. 1a, b) limited the number of usable tissue sections
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with appropriate orientation of the smooth muscle cells for
quantitative studies. As a result, the use of a 3-day
survival time point substantially reduced the number of
donor animals needed.

Ganglionic explants donors Explants of the superior
cervical ganglion (SCG) from neonatal (4–5 days old) and
adult (10 weeks) OVX rats were used. Although the SCG
does not normally innervate the uterus (Vera et al. 1997;
Houdeau et al. 1998), their neurons have been shown to
respond to several uterine-derived growth-promoting and
growth-inhibiting signals in a way similar to that of uterine-
projecting sympathetic neurons, both in vitro (Krizsan-

Agbas and Smith 2002; Krizsan-Agbas et al. 2003, 2008)
and in anterior eye chamber transplantation studies (Brauer
et al. 1998, 2000, 2002).

Tissue culture

The uterine horns were removed under aseptic condi-
tions, freed from fat and connective tissue, opened
longitudinally, and flat-mounted onto pre-cooled cryostat
chucks. Cryostat tissue sections (14 μm thick) were
obtained at various depths into the tissue, including the
longitudinal myometrial layer, the circular myometrial
layer, and the endometrium. In some studies, sections cut
transversally to the long axis of the uterine horn were
employed. Sections were thaw-mounted onto the bottom
of 35-mm untreated plastic tissue-culture dishes (Falcon
BD, USA). Some sections were mounted on glass slides
and immunostained with anti-tyrosine-hydroxylase (α-
TH, final dilution 1:400; ABR–Affinity BioReagents,
USA) to assess endogenous sympathetic innervation.

SCGs were freed from connective tissue and further
dissected into explants (500–600 μm in diameter). Cultures
were grown in serum-free Neurobasal medium (Gibco,
Invitrogen, USA) supplemented with 2% B-27 (Gibco,
Invitrogen), 0.5 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich), 1%
antibiotics (Gibco, Invitrogen), and NGF (Harlan Bio-
products for Science, USA) at concentrations of 0.5 ng/ml
for neonatal explants and 5 ng/ml for adult ganglion
explants. NGF concentrations were based on preliminary
studies designed to establish the minimum concentration
required to obtain consistent neurite outgrowth on sections
from freshly frozen tissue. To assess the contribution of
non-neuronal cells to neuritic patterning and outgrowth, cell
proliferation in the ganglion explants was arrested by
treatment with 30 μg/ml mitomycin C (Sigma-Aldrich)
dissolved in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)/F12 medium (Sigma-Aldrich) for 1 h at 37°C
(Damon 2006). After a washout of mitomycin C, explants
were placed onto tissue sections. Control ganglion explants
were incubated in DMEM/F12 medium for 1 h at 37°C.

Microscopy, imaging, and quantitative assessment
of neurite outgrowth and non-neuronal cell migration

At 3 days after plating, cultures were incubated with a
fluorescent vital dye (5-carboxyfluorescein diacetate,
acetoxymethyl ester; Molecular Probes, Invitrogen) for
1.5 h and examined under a Nikon E800 fluorescence
microscope. Images were captured at magnifications of
4× and 10× by using a CoolSNAP-Pro Monochrome
Digital camera with Image ProExpress software (Media
Cybernetics, USA). Following imaging, preparations

Fig. 1 Histological changes in the uterus following ovariectomy and
estrogen replacement. Transverse cryostat tissue sections (8 μm thick)
of the rat uterine horn at 3 days following ovariectomy (a) and at
10 days following ovariectomy plus estrogen replacement (b).
Hematoxylin and eosin staining (CML circular myometrial layer, E
endometrium, g endometrial gland, LML longitudinal myometrial
layer, VP vascular plexus). Bars 100 μm
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Fig. 2 Influence of uterine sub-
strate on neurite patterning.
Culture of sympathetic ganglion
explants (G; 500–600 μm in
diameter) on tissue sections
obtained at various depths from
freshly frozen flat-opened uter-
ine horn showed that neurites
grew following particular fea-
tures of the underlying tissue
sections. On sections of the
longitudinal (LML, a) and cir-
cular (CML, b) myometrial
layers, neurites followed the
orientation of the main axis of
the longitudinally sectioned,
smooth muscle cells. When
neurites reached a boundary
between these two cell orienta-
tions, they make sharp turns
to adapt their course to the main
axis of the muscle cells
(b’, arrow). The schematic
representation in c shows the
quantitative method employed
to assess the diameter ratio (D-
Max/D-min) and roundness of
the neuritic halo observed on
sections of the longitudinally-
sectioned LML. The diameter
ratio and roundness of the elon-
gated neuritic halo formed on
sections of the LML of control
(OVX+V) and estrogen-treated
(OVX+E) uterine tissue donors
(d) was quantified. Radially
symmetric halos formed on
sections of the endometrium
(END, e)
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were fixed in 4% paraformaldehyde and stained with
0.01% toluidine blue to assess their histology. Neurite
outgrowth and non-neuronal cell migration were blindly
measured on tissue sections of the longitudinally sec-
tioned, longitudinal myometrial layer and endometrium
by using ImagePro Plus software (Media Cybernetics).
Measurement data collected from uterine sections
obtained from the same rat were averaged, so that each
uterine donor was treated as one independent observation
(n=4–5 rats per treatment). Results are expressed as the
median with first and third quartiles. Morphometric
measurements were compared by using non-parametric
tests. Statistical significance was set at P≤0.05.

