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ABREVIATURAS

Ach- acstlcolina

AV- avidina

CA- area central autondmica

cc- canal central

ChAT- colina acetil transferasa

CRGP- péptido relacionado con el gen de calcitonina
CRF- factor liberador de la corticotropina
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FITC- isothyocianato de fluoresceina
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IMLf- asta intermediolateral pars funicularis
IMLp- asta intermediolateral pars principalis
IR- inmunorreactividad

LDCV- vesiculas grandes de ntcleo denso
leu-Enk- leucina encefalina

LF- funiculo lateral

met-Enk- metionina encefalina

NPS- neuronas preganglionares simpaticas
NT- neurotensina

PBS- solucién de buffer de fosfatos salina
scv- vesiculas pequenias claras

SN- sistema nervioso

SNA- sistema nervioso auténomo

SNC- sistema nervioso central

SP- substancia P

$8- somatostatina

TxR- rojo texas (texas red)

TX- tritén X-100

TTS- tronco toracico simpético

VIP- péptido vasoactivo intestinal

VH- asta anterior, ventral (motora)



RESUMEN

Las neuronas preganglionares simpaticas (NPS), que forman parte de la via eferente motora
autonémica o visceral, co-expresan en sus cuerpos celulares su transmisor clasico la
acetilcolina (Ach) y diferentes péptidos co-transmisores (Kondo et al, 1985), sin embargo, al
nivel de las terminales axénicas (en el ganglio estelar (GE) del gato), muestran escasa co-
existencia de estos transmisores dando lugar a la presencia de terminales preganglionares no
colinérgicas que expresan péptidos (Jiménez et al, 2002). Esta discrepancia en la co-
existencia de transmisores en los cuerpos celulares y las terminaciones axénicas, puede
indicar que existan subpoblaciones de neuronas ya sea tanto colinérgicas como no
colinérgicas en las NPS; o bien que todas sean pluripotenciales y sinteticen tanto ACh como
diferentes péptidos y que una vez sintetizados se segreguen a diferentes procesos axonales.
Con el propésito de distinguir entre estas dos posibilidades, en este trabajo investigamos la
presencia y posible co-existencia de ACh con los péptidos neurotensina (NT), met-encefalina
(m-Enk), péptido relacionado con el gen de calcitonina (CGRP), somatostatina (SS) y péptido
vasoactivo intestinal (VIP), en los somas, axones y terminales axénicas de las NPS del gato.
Para ello se utiliz6 marcaje retrégrado, inmunofluorescencia multiple y andlisis de microscopia
confocal. Los resultados obtenidos muestran que en los cuerpos celulares de las NPS
situados en las astas intermediolaterales de la médula espinal, co-localiza ChAT (enzima que
participa en la sintesis de ACh y que se usa como su marcador) con los péptidos NT, m-Enk,
CGRP, SS y VIP, mientras que en sus terminales axénicas, a excepcion de ChAT y SS, estos
transmisores muestran escasa co-existencia. En los axones que corren a lo largo del tronco
toracico simpatico, sélo encontramos co-localizacién al interrumpir el transporte axénico, lo
que sugiere que los transmisores se transportan de manera secuencial en los axones. Estos
datos sugieren que la co-transmisién sindptica de los ganglios autonémicos se establece,
contrario a lo hasta ahora establecido, por la concurrencia de terminales presinapticas que
independientemente almacenan al transmisor o a los co-transmisores, en vez de la presencia
de terminales donde co-existen y se co-liberan transmisores y co-transmisores; asi el efecto
modulatorio se ejerceria por convergencia a nivel de las neuronas postsindpticas. Los datos
también apuntan a que las NPS sintetizan tanto ACh como diversos péptidos, los cuales son
transportados independientemente y segregados hacia diferentes botones y terminales
axoénicas. Por lo tanto, esta segregacion se contrapone al principio de Dale (1935), que
sostiene que las neuronas presentan la misma combinacién de transmisores y co-
transmisores en todos sus procesos celulares, y pudiera ser transitoria y obedecer a
requerimientos y sefiales emanadas de las neuronas blanco.



INTRODUCCION

Entre las propiedades distintivas que presentan las neuronas, destacan la
excitabilidad y conductibilidad, es decir la capacidad de autogenerar impulsos
nerviosos y conducirlos (Guyton et al, 1998; Nicholls et al, 2001).

Las neuronas son las encargadas de transmitir las sefiales nerviosas que se
generan en la periferia hacia el cerebro y de este a los érganos periféricos. Esto lo
realizan mediante potenciales de accién, que son cambios rapidos y reversibles en
el potencial de membrana. Las neuronas tienen una polaridad mas negativa con
respecto al exterior, lo que se conoce como potencial de reposo de la membrana; sin
embargo, cuando una neurona se excita permite el paso de iones positivos a su
interior lo que produce un cambio en su polaridad que puede alcanzar valores
positivos, fenébmeno conocido como depolarizacién que da lugar a un potencial de
accion, el cual después de unos cuantos milisegundos regresa, a través de una
repolarizacién, a los valores del potencial de reposo (para revision ver. Wilson et al,
1997, Guyton et al, 1998).

La transmision de sefiales se da a lo largo de las neuronas, por lo general de
las dendritas y somas a los axones y de ahi a sus botones terminales; asi como entre
las neuronas en las zonas de aproximacion conocidas como sinapsis. Las sinapsis,
pueden ser eléctricas 0 quimicas de acuerdo a la forma en como se transmite la sefial
(Bear et al, 1996; Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998).

En las sinapsis eléctricas los impulsos eléctricos pasan directamente de una
célula a otra, sin necesidad de que exista algin mediador quimico; esto es a través de
estructuras llamadas “gap junction” las cuales estan formadas por 2 proteinas de

membrana, cada una de las cuales forma un hemicanal con 6 subunidades



denominadas conexinas y éstas a su vez conforman un conexén. Esta sinapsis se
caracteriza porque no presenta retardo sinaptico, la conduccion es rapida y puede ser
6 no bidireccional (para revision ver: Bear et al, 1996; Wilson et al, 1997).

En las sinapsis quimicas, a diferencia de las sinapsis eléctricas, interviene un
mediador quimico que transmite las sefiales nerviosas de una célula, a la que se le
llama presindptica, a otra célula conocida como postsinaptica; se caracteriza porque
existe un retardo sinaptico y es unidireccional (para revisién ver: Bear et al, 1996;
Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998).

