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5-HT- 5-hidroxytriptamina o serotonina
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IC- ntcleo intercalado

IML({- ntcleo intermediolateral pars funicularis
IMLp- nicleo intermediolateral pars principales
IR- inmunorreactividad

LDCV- vesiculas grandes de nucleo denso

LF- funiculo lateral

mENK- metionina encefalina

NA- noradrenalina

NO- 6xido nitrico

NPS- neuronas preganglionares simpaticas
NPY - neuropéptido Y o tirosina

NT- neurotensina

PBS- buffer de fosfatos

SCP- péptido pequeiio cardioactivo

scv- vesiculas pequefias claras

SN- sistema nervioso

SNA- sistema nervioso autonomo

SNC- sistema nervioso central

SOM- somatostatina

Syn- synaptofosina

Syt- synaptotagmina

TTS- tronco toracico simpatico

TxR- texas red

UTP- uracilo trifosfato

UV- ultravioleta

VAChT- transportador vesicular de acetilcolina
VH- asta ventral

VIP- péptido intestinal vasoactivo

WR- ramo comunicante blanco del tronco toracico simpatico
Zn- zinc



RESUMEN

Las neuronas preganglionares simpaticas (NPS) forman parte de la via eferente motora
autondmica y usan como transmisor principal a la acetilcolina (ACh) y a diversos
péptidos como co-transmisores. Como en otras neuronas, se acepta de manera general
que los transmisores cldsicos y los co-transmisores son co-almacenados y co-liberados
de las terminales presinapticas. No obstante, existen trabajos que muestran que aunque
los cuerpos celulares de las NPS co-expresan a la enzima ChAT (colina
acetiltransferasa, enzima que sintetiza la ACh y se usa como su marcador) y al péptido
co-transmisor metionina-encefalina (mENK); a nivel de sus proyecciones axonales
(fibras, botones y terminales, distribuidos en los ganglios simpdaticos) estas moléculas
pueden expresarse preferencialmente en distintos procesos axonales, dando lugar a la
presencia de procesos axonales preganglionares peptidérgicos negativos a ChAT. La
discrepancia en el grado de co-existencia de transmisores entre los cuerpos celulares y
los botones y terminales axdnicas, pudiera deberse a que existan subpoblaciones de NPS
tanto colinérgicas como no colinérgicas y que ambas expresen péptidos; o bien que
todas las NPS sinteticen tanto ChAT como péptidos y que los segreguen a diferentes
procesos celulares. Con el proposito de discernir entre estas dos posibilidades,
investigamos la presencia, asi como el nivel de co-existencia o segregacion de los
péptidos neurotensina (NT), metionina-encefalina (mENK), péptido relacionado con el
gen de calcitonina (CGRP), somatostatina (SOM) y el péptido vasoactivo intestinal
(VIP) con ChAT tanto a nivel de los somas, axones y varicosidades de las NPS de gato,
asi como también la presencia y nivel de co-existencia o segregacion del péptido mENK
con dos marcadores colinérgicos, ChAT y VAChT (transportador vesicular de la ACh),
en los somas, botones y terminales de las NPS de rata.

Encontramos tanto en gato como en rata que en los somas de las NPS la co-
existencia de los péptidos con ChAT o VAChT es préacticamente del 100%, mientras
que en sus botones y terminales axodnicas la co-existencia es alrededor del 40%; lo que
apoyan la posibilidad de que en estas neuronas simpdticas ocurra una segregacion de
mediadores al nivel de los botones y terminales axonicas. En los axones que corren a lo
largo del tronco toracico simpatico sdlo encontramos co-existencia de los marcadores
cuando interrumpimos el transporte axonal, sugiriendo que los transmisores se
transportan de manera secuencial en los axones. Estos resultados descartan la
posibilidad de que las fibras s6lo peptidérgicas provienen de una segunda poblacion de
NPS no colinérgicas, ya que todos los somas peptidérgicos fueron colinérgicos.

Considerando el almacenaje vesicular, aceptado para la ACh en vesiculas claras
(scv) y mENK en grandes de nucleo denso (LDCV), la presencia de varicosidades
encefalinérgicas no colinérgicas nos llevdo a explorar el patron vesicular de estos
atipicos botones. Para ello estudiamos la posible co-existencia del péptido mENK con
las proteinas vesiculares, synaptofisina (Syn) para scv y synaptotagmina (Syt) para
LDCYV. Encontramos que alrededor del 60% de la poblacion de los botones y terminales
encefalinérgicas no expresan ni Syn ni Syt; ademds de la poblacién total de
varicosidades encefalinérgicas, las no colinérgicas son las que mayoritariamente no
expresan Syn.

Nuestros datos sugieren fuertemente que las NPS pueden segregar péptidos de
los marcadores colinérgicos a nivel de sus procesos axonales. El hecho de que las



terminales encefalinérgicas no colinérgicas no contengan IR a la Syt, pudiera ser porque
la mENK esté almacenada en vesiculas sinapticas atipicas diferentes a las scv y LDCV.

Sugerimos que este mecanismo de segregacion o distribucion diferencial,
pudiera ser transitorio y depender de cambios funcionales o demandas de las sinapsis,
de tal forma que cada boton presinaptico almacenaria y liberaria al 6 los mediadores que
se requirieran de acuerdo al entorno sinaptico.

Consecuentemente la co-transmision pudiera llevarse a cabo por la liberacion
conjunta de transmisores pero provenientes de diferentes botones y terminales axonicas
y no necesariamente por la liberacion de transmisores co-almacenados de las mismas
terminales axonicas.



ABSTRACT

Sympathetic preganglionic neurons (SPN) belong to the autonomic motor efferent
pathway, they use the classical transmitter acetylcholine (ACh) as diverse co-
transmistters (like neuropeptides). Like other neurons, it is generally accepted that
classical transmitters and co-transmitters are co-storaged and co-released from the same
presynaptic endings; however there are studies which have shown although Choline
acetyl-transferase (ChAT, synthesizing enzyme of ACh which it uses as marker) and
methionin-enkephalin (m-ENK) are co-expressed in SPN cell bodies, these molecules
are expressed in different axonal processes (fibers and boutons), bearing preganglionic
axonal processes peptidergic negatives to ChAT. This discrepancy between the level of
transmitters co-existence in cell bodies and axonal fibers and boutons, could be due to:
1) existence of SPN subpopulations cholinergic and non-cholinergic and both of them
expressing neuropeptides; and 2) all SPN could synthesize ChAT and neuropeptides and
route them to different fibers and boutons. To discern between these possibilities, we
explored the level of possible expression and co-expression or segregation of the
peptides, neurotensin (NT), methionin-enkephalin (mENK), somatostatin (SOM),
calcitonin gene-related peptide (CGRP) and vasoactive intestinal peptide (VIP) and
ChAT in cell bodies, axons and varicosities of cat SPN. We also explored the existence
and level of co-existence or segregation of methionin-enkephalin (mENK) with the
cholinergic markers, ChAT and VAChHT (vesicular acetylcholine transporter) in cell
bodies and varicosities of rat SPN.

We found, both in cat and rat, an almost complete co-localization in SPN cell
bodies, of the explored peptides with ChAT and VAChT. On the contrary we observed
independent localization of immuorreactivity for the peptides and ChAT or VAChHT in
axonal fibers and boutons, suggesting the possibility of neurotransmitters segregation at
the level of ending boutons. At the level of sympathetic trunk we could observed co-
localization between ChAT and peptides in preganglionic axon fibers, only after axonal
interruption indicating a sequential axonal transport of ChAT and peptides. These data
discard the presence of a second population of SPN only peptidergic, supporting the
possibility of segregation of ACh and peptides.

Considering the vesicular storage for ACh in small clear vesicles (scv) and
mENK in large dense core vesicles (LDCV), the presence of m-enkephalinergic non-
cholinergic varicosities, lead to us to characterize the vesicular features of these atypical
boutons. We explore the possible co-existence between mENK with the vesicular
proteins synaptophysin (Syn) for scv and synaptotagmin (Syt) for LDCV. We found that
60% of enkephalinergic boutons did not express either Syn or Syt; moreover all of the
population m-enkephalinergic varicosities, the non-cholinergic subset mostly did not
express Syn.

Our data strongly suggest that SPN segregate peptides from ChAT and VAChHT.
It is possible that the enkephalinergic non-cholinergic boutons did not express Syn

because the mENK could be stored in atypical synaptic vesicles, different to scv and
LDCV.



We suggest that cellular segregation or differential distribution could be
transient and could be according to the functional changes of the synapses. Thus each
presynaptic bouton would storage and release to the transmitter or co-transmitters
depending on synaptic environment.

Consequently, co-transmission in sympathetic ganglia could be based on the
concurrent release of transmitters and co-transmitters from distinct presynaptic boutons,
rather than in the co-release of these mediators from the same axon process.



INTRODUCCION

. Neurotransmision

En el sistema nervioso, las neuronas se encargan de propagar los impulsos nerviosos que se
generan de la periferia hacia el cerebro y de ahi a los 6érganos periféricos. La transmision de
la informacién nerviosa se propaga a lo largo de las neuronas, usualmente de los axones a
las dendritas o somas, asi como entre las neuronas a través de las sinapsis. Las sinapsis
pueden ser de tipo eléctrico o quimico de acuerdo a como se transmite el impulso nervioso.
En este trabajo nos enfocamos al estudio morfologico de las sinapsis quimicas de los

ganglios autondmicos.

A finales del siglo XIX, una vez que se introdujeron los conceptos de la teoria
neuronal por Santiago Ramon y Cajal y el de sinapsis por Charles Sherrington, se considerd
por varios afios que en el sistema nervioso predominaban las sinapsis eléctricas, en donde la
corriente pasa directamente de una célula a otra, sin embargo, los estudios clasicos de JN
Langley y de TR Elliot en las uniones neuromusculares autonomicas y en los ganglios
autondmicos apuntaban a que la transmision sinaptica era de tipo quimico (Valenstein
2002) y aunque existia la idea de que algin tipo de molécula o sustancia quimica
participaba en la comunicacion neuronal aun no se conocian cudles eran y como se
liberaban, por lo que se inici6 la busqueda de los agentes quimicos capaces de funcionar

Ccomo neurotransmisores.

Algunos afios mas tarde los trabajos de Elliot y Dale identificaron a la noradrenalina

(NA) cuya funcion era vasoconstrictora, mientras que Loewi descubri6é que la acetilcolina



(ACh) mediaba las respuestas de las sinapsis autondmicas entre el nervio vago y el corazon.
Asi que todo indicaba que tanto la NA como la ACh eran los neurotransmisores liberados
en las sinapsis periféricas neuromusculares y en los ganglios autonomicos (Eccles, 1986;

Valenstein, 2002; Tansey, 2006; Burnstock, 2009).

A vpartir de los hallazgos anteriores, HH Dale propuso el concepto de la
neurotransmision quimica (Dixon Memorial lecture to the Royal Society of Medicine,
1935), en el cual consideraba a todo tipo de neuronas como unidades metabolicas desde el
soma hasta todos sus procesos celulares y en las cuales sus sinapsis operaban con el mismo
mecanismo de transmision quimica (citado en: Whittaker, 1984). Esta hipotesis fue
promovida y nombrada por JC Eccles en 1955 como Principio de Dale en la cual se
afirmaba que ‘el mismo transmisor quimico se liberaba de todas las terminales sinapticas
de una neurona”, y aunque en esta frase la intencidén era enfatizar que las neuronas
funcionan como unidades quimicas, por mucho tiempo se interpretd que una neurona
sintetiza un solo neurotransmisor (citado en: Whittaker, 1984; Eccles, 1986; Strata and
Harvey 1999); fue hasta varios afios después que el mismo JC Eccles en un articulo que
escribio y publicéd en los 80’s aclard la confusion respecto al famoso principio o postulado

de Dale.

Casi de manera paralela a finales de los 50’s, Palay & Palade y De Robertis &
Bennett presentaron las evidencias morfologicas de la transmision quimica ya que
observaron la ultraestructura de las terminales nerviosas e identificaron unas estructuras
con membrana limitante en la presinapsis, a las cuales llamaron vesiculas sindpticas y las

propusieron como los sitios de almacenamiento de co-liberacion de los mediadores



quimicos. Dichos hallazgos terminaron por confirmar la teoria neuronal. Ahora se sabe que
en las sinapsis quimicas a diferencia de las eléctricas, los impulsos nerviosos se transmiten
de una célula presindptica a una postsindptica a través de un mediador, se caracterizan por
un retardo sinaptico y es unidireccional (para revision ver: Bear et al, 1996; Wilson et al,

1997; Guyton et al, 1998).

En general se aceptd que las neuronas pueden utilizar un neurotransmisor, ya sea
excitador o inhibidor pero no ambos. Dicho concepto prevalecio hasta la década de los
60’s, cuando por medio de técnicas bioquimicas, electrofisioldgicas, de microscopia de luz
y electronica, se lograron aislar e identificar diversas moléculas (como aminoacidos), que
junto con los neurotransmisores ya identificados participaban también en la transmision
sindptica en el sistema nervioso autonomo (SNA) (Apéndice) y del sistema nervioso central
(SNC); la siguiente tabla muestra la clasificacion de los neurotransmisores de acuerdo a su

naturaleza quimica (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los neurotransmisores de acuerdo a su naturaleza quimica

Amina cuaternaria: Acetilcolina (ACh)

Aminas biogénicas: Dopamina (DA), Noradrenalina o Norepinefirna (NA o NE) y
Adrenalina o Epinefrina (AD o E)

Indolamina: Serotonina (Ser 6 5-Hidroxytriptamina [S-HT]), Histamina (H)

Aminoacidos: 4dcido amino y—butirico (GABA), Glutamato (Glu), Glicina (gly) y Aspartato

(Asp)

Ahora, se sabe y acepta que la noradrenalina (NA) y la acetilcolina (ACh) son
neurotransmisores que en el SNA ejercen funciones antagonicas. El SNA consiste de
sinapsis colinérgicas ganglionares con efectores neuroviscerales noradrenérgicos

(simpaticos) y colinérgicos (parasimpéaticos).



El aislamiento de las substancias quimicas como potenciales neurotransmisores,
llevo a establecer como convencional ciertos criterios para definir si una sustancia quimica
podia considerarse como transmisor (Matthews, 1996; Oda, 1999; Prado et al, 2002) (Tabla

2).

Tabla 2. Caracteristicas que identifican a los neurotransmisores.

e Moléculas de bajo peso molecular, aprox. 200 kDa.

o Sintesis en las terminales sinapticas de las neuronas por una via enzimatica especifica.

e Las enzimas necesarias para la sintesis de los neurotransmisores se dirigen a las terminales axoénicas
por transporte axonal lento y algunas ocasiones rapido.

e Almacenamiento en vesiculas pequefias claras (scv) y liberacion de las terminales presinapticas,

e Se liberan en las zonas activas de las terminales presinapticas.

e Su liberacion ocurre con cualquier frecuencia de estimulacion.

e Una vez liberados se acoplan a sus receptores (ionotropicos o metabotropicos) especificos localizados
en las neuronas postsinapticas.

¢ Producen una respuesta rapida y breve que genera cambios en el potencial de membrana de la neurona
postsinaptica.

¢ Son eliminados del espacio sinaptico mediante enzimas especializadas, o algin sistema de recaptura

especifico localizado en las terminales presinapticas.

. Co-transmision y neuromodulacion

Durante varias décadas se considerd que cada sinapsis utilizaba un solo mediador quimico
para propagar los impulsos nerviosos, sin embargo, hacia finales de la década de los 70’s,
surgieron trabajos en los cuales se reportaban en las terminales axonicas la presencia de
otras substancias biologicamente activas, capaces de inducir respuestas diferentes a las de
los neurotransmisores reportados hasta ese momento (para revision ver: Strand, 1999). Al
respecto, en algunas neuronas del SNA se encontrd6 que no solo almacenaban al
neurotransmisor principal NA sino que también podian co-almacenar y co-liberar al

nucledtido adenosin 5'-trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés) y al neuropéptido tirosina



(NPY), este ultimo no produce una accidn directa sobre las células post-sinapticas, pero si
modifica o modula la liberacion y respuesta de la NA y ATP a nivel pre y post-sindptico, en
diferentes preparaciones del SNA de diversas especies (Sneddon & Burnstock 1985;

Burnstock, 2006 (a); 2006 (b).