Results

Pattern of neurite outgrowth on control uterine tissue
sections

Culture experiments carried out by using as substrate tissue
sections obtained at various depths and orientations of the
flat-opened uterine horn revealed that the course of growing
neurites was greatly influenced by histological features of
the underlying tissue section (Figs. 2, 3). On sections of
both the longitudinal (Figs. 2a, c, 3a, c) and circular
(Figs. 2b, 3b) myometrial layers, neurites preferentially
grew following the direction of the main axis of the
longitudinally sectioned, smooth muscle cells. Neurites
rarely grew perpendicular to this axis (i.e., across the
sectioned cell), and on occasions, they turned by up to 90°
to adapt their course to the orientation of the main muscle
axis (Figs. 2b’, 3g). In order to assess quantitatively the
extent of this organotypic patterning (i.e., the degree to
which the neuritic course adapted to the main axis of the
longitudinally sectioned, smooth muscle layers), the diam-
eter ratio (diameter maximum/diameter minimum) and
roundness of the neuritic halo were measured by using
Image ProPlus software (Fig. 2c, d). Both the diameter ratio
and roundness were above 1 (perfect circle=1) in gangli-
onic explants growing on the longitudinally sectioned,
longitudinal myometrial layer, thus reflecting the adaptation
of neuritic growth to the main axis of the longitudinal
myometrial layer. On transverse sections of the uterine
horn, most neurites grew in association with the longitudi-
nally sectioned, muscle cells of the circular myometrial
layer (Fig. 3b). Some isolated neurites grew on the cross-
sectioned longitudinal muscle layer, forming an irregular
network pattern (Fig. 3b, d).

Qualitative microscopic examination of toluidine blue-
stained cultures suggested that neurites preferentially grew
apposed to smooth muscle cells/bundles (Fig. 3c, g). Some
neurites grew along blood vessels (Fig. 3c, arrowhead, h).

Some fibers showed expanded growth cones (Fig. 3c,
inset), whereas other presented varicosities. The pattern of
nerve growth on myometrial tissue sections resembled that
of the endogenous uterine sympathetic innervation in that
the predominant orientation was along the main axis of the
smooth muscle fibers (Fig. 3e), and many fibers were
associated with the vasculature (Fig. 3f).

Treatment of neonatal ganglion explants with mitomycin
C reduced, by 62%, the overall density of non-neuronal
cells migrating on myometrial sections (DMEM/F12=248
[206–276]; mitomycin C=95 [64–141], P<0.03]; methodo-
logical details are given below). Reductions in the number
of migrating non-neuronal cells had no effect on the pattern
and extent of neuritic growth (Figs. 4a, b, see also below).