Los mediadores quimicos liberados por las células presinapticas son los
responsables de la transmision de la informacion nerviosa, de ahi su nombre de
neurotransmisores. Desde los estudios realizados por Dale en los afios 30 (Dale,
1935) se conocen varias moléculas que actian en el sistema nervioso como
neurotransmisores, entre los cuales se encuentran sustancias de bajo peso molecular
como la acetilcolina (Ach), catecolaminas (aminas biogénicas), aminoacidos, etc.
Cuando un potencial de accion es propagado a la terminal presinaptica, la
depolarizacién de la membrana provoca que las vesiculas sinapticas, donde se
encuentran los neurotransmisores, se fusionen con la membrana presinaptica y
liberen el neurotransmisor hacia el espacio sinaptico por un proceso denominado
exocitosis. Una vez liberado, el transmisor se une a receptores especificos que se
encuentran en la célula postsinaptica, generando un cambio en la permeabilidad de la
membrana dando lugar a la excitacién o inhibicién de la neurona (para revisién ver:

Guyton et al, 1998; Nicholls et al, 2001).



Transmision y co-transmisién sinaptica

Durante varias décadas se consideraba que cada sinapsis utilizaba un sélo mediador
para transmitir los impulsos nerviosos. Sin embargo, en los afios 60 se describid que
ademéas de los transmisores principales también conocidos como clasicos, las
sinapsis podian presentar una gran variedad de sustancias quimicas (monoaminas,
gases, purinas y péptidos) lo que dié lugar a los conceptos de co-transmision y
cédigos quimicos de la neurotransmision (Burnstock, 1976; Hokfelt, 1986), a estos
nuevos mediadores se les llamé co-transmisores o neuromoduladores. Dichos
hallazgos de co-almacenamiento planteaban la posibilidad de que los co-transmisores
también participaban en la transmisién sinaptica, ya sea como neurotransmisores 0
como moduladores.

El mecanismo de sintesis de los neurotransmisores y co-transmisores es
diferente, ya que los neurotransmisores se pueden sintetizar dentro de la terminal del
axén de la neurona, mientras que algunos co-transmisores, como los péptidos, se
producen sélo en el cuerpo neuronal desde donde alcanzan las terminales a través del
transporte axénico. Estudios realizados con microscopia electrénica mostraron
diferentes tipos de vesiculas en las terminales sinapticas, unas electrolicidas
conocidas como pequefas y claras (small clear vesicles, scv) y otras de mayor
tamario con nicleo electrodenso, conocidas como grandes de nucleo denso (large
dense core vesicles, LDCV), (Hokfelt, 1991; Bear et al, 1997; para revision ver:
Jiménez et al, 2001). Se ha visto que las scv contienen exclusivamente a los
neurotransmisores clasicos, mientras que las LDCV pueden contener tanto a co-

transmisores como transmisores clasicos (Bean et al, 1994, Landry et al, 2003).



Por otro lado, se ha propuesto que el mecanismo de liberacién es diferente
para los transmisores clasicos y los co-transmisores; asi los primeros se liberan con
todo tipo de estimulacion, mientras que los co-transmisores requieren de frecuencias
altas (Hokfelt, 1991). Ademas de que sus procesos de exocitosis difieren en la
dependencia de Ca** como en las proteinas y vesiculas membranales involucradas
(Bean et al; 1994). Se acepta en general que la transmisién y co-transmision se llevan
a cabo por la presencia de botones y terminales presinapticas que co-almacenan y co-
liberan dependiendo de la frecuencia de estimulacion al transmisor principal junto con
uno 0 mas co-transmisores (Burnstock, 2004).

Transporte axénico

El transporte axénico fue descubierto en los afios 40 por Weiss y colaboradores,
quienes observaron que la ligadura de los nervios periféricos, daba lugar a una
acumulacién de material en el sitio de constriccion entre el cuerpo celular y la ligadura.
Existen dos tipos de transporte axénico el anterégrado, del soma a la terminal axénica
y el retégrado en direccién opuesta. El transporte axénico anterégrado dependiendo
de su velocidad se divide en lento y rapido. Las enzimas necesarias para la sintesis
de los transmisores clasicos y proteinas estructurales, tales como tubulina y
neurofilamentos son transportadas por el fransporte axonal lento (0.5-5 mm/dia),
mientras que los organelos membranosos como mitocondrias y vesiculas se mueven
por el transporte axonal rapido (hasta 400 mm/dia) (para revisién ver: Purves et al,
2001; Nicholls et al, 2001).

El transporte axonal se lleva a cabo a través de los microtibulos, los cuales
tienen una polaridad inherente llamada ‘“plus end” y “minus end”. En el transporte
anterégrado los organelos se unen a los microtibulos y mediante la kinesina se

mueven hacia el plus end; mientras que en el transporte retrégrado los organelos se
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unen y son llevados por la dineina hacia el minus end (para revision ver: Nicholls et al,

2001).

Generalidades del Sistema Nervioso Auténomo (SNA)

El SNA es la parte del sistema nervioso (SN) que controla las funciones llamadas
autondmicas o vegetativas. El SNA controla esencialmente las funciones viscerales
del cuerpo, como la presién arterial, la motilidad y secrecion gastrointestinal, y la
sudoracion entre otras. Esta parte del SN esta controlada por centros que se localizan
en el tallo cerebral e hipotdlamo, asi como en zonas de la corteza cerebral
especificamente de la corteza limbica. El SNA estd formado por tres divisiones:
simpatica, parasimpatica y entérica (para revision ver: Wilson et al, 1997).

Las sefales nerviosas autbnomas pueden ser sensoriales o aferentes y
motoras o eferentes. Las sefales nerviosas sensoriales o aferentes se transmiten
por estimulos producidos en el medio externo, como en la superficie del cuerpo y
sefales viscerales; estas sefales son transmitidas por dos tipos de fibras: fibras
aferentes primanias y fibras aferentes entéricas; los cuerpos celulares de las primeras
se encuentran tanto en el ganglio de la raiz dorsal de la médula espinal como en los
ganglios sensoriales de los nervios craneales, donde los axones llevan la informacion
sensorial al sistema nervioso central (SNC). En el segundo tipo de fibras, los cuerpos
celulares estan en la division entérica y sus axones llevan la informacion a los
ganglios simpaticos prevertebrales con el fin de controlar estos reflejos viscerales
(para revisién ver: Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998).