Cada vez surgieron mas datos de co-existencia en el sistema nervioso; G. Burnstock
uso el concepto de co-transmision, con el cual propuso que ademas de los transmisores
principales co-existian otros mediadores a los que se les denomind como co-transmisores,
que si bien no producian una respuesta sinaptica si mostraban la capacidad de cambiar o
modificar las acciones intrinsecas del neurotransmisor principal y por tanto la actividad de
las neuronas post-sindpticas (Merighi, 2002; Burnstock, 1976, 2006 (b)). Al igual que los
transmisores clasicos, los co-transmisores tienen caracteristicas propias que los distinguen,
tales como su biosintesis, almacenamiento y degradacion (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los co-transmisores.

¢ Frecuentemente son moléculas de alto peso molecular, hasta 3000 kDa.

e Son sintetizados en los cuerpos celulares de las neuronas, almacenados en vesiculas de nucleo
electrodenso (LDCV) y transportados a través de los axones por transporte axonico rapido hacia las
terminales nerviosas.

e Se liberan en las zonas extra-sinapticas de la membrana presinaptica.

o Su liberacion ocurre cuando la frecuencia de estimulacion es alta y repetitiva.

e Una vez liberados se acoplan a sus receptores especificos de tipo metabotropico, localizados en las
neuronas postsinapticas.

e Modulan la respuesta que produce el transmisor principal, ya sea inhibiendo o facilitando la
transmision sindptica.

e Se eliminan del espacio sinaptico mediante proteasas o su internalizaciébn en las terminales
presinapticas; atn no se ha descrito algin sistema de recaptura o reciclaje en las terminales

presinapticas.




En la actualidad se han reportado diversas moléculas que pueden modular la
transmison de la informacidon nerviosa tanto en neuronas de vertebrados como de
invertebrados, tales como los nucleotidos: adenosin 5'-monofosfato y difosfato (AMP y
ADP), el uracilo trifosfato (UTP), la guanina trifosfato (GTP), mensajeros gaseosos, NO y
CO (oxido nitrico y mondxido de carbono), factores troficos, Zn (zinc, uno de los
elementos mas abundantes en el organismo), D-serina, y diversos péptidos comunmente
llamados neuropéptidos de alto peso molecular (hasta 3000 kDa) (Lundberg JM 1996;
Zupanc, 1996; Baranano, et al, 2001; Salio et al, 2006; Hook et al, 2008). Y aunque desde
los afos 30’s se habian descrito la presencia de algunos péptidos en el hipotdlamo y otras
regiones del cerebro, solo se habia considerado su papel hormonal y no se sabia si tenian
alguna otra funcion fisioldgica en el sistema nervioso o si interactuaban junto con algin
otro transmisor, bajo ciertas condiciones fisioldgicas para controlar respuestas especificas
en las neuronas (Burnstock, 1972; Sneddon & Burnstock 1985; Merighi, 2002; Salio et al,
2006; Burnstock 2006 (a), 2009).

En invertebrados se ha encontrado que algunas neuronas también co-transmiten.
Uno de los primeros datos se mostraron en la década de 1970’s, donde se encontré al ATP
como un constituyente de las vesiculas sindpticas colinérgicas en el 6rgano eléctrico de la
raya eléctrica Torpedo californica; otro dato mas se encuentra en el caracol Helix aspersa,
donde las neuronas liberan 5-HT como transmisor principal y ACh como co-transmisor
(Hanley and Cottrell, 1974); y un caso muy estudiado ha sido en las motoneuronas del
musculo de la radula accesoria del molusco Aplysia californica, en donde se ha demostrado
co-liberacion del transmisor principal ACh (con frecuencias bajas de estimulacion) y de dos
péptidos co-transmisores, el péptido pequefio cardioactivo y la buccalina (SCP y BC, por

sus siglas en inglés) (con frecuencias altas de estimulacion) (Vilim et al, 1996(a); 1996(b)).



Las evidencias fisioldgicas y morfologicas indicaban que en las neuronas co-existian
multiples transmisores (al menos, un transmisor cldsico con uno o varios péptidos co-
transmisores) mismos que se co-liberaban ante un estimulo eléctrico adecuado; asi fueron
surgiendo mas casos de co-existencia en las neuronas y no eran casos aislados o diferentes
si no mas bien parecia ser una caracteristica general que presentaban las neuronas
(Burnstock, 1976; Hokfelt et al, 1977; Lundberg and Hokfelt 1983; Bachoo et al, 1987;
Kupfermann, 1991; Hokfelt et al, 1986; 1987; Elfvin et al, 1993; Merighi, 2002). Se
considero y aceptd entonces que las neuronas podian sintetizar y usar mas de un transmisor
para propagar los impulsos eléctricos en las neuronas, confirmando los conceptos de co-
existencia y co-transmision (Hokfelt et al, 1987; ver: Merighi, 2002; Burnstock, 2004)

(Figura 1).

Figura 1. Esquema que presenta las caracteristicas de la transmision y co-transmision de una sinapsis colinérgica (nicotinica).
Se esquematiza una terminal presinaptica, postsinatica y sus componentes. Los neurotransmisores se sintetizan en las terminales axénicas
de las neuronas y se almacenan en scv y cuando un estimulo eléctrico sobrepasa un umbral de respuesta, se produce un potencial de
accion (PA), el cual produce la movilizacion y fusion de las scv con la membrana presinaptica para liberar el neurotransmisor, el cual a su
vez se acopla a sus receptores especificos situados en la terminal postsinaptica, los cuales pueden ser ionotropicos o metabotropicos,
produciendo un potencial postsinaptico ya sea excitador o inhibidor (PPSE o PPSI). A su vez los co-transmisores, como los péptidos se
sintetizan el soma de la neuronas, se almacenan en LDCV vy se dirigen por transporte axénico rapido a través de los microtiibulos de los
axones, hacia la Terminal presinaptica en la cual debido a la entrada masiva e incremento del Ca** las LDCV se movilizan y liberan al
péptido co-transmisor, el cual se acopla a sus receptores postsinapticos de tipo metabotropico, produciendo una inhibicion o facilitacion
de la transmision sinaptica.



. Patron morfolégico de almacenamiento de transmisores y co-

transmisores

Las neuronas pueden presentar diferentes combinaciones de transmisores
(neurotransmisores y neuromoduladores) y esta combinacién de transmisores es lo que
determina que en el sistema nervioso exista un cédigo quimico en las neuronas (Furness et
al, 1989). Asi las diferentes combinaciones de co-existencia pueden ser: 1) un transmisor
clasico + péptido(s) + ATP (Burnstock, 1976), 2) ATP + transmisor clasico (Jo et al, 1999),
3) un transmisor clasico + neurotrofinas (Lachmund A. et al, 1994), 4) un transmisor
clasico + el transmisor gaseoso NO (6xido nitrico, por sus siglas en inglés) o CO
(mondxido de carbono) o Zn (Morales et al, 1995; Barafano et al, 2001); sin embargo, casi
por regla general y en su mayoria, la combinaciéon mas comun es 5) un transmisor clasico +
uno o mas péptidos (Hokfelt et al, 1980; 1986; 1987; Lundberg 1996; Salio, 2006), aunque
también puede ser 6) un transmisor cldsico + transmisor cldsico (Jonas et al, 1998; Nicoll
and Malenks 1998; Sulzer and Rayport 2000; Trudeau, 2003; Bergersen et al 2003; Li et al
2004; Seal and Edwards 2005; Trudeau and Gutiérrez 2007). Un ejemplo de co-existencia
de dos transmisores clasicos se localiza en las fibras musgosas de las células granulares del
hipocampo donde por medio de estudios fisiologicos, farmacologicos e
inmunohistoquimicos se ha reportado que esas neuronas establecen sinapsis excitadoras
glutamatérgicas con las células piramidales y las interneuronas inhibidoras locales de CA3,
y que bajo ciertas condiciones pueden también liberar GABA (el principal transmisor
inhibidor en el SNC) (Sandler & Smith 1991; Bergersen et al 2003; Gutiérrez et al, 2003;
Gutiérrez 2005). Estos datos muestran la posibilidad que en las neuronas pueden co-existir

y co-liberarse dos aminodcidos neurotransmisores, uno excitador y otro inhibidor, en este



caso parece que cada uno conlleva y ejerce un mensaje principal en las neuronas post-
sinapticas.

En el caso de los ganglios simpaticos, tanto en las fibras preganglionares como
en las neuronas post-ganglionares (Apéndice I) se ha demostrado la co-expresion de
marcadores colinérgicos como la colin-acetil transferasa (enzima que participa en la
biosintesis de la ACh, ChAT) y el transportador vesicular de la acetilcolina (VAChHT)
junto con varios neuropéptidos (Lundberg and Hokfelt 1986), como la metionina
encefalina (MENK) (Schultzberg et al, 1978; Schultzberg et al, 1979; Schultzberg
1984), la somatostatina (SOM) (Hokfelt et al, 1977), el péptido intestinal vasoactivo
(VIP) (Lundberg and Hokfelt 1986), el péptido relacionado con el gen de la calcitonina

(CGRP) (Morales et al. 1995).

Ahora es formalmente aceptado que la co-existencia de transmisores es una
caracteristica comun que expresan las neuronas y por tanto el postulado “una neurona,
un neurotransmisor’ es una excepcion mas que una regla tanto en el SNA como en el
SNC. Se acepta que las terminales nerviosas presentan un patrén morfoldégico quimico o
de almacenamiento de transmisores caracterizado por la presencia de un transmisor
clasico acompafiado de otro transmisor cldsico o de uno o mas neuropéptidos, en donde
los transmisores clasicos se almacenan en las scv y los neuropéptidos en las LDCV,
(aunque en algunos casos las LDCV pueden almacenar también a los transmisores
clasicos, hasta ahora los péptidos no se han encontrado en las scv) (Lundberg and

Hokfelt 1983; Merighi, 2002; Burnstock 2004).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a los conceptos de co-transmision y al patron morfoldégico de
almacenamiento de transmisores aceptados actualmente, las terminales axdnicas de las
neuronas co-almacenan y co-liberan al transmisor clasico o principal y a uno o mas co-
transmisores (péptidos, entre ellos). Esta idea de co-almacenamiento de los mediadores
sindpticos, aunque no del todo demostrado, ha prevalecido por largo tiempo hasta que
varias evidencias mostraron que algunos péptidos como la mENK se expresa en
terminales presindpticas preganglionares simpaticas (presumiblemente colinérgicas) que
carecen de marcadores colinérgicos como la ChAT y el VAChT (Lindh et al, 1986;
Morales et al, 1995; Jiménez et al, 2002; Chanthaphavong et al, 2003), no obstante que
estos péptidos co-localizan con ChAT en los somas de estas neuronas simpaticas

(Kondo et al, 1985; Colombo-Bekmann, 1987).

Estos hallazgos discrepantes en la co-localizacion de transmisores entre los
cuerpos celulares y la incompleta co-localizacion en las terminales axénicas de las NPS

plantean al menos 3 posibilidades:

1. Que las fibras y botones IR a péptidos y no a marcadores colinérgicos, no sean
preganglionares simpaticos.
Esta opcion es descartada, ya que se ha demostrado que la denervacion de las
fibras preganglionares simpaticas en el GE del gato produce la desaparicion de

las fibras y botones peptidérgicos (Jiménez et al, 2002).



2. Que existan dos poblaciones de NPS.
Esta posibilidad implicaria la existencia de dos poblaciones, de NPS colinérgicas
y no colinérgicas pero que ambas expresan IR a péptidos. En este caso algunas
NPS podrian sintetizar tnicamente péptidos o bien péptidos con otro transmisor
diferente a la ACh. Esta posibilidad no puede descartarse del todo ya que aunque
si se ha demostrado el fenotipo colinérgico de las NPS (Kondo et al, 1985;
Colombo-Bekmann, 1987) no se ha explorado especificamente la presencia de

somas de NPS peptidérgicos y no colinérgicos.

3. Las NPS pueden sintetizar en sus cuerpos celulares ACh y péptidos co-
transmisores pero los segregan y almacenan en diferentes procesos axonales.
Esta opcion es viable en las NPS, ya que se ha encontrado co-existencia del
péptido mENK con ChAT en los somas de las NPS (Kondo et al, 1985;
Colombo-Benkmann, 1987; para revision ver: Anderson et al, 2009), mientras
que al nivel de sus terminales axonicas, el péptido mENK no siempre co-existe
con ChAT 6 VAChHT (Lindh et al, 1985; Morales et al, 1995; Jiménez et al,

2002; Chanthaphavong et al, 2003).

Hay trabajos, en otros sistemas y especies los cuales apuntan o sugieren la
segregacion de transmisores (Fisher et al, 1988; Sossin et al, 1990; Chun et al, 1994;
Hattori et al, 1991; Sulzer et al, 1998; Blitz and Nusbaum et al, 1999; Joyce and
Rayport, 2000; Sulzer and Rayport 2000; Landry et al, 2003; Nishimaru et al, 2005),
sin embargo, ain no se ha demostrado de manera definitiva que las neuronas pueden

separar o segregar diversos transmisores a diferentes procesos celulares.



En el caso de que existiera segregacion de transmisores y co-transmisores en la
sinapsis ganglionares, la co-transmision se estableceria mediante la liberacion conjunta
de los transmisores (transmisor clasico y co-transmisores) provenientes de distintos
botones y terminales presindpticas, las cuales convergerian en un mismo blanco

postsinaptico.

Por otra parte, la segregacion de transmisores implicaria la presencia de
varicosidades preganglionares simpaticas que contengan péptidos pero no ACh. Dado
que se ha reportado que los péptidos se almacenan en LDCV, es posible que: I) estas
varicosidades peptidérgicas no colinérgicas almacenan péptidos en LDCV vy
transmisores clasicos diferentes a la ACh en scv; II) o bien que estas varicosidades
carezcan de scv; o menos probable que III) estas varicosidades almacenen péptidos no
vesiculizados o IV) que las scv almacenen péptidos. Para abordar estos puntos,
caracterizamos la poblacion vesicular de las varicosidades peptidérgicas tanto la
colinérgicas como las no colinérgicas, por medio de la inmnodeteccion de dos tipos de
proteinas vesiculares, la Syn considerada practicamente especifica para las scv (Thomas
et al, 1988; Zimmerman et al, 1993; Bean et al, 1994; Nicholls, 1994; Burré and
Volknandt, 2007) y la Syt la cual se ha detectado preferencialmente en las LDCV

(Brose et al, 1992; Nicholls 1994; Burré and Volknandt, 2007).



HIPOTESIS
1. Existen dos poblaciones de NPS: colinérgicas y no colinérgicas y ambas

expresan IR a péptidos.

2. Las NPS pueden sintetizar en sus cuerpos celulares ACh y péptidos co-

transmisores pero segregarlos y almacenarlos a diferentes procesos axonales.

3. De haber segregacion, los procesos axonales peptidérgicos no colinérgicos

presentarian un diferente patron vesicular.

Para abordar este problema y discernir entre las hipotesis antes descritas, nos

planteamos los siguientes objetivos.



OBJETIVOS

Con el proposito de discernir si existen dos poblaciones de neuronas, colinérgicas y no-
colinérgicas, pero que ambas expresen péptidos, 6 bien si las NPS pueden sintetizar
ACh y péptidos y segregarlos al nivel de sus terminales axonicas; decidimos hacer un
trabajo integrativo, donde estudiamos y exploramos conjuntamente los patrones
morfologicos de almacenamiento de transmisores y péptidos co-transmisores en los
somas, axones y botones terminales presinapticos de las NPS en las NPS de gato y rata.
Para ello nos planteamos los siguientes objetivos particulares:
e Objetivos particulares
1. Identificar por marcaje retrogrado en la médula espinal, las NPS que envian sus
axones hacia los ganglios simpaticos, estelar (GE) de gato y cervical superior (GCS)

de rata.