Neurite outgrowth on myometrial tissue sections
from estrogen-treated rat donors

In both neonatal (Fig. 4a, c) and adult (Fig. 5a, b)
ganglionic explants, the pattern of neuritic growth on
myometrial sections was unaffected by estrogen treatment
of the uterine donors. However, in both cases, significant
reductions in the extent of neuritic growth were observed.
To assess these changes quantitatively (Fig. 4e), the
maximum neurite length (MNL) was calculated. To this
end, the lengths of the five longest neurites were measured
by drawing a straight line from the proximal border of the
explant to the distal end of each neurite. In order to control
for variability in explant size, the MNL was divided by the
mean explant diameter to obtain a normalized growth ratio
(neurite growth ratio, NGR). In neonatal ganglionic
explants, the MNL was reduced by 37% on myometrial
sections of estrogen-treated donors, and the NGR showed a
55% reduction (Fig. 6d, e). The diameter ratio was
consistently reduced by 51% (Fig. 2d). In order to assess
changes in neurite density (Fig. 4e), the number of neurites
crossing a perpendicular line 1000 μm from the proximal
border of the explant was counted, and the intercept nerve
density was expressed as the number of neurites per
millimeter. These studies showed that intercept nerve
density was reduced by 85% in neonatal ganglionic
explants cultured on myometrial sections of estrogen-
treated donors (Fig. 6f).

On control myometrial sections, ganglionic explants
from adult ovariectomized rats (Fig. 5a) gave rise to shorter
neurites than neonatal ganglia (Fig. 4a). On estrogen-treated
myometrial substrates (Fig. 5b), the MNL was reduced by
29% (Fig. 6g), and the NGR declined 40% (Fig. 6h). To
assess changes in nerve density, the percentage area
occupied by neurites was measured (see Fig. 5c–e). The
density of neurites leaving the explant showed a reduction
on myometrial sections from estrogen-treated donors, but
the difference did not reach statistical significance (Fig. 6i).
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Fig. 3 Pattern of neurite outgrowth on myometrial tissue sections
from control ovariectomized rats. Representative fluorescein-labeled
neonatal sympathetic ganglion explants (G) cultured for 3 days on
unfixed uterine tissue sections. a Neurites extending on sections of the
flat-opened longitudinal myometrial layer followed the parallel (pa)
orientation of the main axis of the longitudinally sectioned, smooth
muscle cells. Note that the myometrial section covers the entire field.
However, neurites did not grow perpendicularly (pp) to the muscle
main axis. In b, a transverse section of the uterine horn was used as
substrate. Note that most neurites grew paralleling the main axis of the
longitudinally-sectioned circular myometrial layer (star, CML) and
comparatively fewer neurites grew toward the transversally sectioned,
smooth muscle cells in the longitudinal myometrial layer (LML).
Some fibers were seen penetrating the endometrium (E) and lying in

association with the endometrial epithelium (EE). c, d, g, h Toluidine
blue-stained cultures showing neurite growth mostly associated with
myometrial smooth muscle cells and intrauterine blood vessels (bv, see
arrowhead in c). Inset i in c Expanded growth cone. d Transverse
section of the uterine horn illustrating the orientation of neurites on the
transversally sectioned LML (CT connective tissue in the outer uterine
surface). g Some neurites (curved arrow) turned up to 90º to follow the
direction of muscle fibers. h Neurite growing in association with the
surface of a sectioned blood vessel (bv). e, f Uterine tissue sections fixed
conventionally and stained for tyrosine hydroxylase to reveal the
endogenous sympathetic innervation and its association with individual
smooth muscle fibers (smf) in the longitudinal myometrial layer and
intrauterine blood vessels (bv). Bars 400 μm (a), 200 μm (b–d, g, h),
25 μm (e, f)
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Non-neuronal cell migration on control
and estrogen-treated myometrial tissue sections

On both vehicle- and estrogen-treated myometrial substrates,
a large number of non-neural cells migrated out from neonatal
ganglionic explants (Fig. 4a, c). Like the neurites, non-
neuronal cells preferentially followed the orientation of the
main axis of the longitudinally sectioned, smooth muscle
cells (Figs. 4d, 7a). The extent of non-neuronal cell
migration [i.e., maximum cell migration (MCM) and number
of cells migrating beyond 1000 μm (NC), Fig. 4e] was
unchanged on estrogen-treated myometrial sections (Figs. 4a,
c, 7a, b). Non-neuronal cell migration was limited in adult

Fig. 5 Neurite outgrowth and non-neuronal cell migration from adult
sympathetic ganglia on sections of myometrium from control and
estrogen-treated rats. Representative images of fluorescein-labeled
adult rat sympathetic ganglion explants plated on sections of the
longitudinal myometrial layer of adult ovariectomized rats treated with
vehicle (a) or estrogen (b). Note that neurite growth was markedly
reduced on sections of estrogenized myometrium. Only a small
population of non-neuronal cells (NNC) migrated out of adult
ganglionic explants (G). Bars 200 μm. As shown in the representa-
tions of the method employed to measure changes in neurite density, a
0.25-mm2 square was superimposed on the image of neurites
(arrowhead) located close to the explant border (c) and then cropped
(nnc non-neuronal cells). Following contrast enhancement (d) by
using a Kernels higauss filter (9×9), neurites were isolated by means
of the “threshold” function of Image ProPlus software (e), and the
resulting nerve area was measured and expressed per square
millimeter of tissue section