La informacion motora o eferente autonémica es transmitida a través de las
vias eferentes motoras, formadas por neuronas preganglionares y postganglionares.
En la division simpatica las neuronas preganglionares se localizan en el asta

intermediolateral (IML) de la médula espinal de T1 a L2 (Figura 1), particularmente en
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el nacleo intermediolateral pars principalis (IMLp) (Dembowsky et al, 1985; para
revision ver: Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998) y pars funicularis (IMLf), de igual
forma en el ndcleo intercalado (IC) y en el area central autonémica (CA) (Krukoff et al,
1985; Krukoff, 1987). De ahi envian sus axones por los ramos comunicantes blanco y
gris a uno de los ganglios de la cadena paravertebral donde hacen sinapsis con

células ganglionares (Figura 2) (para revision ver: Wilson et al, 1997).

Asta posterior 6

CA
dorsal (sensorial)

IMLp

Asta
intermediolateral
autondémica

IMLS{ |

1IC—

Asta anterior 6
ventral (motora)

Figura 1. Esquema de un segmento de médula espinal donde se muestra la localizacién de los
diferentes nucleos que albergan a las neuronas preganglionares simpéticas (NPS). Las NPS se encuentran
en la sustancia gris del asta intermediolateral de la médula espinal, particularmente en el ntcleo
intermediolateral pars principalis (IMLp), pero también en pars funicularis (IMLf), nicleo intercalado (IC) y
area central autonémica (CA).



Varicosidad = Rama comunicante gris

VASO
SANGUINEO

Células del _
misculo liso

Figura 2. Esquema que muestra la via motora autonémica. Se muestra la localizacién de las neuronas
preganglionares en la médula espinal, sus axones salen por la raiz ventral o motora para dirigirse a través de la rama
comunicante blanca a uno de los ganglios de la cadena paravertebral simpatica, y hacer sinapsis con las células
ganglionares, los axones de estas (ltimas neuronas salen a su vez por la rama comunicante gris hacia los érganos
blanco.

En la divisién parasimpatica las neuronas preganglionares, se encuentran en el
tallo cerebral y en el asta IML de S2 a S4; sus axones salen de la raiz ventral de la
médula espinal y se dirigen a uno de los ganglios parasimpaticos, donde hacen
sinapsis con las neuronas ganglionares, también conocidas como postganglionares,
las cuales a su vez envian sus axones a los 6rganos blanco. Todos los 6rganos
viscerales son inervados por ambas divisiones, pero sus efectos en algunas ocasiones
son antagénicos ya sea estimulando o inhibiendo (para revisién ver. Wilson et al,
1997).

La division entérica consiste de células nerviosas localizadas en la pared
intestinal, que funcionan en ausencia de la divisién simpatica y parasimpatica. Esta
divisién controla principalmente la motilidad, secrecién y absorcién intestinal por medio

de motoneuronas, neuronas sensoriales e interneuronas que reciben sefales de los



nervios simpaticos y parasimpaticos para producir una respuesta (para revision ver:
Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998).

Sinapsis Ganglionar Autonémica

La sinapsis ganglionar autonémica (formada por las neuronas preganglionares y
postganglionares) se encarga de relevar la informacion eferente motora y regular las
funciones del musculo liso visceral, y usa como transmisor principal a la Ach (para
revisién ver. Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998; Jiménez et al, 2001). En esta
sinapsis, se ha detectado por inmunohistoquimica la presencia de Ach, (a través de la
ChAT, transferasa de acetato y colina; enzima que participa en la sintesis de la Ach y
que se usa como su marcador) en los procesos axonales de las neuronas
preganglionares, dentro del ganglio simpatico (Bachoo et al, 1987; Shafton et al, 1992;
Morales et al, 1995); asi como varios péptidos co-transmisores, como VIP (péptido
intestinal vasoactivo) (Johansson et al, 1981; Lamotte et al, 1985; Kummer et al,
1988), CGRP (péptido del gen relacionado con la calcitonina) (Lee et al, 1987; Senba
et al, 1988; Kummer et al, 1988, 1991; Chiba, 1989; Heym et al, 1993; Morales et al,
1995), m-Enk (metionina enecefalina) (Lindh et al, 1986; Bachoo et al, 1987; Morales
et al, 1995), leu-EnK (leucina encefalina), NT (neurotensina), SS (somatostatina),
CREF (factor de liberacién de la corticotropina) y SP (sustancia P) (Bachoo et al, 1987;
Wanaka et al, 1987, Shafton et al, 1992; Colombo et al, 1995; Morales et al, 1995), los
cuales se han propuesto como moduladores de la transmisién sinaptica ganglionar.
También se ha demostrado por doble inmunomarcaje, la co-existencia de
ChAT, leu-Enk y m-Enk en botones y terminales axénicas del ganglio simpatico y
médula adrenal (Lindh et al, 1986; Colombo-Benkman et al, 1995; Morales et al,

1995). De acuerdo con lo anterior, se acepta que las neuronas preganglionares



pueden sintetizar, almacenar y liberar Ach y varios péptidos en sus botones y
terminales sinapticas (Benarroch et al, 1994), sin embargo, se ha visto que la co-
existencia de Ach y la Enk es mas bien un evento raro, debido a que varios botones y
terminales preganglionares axénicas pueden ser IR a m-Enk pero no a ChAT; lo cual
sugiere la existencia de una poblaciéon de fibras preganglionares encefalinérgicas
negativas a ChAT (Elfvin et al, 1993, Morales et al, 1995). En la misma linea, estudios
realizados en nuestro laboratorio demuestran la existencia de un grupo de fibras IR a
NT pero no a ChAT en el ganglio estelar del gato (GE) (Jiménez et al, 2002). Ademas,
en estudios preliminares con inmunomarcaje simultaneo hemos mostrado la co-
existencia de ChAT con los péptidos NT y m-Enk en los cuerpos celulares de las
NPS, pero no en los botones y terminales axénicas del GE del gato (Samano et al,

2002; Morales et al, 2003, sin publicar).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segln el concepto de co-transmision aceptado actualmente, las terminales
axénicas de las neuronas preganglionares simpaticas (NPS) co-almacenan y co-
liberan a la Ach junto con uno o mas péptidos. Sin embargo, estudios realizados en
nuestro laboratorio, han mostrado una localizacién independiente de Ach con los
péptidos NT y m-Enk en fibras y terminales axénicas preganglionares del ganglio
estelar del gato (GE) (Jiménez et al, 2002), con presencia evidente de terminales que
contienen a uno de los péptidos y no a la Ach. Por el contrario de estos hallazgos, en
los cuerpos celulares de estas neuronas se ha encontrado co-existencia de Ach con el
péptido m-Enk (Kondo et al, 1985). De acuerdo a estos datos, resulta necesario re-
evaluar el patron morfolégico de la co-transmisién sinaptica ganglionar, ya que no
obstante que existe co-localizacién de transmisores y co-transmisores en los cuerpos
celulares de las NPS, la co-localizacion de estos transmisores en las terminales

presinapticas de estas neuronas es mas bien un evento raro.