2. Explorar a nivel de la médula espinal, la existencia de somas de NPS
inmunorreactivos (IR) a los péptidos neurotensina (NT), metionina encefalina
(mENK), somatostatina (SOM), péptido del gen relacionado con la calcitonina

(CGRP) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) con o sin IR a ChAT 6 VAChT.

3. Estudiar la presencia y posible co-existencia de los péptidos neurotensina (NT),
metionina encefalina (mENK), somatostatina (SOM), péptido del gen relacionado
con la calcitonina (CGRP) o péptido intestinal vasoactivo (VIP) con ChAT en los
axones de las NPS que se dirigen a través del tronco toracico simpatico (TTS) hacia
los ganglios simpaticos.

4. Explorar a nivel de los botones y terminales presinapticas la presencia y posible

co-existencia de los péptidos neurotensina (NT), metionina encefalina (mENK),



somatostatina (SOM), péptido del gen relacionado con la calcitonina (CGRP) o

péptido intestinal vasoactivo (VIP) con ChAT o VAChT.

5. Estudiar las caracteristicas vesiculares de los botones y terminales peptidérgicos
no colinérgicos, a través de la inmunorreactividad del péptido mENK con las
proteinas vesiculares synaptofisina (Syn) para vesiculas pequefias claras y

synaptotagmina (Syt) para vesiculas de ntcleo denso.

6. Investigar si la co-existencia de los transmisores se distribuyen
homogéneamente o en regiones especificas, a lo largo del ganglio simpético; asi
como también si existe alguna relacion con las neuronas post-ganglionares que

inervan.



METODOLOGIA

En la primera parte del proyecto todos los experimentos fueron hechos en gatos adultos
(n= 8), de uno u otro sexo (2.5-3.5 Kg.) los cuales se mantuvieron en jaulas para felinos
con alimentacion ad [ibitum con ciclos de luz oscuridad 12/12, en el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB-UNAM). En la segunda parte del proyecto
usamos ratas adultas (n= 6 para las dobles y n= 4 para el triple inmunomarcaje) macho
de la cepa Wistar (200-300 grs). En ambos casos los animales de experimentacion
fueron tratados de acuerdo a todos los lineamientos establecidos por la comision de

bioética del IIB-UNAM.

* Procedimientos Quirurgicos

Para explorar la localizacion y posible co-localizacion de ChAT, VACHT y péptidos en
los somas preganglionares simpaticos y fibras y terminales axdnicas los gatos se
anestesiaron con pentobarbital sodico (35 mg/kg i.p.) y las ratas con xilazina (10 mg/kg

i.m.) y ketamina (90 mg/kg i.m.).

En los experimentos en gatos para marcar retrogradamente las NPS, una vez
anestesiados los gatos se entubaron endotraquealmente para aplicar en caso de ser
necesario, ventilacion artificial, se canaliz6 la vena femoral para la administracion de las
drogas y se midi6 la temperatura rectalmente, la cual se mantuvo entre 36 y 37°C con
calor local, posteriormente se les practico una cirugia en el area costal hasta encontrar el
tronco toracico simpatico, el cual se secciond y se introdujo en un capilar lleno con
fluorogold (3% en solucién salina) por una hora, después de retirar el capilar y
confirmar la tincion del extremo del nervio se cerraron las heridas. Mientras que en los

experimentos donde se interrumpid el transporte axonal, se localizé el TTS y a nivel de



T3 se amarrd con un hilo seda del nimero 6 y se cerraron las heridas y después de 24

horas los gatos se reanestasiaron para perfundirlos y extraer el cabo distal al GE.

Por otro lado, en los experimentos de bloqueo del transporte axonal de las NPS
realizado en las ratas, se uso colchicina (de 10-16 pg a [1 pg/pl en solucién salinal), se
inyectd intratecalmente la colchicina introduciendo un catéter dentro de la region
atlanto-occipital, hasta alcanzar los segmentos cervicales de la médula espinal C6-CS.
En los experimentos para la denervacion preganglionar en ratas, el TTS se localizo y
cortd 3-5 mm caudal a los ganglios simpaticos. Finalmente, en todos los casos después
de las cirugias, los animales tuvieron cuidados post-quirtrgicos. Después de 2-4 dias de
haber realizado el marcaje retrogrado, 7 dias del bloqueo del transporte axonal 6 2 dias
de la denervacion preganglionar, los animales se re-anestesiaron, perfundieron y fijaron
de acuerdo al siguiente procedimiento: una vez alcanzado el nivel profundo de
anestesia, todos los animales se perfundieron via transcardiaca con 100 ml de solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS 0.01M, pH 7.4) por 3 min, seguida de 250 ml (para el
caso de las ratas) 6 500 ml (en el caso de los gatos) de una solucion fijadora, 100 ml en
3 min y el resto de la solucién por 30-45 min (PB 0.1M mas paraformaldehido 2% y
acido picrico 0.18%, pH 7.4); después se extrajeron y disecaron los segmentos toracicos
de la médula espinal de T2-T6 (tanto en los gatos como en ratas), el TTS a nivel de T3 y
T6: el primer nivel se ubic6 de 4-6 mm caudal al GE donde el ramo comunicante blanco
se une al tercer segmento toracico (WR-T3) del TTS, y el segundo nivel del nervio se
localiz6 60-80 mm caudal al GE cercano a la salida del sexto segmento toracico (WR-
T6), asi como también los ganglios simpaticos (estelares en los gatos y cervicales

superiores en las ratas).



Los segmentos de la médula espinal se colocaron en la misma solucion fijadora
para post-fijacion toda una noche y posteriormente se crioprotegieron en sacarosa al 10,
15 y 30%, mientras que el TTS y los ganglios simpaticos s6lo se colocaron en sacarosa
al 30%, hasta que los tejidos alcanzaran el fondo de la solucion para posteriormente

procesarlos para inmunohistoquimica.

* Inmunohistoquimica

En un criéstato a -20 °C obtuvimos cortes longitudinales del ganglio y longitudinales y
transversales de médula espinal de 14 um de espesor. Todos los cortes se colectaron en
laminillas cargadas eléctricamente (superfrost plus slides, Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA) y procesaron en una camara humeda a temperatura ambiente

para doble o triple marcaje, de acuerdo al siguiente procedimiento.

Para las inmunohistoquimicas dobles o triples, los cortes se pre-incubaron con suero
de albumina bovina (BSA, 10%) o suero de burro (DS, 5%) + BSA (5%) por 2 hrs, se
incubaron toda una noche con los anticuerpos primarios contra la enzima ChAT, el
transportador vesicular VAChT, péptidos o las proteinas Tau, Syn o Syt (Tabla 4),
después los cortes se lavaron dos veces con PBS-Triton X-100 (PBS 0.1M, Tritén X-
100, 0.3%) para luego revelar al dia siguiente con el anticuerpo secundario por 2 hrs.
Para el caso de ChAT o VAChHT se revelaron con biotina-avidina Texas red (TxR),
mientras que los péptidos o las proteinas con isotiocianato de fluoresceina, FITC. En los
triples inmunomarcajes revelamos ChAT con Cy5, mENK con FITC y Tau con TxR, o
bien VAChT con biotina-estreptavidina CyS5, mENK con FITC y Syn con TxR (Tabla

4).



Tabla 4. Anticuerpos utilizados para el inmunomarcaje

Antisueros Tipos de Acoplados  Diluciones Compaiiias
anticuerpos a

Primario

VAChT (rata) Cabra policlonal - 1:100 Promega Corp. Madison
WI, USA.

ChAT (humano)  Cabra policlonal - 1:200 Millipore, Chemicon.
Billerica, MA.

m-ENK (bovino) Conejo policlonal - 1:100 Millipore, Chemicon.
Billerica, MA.

Synaptofisina Conejo policlonal - 1:200 Dako, Cytomation.

(humano) Denmark.

Synaptofisina Raton monoclonal - 1:50 Dako, Cytomation.

(sintético) Denmark.

Synaptotagmina  Ratén monoclonal - 1:50 Millipore, Chemicon.

(sintético) Billerica, MA.

Tau (sintético) Ratén monoclonal --- 1:100 Millipore, Chemicon.
Billerica, MA.

Secundario

o cabra IgG Caballo Avidina DCS- 1:100 Vector. Burlingame, CA,

biotinilado Texas Red 1:200 USA.

o cabra IgG Caballo Streptavidina 1:200 Zymed. San Francisco

biotinilado Cy5 CA, USA.

a conejo IgG Rata FITC 1:200  Zymed. San Francisco
CA, USA.

a conejo IgG Cabra Texas Red 1:200 Vector. Burlingame, CA,
USA

o raton IgG Cabra FITC 1:200 Zymed. San Francisco,
CA, USA.

o raton IgG Caballo Texas Red 1:200 Vector. Burlingame, CA,
USA.

Como controles negativos y para prevenir falsos positivos, algunos cortes se
procesaron de acuerdo a todo el procedimiento de la inmunohistoquimica con excepcion
del anticuerpo primario. Ademas hicimos controles de preadsorcion para los anticuerpos
primarios, en los cuales incubamos toda la noche a 4° C, los anticuerpos primarios con

sus antigenos controles correspondientes (a una concentracion excedente de
aproximadamente 10M), para ChAT la concentracion de 0.1 UM (Chemicon, Temecula,

CA), mientras que 1 UM para los péptidos y las proteinas Syn y Syt (Sigma, St Louis,

MO y Abcam, Cambridge, MA.



Captura digital de las imagenes

Una vez terminadas las dobles ¢ triples inmunomarcas los tejidos se montaron con
medios especiales para fluorescencia (Vectashield Vector, Burlingame, CA; o Dako
Fluorescent Mounting Medium, Dako Cytomation, Denmark) y se observaron en un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse, E600) equipado con los filtros
apropiados para los fluor6foros TxR (543 emision y 650 excitacion) FITC (488/520
nm), Cy5 (633-635/667) y UV, fluoro-gold (361/536 nm). En los experimentos
realizados en los gatos las iméagenes seleccionadas se capturaron digitalmente en un
microscopio confocal (LSM 510 Pascal Zeiss microscope) equipado con un laser de
argon/kripton con un objetivo 100x de inmersion en aceite, de las regiones estudiadas se
obtuvieron cortes Opticos seriados de 1-2 um de grosor sobre el eje Z. Las imagenes se
capturaron en dos o tres longitudes de onda correspondientes para TxR, FITC y CyS5,
segun fueran dobles o triples y se usé un fotomultiplicador para cada canal. Las
imagenes se proyectaron por separado o sobreponiéndolas para lo cual se utilizaron
pseudocolores como rojo para TxR, verde para FITC y azul para Cy5. Al final, las
imagenes de confocal se procesaron en un plano bidimensional, donde la inmunomarca
presente en los tejidos se observo con la sobreposicion de las imagenes, generando los
siguientes colores: amarillo (rojo-verde), violeta (rojo-azul), turquesa (verde-azul) y

blanco (los tres colores).

En los experimentos realizados en ratas, las imagenes seleccionadas las
capturamos en un microscopio DSU (Disc scanning unit, Olympus BSX51WI) cuya
resolucion en los cortes Opticos es muy similar a la de un confocal, cuenta ademas con
una platina motorizada y controlada por un software (Stereo investigador, Micro Brigth

Field, Inc., Willinston, VT). Las dobles inmunohistoquimicas se capturaron a una



magnificacion de 20x y las triples inmunohistoquimicas a 60x. El microscopio DSU
también estd equipados con filtros apropiados para TxR, FITC y Cy5; una vez
capturadas las imagenes de las dobles o triples inmunomarcas, se procesaron y
analizaron digitalmente en el software Metamorph (v.7.5.6; Universal Imaging
Corporation, Molecular Devices, Downington, PA), especializado para medir los

niveles de co-existencia de los transmisores en las fibras y botones axdnicos.

La re-construccion tridimensional del segmento del nervio preganglionar del
TTS, se realizd a partir de un nervio inmunomarcado para ChAT (TxR) y NT (FITC),
en el microscopio confocal se obtuvo una serie de 12 cortes opticos de 0.25 pm de
grosor cada uno y una vez obtenidas las imagenes se procesaron y visualizaron para
darles volumen a las imagenes en los software Amira (Template Graphics Software, San
Diego, CA) y SGI Onyx 350 visualization system (Silicon Graphics, Mountainview,
CA). Las imagenes tridimensionales se obtuvieron con apoyo del personal experto en
visualizacion y procesamiento de imagenes del Departamento de visualizacion
tridimensional de la Direccion General de Servicios de Computo Académico (DGSCA)

de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Muestreo, analisis de imagenes, cuantificacion de la co-existencia y su
estadistica

Para cuantificar los somas de las NPS que expresaban ChAT o VAChT/péptidos de la

médula espinal tanto en gato como ratas, seccionamos varios segmentos toracicos (T2-

T6) de la médula espinal, tanto longitudinales como de transversales. Los cortes

seleccionados al azar, los observamos, capturamos digitalmente y cuantificamos en el

microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse E600); buscamos y contamos los somas



que se encontraban en el nucleo intermediolateral y que expresaban ChAT, VAChHT,

péptidos o bien ambas moléculas (ChAT/péptidos 6 VAChT/péptidos).

Mientras que en los ganglios simpaticos (estelares de gato y cervicales de rata),
para las fibras y botones axdénicos IR a ChAT, VAChHT, péptidos, Syn o Syt; obtuvimos
cortes longitudinales de todo el tejido (aproximadamente 40-50 cortes de 14pm) y de
los cuales elegimos de 4-5 cortes en diferentes profundidades sobre el eje Z (140-210,
350-420 y 560-630 pm). En algunos ganglios cervicales capturamos toda la superficie
del corte, a través de la captura digital con un microscopio DSU a una magnificacion de
20x, mediante una platina motorizada y el software especializado del microscopio que
re-construyd virtualmente todo el ganglio en los ejes X-Y. Cabe senalar que para evitar
desplazamientos en las imagenes y falsos positivos de co-localizacion y localizacion
independiente, decidimos capturar por separado las imagenes de cada canal (TxR, FITC
6 Cy5) y al final generar las imagenes de superposicion de los dos o tres canales de
acuerdo a como hicimos las dobles o triples inmunohistoquimicas. Una vez que
teniamos las imagenes de los ganglios re-construidos con las diferentes IR, en el
software Methamorph (Universal, Imaging Corporation, Molecular Devices,
Downington, PA) la especificidad de las fibras y botones axonicos IR la determinamos
de acuerdo a la intensidad de luminosidad de su marca fluorescente (el umbral se
selecciond siempre mayor al promedio del ruido de fondo (background) + dos
desviaciones estandar. Para determinar la cantidad total de IR a ChAT, VAChT,
péptidos, Syn o Syt esta se expresé como porcentaje del area ocupada en todo el corte

del ganglio.



En los experimentos con gatos, las dobles inmunomarcas las hicimos con las
siguientes parejas: ChAT/mENK, ChAT/CGRP, ChAT/SOM y ChAT/VIP. Las fibras y
botones axdnicos inmunopositivos a ChAT y a cada péptido, las expresamos como el
porcentaje de la poblacion total de fibras positivas a ChAT o a cada péptido. Asi mismo,
calculamos el porcentaje de las fibras que co-expresaron ambos marcadores (Figuras 2 y

3).

Para cuantificar la co-existencia usamos la razon de fibras y botones que co-
expresan ambas marcas, con respecto a las fibras que expresan cada una de las marcas,
de tal forma que la razén 1 muestra la completa co-expresion, y la razéon 0 representa

localizacion independiente de transmisores (Figura 4).

En los experimentos con los ganglios cervicales superiores de rata, las dobles
inmunomarcas fueron: ChAT/mENK, VAChT/mENK, VAChT/Syn, mENK/Syt y la
triple, VAChT/mENK/Syn. Adicionalmente, estudiamos si el nivel de la co-existencia o
segregacion de los diferentes transmisores explorados se relaciona con el tipo de
neuronas post-sinapticas que inervan; para ello dividimos el ganglio en 4 regiones de
areas equivalentes y estudiamos el nivel de co-existencia y segregacion en cada region,
las regiones fueron las siguientes: 1) rostral, relacionada con la salida del nervio post-
ganglionar carétido externo; 2) rostral-medial y 3) caudal-medial, cercanas a la salida
del nervio post-ganglionar carétido interno; y 4) caudal que incluye la region cercana a
la entrada del nervio pre-ganglionar. De igual forma, las co-existencias las

cuantificamos tal y como se describi6 en el parrafo anterior.