Fig. 4 Neurite outgrowth and non-neuronal cell migration from neonatal
sympathetic ganglia on sections of myometrium from control and
estrogen-treated rats. Representative images of fluorescein-labeled sympa-
thetic control (a) and mitomycin-C-treated (b) neonatal ganglion explants
(G) cultured for 3 days on unfixed tissue sections of the longitudinal
myometrial layer of a control ovariectomized adult rat. Neurite outgrowth
on myometrial sections was unaffected by the sharp reduction in the
number of migrating ganglionic non-neuronal cells (NNC). Neonatal
ganglion explants plated on myometrial sections of estrogen-treated rat
donors are shown in c, d. Note that neurite growth, but not non-neuronal
cell migration, is markedly reduced on sections of estrogenized
myometrium. In d, non-neuronal cells preferentially migrate parallel
(PA) to the smooth muscle cells long axis, and only a few cells migrate
perpendicularly (PP). Bars 200 μm. In the representation of the
quantitative morphological analyses (e), the rectangular mask containing
the longitudinal myometrial layer was superimposed on the vital dye
image, cropped, and then used for quantitative analysis. Only images in
which neurites did not reach the edge of the section and did not encounter
other tissue structure (i.e., circular myometrial layer, vascular plexus, or
endometrium) were employed. Measurements include maximum neurite
length (MNL), neurite intercept density (ID) at 1000 μm from the
proximal border of the ganglion explant (black 1); maximum non-
neuronal cell migration (MCM); non-neuronal cell migration beyond
1000 μm from the ganglion explant proximal border (white 1, 2, 3…)
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sympathetic ganglia (Fig. 5a, b) and similar on both control
and estrogen-treated myometrial substrates (Fig. 7c, d).

Neurite outgrowth and non-neuronal cell migration
on endometrial tissue sections from estrogen-treated rat donors

Explants plated on sections of the endometrium from control
OVX rats formed radially symmetric halos composed of an
intricate meshwork of neurites (Figs. 2e, 8a). This pattern
resembled the neuritic halo surrounding explants plated on
collagen-coated dishes (Fig. 8c). Neurite outgrowth was
reduced on explants growing on endometrial sections of

estrogen-treated rats (Fig. 8b), and this growth was restricted
to the basal lamina of endometrial glands (Fig. 8d) and the
lining epithelium (Fig. 8e). Similar results were seen with
individual sympathetic neurons that occasionally dissociated
from explants during the preparation and became attached
to the uterine tissue section (Fig. 8f). To assess quantitatively
the changes in neuritic extent, we measured the diameter of
the neuritic halo, the MNL, and the number of neurites
crossing a circular intercepting line located at 1000 μm from
the explant (see Fig. 8g, h). These studies showed that, on
estrogen-treated endometrial sections, the diameter of the
neuritic halo was reduced by 51% (Fig. 9a, b), and the NGR

Fig. 6 Quantitative assessment of neurite outgrowth on myometrial
sections. Neonatal ganglion explants (a–c) treated with mitomycin C
(30 μg/ml) or DMEM/F12 (control) plated on cryostat tissue sections of
the longitudinal myometrial layer from adult ovariectomized (OVX)
rats. Neonatal (d–f) and adult ovariectomized (g–i) ganglion explants
plated on cryostat tissue sections of the longitudinal myometrial layer
from adult OVX rats were treated with vehicle (OVX+V) or estrogen

(OVX+E). Data pairs were compared by using the Mann-Whitney non-
parametric test. Multiple comparisons were avoided because experi-
ments were not conducted simultaneously (f diameter, ID/mm neurite
intercept density per millimeter at 1000 μm from proximal ganglion
border, NA/mm2 neurite area per mm2 of muscle section at the ganglion
border). *Significant difference (P=0.03) compared with control.
**Significant difference (P=0.008) compared with control
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was reduced by 48% (Fig. 9c). The intercept density was less
on estrogen-treated endometrial sections, but the difference
was not statistically significant (Fig. 9d). On sections of
control endometrium (Fig. 8a), non-neuronal cells migrated in
all directions and did not appear to show any particular
pattern. Morphometric studies showed that non-neuronal cell
migration on endometrial sections was unaffected by estrogen
treatment of uterine tissue donors (Figs. 8b, 9e, f). On these
sections, many non-neuronal cells migrated along the basal
lamina of the endometrial epithelium and glands, whereas
others migrated on the endometrial stroma (Fig. 8b, d, e).