El hallazgo de discrepante en la co-localizacién de transmisores en los cuerpos
celulares y la localizacion independiente en las terminales axénicas, sugiere: i) que
existan dos poblaciones de NPS, colinérgicas y no-colinérgicas, y que ambas co-
expresen péptidos; o bien, ii) que el soma de una neurona sintetice tanto Ach como

péptidos, pero que los segregue hacia distintos botones y terminales axénicas.

La primera posibilidad implicaria la existencia de subpoblaciones de NPS no-
colinérgicas que podrian sintetizar, almacenar y liberar en sus terminales
presinapticas solamente péptidos, ¢ estos con otro transmisor clasico diferente a la
Ach (catecolaminas, GABA, etc.); en el primer caso las neuronas podrian utilizar a

dichos péptidos indistintamente, ya sea como transmisores clasicos o co-
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transmisores, sin embargo, esta posibilidad ain no ha sido demostrada en las
sinapsis ganglionares.

La segunda posibilidad implicaria que las NPS sintetizen tanto a la Ach como a
un co-transmisor y después segregarlos a distintas terminales sinapticas, lo que
pudiera contradecir el principio clasico de Dale, enunciado por Eccles (Dale, 1935) el
cual sostiene que “cualquier clase de célula nerviosa opera con la misma combinacion

de transmisores en todas sus sinapsis”.

Finalmente, la co-transmision se pudiera establecer por la liberacién conjunta
de los distintos mediadores (transmisor principal y co-transmisores) provenientes de
diferentes terminales presinapticas y no por la liberacién conjunta de mediadores
almacenados en los mismos botones presinapticos. Dentro de este esquema, la
neuromodulacion se explicaria por una accion convergente de los mediadores tanto a

nivel presinaptico como postsinaptico.

12



HIPOTESIS

Las neuronas preganglionares tienen la capacidad de sintetizar y almacenar en
sus cuerpos celulares a la enzima de procesamiento de Ach, la ChAT, asi
como a varios péptidos y tienen ademas la potencialidad de segregar estos

compuestos a diferentes procesos axonales.

La co-transmisién ganglionar se ejerce pre o post-sinapticamente por la
liberacién conjunta del transmisor clasico de unas terminales presinapticas y
los co-transmisores de otras; y no necesariamente por el co-almacenamiento y
co-liberacion desde las mismas terminales. La accién neuromodulatoria se
explicaria entonces por la accidén convergente ya sea pre o postsinapticamente

de los mediadores una vez liberados.
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OBJETIVO

Con el propésito de revisar el patrén morfolégico de la co-transmision
ganglionar, asi como explorar entre la posibilidad de que exista una poblacion de NPS
colinérgicas y no-colinérgicas, 6 que estas NPS sinteticen ambos transmisores pero
con una segregacioén a diferentes procesos axonales, estudiare por marcaje multiple y
andlisis por microscopia confocal si las NPS de la médula espinal almacenan la
misma combinacién de transmisores (Ach con NT, m-ENK, CGRP, SS 6 VIP) tanto en
sus cuerpos celulares, como en sus axones y terminales sinapticas en el GE del gato.
Objetivos particulares
e Por marcaje retrogrado identificar en la médula espinal del gato las NPS que

envian sus axones hacia el GE del gato.

e Estudiar la presencia, localizacion y posible co-existencia de ChAT y de los
péptidos (NT, m-Enk, CGRP, SS y VIP) en los cuerpos celulares de las NPS, en la
médula espinal del gato.

e Explorar la presencia y posible co-existencia de ChAT con los péptidos (NT, m-
Enk, CGRP, SS y VIP) en los axones de las NPS, que se dirigen a través del
tronco toracico simpatico (TTS) a las células ganglionares del GE del gato.

e Explorar la presencia' de ChAT, asi como sus co-existencia con los péptidos (NT,

m-Enk, CGRP, SSy VIP) en las fibras y botones del GE de gato.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron gatos adultos indistintamente del sexo de entre 3 y 5 kg. para
todos los experimentos, de acuerdo a los lineamientos bioéticos de manejo

experimental de animales de la comision de Bioética del Instituto de Investigaciones
Biomédicas.
Procedimiento quirargico
En los experimentos crénicos de marcaje retrébgrado, primero se anestesiaron a los
animales con pentobarbital sédico (35 mg/Kg i.p. seguida de una dosis de
mantenimiento de 3 mg/Kg i.v.), se entubaron endotraquealmente para aplicar, en
caso necesario, ventilacion artificial; se canalizé la vena femoral para la administracién
de las drogas y se midi6 la temperatura rectaimente, la cual se mantuvo entre 36 y
37°C con calor local. Después se localiz6 el tronco toracico simpatico (TTS), se
secciond y por succion se introdujo el cabo distal al ganglio en un capilar de vidrio de
0.6 mm de diametro el cual se llené con el trazador fluoro-gold (3% en solucién salina)
y se dej6é en contacto con el nervio preganglionar por espacio de una hora y después
de retirar el capilar y confirmar la tincion del extremo del nervio, se cerraron las
heridas y al término de 2-4 dias de recuperacién el gato se reanestesio, perfundio y
fij6; después se extrajeron los segmentos toracicos T2 a T6 de la médula espinal.

En los experimentos donde se interrumpio el transporte axonal, se localizd el
TTS a nivel de T3, se amarr6 éste con un hilo de seda del nimero 6 y se cerraron las
heridas. Después de 24 horas el gato se reanestesié para perfundirio y fijarlo; por
ultimo se extrajo el cabo distal al GE.