Figuras 2 y 3. Se muestra el método para determinar la co-existencia de los péptidos con ChAT
tanto en los cuerpos celulares como fibras y botones axdnicos de las NPS de la médula espinal. En ambas
figuras en el panel izquierdo se presenta en a la imagen capturada por microscopia confocal que al
separar los canales se obtiene en b la IR al péptido, en ¢ a ChAT y en d se presenta la imagen procesada
que muestra solamente los somas o fibras y botones donde co-existen ambas marcas. A la derecha (abajo)
se muestran las graficas en las cuales se representan los porcentajes de los somas o las fibras y botones IR
totales a ChAT (circulos rojos y/o barras izquierdas en ambas graficas), péptidos (circulos verdes y/o
barras de en medio en ambas graficas), y los somas y fibras y botones donde coinciden ambas IR (barra
blanca izquierda de las graficas e interseccion amarilla en los circulos). Ademas en cada barra se indica el
porcentaje de co-existencia con respecto a cada marca (region gris dentro de las barras).



Figura 4. Imagenes y graficas que ejemplifican el analisis y la cuantificacion de las fibras y
botones en el GCS de la rata. En la parte derecha se muestran imagenes de una region de ganglio de doble
inmunomarcaje para VAChT y mENK (a y b), se observan fibras peptidérgicas (circulos punteados y
flechas gruesas) que no co-expresan VAChT. En ¢ se muestra la cuantificacion de los datos antes
mencionados; la grafica representa la razéon de la IR de los marcadores estudiados, donde los ejes de la
izquierda muestran la razén entre fibras y botones que co-expresan mENK con VAChHT sobre los que
expresan solo mENK. Mientras que a la derecha la razon entre la co-existencia VAChT/mENK vy la
expresion ~ de VAChT. Modificado de Samano et al, 2009 (Neuroscience (2009), doi:
10.1016/j.neuroscience.2009.06.010).

Finalmente, los datos que obtuvimos tanto en gatos como en ratas, los
expresamos graficamente como el promedio + SEM vy las diferencias significativas entre
los promedios de las co-existencias las evaluamos de acuerdo a la prueba T-student
(Student’s ¢-test) donde el nivel de significancia fue de P < 0.05; o con un anélisis de

varianza (ANOVA) para el caso de co-existencia entre las regiones del ganglio.



RESULTADOS
Los resultados que a continuacion se presentan dieron lugar a dos publicaciones,
Samano et al, 2006 (Synapse, 60:295-306); Samano et al, 2009 (Neuroscience (2009),

doi: 10.1016/j.neuroscience.2009.06.010). (Apéndice II).

1. Presencia de neuronas preganglionares simpaticas (NPS) colinérgicas en las
astas intermediolaterales de la médula espinal de gato y rata.

Por marcaje fluorescente observamos en los ntcleos intermediolaterales pars
principalis (IMLp) de las astas laterales de la médula espinal, NPS positivas a ChAT en
gato y a ChAT y VAChHKT en rata. En cada nucleo encontramos neuronas ovoides,
algunas pequenas redondas o fusiformes y con un didmetro aproximado de 25-40 pum,
estas neuronas se encontraron algunas veces aisladas, aunque la mayoria estaban en el
nicleo IMLp en grupos de 6.7 + 0.4 indicando que correspondian a neuronas
preganglionares simpaticas. También localizamos somas IR a ChAT y VAChHT en las
astas anteriores de la médula espinal pero dado su mayor tamafio muy probablemente
corresponden a motoneuronas que inervan al musculo esquelético. La mayoria de las
neuronas ChAT positivas localizadas en los nucleos intermediolaterales mostraron
marca del trazador fluorogold, aplicado retrogradamente en el tronco tordcico simpatico
ipsilateral, corroborando la naturaleza preganglionar de las neuronas estudiadas. (Figura
5). En todos los experimentos de gato y rata hicimos controles preadsorbiendo los
anticuerpos primarios con el antigeno adecuado y los cuales fueron negativos, ademas

para evitar falsos positivos en algunos cortes omitimos el anticuerpo primario.



Figura 5. Fotografias donde se muestran las regiones de la médula espinal de gato, asi como la
localizacion de las NPS. En a se observa un corte transversal y en b uno longitudinal de médula espinal al
nivel de T4. Los cuerpos celulares de las NPS IR a ChAT se detectaron principalmente en el niicleo IMLp
del asta intermediolateral (las amplificaciones de estas neuronas se muestran en los recuadros I y III),
algunas de estas neuronas fueron marcadas retrogradamente con el trazador fluoro-gold que se aplico en
el tronco toracico simpatico ipsilateral (en los recuadros superiores izquierdos se observa el doble
inmunomarcaje para ChAT (I) y fluorogold (II). Las flechas sefialan somas marcados retrogradamente
con fluorogold e IR a ChAT). En el asta ventral (VH) también detectamos somas de motoneuronas IR a
ChAT las cuales no se marcaron con el trazador retrogrado. Nucleo intermediolateral pars principales
(IMLp); pars funicularis (IMLf); asta dorsal (DH); area central autonomica (CA); nucleo intercalado (IC);
canal central (cc) y funiculo lateral (LF). Cal. 100pum, recuadros 40pm. Tomado de Samano et al,
Synapse 60:295-306, 2006.

2. Practicamente todos los cuerpos celulares de las neuronas peptidérgicas fueron
positivos a ChAT o VAChHT.

En la médula espinal de gato ademas de la IR a ChAT también detectamos en el

asta intermediolateral cuerpos celulares preganglionares IR a NT, mENK, SOM, CGRP

y VIP y en contraste con los cuerpos celulares IR a ChAT, el nimero de neuronas

peptidérgicas por nucleo fueron escasamente 3.4 = 0.3 NT; 2 £ 0.3 m-ENK; 2 £ 0.2



SOM; 2 £ 0.2 CGRP; y 43 £ 04 VIP. La IR de los péptidos en los somas
preganglionares fue evidente, con excepcion del péptido mENK; cabe mencionar que
ademas de las NPS, también encontramos algunas neuronas presuntamente motoras en
las astas ventrales positivas a NT o m-ENK. Mientras que en cortes transversales
observamos en las astas posteriores o dorsales una gran cantidad de fibras varicosas IR

a mENK vy algunas otras a CGRP.

Por doble marcaje inmunofluorescente encontramos, tanto en cortes
transversales como longitudinales de la médula espinal de gato, que la mayoria de los
cuerpos celulares IR a los diferentes péptidos también expresaron IR a ChAT (Figura
6). Aunque encontramos muy pocas neuronas IR para algunos de los péptidos y no a

ChAT, estas se localizaron siempre fuera de los nicleos autondémicos.

Tal y como lo esperdbamos, de todos los cuerpos celulares ChAT-IR sélo unos
cuantos expresaron a los péptidos explorados. Asi tenemos que en el gato, de todos los
somas cuantificados IR a ChAT so6lo el 52.3£5% co-expresd NT, el 32.8+7.1% mENK,
el 41£6.3% SOM, el 37.3+£2.6% CGRP y el 45.1+5% VIP (Figura 6). Estas neuronas se
encontraron en los nicleos IMLp e IMLf de cortes transversales y longitudinales de la

médula espinal de gato.



Figura 6. Fotografias de doble inmunomarcaje para ChAT y diferentes péptidos en cortes
longitudinales (a-f) y transversales (g-j) de la médula espinal del gato. Todos los somas peptidérgicos
contienen ChAT. Los cortes se muestran por parejas ChAT-NT (a,b); ChAT-m-Enk (c,d); ChAT-SOM
(e,f); ChAT-CGRP (g,h) y ChAT-VIP (i,j). Todos los cuerpos celulares peptidérgicos localizados en el
nucleo intermediolateral fueron positivos a ChAT (cabezas de flechas). Algunos somas fueron IR-ChAT
y negativos a péptidos (flechas delgadas). Aunque algunos somas IR a SOM no fueron IR-ChAT, estos no
se encontraron en el nicleo IMLp de las NPS. Cal. a-d y g-j, 50um; e-f, 100 pum. A la derecha esta la
gréfica (k) donde se muestra el porcentaje de los somas de las NPS IR a ChAT y a los diferentes péptidos.
En el eje de las X se observan las parejas de ChAT con cada uno de los péptidos explorados y en el eje de
las Y el % de somas IR para ChAT, para los péptidos y la co-existencia. A las columnas vacias que
muestran los totales de IR se les sobrepone el sombreado que indica el porcentaje que mostrd co-
existencia con el otro mediador. Asi, en ChAT y NT el 50% de los somas IR a ChAT fueron también IR a
NT; mientras que practicamente todos los somas IR a NT fueron IR a ChAT. Modificado de Samano et
al, Synapse 60:295-306, 2006.

Por otra parte, en los experimentos en la médula espinal de la rata, para hacer
evidente e identificar en los cortes histologicos las NPS peptidérgicas e IR a VAChHT,
bloqueamos el transporte axonal con colchicina. Asi, logramos identificar por dobles
inmunomarcajes para ChAT/mENK y VAChT/mENK, al igual que el gato, algunos de
los somas VAChT-IR también expresaron al péptido mENK (32.8 + 7.1%). La mayoria

de los somas encefalinérgicos se localizaron en el nticleo IMLp y practicamente todos



fueron positivos a los marcadores colinérgicos ChAT y VAChT (97.0 + 3.2%). Tal y
como esperabamos de todas las NPS IR a ChAT o VAChT soélo algunas expresaron el
péptido mENK (Figura 7). Tanto en los experimentos de gato y rata, hicimos los
controles apropiados pre-adsorbiendo los anticuerpos primarios para los transmisores

explorados, en donde desaparecieron las inmunomarcas.

Figura 7. Imagenes de doble inmunofluorescencia de cortes transversales de médula espinal de rata.
Practicamente todos los somas peptidérgicos son colinérgicos. En b se muestran somas IR a mENK (cabezas de
flechas), los cuales también lo son para VAChT (a); en d se muestra otro corte con somas peptidérgicos
(cabezas de flechas) y positivos a ChAT (c¢). Algunos somas colinérgicos sin el péptido mENK también fueron
identificados (a y c, flechas delgadas). Cal 25 pm (a-b), 50 pm (c-d). En la parte inferior se muestra el analisis
cuantitativo de los datos, la grafica e, muestra el porcentaje del total de los somas cuantificados en los cortes
analizados; las graficas f y g muestran la razén de la IR de los marcadores estudiados. En los ejes de la
izquierda se muestra la razon entre los somas que co-expresan mENK con VAChT o ChAT, sobre los que
expresan solo mENK. Mientras que en los ejes de la derecha la razon entre la co-existencia (VAChT/mENK o
ChAT) y la expresion de VAChT o ChAT. En f observamos que de los somas IR a m-ENK, 97% también lo
fueron a VAChT En g de los somas IR a mENK, 93% fueron positivos a ChAT. Tomado de Samano et al,
2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).

3. Presencia de ChAT y VAChHT en los ganglios simpaticos, estelar del gato y

cervical superior de la rata.



Confirmamos la presencia de IR a ChAT en las fibras y terminales axonicas
preganglionares de los ganglios simpaticos del gato y rata (Morales et al, 1995; Jiménez
et al, 2002). Algunas de estas terminales se extienden varias micras a lo largo del

ganglio, mientras que otras rodean a las células ganglionares.

Las fibras y botones axoénicos preganglionares que detectamos positivos a ChAT
y VAChHT fueron abundantes y con una apariencia lisa y algunas otras varicosas
(Figuras 9 y 10) (debido a que la distribucion de la enzima ChAT dentro de las fibras y
botones presindpticos es citoplasmatica o alrededor de las vesiculas sinapticas),
mientras que la IR de VAChT también fue abundante y como una marca punteada,
indicando que su localizacion es principalmente en los botones presinapticos. A pesar
de que ChAT y VACHT difieren en su localizacion subcelular, tal y como se menciond,
ambas IR se distribuyen de manera abundante y marcan casi el mismo numero de
procesos axonales dentro de los ganglios (17.9 = 1.3% IR a VAChT y 184+ 0.3% IR a
ChAT, de la IR area total ganglionar P= 0.7; Figura 10e). Cuando analizamos la
distribucion de ambas marcas en cada una de las 4 regiones del ganglio (rostral, rostral-
medial, caudal-medial y caudal), encontramos que su distribucion fue heterogénea y con

mayor inervacion en la region rostral (Figura 10f).

Por otro lado, con el objetivo de corroborar que la marca de VACHhT
correspondia a botones presinapticos, decidimos explorar de manera conjunta VAChT
con la proteina synaptofisina (Syn) (proteina constitutiva de las membranas de vesiculas
pequeiias claras [scv]) en el GCS y encontramos que Syn se localiz6 y observé en todo
el ganglio como una marca punteada (muy parecida a VAChT) ocupando asi un 19.9 +

1.4% en toda la superficie del ganglio. En el doble marcaje de VAChT con Syn casi



todos los botones IR a VAChT co-expresaron Syn (95.7 + 4.2 %), mientras que el 79.6
+ 4.4% de los botones IR a Syn contenian VAChT (Figura 8). Cuando denervamos el
nervio preganglionar, alrededor del 95% de las fibras IR a ChAT, todos los botones
positivos a VAChT y a Syn desaparecieron, confirmando su origen preganglionar
(Figura 11). Ademas en todos los experimentos en los ganglios simpaticos de gato y rata
hicimos los controles de preadsorcion de los anticuerpos primarios y en donde

desaparecieron las IR para los marcadores.

Figura 8. Imégenes de doble inmunofluorescencia para VAChT y Synaptofisina (Syn). Los
botones IR a VACT expresan casi en su totalidad la proteina vesicular Syn. En a se muestran IR a los
botones axonicos positivos a VAChT, en b a Syn; en ambas imagenes las cabezas de flechas muestran los
botones axonicos en los cuales el marcador colinérgico coincide con la proteina de vesiculas claras. Cal
Sum. En la parte inferior de las imagenes, estd la grafica de esos datos; en la grafica ¢ el eje de la
izquierda muestra la razon entre los botones que co-expresan VAChT con Syn sobre los que expresan
solo VAChT. Mientras que a la derecha la razon entre la co-existencia (Syn-VAChT) y la expresion de
solo Syn. Asi, observamos que de los botones IR a VAChT 95% también lo fueron a Syn; y de los
botones IR a Syn, 79% fueron positivos a VAChT. Tomado de Sdmano et al, 2009 (Neuroscience 163(1)
29:180-189).

4. En los ganglios simpaticos, mas de la mitad de las fibras y botones axdnicos
preganglionares son peptidérgicos y no colinérgicos.
Tanto en el GE de gato como en GCS de la rata localizamos IR a los péptidos

NT, mENK, SOM, CGRP y VIP en las fibras y botones axonicos preganglionares (GE)



(Figura 9), asi como mENK (GCS) (Figura 10). Muchas de las fibras peptidérgicas se
distinguen como una red de fibras varicosas que se encuentran rodeando a los cuerpos

celulares de las neuronas ganglionares.

Con marcaje doble simultaneo contra ChAT y los péptidos encontramos, fibras y
botones con diferentes patrones de IR; unas positivas s6lo a ChAT, algunas otras so6lo a
los péptidos explorados y otras mas donde co-existian ambas moléculas (péptido y
ChAT). Como era de esperarse, no todas las fibras IR a ChAT fueron positivas a
péptidos, asi tenemos que de la poblacion IR a ChAT fueron simultaneamente IR a NT
el 12+£2.2%, mENK el 10£1.3%, SOM el 10.3£1.2%, CGRP el 4.1£1% y VIP el

7.2+3.3% (Figura 10).