Discussion

Substrate-bound signals contributes to histotypic patterning
of myometrial sympathetic nerves

The results presented here show that tissue sections from
freshly frozen myometrium from adult ovariectomized

control rats support extensive neurite outgrowth from
neonatal sympathetic ganglionic explants. On these sec-
tions, neurites do not produce radially symmetric halos, as
they form on collagen-coated dishes. Instead, they grow by
adapting their course to the orientation of the main axis of
the longitudinally sectioned, smooth muscle cells, thus
mimicking endogenous innervation. Moreover, on occa-
sions, neurites make sharp turns to follow this particular
orientation. Like neonatal neurons, adult sympathetic
neurons also produce a histotypic pattern of neuritic growth
on myometrial tissue sections. These findings indicate that
adult sympathetic neurons retain their ability to recognize
cues present in uterine tissue. The maximum neuritic length
achieved by adult sympathetic neurons is considerably
lower than that of their neonatal counterparts, and adult
neurons require higher concentrations of NGF to produce
neurites on myometrial tissue sections. Adult sympathetic
neurons are known to retain their growth responsiveness to
NGF during their adult life (Orike et al. 2001). However,
the requirements for the regenerative growth displayed by
adult neurons probably differ from the developmental
growth necessities that may be more characteristic of
neonatal neurons.

Taken together, these data indicate that adult myometrial
smooth muscle target tissues continue to provide signals
allowing the organotypic patterning and growth of their
sympathetic nerve supply. This is not surprising, because
changes in the neuritogenic capacity of the adult uterus are
thought to contribute to the estrogen-driven remodeling of
sympathetic innervation during the natural estrous cycle
and also to allow regeneration of sympathetic nerves
following delivery (Brauer 2008). These observations
highlight the contribution of substrate-bound signals,
because organotypic patterning of neurites occurs without
the intervention of any ongoing production of permissive or
inhibitory signals by the living tissue. These results are also
consistent with the view that growing neurites make
choices among different pathways and stress the importance
of tissue micro-architecture in determining the pattern of
innervation. A similar role for tissue “geometry” in
supporting neurite outgrowth has been shown in studies in
which sections of brain and spinal cord white matter
support parallel but not perpendicular neurite outgrowth
(Pettigrew and Crutcher 1999, 2001; Pettigrew et al. 2001;
Crutcher et al. 2009).

Ganglionic non-neuronal cells do not contribute
to the pattern or extent of neurite outgrowth
on myometrial tissue sections

In tissue section cultures employing neonatal ganglionic
explants, a considerable number of migrating non-neuronal
cells is seen attached to myometrial tissue sections after 3

Fig. 7 Non-neuronal cell migration onmyometrial sections. Quantitative
assessment of non-neuronal cell migration (NC) from superior cervical
ganglion explants of neonatal (a, b) and adult ovariectomized (OVX)
rats (c, d) plated on cryostat tissue sections of the longitudinal
myometrial layer from adult OVX rats treated with vehicle (OVX+V
control) or estrogen (OVX+E). In neonatal ganglia (a), non-neuronal
cell migration was measured both parallel (PA) and perpendicular (PE)
to the main axis of the longitudinal muscle layer. *Significant difference
(P<0.05) between PE and PA of each treatment (Kruskal-Wallis non-
parametric ANOVA test, followed by Dunn’s multiple comparison test).
In adult ganglia (d), non-neuronal cell density (CD) was measured at
three different distances from the ganglion explant by superimposing a
0.25-mm2 stereological grid composed of orthogonally distributed
triangular points located at 50-μm intervals. All points overlying non-
neuronal cells were counted and averaged, and the cell density was
expressed as the number of intercepts per square millimeter. Data pairs
were compared by using the Mann-Whitney non-parametric test
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Fig. 8 Neurite outgrowth and non-neuronal cell migration on
sections of endometrium. Representative fluorescein-labeled sym-
pathetic neonatal ganglion explants (G) cultured for 3 days on
unfixed tissue sections of endometrium from adult ovariectomized
rats treated with vehicle (a) or estrogen (b). The pattern of growth on
endometrial tissue sections of control rats (a) closely resemble the
pattern of growth of explants on culture dishes coated with total rat-
tail collagen (c). Neurite outgrowth, but not non-neuronal cell
migration (nnc non-neuronal cells), was markedly diminished on
endometrial sections of estrogen-treated rats (b). In toluidine blue-
stained cultures (d, e) on endometrial sections of estrogen-treated
rats, neurite outgrowth appeared to be largely restricted to the basal
lamina of endometrial glands (eg) and the endometrial epithelium