Para la perfusion y fijacion, los gatos se anestesiaron y se perfundieron

transcardialmente con 300 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS 0.01 M
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por 3 min, (seguida de 1000 ml de una solucién PB 0.1 M) mas paraformaldehido al
2% y &cido picrico al 0.18%, pH 7.4 (300 ml en 3 min y 700 ml en 45 min). Después
se extrajeron los segmentos T2 a T6 de la médula espinal, el TTS al nivelde T6y T3y
los GE, los cuales se postfijaron en la misma solucién fijadora (toda una noche), y
finaimente se crioprotegieron en sacarosa al 30% hasta que el tejido alcanzara el

fondo de la solucion.
Inmunofluorescencia

Se hicieron cortes (10, 12, 14, 20 y 30 um) en un criéstato a —20°C; longitudinales de
ganglio estelar, longitudinales y transversales de nervio preganglionar asi como
longitudinales y transversales de médula espinal. Los cortes se colocaron en laminillas
recubiertas con acetona y silano al 2%, y se procesaron para inmunofluorescencia de
acuerdo al siguiente procedimiento.

Para realizar el marcaje sencillo o multiple, los cortes se incubaron con
albumina bovina al 5% (2 hrs), luego con el 6 los anticuerpos primarios (por una 6 dos
noches), se realizaron dos lavados con PBS-Tx al 0.3% (10 min c/u), y por ultimo se
incubaron con los anﬁcuerpos secundarios (2 hrs) acoplados a un fluorocromo, TxR,
FITC 6 Cy5. Algunos cortes de nervio se contratifieron con fluoro-gold al 0.3%, con el
propésito de identificar los axones de las NPS. Finalmente los tejidos se montaron con
un medio de montar para fluorescencia (Vectashield) y se observaron en un
micoroscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse, con filtros para TxR (560 de
excitacion/ 585 nm de emision), FITC, (488/522 nm) y UV, fluoro-gold (361/536 nm).

Los anticuerpos que fueron utilizados y su origen, se presentan en las tablas 1y 2.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en el marcaje inmunofluorescente.

Dirigidos contra Origen Dilucién Marca

NT (sintético) Rata 1:250, 1:500 Protos, Biotech, NY.

NT (oveja) Conejo 1:200 Incstar, Stillwater, MN.
Met- Enk (oveja) Conejo 1:200, 1:250 Donado por el Dr. Asai.
CGRRP (sintético) Conejo 1:100, 1:250 Diasorin, Stillwater, MN.
VIP (sintético) Conejo 1:100, 1.250 Diasorin, Stillwater, MN.
SS (sintético) Conejo 1:100, 1:250 Diasorin, Stillwater, MN.
ChAT (humano) Cabra 1:200, 1:150 Chemicon

TH (rata) Ratén 1:200 Chemicon

Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados en el marcaje multiple.

Dirigidos contra  Origen Fluorocromo Dilucién Marca

IgG de conejo Cabra FITC 1:250, 1:200  Sigma St. Louis
IgG de conejo Rata FITC 1:200 Zymed, CA

IgG de ratén Cabra FITC 1:200 Zymed, CA

IgG de rata Cabra FITC 1:200 Accurate, Westbury
IgG de ratén Cabra Cy5 1:200, 1:150 Zymed, CA

IgG de conejo Cabra Cy5 1:200, 1:250 Zymed, CA

IgG de cabra Biotinilado de caballo  Avidina TxR 1:100 Vector, CA

Analisis confocal
Algunos cortes seleccionados por microscopia de epifluorescencia se observaron en
un miscroscopio Zeiss acoplado a un sistema confocal (Zeiss Pascal LSM 510) con

laser, de Kripton y de Argén. De las regiones estudiadas se obtuvieron cortes 6pticos

seriados de 1-2 um de grosor sobre el eje Z; las imagenes se colectaron en una, dos
6 tres longitudes de onda segun fuera simple, doble o triple marca, con las longitudes
de onda correspondientes para TxR, FITC y Cy5 (647/680 nm). Se utilizaron
pseudocolores, rojo (TxR), verde (FITC y fluoro-gold) y azul (Cy5). Las iméagenes,
fueron procesadas en un plano bidimensional, donde la colocalizacién existente en los
tejidos se muestra con la sobreposicion de las marcas originando los siguientes
colores: amarillo (verde-rojo), violeta (rojo-azul), turquesa (verde-azul) y blanco (los

tres colores).
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RESULTADOS

1. Presencia de inmunorreactividad (IR) a ChAT en neuronas del asta
intermediolateral de la médula espinal

El analisis por inmunofluorescencia contra ChAT, revelé cuerpos celulares de

neuronas en las astas intermediolaterales de los segmentos toracicos 2 a 6 de la

médula espinal. Las neuronas que se encontraron eran de forma oval, algunas

pequenas y redondas de aproximadamente 20-25 um de diametro. Estas neuronas se
encontraron algunas veces aisladas y otras en grupos de 5 o mas células,
particularmente entre los nuacleos IMLp e IMLf (Figura 3).

La naturaleza autonémica simpatica de las neuronas marcadas en los nucleos
IML de la médula, la confirmamos por el marcaje retrégrado con el trazador fluoro-
gold, el cual se detect6 en varias de las neuronas IR a ChAT localizadas
preferentemente en el asta intermediolateral (Figura 3 y 4). Las neuronas, localizadas
en las astas anteriores de la médula espinal también fueron ChAT positivas; estas
neuronas no se marcaron con el trazador retrégrado y dado su mayor tamafio muy

probablemente corresponden a las motoneuronas de musculo esquelético.
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Figura 3. Regiones de médula espinal. En a se muestra un corte transversal, mostrando la ubicacion
del asta intermediolateral; en la esquina superior (izquierda) hay un recuadro que muestra a mayor aumento
las NSP IR a ChAT, y en la esquina superior (derecha) aparece otro recuadro donde se muestran algunas
neuronas positivas a ChAT, marcadas con el trazador fluoro-gold (flechas gruesas), y otras mas sin fluoro-gold
(flechas delgadas). En b aparece un corte longitudinal, donde se observan que la mayoria de las NSP se
encuentran en IMLp. Asta dorsal (DH), asta ventral (VH), area central autonémica (CA), nlcleo intercalado
(IC), intermediolateral pars principalis (IMLp), pars funicularis (IMLf), funiculo lateral (LF) y canal central (cc).
Barra de calibracién: 100um.