Contrario a los datos que encontramos de co-existencia de péptidos con ChAT
en los somas de las NPS, en las fibras y botones axonicos del GE detectamos un nimero
considerable de varicosidades IR a péptidos pero no a ChAT. Asi encontramos por
doble inmunomarcaje que para ChAT/NT solo el 12.0 £ 2.2% expresaron ambos
marcadores, para mENK el 44.1 + 9.2%, SOM 50.0 + 4.6%, CGRP 16.1 = 3.4% y VIP
25.5 = 5.5% (Figura 9). Adicionalmente, en las neuronas ganglionares detectamos IR a
ChAT, las cuales se encontraron rodeadas por terminales axonicas preganglionares
también IR a ChAT; de igual forma para los péptidos mENK, CGRP y VIP detectamos
células ganglionares positivas y en donde la IR se observé muy intensa y distribuida en

todo el citoplasma de las células ganglionares.



Figura 9. Fotografias de doble inmunomarcaje para ChAT y diferentes péptidos en cortes
longitudinales del GE del gato. Alto porcentaje de fibras y botones axonicos no presentan IR a ChAT. Se
muestran fibras y botones axoénicos de las NPS. Los cortes se procesaron en parejas, ChAT-NT (a-b);
ChAT-mENK (c-d); ChAT-CGRP (e-f); ChAT-VIP (g-h); ChAT-VIP (i-j). En todos los casos se
encontrd escasa co-existencia de los péptidos con ChAT, los circulos muestran zonas de fibras
peptidérgicas que no fueron IR a ChAT (flechas gruesas). Hay fibras IR a ChAT y negativas a péptidos
(flechas delgadas) y otras pocas donde co-existen ambas IR (cabezas de flechas). Cal. a-b, 50 pum; c-j,
100pm. En la parte de abajo se muestra la grafica del andlisis de las fibras y botones axénicos IR a ChAT
y los diferentes péptidos. En el eje de las X se observan las parejas de ChAT con cada uno de los péptidos
explorados y el eje de las Y el % de las fibras IR para ChAT a cada unos de los péptidos y su co-
existencia. A las columnas que muestran los totales de IR se les sobrepuso el porcentaje de co-existencia
con el otro mediador (parte sombreada). Modificado de Samano et al, Synapse 60:295-306, 2006.

En el GCS de la rata tal y como esperabamos para las fibras positivas a mENK
representaron una pequefa proporcion en todo el ganglio (1.4 + 0.2%) con una
distribucion heterogénea y con un gradiente hacia las regiones rostral-caudal (Figura 10
e -f). Los resultados de la doble inmunomarca en el GCS de la rata para mENK/ChAT y
mENK/VAChT fueron similares a los reportados en el GE del gato; ya que de las fibras
y botones encefalinérgicos alrededor del 40.0 = 4.2% fueron sélo IR a mENK y no a

ChAT o VACHT (Figura 10g-h).



La denervacion del nervio preganglionar nos confirmo el origen preganglionar
de las fibras encefalinérgicas, ya que la transeccion del nervio removi6é alrededor del

99.5% de las fibras encefalinérgicas dentro del ganglio. (Figura 11).

Figura 10. Imagenes de doble inmunomarcaje de una region de ganglio. Alrededor del 40% de fibras y
botones axonicos no son colinérgicos. En b se muestran fibras IR a mENK (circulos punteados y flechas gruesas) las
cuales son negativas a ChAT (a). En d se muestra otro corte IR a mENK y en el cual también se observan fibras
peptidérgicas (circulos punteados y flecha gruesas) que no co-expresan VACT (c). Cal. 5pm (a-b), 10 pm (c-f). En
la parte de debajo de las figuras se muestra la cuantificacion de los datos antes mencionados; en e se muestra el
porcentaje de toda la IR observada, de los marcadores explorados, en todo el ganglio. En f se muestra la distribucion
independiente por region, de cada una de las IR de los marcadores que exploramos. Las graficas g y h muestran la
razén de la IR de los marcadores estudiados. Nuevamente los ejes de la izquierda muestran la razén entre fibras y
botones que co-expresan mENK con ChAT o VAChHT sobre los que expresan solo mENK. Mientras que a la derecha
la razén entre la co-existencia (ChAT o VAChT/mENK) y la expresion de ChAT o VAChHT. La grafica f muestra que
de los botones IR a mENK, 61% también lo fueron a ChAT, y en g de los botones IR a mENK y a VAChT, 62%
fueron positivos a VAChHT. R, rostral; RM, rostral medial; CM, caudal medial y C, caudal. Tomado de Sdmano et al,
Neuroscience, Tomado de Samano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).



Figura 11. Iméagenes de inmunofluorescencia de ganglios control y denervados
preganglionarmente. Al denervar el tronco tordcico simpatico las fibras preganglionares IR a los
transmisores desaparecieron. Del lado izquierdo se muestran imagenes de fibras IR a la proteina Syn (a),
los marcadores colinérgicos VAChT y ChAT (b-¢) y al peptido mENK (d). A la derecha se presentan las
imagenes de los ganglios una vez que se denervoé el nervio preganglionar, se distingue que practicamente
las fibras IR a los diferentes marcadores desaparecieron (a’-d"), confirmando su origen preganglionar.
Cal 100 pm. Tomado de Sdmano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).

5. Localizacion independiente de ChAT y péptidos en el tronco toracico simpatico
de gato.

Considerando que los péptidos co-existen con ChAT en los cuerpos celulares de
la médula espinal pero no en su totalidad en las fibras y botones axonicos dentro de los
ganglios simpaticos y que ademas las NPS tienen un solo ax6n, decidimos explorar por
doble inmunomarcaje la localizacion y transporte de los péptidos con ChAT en los

axones de las NPS dentro del TTS de gato. Detectamos tanto en cortes transversales



como longitudinales de las regiones T3 y T6 del TTS, IR a ChAT y los péptidos NT,
mENK, CGRP, VIP, con excepcion de SOM el cual no alcanzd niveles detectables. El
numero total de axones IR a ChAT se detectaron distribuidos homogéneamente siendo
el 75.7£1.5% con respecto el area total del nervio, mientras que para la IR de cada uno
de los péptidos, NT, mENK, CGRP y VIP el numero de axones equivale al 34.9 + 1.9,

27.8+2.8,35+6.1y30.7£2.6% del total de los axones marcados.

Con la finalidad de corroborar que las marcas inmunofluorescentes
correspondian al axoplasma de los axones preganglionares, los cortes del TTS se
contratifieron con el trazador fluorogold el cual inesperadamente marco la vaina de
mielina de los axones, de tal forma que al observar el doble marcaje ChAT (TxR),
fluorogold (UV) logramos constatar que los puntos inmunofluorescentes de ChAT
siempre se detectaron dentro de los anillos de mielina correspondiendo al axoplasma de

las fibras nerviosas (Figura 12 a-c).

Tomando en cuenta que los axones de las NPS no ramifican antes de entrar a los
ganglios simpaticos, esperabamos encontrar que en los axones los niveles de co-
existencia entre los péptidos y ChAT fueran altos, sin embargo, las IR a ChAT y a los
péptidos se localizaron independientemente en diferentes axones del TTS. Asi, el
analisis de ChAT con NT reveld que sdlo en el 7.6 £ 1.3% de los axones co-existieron
ambas marcas, el valor representa el 10.3 = 1.6% con respecto a los axones IR a ChAT
y el 22.3 + 4.4% con respecto a todos los axones IR a NT; mientras que para el resto de
los péptidos la co-existencia con ChAT también fue baja: 2.9 + 0.4%, 10.8 £ 2.8% y
8.0+ 1.9% para m-ENK, CGRP y VIP respectivamente. Los cuales representan el 3.9 +

0.6%, 15.3 £4.3% y 10.2 £ 2.3% con respecto a todos los axones positivos a ChAT y el



10.2 £ 1.0 %, 28.4 £3.7 % y 25.2 + 5.3% con respecto a todos los axones positivos a m-

ENK, CGRP y VIP, respectivamente (Figuras 12 d-p).
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Figura 12. Micrografias de dobles inmunohistoquimicas para ChAT y péptidos en cortes transversales del
TTS, a nivel de T3 caudal al GE de gato. Imagenes capturadas por microscopia confocal, del lado izquierdo se
muestra un corte del axoplasma IR a ChAT (a), con la mielina contrastada con fluorogold (FLG, b) y la
sobreposicion de ambos canales (¢) en la cual se distingue que ChAT se encuentra dentro de los anillos de mielina.
Hacia la derecha se muestran las dobles inmunohistoquimicas para ChAT/NT (d-f), ChAT/m-ENK (g-i),
ChAT/CGRP (j-1) y ChAT/VIP (m-0). En cada una de las imagenes merge se observan axones IR a ChAT y negativo
a péptidos (puntos rojos, flechas delgadas), IR a los péptidos y negativos a ChAT (puntos verdes, flechas gruesas) y
algunos cuantos axones donde co-existen ambas inmunomarcas (puntos amarillos, cabezas de flechas). No
detectamos IR al péptido SOM en los axones. Cal. Spym (a-¢) y 10 pm (d-o0). En la parte de abajo se muestra la
grafica del andlisis de las fibras del TTS IR a ChAT y los diferentes péptidos. En el eje de las X se observan las
parejas de ChAT con cada uno de los péptidos explorados y en el eje de las Y el % de las fibras IR para ChAT a cada
unos de los péptidos y su co-existencia. En las columnas que muestran los totales de IR se les sobrepuso el porcentaje
de co-existencia con el otro mediador (parte sombreada). Tomado y modificado de Samano et al, Synapse 60:295-
306, 2006.

En los cortes longitudinales del TTS, observamos que las IR de ChAT vy los
péptidos se distribuyeron principalmente de forma separada a lo largo de las fibras. Asi,
por medio de doble inmunomarcaje, analisis confocal y reconstruccion tridimensional,

tanto ChAT como el péptido NT se distribuyeron y marcaron s6lo segmentos a lo largo



de los axones (Figura 13 a-c). Para explorar si este patron de segmentacion era
consecuencia del transporte axonal sucesivo de los transmisores, ligamos el nervio
preganglionar para interrumpir el transporte axonal de ChAT y los péptidos y lograr que
se acumularan en el sitio de la ligadura. Mediante esta maniobra experimental en efecto
logramos ChAT y NT se acumularan en el nervio, mostrando un claro un incremento en
la co-existencia de las moléculas (19.0 £3.0%), con respecto a los nervios sin ligadura
(7.6 = 1.3%)), el analisis estadistico mediante la prueba Student’s ¢-test confirmé que los

datos son significativamente diferentes (p< 0.05, n=5) (Figura 13 d-g).
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Figura 13. En la parte superior se muestra la reconstruccion tridimensional de una serie de 12 cortes opticos de 0.25 pm
cada uno, son secciones longitudinales del TTS capturados en el eje Z por microscopia confocal y doblemente inmunomarcados
para ChAT y NT (a-c¢). En la parte inferior son imagenes de microscopia confocal de cortes transversales del TTS ligado e
inmunomarcado para ChAT/NT (d-f). En la reconstruccion 3-D de los axones en cortes longitudinales, se observan diferentes zonas
o segmentos donde se encuentra IR a ChAT (rojo, flechas delgadas), a NT (verde, flechas gruesas) y unas cuantas zonas donde co-
existen ambas IR (amarillo, cabezas de flecha). Para identificar la orientacion en las imagenes 3-D, los ejes se muestran en la parte
superior derecha de las figuras a-c. En la parte inferior se muestran las imagenes de una doble inmunohistoquimica para ChAT/NT
después de haber interrumpido el transporte axonal en el TTS. Se distinguen mas axones en donde co-localizan ambas marcas
(puntos amarillos, cabezas de flecha en f). Cal. a-c 4pm y d-f 10 pm. A la derecha se muestran las gréaficas del analisis de las co-
existencias de ChAT/NT antes y después de haber ligado el TTS.En el eje de las X se observa la pareja de ChAT/NT y su co-
existencia, y en el eje de las Y el % de las fibras IR para ChAT, NT y las co-existencias. Se muestra el % de la co-existencia de NT/
ChAT que increment6 después de haber ligado el TTS, con respecto al TTS sin ligadura ([control], asterisco, P< (0.05,Student’s ¢-
test). En las columnas que muestran los totales de IR se les sobrepuso el porcentaje de co-existencia con el otro mediador (parte
sombreada). Tomado y modificado de Samano et al, Synapse 60:295-306, 2006.

6. Analisis por microscopia confocal de una fibra peptidérgica no colinérgica.
Debido a que encontramos una proporcion alta de fibras y botones peptidérgicos
no colinérgicos y considerando que las NPS tienen un solo axén que se ramifica y
donde sus botones y terminales axoOnicas establecen sinapsis con las neuronas
ganglionares dentro de los ganglios simpdticos, entonces decidimos analizar

detalladamente por microscopia confocal una de las fibras peptidérgicas no colinérgicas,



logrando identificar en el GE de gato algunas fibras axdnicas varicosas que por su
morfologia muy probablemente corresponden a fibras preganglionares; en estas
pudimos observar botones (varicosidades) que distinguimos con diferentes IR a ChAT,
NT y otros mas donde co-localizan ambas IR. En la figura 14 se muestra una de estas

fibras.

Figura 14. Imagenes capturadas por microscopia confocal de doble inmunomarcaje para ChAT
y NT de una probable fibra tnica varicosa dentro GE del gato. Figura compuesta por una serie de cortes
opticos de 0.25 pm capturados a través del eje Z e IR a ChAT (a,d,g,j) y NT (b,e,h,k). A lo largo de la
fibra preganglionar se observan diferentes segmentos (varicosidades) positivas a ChAT en rojo (flechas
delgadas), otras a NT en verde (flechas gruesas) y otras donde coinciden ambas marcas en la imagen
merge en amarillo (¢,f,i,]) (cabezas de flechas), Cal. 5 um. Tomado de Samano et al, Synapse 60:295-306,
2006.

En cortes del GCS de la rata tratamos de marcar e identificar Unicamente
algunas fibras axonicas mediante la proteina ad—Tau (proteina que se asocia dentro de
los axones a los microtubulos y la cual se expresa unicamente en axones y no en
dendritas y cuerpos celulares). Los cortes de ganglio los procesamos por triple
inmunohistoquimica contra ChAT/mENK/Tau y los revelamos con diferentes
fluorocromos ChAT (Cy5), mENK (FITC) y Tau (TxR) para analizar los cortes por
microscopia de epifluorescencia y confocal. Efectivamente la IR a Tau la detectamos
solo en fibras axonicas dentro del GCS y en el microscopio confocal localizamos e
intentamos seguir a mayor aumento y en la profundidad del eje Z, una sola fibra axonal

IR a ChAT/mENK/Tau, logrando obtener imdgenes muy sugerentes, en donde



distinguimos fibras marcadas con Tau y las cuales presentan segmentos positivos a
ChAT, mENK y otros mas donde coinciden ChAT y mENK (Figura 15). Cabe sefialar
que aunque Tau marcoé muchas fibras axonales, no logramos identificar por completo

una sola fibra, solo segmentos IR a Tau, ChAT y mENK.

Figura 15. Imagenes capturadas por microscopia confocal de una serie de 12 cortes Opticos de 0.25 um en
la profundidad del eje Z de un corte longitudinal de GCS de rata. Por inmunomarcaje contra ChAT (azul, a), mENK
(verde, b) y Tau (rojo, c) (a-d), se observan fibras varicosas IR casi por completo al marcador axonal Tau (merge, d),
en particular una de ellas presenté unos cuantos segmentos IR a ChAT (flechas delgadas), otros mas y que fueron
mayoria a mENK (flechas gruesas) y unos pocos en donde coincidieron ambas moléculas ChAT/mENK (cabezas de
flechas). Cabe sefialar que en la parte superior de las imagenes se distinguen fibras IR a mENK con poca IR a

ChAT, asi como también un soma encefalinérgico. Cal. 5 um.
7. La mayoria de los botones peptidérgicos no expresan proteinas de vesiculas
sinapticas.

Para caracterizar el patron vesicular de los botones peptidérgicos, exploramos la
inmunoexpresion de dos marcadores de vesiculas sinapticas, la Syn (especifica para
scv) y la synaptotagmina (Syt) (proteina localizada y marcador preferencial en las
vesiculas de nucleo denso [LDCV]). Encontramos que del total de los botones IR a

mENK el 67.1 = 5.6% no contienen IR a Syn, pero contrario a lo que esperabamos



(dado el almacenaje de mENK en LDCV), también encontramos una alta proporcioén
de fibras encefalinérgicas que no expresan Syt (57.7 = 4.3%) no diferente a la

proporcion a Syn; P = 0.7; (Figura 16).