(EE). In f, neurites from a fluorescein-labeled sympathetic neuron
surround an endometrial gland (g) and turn 90º to follow the
direction of smooth muscle cells in a neighboring portion of the
circular myometrial layer (CML). Bars 200 μm (a–c), 150 μm (d),
120 μm (e), 40 μm (f). Representation of quantitative morphological
analyses of neurite outgrowth and non-neuronal cell migration on
sections of the endometrium is shown in g, h. The diameter of the
neuritic halo (NH) was measured by drawing a circle or ellipse
encompassing the end of the vast majority of neurites from which
the mean diameter of the ganglion explant (G) was subtracted (ID
neurite intercept density at 1000 μm, MNL maximal neurite length,
MCM maximal non-neuronal cell migration)
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days in culture. Although the identity of these non-neuronal
cells has not been assessed, a previous scanning electron-
microscopic study has shown that, in culture, several types
of non-neuronal cells migrate out from neonatal rat SCG,
including Schwann cells, other glial cells with a multipolar
appearance, connective tissue cells, and macrophages (Hill
et al. 1974). A smaller amount of migrating non-neural cells
is observed in adult sympathetic ganglionic explants,
perhaps reflecting their lower mitotic activity and/or
reduced responsiveness to signals present in the uterine
tissue.

Previous studies have shown that, in vitro, non-
neuronal cells (i.e., Schwann cells) contribute to sympa-
thetic neurite outgrowth by synthesizing and secreting
factors such as laminin and NGF (Anton et al. 1994).
Moreover, such factors might bind to the section and

influence neurite outgrowth (Tuttle and Matthew 1991).
Our studies, however, have demonstrated that, in neonatal
ganglionic explants, experimental reductions in the num-
ber of migrating non-neuronal cells have no impact on the
pattern or extent of neuritic growth. Similarly, the
naturally reduced number of non-neural cells migrating
out of adult ganglionic explants does not prevent neurite
outgrowth or affect the pattern of neuritic growth on
myometrial tissue sections.

Estrogen reduces sympathetic neurite outgrowth
on myometrial tissue sections without affecting
non-neuronal cell migration

The pattern of neurite growth from both neonatal and adult
sympathetic ganglion explants on myometrial tissue sec-
tions of estrogen-treated donors is similar to that on control
tissue. However, the overall extent of growth is markedly
reduced in both cases. These results mimic the inhibitory
effects elicited by estrogen both in immature (Chávez-
Genaro et al. 2002) and in adult (Zoubina et al. 2001)
uterine sympathetic nerves in vivo and suggest that
substrate-associated signals contribute to the selective
denervation elicited by estrogen in the myometrium.
Similarly, anterior eye chamber transplantation studies
involving tissues submitted to freeze-thaw cycles before
transplantation have shown that poorly innervated cerebral
blood vessels from aged rats attract fewer reinnervating
nerve fibers from the iris than the normally innervated
tissues from young animals (Gavazzi et al. 1996). A
reduced neuritic growth occurring on sections of estro-
genized myometrium is observed, in spite of the fact that
the sympathetic neurons used in this study do not normally
innervate the uterus (Vera et al. 1997; Houdeau et al. 1998).
This is consistent with previous studies demonstrating that
both neonatal and adult SCG are responsive to target-
derived diffusible signals produced by the estrogenized
myometrium (Krizsan-Agbas and Smith 2002; Krizsan-
Agbas et al. 2003, 2008). Moreover, in anterior eye
chamber transplant studies, these neurons have been found
to mimic the response of native uterine-projecting sympa-
thetic neurons (Brauer et al. 1998, 2000, 2002).