Figura 4. Imagenes de inmunofluorescencia en un corte longitudinal de médula espinal de gato. En a
se muestran los somas de unas NPS IR a ChAT y en b se muestran los mismos somas marcados con el
trazador retrégrado fluoro-gold, aplicado en los axones preganglionares que se dirigen a través del TTS hacia
el GE. Barra de calibracion: 50um.
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2. IR a ChAT y a los neuropéptidos NT, m-Enk, CGRP, SS y VIP en los cuerpos
celulares de las NPS

Por marcaje simultaneo doble fluorescente contra ChAT y los neuropéptidos NT, m-

Enk, CGRP, SS y VIP, analizado por microscopia de fluorescencia y confocal,

encontramos que todos los neuropéptidos explorados co-localizan con ChAT, en los

cuerpos celulares de las NPS (Figura 5).

Figura 5. Imagenes de inmunofluorescencia donde se muestra doble inmunomarca en los somas de
las NPS, tanto de cortes horizontales como transversales. En la columna de la izquierda (a, c, e, g e i) se
muestran las NPS marcadas con TxR para ChAT. En los paneles de la derecha se muestran las neuronas
marcadas con FITC IR a NT (b); m-Enk (d); CGRP (f); SS (h) y VIP (j). En todos los casos se sefialan los
somas de las NPS para mostrar clara co-localizacion de los transmisores explorados (cabezas de flechas), asi
como algunas neuronas positivas a los péptidos pero no a ChAT (flechas gruesas); también se muestra una
neurona positiva a ChAT y negativa a un péptido (flecha delgada). Barra de calibracion: 50 um (a, b, ¢, d, iy j)
y 100 um (e, f, g, h).
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Se encontraron algunas neuronas positivas a péptidos y no a ChAT, fuera de
los nucleos intermediolaterales, que no fueron marcadas retrébgradamente. La marca
fluorescente de los péptidos NT, CGRP, SS y VIP en los somas de las NPS fue
evidente, a diferencia del péptido m-Enk en donde la intensidad de la IR fue baja.
Ademas de las NPS, las motoneuronas de las astas anteriores fueron positivas a la
NT y m-Enk; este dltimo péptido también presenté IR en fibras del asta dorsal. Para
CGRP, en los cortes transversales ademas de la marca de las NPS, se observ6 una

fuerte IR en las fibras de las astas dorsales.

3. Localizacién independiente de IR a ChAT y a los neuropéptidos NT, m-Enk,

CGRP y VIP en terminales ax6nicas preganglionares del GE del gato
Como se habia reportado anteriormente (Jiménez et al, 2002), confirmamos la IR a
ChAT en las terminales axdnicas preganglionares del GE del gato. Asi mismo,
encontramos IR a los neuropéptidos NT, m-Enk, CGRP, SS y VIP en las terminales
axonicas preganglionares del GE del gato. Con marcaje doble simultaneo contra
ChAT y cada uno de los péptidos explorados y andlisis confocal encontramos, con
excepcion de la SS, localizaciéon independiente de ChAT y péptidos en botones y
terminales presinapticas.

Con marcaje doble encontramos terminales axénicas preganglionares IR a NT
que no contenian ChAT; la m-Enk fue observada en terminales axénicas las cuales no
coincidian con las que presentaban IR a ChAT. Las terminales axdnicas IR a CGRP
se encontraron a lo largo del GE, pero ademas no correspondian con [as terminales
IR a ChAT,; para este péptido se observaron dos tipos de fibras, unas gruesas lisas y
otras delgadas con varicosidades. La SS fue el Unico péptido explorado que mostré

co-localizacion con ChAT en las terminales axénicas. Finalmente también por
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inmunorreactividad detectamos la presencia de terminales axonicas positivas a VIP

pero no a ChAT (Figura 6).

Figura 6. Imagenes de inmunofiuorescencia que muestran una doble inmunomarca en el GE del gato. En
el panel izquierdo se muestra (rojo) terminales IR a ChAT marcadas con TxR (a, ¢, e, g e i), en el panel derecho se
representa la IR marcada con FITC para los péptidos NT (b), m-Enk (d), CGRP (f), VIP (h) y SS (j). Se muestra la
presencia de cumulos de fibras y botones preganglionares reactivos a ChAT y no a los péptidos (flechas delgadas),
positivos a péptidos pero ChAT negativos (flechas grandes) y co-localizacién de ChAT y los péptidos (cabezas de
flechas). Barra de calibraciéon: 50 um (a y b) 30 um (c y d) y 100 um (e, f, g, h, i y j).

Adicionalmente, en las neuronas ganglionares detectamos IR a ChAT, las
cuales se encontraron rodeadas de terminales axénicas preganglionares IR también a
ChAT; de igual forma también se detectaron células ganglionares positivas para m-
Enk, CGRP y VIP; para estos dos ultimos péptidos se encontré6 una intensa IR

distribuida en todo el citoplasma de la célula ganglionar.
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4. Presencia de IR a ChAT y a los neuropéptidos NT, m-Enk, CGRP y VIP en los
axones preganglionares del Tronco Toracico Simpatico (TTS)
Con el propésito de determinar si en efecto los puntos inmunofluorescentes
encontrados en el TTS corresponden al axoplasma de las fibras nerviosas, los cortes
transversales del nervio preganglionar se contratifieron con fluoro-gold el cual marcé
especificamente a la vaina de mielina, de tal manera que al observar la doble marca
(ChAT y fluoro-gold), se pudo constatar que los puntos inmunofluorescentes
corresponden al axoplasma, ya que siempre se encontraron en el interior de los

anillos de mielina (Figura 7).

Figura 7. Imagenes obtenidas por microscopia confocal de cortes transversal de nervio preganglionar
T3 contrastado con el trazador fluoro-gold. En a se muestran los axones IR a ChAT, en b se observo con el
filtro para FITC la marca de fluoro-gold la cual se encontré en la mielina de los axones; en ¢ ambos canales,
los puntos IR a ChAT se encontraron precisamente en el interior de los anillos de la marca de la mielina
(flechas). Barra de calibracién: 5 pm.