Debido a estos resultados inesperados, decidimos comprobar la especificidad de
Syt para marcar LDCV y para ello exploramos en los botones sinapticos los niveles de
co-expresion de Syt/Syn considerando de que si la Syt marca indistintamente LDCV y
scv, entonces esperariamos una alta o total co-existencia de Syt con Syn. Sin embargo,
el 56.2 £ 4.8% de los botones Syn no expresaban Syt (Figura 17), lo que nos indica
que en 43.8% de botones donde la Syn marcd a las scv, la Syt fue negativo,
sugiriendo especificidad de este marcador para las LDCV. Encontramos ademas que
el 34.0 £ 5.3% de los botones positivos a Syt no eran IR a Syn, por lo que

probablemente esta poblacion de botones solo contienen LDCV.

Con base en estos resultados consideramos necesario explorar si los botones
peptidérgicos no colinérgicos son los que mayoritariamente no contenian proteinas de
scv. Para ello hicimos un triple inmunomarcaje para detectar mENK, VAChT y Syn.

Encontramos que de las fibras y botones encefalinérgicos no colinérgicos, solo
15.5 = 1.9% mostraron IR a Syn proporcion significativamente menor que el del 40.0
+ 3.3% que mostraron todas las fibras y botones encefalinérgicas (P = 0.001; Figura
18). Esto indica que el 84.5% de las fibras enecefalinérgicas no colinérgicas no
expresaron Syn comparado con 60.0% de todas las fibras positivas a mENK. Asi que
las fibras y botones axénicos que no expresan VAChT, muy probablemente tampoco

expresan algiin otro marcador sindptico y por tanto no contienen scv.



Figura 16. Imagenes de doble inmunofluorescencia para mENK, Syn o Syt, en cortes de ganglio. Una
cantidad considerable de botones no expresan proteinas vesiculares. En la primer pareja de imagenes (a, b), se
observan fibras y botones IR al péptido y no a Syn (flechas gruesas dentro de los circulos punteados), en la pareja ¢y
d, estan sefialadas también las fibra y botones que tampoco coinciden con la Syt (flechas gruesas dentro de los
circulos punteados). En ambos casos se encontraron botones IR a Syn o a Syt pero que no lo eran a mENK (flechas
delgadas), asi como también algunos botones en los cuales coinciden ambos marcadores analizados (cabezas de
flechas). Cal Spum. Las graficas e y f muestran la razon de la IR de los marcadores estudiados. Nuevamente en los
ejes de la izquierda se muestra la razon entre las fibras y botones que co-expresan mENK con Syn o Syt sobre los que
expresan solo mENK. Mientras que a la derecha la razon entre la co-existencia (Syn o Syt/mENK) y la expresion de
Syn o Syt. En f observamos que de los botones IR a mENK, 32% también lo fueron a Syn. En g de los botones IR a
mENK, 42% fueron positivos a Syt. Tomado de Samano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).
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Figura 17. Doble inmunomarcaje contra las proteinas synaptofisina y synaptotagmina. Mas de la
mitad de los botones IR a Syt no contienen Syn. La doble inmunohistoquimica muestra Syn (a), Syt (b) y
la sobreposicion de ambos canales (¢). En ¢ se aprecian los botones axénicos IR a Syt que no contienen
Syn (punteado rojo, flechas delgadas) y los botones que tienen Syn pero no Syt (punteado verde, flechas
gruesas) y otros mas en los que coinciden ambas marcas (punteado amarillo, cabezas de flechas); cal
Spm. En la parte inferior derecha se presenta la grafica (d) en la cual se indica la razon de las fibras que
co-expresan Syn y Syt/ fibras totales positivas a Syn (eje izquierdo) o Syt (eje derecho); indicando que el
56.2% de las fibras IR a Syn no expresan Syt, mientras que el 34.0% de fibras IR a Syt no expresan Syn.
Tomado de Samano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).
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Figura 18. Triple inmunomarcaje para mENK, VAChT y Syn. La mayoria de los botones encefalinérgicos
negativos a VAChT no expresan a la proteina de vesiculas sinapticas, Syn. Se muestran micrografias de una region de
ganglio simpatico IR a Syn (a), VAChT (b), mENK (c) y la sobreposicion de VAChT/mENK (d). La poblacion de
botones encefalinérgicos no colinérgicos (nc-mENK) (e) se generd por la substraccion de los botones que expresan
VACKT y mENK (botones color cyan en la imagen d) y la poblacion entera de botones mENK (c¢). En las imagenes
de co-localizacion de Syn-mENK (f) y Syn-nc-mENK (g), muestran los botones IR a mENK que co-expresan (zonas
amarillas, cabezas de flechas) o no Syn (zonas verdes, cabezas de flechas), botones IR a Syn que no expresan mENK
o nc-mENK (zonas rojas, flechas delgadas); Cal. 10 pm. La grafica en h indica la razén de las fibras que co-expresan
Syn y mENK/botones totales positivas a mENK (eje izquierdo) y la razén de las fibras nc-mENK que co-expresan
Syn/botones totales nc-mENK (eje derecho). La proporcion de las fibras y botones axénicos negativo a VAChT que
expresaron syn (15.5%) fue significativamente menor a la proporcion del total de los botones positivos a mENK
(40.0%; P =0.001). Tomado de Sdmano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).



8. Distribucion regional de las co-existencias de ChAT, VAChT, mENK y Syn y
dentro del ganglio simpatico.

Con el proposito de determinar si los blancos de GCS influyen sobre el patron

regional de segregacion, decidimos explorar este patron en las regiones ganglionares

relacionadas con las aferencias del ganglio descritas en la metodologia.

La co-existencia del péptido mENK con VAChHT casi no varié a lo largo del
ganglio (Figura 19a). Sin embargo, si encontramos reducciones en las co-existencias de

las fibras IR a mENK con ChAT y viceversa (ChAT-mENK).

En las fibras que co-expresaron mENK y ChAT, encontramos reduccion de las

co-existencias en los extremos del ganglio, en la region caudal con respecto a la rostral,

(3.7 £ 0.6% vs 6.8 £ 1.4% n=6; P = 0.03 y 0.04; respectivamente). También
observamos variaciones de co-existencias en las fibras colinérgicas que co-expresaron

mENK; en la region caudo-medial con respecto a la rostral (55.9 + 4.6% vs 42.5 +

3.1%, n=6 P = <0.05 respectivamente). Tal reduccion en las co-existencias, pudiera
deberse a que el numero de fibras IR a ChAT se reducen en las regiones rostral y caudo-

medial (Figura 19b).



Figura 19. Distribucion topografica de las co-existencias relativas entre los diferentes
transmisores, mENK/VACHT (a), mENK/ChAT (b) y Syn/VAChT (c¢) en las 4 regiones ganglionares,
rostral (R), rostral-medial (RM), caudal-medial (CM) y caudal (C). La region caudo-medial presentd
menos co-existencia de mENK/ChAT (*, P<0.05). Al igual que en el resto de las graficas, las co-
existencias se expresaron como la razén de la fibras que co-expresan o mENK (a) y VAChT/fibras totales
que expresan solo mENK (eje izquierdo) o VAChT (eje derecho), (b) mENK y ChAT/fibras totales que
expresan mENK (eje izquierdo) o ChAT (eje derecho) y finalmente (¢) VAChT y Syn/ fibras totales que
expresan VACHT (eje izquierdo) o Syn (eje derecho). Tomado de Sdmano et al, 2009 (Neuroscience
163(1) 29:180-189).



DISCUSION

Este es el primer trabajo en el cual se investiga de manera conjunta en los
somas, fibras nerviosas y terminales axdnicas de las neuronas preganglionares
simpaticas (NPS) la localizacion, posible co-expresion o segregacion de varios péptidos
co-transmisores y los marcadores colinérgicos ChAT y VAChT. Nuestros resultados
muestran la presencia de ChAT y VAChT vy los péptidos NT, mENK, SOM, CGRP y
VIP en las NPS y encontramos que los péptidos siempre co-localizan con ChAT o
VAChHT en los cuerpos celulares, mientras que a nivel de sus terminales axonicas
aproximadamente el 40% de las fibras peptidérgicas no co-expresan ChAT o VAChT.
Lo anterior sugiere que las NPS tienen la capacidad de segregar sus mediadores a
diferentes sinapsis, dando lugar a la presencia de fibras y botones axdnicos
peptidérgicos no colinérgicos. En los axones preganglionares localizados dentro del
TTS, encontramos que ChAT y los péptidos se transportan secuencialmente, dando
lugar a una escasa co-localizacion en los axones, lo cual confirmamos interrumpiendo el
transporte axonico al ligar el TTS ya que solo asi logramos un incremento en la co-
localizacion de ChAT y NT. Al analizar por microscopia confocal en el GE de gato una
fibra preganglionar varicosa y en el GCS de rata también otra fibra preganglionar
varicosa pero marcada con Tau, observamos en ambos casos que a lo largo de las fibras
habian varicosidades o botones axonicos con diferentes IR, unas a ChAT, otras solo a
los péptidos explorados (NT en el GE o mENK en el GCS) y otras pocas en donde

coincidian ChAT/NT o ChAT/mENK.

Encontramos una alta proporcion de fibras y botones positivos a mENK que no
expresaron proteinas de vesiculas sinapticas, tales como Syn (para scv) o Syt (para

LDCV) que sugiere que dicha subpoblacion de botones encefalinérgicos pudiera no



tener un patron vesicular como el del resto de las fibras y botones axonicos
preganglionares y que precisamente el subgrupo de las fibras encefalinérgicas no

colinérgicas son las que mayoritariamente no expresan Syn.

Los resultados de co-existencia en los somas de las NPS, concuerdan con los de
co-localizacion de mENK con ChAT en los somas de estas neuronas (Kondo et al.,
1985; Colombo-Benkmann et al., 1995), asi como también la localizacion independiente
de transmisores en las fibras y botones axdnicos que ha sido descrito en ganglios
simpaticos de diferentes especies (Lindh et al., 1986; Morales et al., 1995; Jiménez et
al., 2002; Chanthaphavong et al., 2003). Cabe sefialar que no encontramos diferencia en
la proporcion de las fibras y botones positivos a VAChT o ChAT, lo que nos demuestra
que el uso de ChAT y VAChT es valido y muy semejante, coincidiendo con nuestros
resultados reportados previamente en los ganglios simpaticos del gato (Sdmano et al.,

2006).

El hecho de que existan fibras peptidérgicas no colinérgicas, pudiera también
deberse al menos 4 posibilidades: 1) las fibras peptidérgicas no colinérgicas pueden
corresponder a fibras de neuronas sensoriales o interneuronas intraganglionares, o bien
a proyecciones provenientes del nervio vago. Sin embargo, esta posibilidad la
descartamos debido a que la axotomia del nervio preganglionar simpatico remueve el
93% de las fibras peptidérgicas. 2) Otra posibilidad es que esas fibras solo peptidérgicas
sean proyecciones de NPS no colinérgicas, pero esta opcion también se descarta debido
a que los somas preganglionares peptidégicos practicamente siempre co-expresaron
ChAT o VACHT; 3) que la marca del péptido mENK si se encuentre dentro de un boton

colinérgico, pero lejos de la marca colinérgica, y debido a que VAChT y ChAT estan



asociadas con las scv y la mENK con las LDCV, entonces tal y como lo sugirid
Chanthaphavong y col. seria posible que no se observe co-localizacion completa de
ambos marcadores y se distinga como localizacion subcelular diferencial
(Chanthaphavong et al., 2003). Esta posibilidad explicaria la localizacién independiente
de la mENK y VAChT si se localizaran a una distancia menor de 1-2um (tamafio de un
boton sinaptico o varicosidad dentro del ganglio simpatico), sin embargo, no explicaria
las localizaciones separadas de los péptidos con ChAT o VAChHT de alrededor de 2um
que frecuentemente encontramos; 4) es probable que las fibras y botones peptidérgicos
si contengan ChAT o VAChT, pero a concentraciones muy bajas como para ser
inmunodetectadas, en este caso pudiera tratarse de una segregacion en la cantidad de

moléculas y no tanto de presencia y/o ausencia.

De acuerdo al descarte de las posibilidades arriba mencionadas la més probable
es que las NPS puedan sintetizar a su transmisor clasico y varios neuropéptidos y
segregarlos o separarlos en diferentes terminales axdnicas. Existen varios reportes en
invertebrados y mamiferos, en los cuales también se ha sugerido que las neuronas
pueden segregar neurotransmisores a diferentes sinapsis. Asi, en el molusco Aplysia
californica, las células del saco procesan a partir de la hormona (egg-laying
prohormone), dos péptidos los cuales se almacenan en diferentes vesiculas sinépticas,
las cuales a su vez se segregan a diferentes procesos celulares (Fisher et al, 1988: Sossin
et al, 1990); en la misma linea de investigacion, en el sistema estomatogastrico del
cangrejo Cancer borealis, Blitz y Nusbaum reportaron que las neuronas sintetizan y
liberan GABA vy el péptido proctolina a diferentes procesos neuronales los cuales a su
vez inervan a diferentes blancos (Blitz and Nusbaum, 1999). En mamiferos, en 1991

Hattori y col. encontraron que las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales de rata



tienen proyecciones axonicas con dos transmisores diferentes (Hattori et al, 1991).
Datos similares fueron publicados en neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral (VTA), en los cuales sugieren que tanto in vivo como in vitro segregan
dopamina y glutamato a diferentes varicosidades que inervan a neuronas del nucleo
accumbens (Sulzer et al, 1998; Sulzer and Rayport 2000). Algunos afos después,
Landry y col. demostraron mediante inmunocitoquimica, ultraestructura e hibridacion
in situ, que las neuronas magnocelulares del hipotalamo de la rata, sintetizan y envian a
los péptidos galanina y vasopresina a diferentes dendritas y axones (Landry et al, 2003).
Nishimaru y col. demostraron mediante registros electrofisiologicos, que las
motoneuronas espinales colinérgicas de la rata liberan en las células de Renshaw
(sinapsis centrales) ACh y Glu, mientras que en las sinapsis que establecen con las
uniones neuromusculares liberan solo Ach, sugiriendo que las motoneuronas espinales
segregan a los neurotransmisores a diferentes terminales (Herzog et al, 2004; Nishimaru
et al, 2005). Recientemente, se reportd por hibridacion in situ, RT-PCR y microscopia
electronica que las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas expresan varicosidades con
diferente contenido, algunas almacenan al transportador vesicular para el glutamato
(VGLUT?2) y otros la enzima tirosina hydroxilasa (TH) (Dal Bo et al, 2008; Descarries

et al 2008).

Las evidencias antes mencionadas apoyan la hipdtesis de que en las NPS ocurre
el mecanismo de segregacion de transmisores a nivel de sus terminales axdnicas. El
hecho de que no hayamos encontrado tanto en gato como en rata, marcadores
colinérgicos en casi la mitad de los botones encefalinérgicos, levanta la posibilidad de
que otro transmisor clasico pudiera estar presente en estos botones. Asi, se ha reportado

la presencia de GABA (Kasa et al, 1988; Wolff et al, 1989; Ito et al, 2007), glutamato



(Morrison et al, 1989; Ito et al, 2005), dopamina (Heym et al, 1981) o serotonina
(Karhula et al., 1995) en los ganglios simpaticos; sin embargo, en el ganglio cervical
superior se ha reportado, que las fibras y botones IR a esos transmisores clasicos
también co-expresan VACHT (Ito et al, 2005, 2007), o no co-expresan el péptido mENK
(Parducz et al, 1992; Dobo et al, 1993); pero aun queda la incognita de si algun otro
transmisor clasico pueda expresarse en esas fibras encefalinérgicas; aunque la falta de
marcadores de vesiculas sindpticas en dichos botones, hace menos probable la

existencia de otros transmisores clasicos.