In this study, we have observed that non-neuronal cell
migration is influenced by features in the underlying tissue
section, and that, like neurites, most cells follow the long
axis of the smooth muscle cells. This indicates that both
neuronal and non-neuronal cells are influenced by similar
cues present in the underlying myometrial tissue. However,
non-neuronal cell migration is similar on both control and
estrogen-treated substrates, suggesting that non-neuronal
cells are less responsive than neurites to estrogen-induced
changes in the composition or architecture of the underly-
ing substrate.

Fig. 9 Neurite outgrowth and non-neuronal cell migration on
endometrial substrates. Quantitative assessment of neurite outgrowth
(a–d) and non-neuronal cell migration (e, f) from superior cervical
ganglion explants plated on endometrial tissue sections from adult
ovariectomized rats treated with vehicle (OVX+V control) or estrogen
(OVX+E). Data pairs were compared by using the Mann-Whitney
non-parametric test (Φ diameter, ID/mm neurite intercept density per
millimeter at 1000 μm from proximal ganglion border, NC/mm
number of non-neuronal cells migrating beyond 1000 μm from outer
limit of the ganglion explant). *Significant difference (P=0.03)
compared with OVX+V
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Estrogen reduces sympathetic neurite outgrowth
on endometrial tissue sections

As adult rat endometrium is poorly innervated by sympa-
thetic nerves (Papka et al. 1985), an unexpected finding of
the present investigation is the observation that endometrial
sections from control ovariectomized rats support extensive
sympathetic neurite outgrowth. Interestingly, the growth of
neurites on control endometrial sections takes the form of
radially symmetric halos that closely resemble those formed
on collagen-coated dishes (without tissue sections). This
indicates that neurite growth is not influenced by any
particular feature in the underlying endometrial section.
However, the possibility that the substantial amount of
neurites present on the section masks interactions with
particular structures present in the substrate cannot be
presently disregarded. The formation of an extensive
neuritic halo on control endometrial sections suggests the
presence of permissive substrate-associated signals. The
presence of collagen type I and type IV and of laminin and
fibronectin associated with the endometrial stroma and
epithelial/glandular basal membranes (Shynlova et al. 2004)
are consistent with this conclusion. However, on the
assumption that the endometrium provides a permissive
substrate, such permissiveness contrasts with the natural
sparseness of endogenous sympathetic nerves in the adult
rat endometrium. The lack of significant innervation in the
endometrium might be explained by other factors. These
may include diffusible inhibitory/chemorepulsive signals,
which, in the living tissue, could override the permissive-
ness provided by the endometrial substrate. In addition, the
uneven distribution of NGF observed in the rat myome-
trium and endometrium in vivo (Chalar et al. 2003) could
also bias growth of sympathetic nerves toward the
myometrium in vivo.

Neurite outgrowth, but not non-neuronal cell migration,
is markedly diminished on estrogenized endometrial tissue
sections. Interestingly, neurite outgrowth is specifically
inhibited on the endometrial stroma but continues to occur
in association with the basal lamina of endometrial
epithelium and glands. These results suggest that, under
the influence of estrogen, the endometrial stroma produces
inhibitory signals for sympathetic nerves, whereas epithelial
basal laminas retain their ability to support neuritic growth.
The relatively recent finding of an abnormal presence of
sympathetic and other nerves in eutopic endometrium and
ectopic endometriotic growths in women with endometri-
osis (Tokushige et al. 2006, 2007) and in ectopic cysts of
rats with experimental endometriosis (Berkley et al. 2004,
2007) have increased the relevance of understanding in
detail the mechanisms regulating the innervation of the
endometrium and its responses to estrogen. Recent studies
have demonstrated that increased levels of NGF and other

trophic molecules contribute to the abnormal innervation
observed in eutopic endometrium and ectopic endometriotic
growths in women with endometriosis (Anaf et al. 2002;
Tokushige et al. 2006). In this context, the present
cryoculture results may pose interesting questions about
the contribution of substrate-bound signals to the regulation
of endometrial innervation under normal and estrogen-
associated pathological conditions.

Possible nature of substrate-bound signals contributing
to pattern of sympathetic nerves and inhibition of their growth
on estrogenized myometrial tissue sections

In our culture studies, we have observed that neurites grow
closely associated to myometrial smooth muscle cells. This
observation is consistent with previous studies showing that
neurites from embryonic chick ciliary ganglia plated on
cryostat sections of adult rat kidney and skeletal muscle
preferentially grow along the sectioned surfaces of renal
tubules and muscle fibers (Covault et al. 1987). The
preferential association indicates that growing neurites
interact with specific molecules present in the cell mem-
branes and/or surrounding basal lamina. Several compo-
nents of the extracellular matrix (ECM) and basal lamina
have been shown to support and stimulate neurite out-
growth (Hou et al. 2008). In addition, basement membranes
serve as reservoirs of several neurotrophic factors, includ-
ing NGF.