Por medio de imnunofluorescencia encontramos IR a ChAT en los axones
preganglionares localizados en el TTS al nivel de T3 y T6; asi como de los péptidos
NT, m-Enk, CGRP y VIP; SS no alcanzdé niveles detectables. La doble
inmunofluorescencia mostré escasa co-localizacion de ChAT con los péptidos NT, m-

Enk, CGRP y VIP (Figura 8).
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Figura 8. Cortes transversales de nervio preganglionar T3; las imagenes obtenidas por microscopia
confocal muestra una doble marca simultanea para ChAT, CGRP y VIP. En la primera columna (rojo) se
observa la IR a ChAT (a, d, g y j), en la segunda NT (b), m-Enk (e), CGRP (h), VIP (k) y la mezcla digital de
los canales se presenta en la columna derecha ChAT-NT (c) y ChAT-m-Enk (f), CGRP (i) y VIP (l). Se
observa localizacion independiente de estos péptidos en los axones preganglionares, ChAT (flechas
pequenas) y péptidos (flechas grandes). Barra de calibracion: 12 pm.
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Considerando que ChAT co-localiza con estos péptidos en los cuerpos
celulares, y que las NPS tienen un so6lo axon, este resultado inesperado de
localizacién independiente de ChAT y los péptidos nos condujo a explorar la
posibilidad de que estos mediadores fueran transportados de manera secuencial.
Para explorar esta posibilidad se obtuvieron cortes longitudinales de nervio
preganglionar al nivel de T3, con marcaje doble inmunofluorescente (contra ChAT y
NT), analisis confocal y reconstruccién tridimensional de las fibras preganglionares,
observamos que a lo largo de las fibras la IR de los transmisores muestran un patron
de segmentacion sucesiva en forma de anillos de las diferentes reactividades (Figura

9y 10).

Figura 9. Corte longitudinal de nervio preganglionar T3. Imagenes obtenidas por microscopia
confocal, donde se muestra una doble inmunomarca para ChAT (a) y NT (b), la sobreposicion de ambos
canales se muestra en c. Se puede observar como a lo largo de las fibras preganglionares la IR de ambos
transmisores se muestra como un patron de segmentacion sucesiva en forma de anillos (flechas). Barra de
calibracion: 5 pm.

25



Figura 10. Imagen de una reconstruccion ridimensional de la localizacién de transmisores en las
fibras preganglionares. A la izquierda se muestra la Imagen de un corte longitudinal de nervio preganglionar
obtenida por microscopia confocal (ChAT-rojo y NT-verde). Los segmentos seleccionados de las fibras
preganglionares a y b tienen su imagen tridimensional correspondiente a la derecha. Se puede observar tanto
en a como en b que a lo largo de las fibras preganglionares la IR de los transmisores se presenta como un
patron de segmentacion sucesiva en forma de anillos, con escasos puntos de co-localizacion. Barra de
calibracion: Sum.

Adicionalmente, realizamos experimentos donde se interrumpié el transporte
axonal en el TTS (T3), con el fin de determinar si, al acumularse los transmisores en
el sitio de la interrupcién, se pudieran detectar co-localizados. Se obtuvieron cortes del
cabo distal al ganglio (T3) y por marcaje multiple fluorescente y analisis confocal, se
encontr6, que en efecto los transmisores se acumularon en los axones
preganglionares mostrando un claro aumento de los puntos de co-localizacion, lo cual
fue mas evidente para ChAT y NT (Figura 11). Estos resultados apoyan la posiblidad
de que los transmisores se transportan de manera secuencial; lo que pudiera indicar
que al realizar los cortes transversales el observar o no co-localizacion en los axones

depende a qué nivel de cada nervio pasa el corte.
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Figura 11. Imagenes obtenidas por microscopia confocal de cortes transversales de nervio
preganglionar ligado 24 hrs antes. Se muestra doble inmunomarca contra ChAT (a), NT (b) y la sobre posicién
de los dos canales (c) donde se observan abundantes sitios de co-expresion (puntos amarillos) de
transmisores en los axones preganglionares (flechas). Barra de calibracion: 20 pm.

Por otra parte, en cortes transversales del TTS con tincién de azul de toluidina
encontramos a nivel de T3 (2-5 mm del GE), ademas de las fibras preganglionares un
gran nimero de neuronas ganglionares ectopicas. Estas neuronas son positivas a TH
(hidroxilasa de tirosina), llegan a ocupar hasta el 50% del area total del nervio;
mientras que en T6 (11-13 mm del GE) so6lo se encontraron fibras nerviosas IR a

ChAT (Figura 12).

Figura 12. Cortes de nervio preganglionar T3 y T6 contratefiido con azul de Toluidina. En a se
observa que ademas de las fibras preganglionares (asteriscos), mas del 50% del nervio en T3 esta ocupado
por neuronas ganglionares ectopicas (flechas). En b se muestra un corte de nervio T6 en el cual se observan
practicamente solo fibras axénicas preganglionares (asteriscos). Barra de calibracion: 125um.
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DISCUSION

Los datos de este trabajo demuestran la presencia de ChAT y de los
neuropéptidos NT, m-Enk, SS, CGRP y VIP en las neuronas preganglionares
simpéticas del gato. Encontramos que ChAT co-localiza con cada uno de los péptidos
estudiados en los cuerpos celulares pero con excepcién de SS, esta co-localizacion
no se encuentra en las fibras y botones axénicos. A nivel del nervio preganglionar en
el TTS, tampoco se encontrd co-localizacion, aunque esta si se encontrd al interrumpir
el transporte axénico.

Estos resultados sobre localizacion y co-localizacion del transmisor principal
Ach y los neuropéptidos en los somas de las NPS coinciden con los datos publicados
por Kondo y Colombo-Benkmann (Kondo et al, 1985; Colombo et al, 1995) quienes
reportaron la co-existencia de ChAT con Enk en los cuerpos celulares de las NPS;
ademas demostramos que los péptidos NT, CGRP, SS y VIP también co-existen con
ChAT, lo cual nos sugiere que dichas neuronas pueden sintetizar Ach y diferentes
péptidos.