Por otro lado, esperdbamos que el marcaje de la proteina Syt coincidiera con las
fibras y botones peptidérgicos ya que dicha proteina se encuentra preferencialmente en
las vesiculas de ntcleo denso (LDCV) donde se almacenan los neuropéptidos (Bean et
al, 1994; Boarder, 1989; Merighi, 2002; Siidhof, 2004). Contrariamente, encontramos
que cerca del 60% de fibras y botones encefalinérgicos no expresan Syt. La carencia de
marcadores tanto de scv como de LDCV en botones encefalinérgicos abriria la
posibilidad de que estas varicosidades tengan otro tipo de vesiculas como las pequenas
de ntcleo denso involucradas en la sinaptogénesis (Zhai et al., 2001; Sorra et al., 2006),
las cuales almacenarian a la mENK y no expresarian los marcadores Syn ni Syt. Al
respecto, de botones que no expresan marcadores de vesiculas sinapticas se han
publicado algunos datos en el ganglio celiaco, donde fibras y botones peptidérgicos
pueden o no expresar ChAT, VAChT o proteinas vesiculares (Syn, Syt, synapsina,
SNPA-25) (Gibbins et al, 2003; Morris et al, 2005; Gibbins and Morris, 2006). Para
esclarecer estas observaciones serd necesario investigar la ultraestructura de los botones
peptidérgicos. Con respecto al papel de la mENK en la transmision ganglionar

podriamos considerar que en estas fibras la mENK pudiera fungir como transmisor



clasico o bien participar en las sinapsis como péptido neuromodulador, aunque se
almacene y libere independientemente en diferentes botones; estos botones inervarian o
convergerian sobre los mismos blancos que los botones con Ach. Este tipo de
convergencia diferencial ha sido reportada (Gibbins, 1992; Murphy et al, 1998; Jiménez

etal., 2002).

De acuerdo a la distribucion homogénea encontrada de las neuronas
ganglionares (Bowers and Zigmond 1979), la inesperada distribucion heterogénea
rostro-caudal de las fibras y botones preganglionares IR a ChAT, VAChT y mENK
puede estar relacionada con la heterogeneidad bioquimica y funcional de las neuronas
ganglionares (Furness et al., 1989; Wolf et al, 1989; Li and Horn, 2006). Las co-
existencias se distribuyeron homogéneamente, con excepcion de mENK-ChAT y
ChAT-mENK que fue menor en la region caudo-medial con respecto a la rostral. Esta
diferencia sugiere que las neuronas de esa region pudieran requerir mayor inervacion de

las fibras encefalinérgicas sin ChAT.

Concientes de las limitaciones que presenta un estudio con tejido previamente
fijado, donde se revela solo una imagen instantanea de los contenidos de mediadores vy,
dado el conocido potencial pléstico tanto in vivo como in vitro del fenotipo de las
neuronas simpaticas (Potter et al., 1986; Yang et al., 2002; Slonimsky et al, 2003), se
puede considerar que la presencia o ausencia de ChAT, VAChHT o los péptidos pudiera
cambiar constantemente. En este caso, la segregacion de transmisores en las NPS
pudiera ser un fenémeno pléstico, temporal y depender de los requerimientos de las
células ganglionares, o de diversos factores fisiologicos a los cuales las NPS pueden

responder in situ, tales como el estrés, enfermedades autondémicas o la exposicion



temporal de neurotrofinas circulantes en el organismo; sin embargo, ain no se conocen
las sefiales o factores que probablemente inducen a la segregacion o co-existencia de

transmisores.

Estos hallazgos de segregacion de mediadores tienen una implicacion importante
en el campo de la biologia celular ya que se contrapone al patron morfoldgico de
almacenaje de transmisores y co-transmisores que se acepta actualmente. Nuestra
propuesta es que la co-transmision presindptica y neuromodulacion se podria ejercer por
la liberacion conjunta del transmisor clasico y los co-transmisores almacenados en
botones separados, cuyas acciones convergerian pre y/o postsindpticamente y no
necesariamente por la liberacion conjunta de transmisores provenientes de los mismos

botones y terminales axdnicas; tal y como se esquematiza en la figura 20.

Figura 20. Representacion esquematica del modelo propuesto de segregacion de mediadores en las NPS. Se representa
la via de la sinapsis ganglionar autondmica, entre las NPS localizadas en el asta intermediolateral de la médula espinal y las
neuronas ganglionares del ganglio simpatico. Los somas de las neuronas amplificadas (recuadro superior derecho) ejemplifican la
co-existencia de ChAT o VACT (circulos negros) con algun péptido (tridngulos y circulos vacios), los transmisores son
transportados secuencialmente por transporte axonico a través de los axones preganglionares del TTS (amplificacion en el recuadro
inferior), hacia el ganglio simpatico donde se segregan o separan los transmisores a diferentes fibras y botones terminales. La
interrupcion del transporte axonal produce la acumulacion de los transmisores en los axones preganglionares, lo que genera un
incremento en la co-existencia de los transmisores en los axones del TTS (amplificacion en el recuadro inferior). Tomado de
Samano et al, Synapse 60:295-306, 2006.



CONCLUSIONES
De los transmisores explorados en la médula espinal de las NPS, detectamos a la
ACh a través de la IR a la enzima ChAT y del transportador vesicular VAChT, asi
como a los péptidos NT, mENK, SOM, CGRP y VIP. Encontramos que en los
somas de las NPS, los péptidos se co-expresaron con ChAT o VAChHT, no
detectamos somas solo peptidérgicos, lo que nos indicé que todas las NPS

peptidérgicas fueron colinérgicas.

Los transmisores explorados en el presente trabajo los detectamos en diferentes
fibras y botones axonicos dentro de los ganglios simpaticos del gato y la rata, con
una alta proporcion de fibras peptidérgicas que no expresaron marcadores

colinérgicos.

Confirmamos la discrepancia entre la practicamente total co-expresion de péptidos
y marcadores colinérgicos en somas y la localizacion independiente parcial de
estas moléculas en diferentes botones preganglionares, lo que sugiere la

segregacion de transmisores y co-transmisores en las NPS.

En los axones dentro del TTS, casi no observamos co-localizacidon de los péptidos
con ChAT ya que los transmisores se transportan de manera secuencial a lo largo
de las fibras axdnicas, lo cual corroboramos al interrumpir el transporte axonico

mediante la ligadura del TTS.

Encontramos una importante proporcion (>50%) de fibras peptidérgicas que no

expresan los marcadores de vesiculas sinapticas. Syn (scv) y Syt (LDCV).



De la proporcion de botones encefalinérgicos que no contienen
inmunorreactividad a los marcadores de proteinas vesiculares, Syn (scv) y Syt
(LDCYV), los negativos a VAChT son los que presentaron menor co-expresion con
Syn. Estos resultados plantean la posibilidad de que parte de los botones

encefalinérgicos almacenen a la mENK en diferente tipo de vesiculas sinapticas.

Consideramos que esta segregacion o distribucion diferencial de mediadores
pudiera ser transitoria y obedecer a cambios funcionales o demandas de las
sinapsis, de tal forma que cada terminal presindptica almacenaria y liberaria al

mediador que las funciones o sinapsis establezcan y/o demanden.

En perspectiva, la segregacion deberia ser considerada en diferentes neuronas y
especies como un fendmeno comun y susceptible a cualquier cambio, ya sea por
requerimientos de las neuronas o factores ambientales. Aunque se han descrito en
diferentes sistemas que las neuronas pueden segregar transmisores, ain se
desconocen los mecanismos intracelulares o factores ambientales que pudieran
desencadenar o modificar la separacion, segregacion o localizacion diferencial de

los neurotransmisores a diferentes procesos celulares.
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APENDICE 1
* Generalidades del Sistema Nervioso Autonomo (SNA)
El SNA es la parte del sistema nervioso (SN) que controla las funciones
viscerales denominadas autondmicas o vegetativas. Esta division regula esencialmente
la funcion cardiaca, presion arterial, las secreciones exocrinas, la motilidad

gastrointestinal, la sudoracion, entre otras.

Esta parte del SN estd controlada por centros localizados en el tallo cerebral e
hipotalamo, asi como en zonas de la corteza cerebral especificamente de la corteza
limbica. A su vez el SNA estd conformado por tres divisiones: simpatica, parasimpatica

y entérica.

Las sefales nerviosas autdbnomas pueden ser sensoriales o aferentes y motoras o
eferentes. En el caso de las sefiales aferentes se transmiten por estimulos que se originan
en el medio externo, como en la superficie del cuerpo y sefiales viscerales; estas sefiales
se propagan por dos tipos de fibras: las fibras aferentes primarias y las aferentes
entéricas, los somas de las primeras se localizan tanto en los ganglios de la raiz dorsal
(por sus siglas en inglés, DG) de la médula espinal como en los ganglios sensoriales de
los nervios craneales, desde esto sitios los axones llevan la informacion sensorial al
sistema nervioso central (SNC). En el segundo tipo de fibras, los somas se encuentran
en la division entérica y sus axones llevan la informacion a los ganglios simpaticos
prevertebrales con la finalidad de controlar los reflejos viscerales (para revision ver:

Wilson et al, 1997; Guyton et al, 1998).



* Division simpatica
La informacion motora o eferente autondémica se transmite por medio de las vias
eferentes motoras, formadas por las neuronas preganglionares y post-ganglionares
simpaticas. En la divisién simpdatica las neuronas preganglionares se localizan en el asta
intermediolateral (IML) de la médula espinal entre los segmentos C8-L3, aunque el

90% se localizan entre los segmentos T1-T3 (Nozdrachev et al, 2003; para revision ver:

Wilson et al, 1997; Watson and Kayalioglu 2009) (Figura A1).
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Figura Al. Esquema de la region cervico-toracica de la médula espinal donde se representan los segmentos
toracicos que albergan las NPS (segmento de color gris). Estas NPS envian sus axones a través de los ramos
comunicantes a los ganglios cervicales. Modificado de Wilson et al, 1997.



Los cuerpos celulares de las neuronas preganglionares simpaticas (NPS) se
localizan particularmente en el ntcleo intermediolateral pars principales (IMLp),
aunque también se llegan a localizar en el pars funicularis (IMLf), otras pocas en el
nucleo intercalado (IC) y en el area central autonomica (CA) (Dembowsky et al, 1985;

Kukoff et al, 1985; Krukoff 1987; Nozdrachev et al, 2003; Anderson et al, 2009)

(Figura A2).
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Figura A2. Esquema de un segmento transversal de la médula espinal donde se muestra la
localizacion de las neuronas preganglionares simpaticas (NPS). Estas neuronas se localizan en la
sustancia gris de las astas intermediolaterales de la médula espinal, particularmente en los nucleos
intermediolateral pars principales (IMLp), aunque también en los nucleos intermediolateral pars
funiclurais (IMLf), nticleo intercalado (IC) y en el area central autonémica (CA).

Las NPS envian desde la médula espinal, sus axones por los ramos
comunicantes blancos y grises a los ganglios de la cadena paravertebral simpatica en
donde hacen sinapsis con las neuronas ganglionares, también conocidas como post-
ganglionares que envian sus axones a los 6rganos blanco. Esta sinapsis se conoce como
sinapsis ganglionar autondmica y se encarga de relevar la informacion eferente motora

por medio del transmisor clasico ACh (Anderson et al, 2009) (Figura A3).
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Figura A3. Esquema en el cual se representa la sinapsis ganglionar autondmica entre las
neuronas preganglionares y ganglionares simpaticas. Las NPS que se localizan en el asta
intermediolateral envian sus axones por el asta dorsal o motora de la médula espinal, los cuales se dirigen
a través del tronco toracico simpatico a uno de los ganglios de la cadena paravertebral simpatica donde
establecen sinapsis con las neuronas ganglionares. Modificado de Wilson et al, 1997.

* Ganglios simpaticos
En la cadena paravertebral se localizan los ganglios pertenecientes a la division
simpatica y los cuales forman tres grupos: 1) ganglios cervicales, 2) ganglios toracicos y

lumbares superiores, y 3) ganglio lumbares bajos y todos los sacrales.

1) Ganglios cervicales. A esta division pertenecen 3 tipos de ganglios, los
ganglios cervicales superiores, cervicales medios y cervicales inferiores; los
cuales reciben inervacion autondmica de neuronas preganglionares
localizadas en la columna intermediolateral de algunos segmentos toracicos

superiores de la médula espinal (Figura A4).



2)

3)

Ganglios cervicales superiores, inervan estructuras ubicadas en torax,
corazon, cabeza y cuello: pulmon, iris, glandulas salivales.

Ganglios cervicales medios, son los mas pequefios del grupo de los 3
cervicales, e inerva estructuras localizadas también en corazon y cuello.
Ganglios cervicales inferiores, en algunas especies puede encontrarse
fusionado con el primer ganglio toracico y formar un ganglio grande y con
forma de estrella, conocido como ganglio estelar. Este ganglio inerva
corazdn, la region inferior del cuello, brazos y las arterias craneales

posteriores.

Ganglios toracicos y lumbares superiores. En total son 11 ganglios
toracicos y reciben inervacion de neuronas preganglionares localizadas en las
astas intermediolaterales de la médula espinal, asociadas a los mismos
nervios espinales.

Ganglios lumbares bajos y sacrales. Reciben inervacion de neuronas de la
region intermediolateral de segmentos toracicos inferiores y superiores
lumbares la médula espinal. La region pélvica simpatica, consiste de 4-5

ganglios sacrales en cada lado del sacro.
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Figura A4. Esquema en el cual se representan algunos de los organos blancos inervados por la
sinapsis ganglionar autonémica. La sinapsis ganglionar autondmica estd formada por las neuronas
preganglionares simpaticas (NPS) de tipo colinérgico localizadas en las astas intermediolaterales de la
médula espinal, y las neuronas post-ganglionares noradrenérgicas dentro de los ganglios simpaticos las
cuales inervan diferentes 6rganos blanco. Las células ganglionares inervan células del musculo liso, del
musculo cardiaco (miocitos cardiacos), glandulas sudoriparas, iris. En el esquema también se representan
axones preganglionares colinérgicos que inervan directamente a una célula cromafin y la cual a su vez
libera noradrenalina hacia la glandula adrenal. Modificado de Wilson et al, 1997.

e Division parasimpatica
En la division parasimpatica las neuronas preganglionares, se encuentran en el
tallo cerebral y el asta IML desde S2-S4; sus axones salen por la raiz ventral de la
médula espinal y se dirigen los ganglios parasimpaticos en donde hacen sinapsis con las
neuronas ganglionares, y al igual que en la division simpatica las neuronas ganglionares
envian sus axones a los diferentes 6rganos blancos (para revision ver: Anderson et al,

2009).




Todos los 6rganos viscerales son inervados por ambas divisiones simpatica y
parasimpatica, aunque sus efectos en ocasiones son antagoénicos ya sea estimulando o

inhibiendo.

* Division entérica
Finalmente, la division entérica consiste en células nerviosas localizadas en la
pared intestinal, que funcionan sin la intervencién de la division simpatica y
parasimpatica. Esta division controla principalmente la motilidad, secrecion y absorcion
intestinal por medio de motoneuronas, neuronas sensoriales e interneuronas que reciben

sefiales de los nervios simpaticos y parasimpaticos para producir una respuesta.
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assumed, although rarely demonstrated, that SPN
expressing neuropeptides are also cholinergic. The co-
occurrence of ChAT and enkephalin (ENK) has been
described in the cell bodies of SPN (Colombo-Benkmann
et al., 1995; Kondo et al.,, 1985); however, it is not clear
whether ChAT and neuropeptides also co-occur in the
axon fibers, including the boutons and terminals of these
neurons. Indeed, the co-ocewrrence of ChAT or the vesicu-
lar acetylcholine transporter (VAChT) and neuropepti-
des, such as ENK and neurotensin (NT), infregquently
occurs in the axon boutons of these neurons (Chantha-
phavong et al., 2003; Jiménez et al., 2002; Lindh et al.,
1986; Morales et al.,, 1995). Thus, many preganglionic
axon boutons and terminals immunoreactive to NT or
ENK are not immunoreactive to ChAT or VAChT. Further-
more, in preliminary communications, we have shown
that ChAT eo-oceurs in perikarya with various peptides,
including NT or methionine-enkephalin (Met-ENK), but
not in a large population of the axon boutons of the cat
SPN (Morales et al., 2003; Samano et al., 2002).