The ECM and basement membranes surrounding myo-
metrial smooth muscle cells contain several adhesion
molecules, such as laminin, fibronectin, and collagen
(Shynlova et al. 2004). Laminin and fibronectin, when
presented as substrata and in tissue section culture experi-
ments, stimulate the outgrowth of various classes of axons
(Hynds and Snow 2001). Collagen is an ECM protein
widely employed for neural cultures, either as a substrate or
forming three-dimensional collagen gels. Interestingly,
collagen alignment has been shown to affect the extent of
neurite growth. For example, magnetically aligned type I
collagen gel has been shown to direct the invasion of
neurites and Schwann cells from dorsal root ganglia
cultured on the gel surface and, consequently, increases
the depth of invasion relative to control collagen gel (highly
hydrated collagen matrix). This enhancement has been
attributed to the contact guidance response of the growth
cones to the aligned collagen fibrils (Dubey et al. 1999).
Moreover, magnetically aligned collagen gel filling a
collagen nerve guide has been shown to improve peripheral
nerve regeneration (Ceballos et al. 1999). In agreement
with these concepts, preliminary electron-microscopic
studies by our group (Martínez et al. 2009) have shown
that, in control ovariectomized rats, collagen fibrils in the
ECM surrounding myometrial fibers are highly aligned and
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follow the direction of the main axis of the smooth muscle
cells (Fig. 10a). This particular collagen alignment might
therefore contribute to the particular patterning of growing
neurites on myometrial tissue sections (Fig. 10b).

The factors determining the decreased permissiveness
of estrogenized myometrium to sympathetic fibers are
unknown. In the uterus, major structural and biochemical
alterations in the ECM and basal lamina of smooth
muscle cells have been shown to occur under the
influence of sex hormones (Ross and Klebanoff 1971;
Munakata et al. 1984; Cidadão et al. 1990; Borel 1991)
and during pregnancy (Nishinaka and Fukuda 1991;
Stewart et al. 1995; Slater and Murphy 1999; Shynlova
et al. 2004). These alterations in the ECM may therefore
affect the receptivity of the uterus to growing axons. In
our preliminary electron-microscopic studies, we have
observed that, following estrogen treatment of adult OVX
rats, the collagen alignment in ECM surrounding the
myometrial fibers is different from that in controls. In
treated animals, collagen fibrils are mainly oriented
perpendicular to the smooth muscle cells long axis
(Fig. 10c) and, on occasions, show a random orientation
not attributable to the plane of sectioning. Changes in
collagen alignment might have a negative impact on the
ability of the myometrial sections to support sympathetic
neuritic growth. However, the significance of these
changes remains to be evaluated. Finally, we should
consider that substrate-associated signals might also
involve molecules other than those composing the ECM
and might include transmembrane and membrane-
anchored molecules, plus diffusible factors that, in vivo,
have been shown to be largely bound to tissues and
matrix. Further studies will be required to identify the
nature of the substrate-bound signals contributing to the
regulated sympathetic neurodegeneration elicited by es-
trogen in the uterus. The finding that such tissue properties
are conserved in tissue section culture method provides an
opportunity to study this phenomenon in greater detail.

�Fig. 10 Alignment of myometrial collagen. Representative conven-
tional transmission electron-microscopic images (glutaraldehyde/
osmium tetroxide fixation) of a transverse section of the longitudinal
myometrial layer of the rat uterine horn at 3 days following
ovariectomy (a) and 10 days following ovariectomy plus estrogen
replacement (c). Note that, in controls, collagen fibrils (C) in the
extracellular matrix surrounding myometrial smooth muscle cells
(SMC) are highly aligned and oriented following the direction of the
muscle main axis (represented in b, upper left; AC aligned collagen).
This axis is also followed in vitro by sympathetic neurites on
myometrial tissue sections (represented in b, bottom, upper right). In
estrogen-treated animals, collagen fibrils are mainly oriented perpen-
dicular to the smooth muscle cells long axis and, in some regions,
show a less aligned distribution (star), which cannot be explained by
the plane of sectioning. Bars 2 μm
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