En los botones y terminales axénicas preganglionares en el GE confirmamos la
presencia e IR independiente de la Ach, NT y m-Enk en botones sinapticos, como
habia sido reportado (Jiménez et al, 2002). Ademas, también encontramos-
localizacién independiente de ChAT, CGRP y VIP; la SS fue el unico péptido que
presentd co-localizacién con la ChAT. El origen preganglionar de estos botones
terminales se ha comprobado denervando el ganglio estelar, lo que produce la
desaparicién de la inmunorreactividad de los transmisores (Jiménez et al, 2002).

Debido a la co-expresion de ChAT y los péptidos en el cuerpo celular pero no
en botones y terminales de las NPS, decidimos explorar la localizacién de

transmisores en los axones de las NPS en el nervio preganglionar simpatico. Esto es,
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tomando en cuenta que las NPS tienen un s6lo axén, lo esperado era que los
transmisores una vez sintetizados viajaran por el transporte axénico hacia los ganglios
simpaticos, por lo que deberian encontrarse co-localizados en los nervios
preganglionares; sin embargo, nuestros datos mostraron mas bien localizacién
separada de la ChAT y los péptidos explorados, lo que nos llevd a considerar la
posibilidad de que estos transmisores una vez sintetizados se transportaran
secuencialmente a través de los axones. Para probar esta posibilidad realizamos
cortes longitudinales del nervio preganglionar, en los cuales observamos, tanto para
ChAT como para NT un patrdn de distribucidén sucesiva en forma anillos a lo largo de
los axones, y basandonos en los experimentos realizados en los afos 40 por Weiss y
colaboradores (para revision ver: Nicholls et al, 2001) en relacién con el transporte
axonal, interrumpimos el transporte anterégrado, esto es de la médula espinal al GE,
simplemente haciendo una ligadura en el nervio preganglionar; fue de esta manera,
que al inducir la acumulacién de los transmisores en el sitio de ligadura logramos
detectar co-existencia de los transmisores.

Nuestros datos, como otros previos (Lindh et al, 1986; Morales et al, 1995;
Jiménez et al, 2002), apuntan a que las NPS co-expresan ChAT y varios péptidos a
nivel de sus cuerpos celulares, estos mediadores se transportan separadamente por
lo que no se encuentran co-localizados en los axones preganglionares, a menos que
se interrumpa el transporte axénico, y son finalmente detectados mayoritariamente en
botones y terminales axénicas separados. Esta discrepancia de co-localizacién de
ChAT y péptidos en los cuerpos celulares y los botones y terminales axénicas de las
NPS puede ser explicado por: i) por la existencia de una subpoblacién de neuronas
preganglionares simpaticas no colinérgicas pero con otro transmisor clasico, o bien

que sean neuronas exclusivamente preganglionares peptidérgicas. Cabe sefialar que
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en las neuronas preganglionares, ademas de la Ach se han reportado otros
transmisores clasicos como GABA, glutamato, (Nozdrachev et al, 2002; Dobé et al,
1989) entre otros. Sin embargo, todas las NPS que analizamos fueron ChAT positivas.
ii) que las NPS tengan la capacidad de sintetizar y almacenar transmisores y co-
transmisores en sus cuerpos celulares, para después segregarlos de manera sucesiva
a diferentes botones y terminales sinapticas. Esta posibilidad pudiera contravenir con
un principio clasico dentro de las neurociencias, que se conoce como principio de Dale
(Dale, 1935), el cual fue enunciado en realidad por John Eccles (Eccles, 1957), donde
se sostiene que /as neuronas operan con la misma combinacién de transmisores en
todos sus procesos celulares; sin embargo, aunque este principio ha sido aceptado de
manera general por mucho tiempo, ya se han tenido reportes de segregacion de
transmisores a diferentes procesos celulares en diferentes niveles del SN (Sossin et
al, 1990; Jonas et al, 1998; Landry et al, 2003), lo cual concuerda con nuestros
resultados.

De nuestros datos podemos postular que la co-transmisién ganglionar se debe
a la liberacién conjunta de transmisores provenientes de diferentes terminales y la
accién modulatoria se ejerceria por la convergencia presinaptica y/o postsinaptica de
las acciones de cada mediador, y no por la liberacion de uno o mas mediadores de

las mismas terminales presinapticas (figura 13).
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Figura 13. Esquema donde se muestran los cuerpos celulares de las NPS en las astas
intermediolaterales de la médula espinal, desde donde parten sus axones hacia los ganglios simpaticos para
hacer sinapsis con las células ganglionares. Las neuronas amplificadas muestran co-expresién de Ach
(circulos rojos), y los diferentes neuropéptidos (triangulos azules y rombos verdes); los cuales son
transportados diferencialmente a través de los axones y finalmente segregados a diferentes botones y
terminales axénicas (neuronas amplificadas del ganglio simpatico). La interrupcién axénica (amplificacién
en los axones de las neuronas) produce la acumulacion de los transmisores la cual se muestra como una
co-existencia de los mismos en el nervio preganglionar.

Finalmente, nuestros hallazgos sugieren que las NPS pueden ser
pluripotenciales es decir, sintetizar a la vez a los transmisores, transportarlos en una
temporalidad diferente y segregarlos a diferentes terminales axonicas. Esta propuesta
implicaria una considerable potencialidad de las neuronas preganglionares, de
sintetizar, segregar, transportar y liberar separadamente diferentes transmisores, lo
que pudiera ser transitorio, y estar ademas en funciéon de los requerimientos de las
sinapsis. Aunque esto Ultimo es simplemente una conjetura, es algo que no se puede

dejar de considerar.
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CONCLUSIONES

. Las neuronas preganglionares simpaticas del GE de gato, localizadas en los
nuicleos intermediolaterales muestran co-expresion de la ChAT y los péptidos
NT, m-Enk, CGRP, SS y VIP al nivel de sus cuerpos celulares.

. Los transmisores explorados en el presente trabajo, son transportados a traves
de los axones preganglionares de manera sucesiva hacia los botones
axoénicos.

. Los botones y terminales ax6nicas almacenan de manera independiente a los
transmisores explorados.

. La neuromodulacién por lo tanto se podria ejercer por la accién conjunta de
mediadores liberados de diferentes terminales presinapticas cuyas acciones
convergerian pre y/o post-sindpticamente; y no por la liberacién conjunta de
transmisores provenientes de las mismas terminales axonicas.

. Estos resultados podrian ser una excepcion al principio de Dale, dado que
estas neuronas tendrian la capacidad de segregar diferentes transmisores a

distintos procesos celulares.
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