Although various studies have described the local-
ization and colocalization of neurotransmitters in pre-
ganglionic sympathetic neurons, an integrative study
that explores these neurons and their processes
remains to be conducted. Therefore, using immuno-
histochemistry, retrograde labeling, confocal analysis,
and tridimensional reconstruction, we investigated
the colocalization of ChAT and the peptides NT, Met-
ENK, somatostatin (SOM), caleitonin gene-related pep-
tide (CGRP), and vasoactive intestinal peptide (VIP)in
somata, axons fibers, and boutons of SPN in the spinal
cord, sympathetic thoracic trunk (STT), and stellate
ganglia (SG) of the cat. Immunoreactivity to ChAT and
these neuropeptides colocalized in cell bodies, whereas
almost no colocalization was observed in axon fibers of
the STT and axon boutons of the SG.

MATERIALS AND METHODS

Acute and chronic experiments were carried out on
adult cats of both sexes (2.5-3.5 kg). Animals were
treated in accordance with the ethical guidelines for
the care and use of laboratory animals from the
National Academy of Sciences of the United States

Abbreviations
SPN sympathetic preganglionic neurons
ChAT choline acetvltransferase
ACh acetylcholine

IR immunoresctivity

NT neurotensin

Met-ENK methionine enkephalin

SOM somatosta tin

CGRP caleitonin gene-related peptide
VIP vaspactive intestinal peptide
VACKHT vesicular acetylcholine transporter
=TT sympathetic thoracie trunk

SG stellate ganglin

FITC fluorescein isothiocyanate

TxR Texas red
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and approved by our Bioethical Committee. Cats used
for retrograde labeling (4} or ligature of preganglionic
nerves (5) were anesthetized with sodium pentobarbi-
tal (35 mg/kg i.p, followed by a maintenance dose of
3 mg'kg i.v.) and intubated endotracheally for artifi-
cial ventilation in case of respiratory arrest. The fem-
oral vein was catheterized for drug administration.
The STT was dissected and either sectioned or tied at
the level of the third thoracic white rami (T3) 3—
5 mm caudal to the SG. For retrograde labeling, the
tracer Fluorogold (Fluorochrome, LLC, Denver, CO)
was applied at the distal end of the STT via a pulled
glass pipette; in experiments to stop axonal transport,
the nerve was tied up with a 0.5 mm diameter nylon
thread. After 3 days (tracing) or 1 day (tying), cats were
reanesthetized and transcardially perfused with 300 ml
ice cold phosphate buffer solution (0.01 M PBS, pH 7.4)
for 3 min, followed by 1000 ml of ice cold fixative solu-
tion (2% paraformaldehyde, 0.18% picrie acid in 0.1 M
PBS, pH 7.4) for 40 min. Thoracic segments 2 (T2) to 6
(T6) of the spinal cord were removed and postfized in
the same fixative solution (overnight) and cryoprotected
in an increasing 10 to 30% sucrose solution.

In acute experiments, cats were anesthetized and
perfused as described above. Segments T2 to T6 of
the spinal cord, segments at the level of T3 and T6 of
the STT, and the SG were removed, postfixed over-
night in the same fixative solution as described above,
and eryoprotected in a 30% sucrose solution. Horizon-
tal and transverse sections of the spinal cord, longitu-
dinal and transverse sections of the STT, and longitu-
dinal sections of the SG were cut at 14 pm thickness
in a cryostat at —20°C. The tissues were randomly
sampled, recovering at least four sections on gelatin-
coated slides and processed for single or double im-
munolabeling. Sections were preincubated with 5%
bovine serum albumin (2 h} and then incubated over-
night in a humid atmosphere at room temperature,
with a single primary antibody against ChAT or
against one of the following peptides: NT, Met-ENK,
VIP, CGRP, and SOM (Table I). Sections were then
rinsed twice for 10 min in PBS—Tx (0.1 M PBS, 0.3%
Triton X-100) and incubated for 2 h in secondary anti-
body. To reveal ChAT we used a biotinylated antibody
(antigoat Ig) followed by avidin—biotin complex con-
jugated with Texas Red (TxR). The secondary antibod-
ies used for peptide labeling were coupled to fluores-
cein isothioeyanate (FITC; Table I). To prevent cross-
reactivity and/or bleed-through as a false positive
artifact in double labeling experiments, immunostain-
ing for each antigen was carried out separately. Im-
munostaining for ChAT was carried out first, and
then a different combination of primary and second-
ary antibodies was used in immunostaining to reveal
the peptide of interest. For controls, ChAT and all the
peptides explored were preabsorbed overnight at room
temperature with 0.1 pM ChAT {Chemicon, Temecula,
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TABLE I Antibodies wsed for immunofluorescence labeling

Antiserum Type of antibody Coupled to Dilution Origin
Primary
ChAT (human) Goat polyelonal - 1:200, 1:150 Chemicon, Temesula, CA
NT (bovine) Rabbit polyclonal - 1200 Inestar, Stillwater, MN
Met-Enk (bovine} Rabbit polyclonal - 1:250, 1:200 Donated by M. Asai from IMP, Mexico
CGRP (synthetic) Rubbit polyelonal - 1:250, 1:100 Diasorin, Stillwater, MN
SOM (synthetic) Rubbit polyvelonal - 1:250, 1:100 Dinsorin, Stillwater, MIN
VIP {synthetic) Rabbit polyclonal — 1:250, 1:100 MHasorin, Stillwater, MN
Secondary
« Rabbit Tg(z Rat FITC 1:200 Zymed, San Francisco, CA
o Goat IgG biotinyla ted Horse Awidin DCS-Texas Red 1100, 1:200 Vector, Burlingame, CA

CA) or 1 pM of the respective peptide (Sigma, St.
Louis, MO); also as control, sections were processed
through all the incubation steps with primary anti-
bodies omitted. Finally, sections were cover-slipped
with fluorescence-mounting medium (Vectashield, Vec-
tor, Burlingame, CA) and examined with an epifluo-
rescence microscope (Nikon Eclipse) equipped with fil-
ters for FITC, TxR, and Fluorogold. Selected sections
were further analyzed with a confocal LSM 5 Pascal
Zeiss microscope equipped with an argon/krypton
laser. Images were collected with a 1.30 numerical
aperture (NA) oil-immersion 100 objective. To avoid
bleed-through, FITC labels were excited with the 488
line and emitted light was band-passed with a 520-
550 nm filter, and TxR labels were excited with the 543
line and emitted light was long-passed with a 650-nm
filter. Confocal images were obtained using two sepa-
rate photomultiplier channels, either concurrently or
in separate runs. Images were separately projected
and merged using a pseudocolor display showing green
for FITC, red for TxR, and yellow for coloealization.

For quantification of SPN cell bodies expressing one
or both markers, in transverse sections of the spinal
cord (four animals), we sampled T4-T5 and eounted
the number of cell bodies positively immunolabeled
for ChAT, for the particular peptide analyzed, and for
both molecules (coexistence) in the intermediolateral
nuclei. The number of cell bodies immunopositive for
each antigen was expressed as a percentage of the
total immunolabeled SPN population. The coexistence
of ChAT with peptides in the SG and the STT was
assessed in 36 and 28 image-sections from four ani-
mals (5-11 images for cat). Immunolabeled axon
fibers and boutons were selected using the Meta-
morph image analysis system (Universal Images,
West Chester, PA); mean and standard deviation of
background levels were measured, we considered spe-
cific labels, those labels with intensities greater than
mean + 2 SD of the background level. Fibers immu-
nopositive for ChAT, for each peptide analyzed, and
for both ChAT and each peptide, were expressed as a
percentage of the total population of fibers positive
for ChAT and/or for each peptide. Likewise, we caleu-
lated the percentage of ChAT- and peptide-immunola-
beled fibers that expressed coexistence.

For tridimensional reconstructions, with the sup-
port of the experts from the Department of Tridimen-
sional Visualization of the National Autonomous Uni-
versity of Mexico, a series of 12 confoeal optical sections,
0.25 pm thickness, of STT, double stained against ChAT
and NT, were processed using the Amira software (Tem-
plate Graphies Software, San Diego, CA) in a SGI Onyx
350 visualization system (Silicon Graphics, Mountain-
view, CA). From the final volumetric merged images,
the channel for ChATIR (red) and for NTIR (green)
were displayed separately.

RESULTS
ChAT-immunoreactive perikarya in the
intermediate gray region of the spinal cord

Immunoreactivity to ChAT (ChAT-IR) was mainly
detected in the cell bodies of neurons bilaterally
loecated in the lateral horns of the spinal cord. Trans-
verse sections showed elusters of 6.7 * 0.4 ChAT-IR
neurons located in the intermediolateral nucleus pars
principalis (IMLp). A smaller number of ChAT-IR
neurons cccurred sporadically in the intercalate nu-
cleus (IC), the intermediolateral nucleus pars funicu-
laris (IMLf} overrunning the lateral funiculus (LF)
(Fig. 1). Most labeled neurons were fusiform, although
some were rounded with diameters ranging from 25 to
40 pm. Several larger ChAT-IR cells, presumably skel-
etal musele motoneurons, were consistently detected in
the wentral horns. Most ChAT-IR neurons located in
the intermediolateral nuclei were retrogradely labeled
with Fluorogold tracer applied to the ipsilateral tho-
racic sympathetic trunk (Fig. 1a), corroborating their
preganglionic nature. Controls, with either no primary
antibodies added or antibody preabsorption with the
appropriate antigen, were negative.

Localization of NT-, Met-ENK-, SOM-, CGRP-,
and VIP-immunoreactive neurons
and colocalization with ChAT-IR
in neurons of the intermediate gray
region of the spinal cord
In addition to the ChAT-IR described above, NT-,
Met-ENK-, SOM-, CGRP-, and VIP-IR were detected
in neuronal cell bodies located in the intermediate
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Tridimensionnl reconstroction of o lonsitodmel soctione
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Fig. 7

reactivily expressed by an ACh antibody in the cen-
tral nervous system (Geffard et al., 1985a.bl. More-
over, it is also known that at least the membrane
bound form of ChAT (MChAT, which is recognized by
the antibody used here) is associated with synaptic
vegicle membranes (Sha et al., 2004), indeed at elec-
tron microscopy we have fbund immunoperoxidase
staining for ChAT in close apposition to synaptic vesi-
cle membranes in preganglionic boulons (unpublished
dala).

Double immunostiaining revealed the co-occwrrence
of ChAT with the peptides, NT, SOM, CGRP, Met-
ENK, and VIP in cell bodies of 8PN, confirming the
co-occarrence of ChAT and ENK in the soma of these
neurons (Colombo-Benkmann et al, 1995; Kondo et al.,
1985). We have previously detected the incomplele co-
oceurrence of ChAT with either NT or Met-ENK in pre-
ganglionic nerve fibers of the cat 5G (Jiménez et al,
2002). In the present study, we found that ChAT-IR
and NT-, SOM-, Mel-ENK-, CGRP- or VIP-IR colocal-
ized in no more than 13% of the total of preganglionie

clonely showed o mixed ureongement of nmunolabels with predom-
innnes of NT-IR (arrows), or CHAT-IR (small arrows! or both labals
fhead arrows | uges are shown in a—l for orienbion porposes 1o
the lower row, the blocknge of axonal transport leods 0 0 incronse
in Lhe umount of axon fibers showing coloealization of ChAT- und
NT-T {yellow lnbels, with arrowheadsi. Calibration: s—¢ 4 procd and
I, 400 pern,

axon boutons and terminals in sympathetic ganglia.
Furthermore, ChAT- and peptides-IR oceurred in dis-
tinct axons in transverse sections of preganglionie
nerve, bul after the interruplion of axonal transport,
by ligature of the nerve, co-occurrence of ChAT- and
NT-1R was significanily enhanced.

In accordance with ow findings, other studies in
superior cervical ganglia of guinea pig and rat have
reported the presence of preganghonic fibers that are
ENE-IR bul not ChAT-IR or VACKT-IR (Chanthapha-
vang el al., 2003; Lindh el al., 1986; Morales et al,,
1995). In the most recent study, il was proposed that
the lack of complete colocalization between VAChT-IR
and ENK-IR may result from different subeellular
localizations of these markers, such a8 different popu-
lations of vesicles immunostained with different mak-
ers within the same presynaptic boutons. This possi-
bility might explain the independent close localization
of ChAT and peptide immunoreactivities; however, it
cannot account for different immunolabels located far-
ther than 1-2 pm (bouton size), which cannot oecur
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double in situ hybridization, differential routing of
coexpressed galanin and vasopressin to dendrites and
axon processes in rat hypothalamic magnocellular
neurons (Landry et al., 2003).

This segregation of messengers in nerve processes
could be transitory, varying in response to synaptic
environmental signals. Indeed, it has been demon-
strated that sympathetic neurons in culture switch
their transmitter content, or the release transmitter,
due to the influence of diverse factors (Asmus et al.,
2000; Guidry and Landis, 1998). Actually, these modi-
fications in transmitters can be evoked by neurotrophic
factors in just hours (Yang et al., 2002). However, these
studies are limited, as they were performed in culture.
Studies that demonstrate the ability of presynaptic ter-
minals to regulate their transmitter content in vivo are
required.

Finally, the localization of transmitters and cotrans-
mitters in distinet axon boutons in sympathetic gan-
glia lead us to suggest that sympathetic synaptic
cotransmission can occur by the concurrent release of
transmitters and cotransmitters from distinet presyn-
aptic boutons of the same or distinet neurons; once
released, these mediators acting on the same target
cell lead to changes in postjunctional activity. This is
contrary to the generally accepted idea that most neu-
rons coexpress and corelease two or more mediators
from their axon boutons and terminals (Burnstock,
2004; Kupfermann, 1991; Merighi, 2002). The conver-
gence of preganglionic fibers containing different pep-
tides on ganglionic cells (Gibbins, 1992; Jiménez
et al., 2002; Murphy et al, 1998) supports our pro-
posal of concurrent release.
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SEGREGATION OF MET-ENKEPHALIN FROM VESICULAR
ACETYLCHOLINE TRANSPORTER AND CHOLINE
ACETYLTRANSFERASE IN SYMPATHETIC PREGANGLIONIC
VARICOSITIES MOSTLY LACKING SYNAPTOPHYSIN AND
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Abstract—Sympathetic preganglionic neurons (SPN) coex-
press the acetylcholing (ACh)-synthesizing enzyme choling
acetyltransferase and different peptides in their cell bodies, but
can express them independently in separate varicosities, indi-
cating that SPN segregate transmitters to different synapses.
Consequently, thers are populations of preganglionic varicosi-
ties (peptidergic and noncholinergic) that store peptides but not
ACh. We studied in the cell bodies and axon processes of the
rat PN the expression and the proportional coexpression of
the vesicular ACh transporter-like immuncreactivity (VAChT), a
specific marker of cholinergic synaptic vesicles or ChAT-like
immunareactivity (ChAT), and the peptide methioning enkepha-
lin-like immunorzactivity (mMENK), and confirmed the presence
of a population of SPN peptidergic, nencholinergic varicosities.
We characterized these varicosities by exploring the occur-
rence of synaptophysin-like immuncreactivity (Syn), a marker
af small clear vesicles, and synaptatagmin-like immunoraactiv-
ity (Syt), a preferential marker of large dense core vesicles. We
found that (i) VAChT and mENK, like ChAT-mENEK, were coex-
pressed in only 59% of the mENK-containing varicosities, al-
though they colocalized in the SPN cell bodies; and (i) almost
60% of the population of mENK-containing varicosities did not
express Syn or Syt, and over 80% of the mENK-containing
varicosities negative for VACHT also lacked Syn. Thess data
prove that SPN segregate mENK from VACHT and ChAT, and
show that most of the subssat of mENKergic varicosities nega-
tive for VACHT also doas not express Syn, suggesting the
presence of a different vesicular pattern in these sympathetic
preganglicnic varicosities, © 2000 IBRO. Pullished by Elsavier
Lt All rights reserved.

Key words: transmitters, cholinergic synapse, peptides, co-
transmission.

*Comesponding author. Tel: +5255-5622-8961; fa: +5255-5622-9198.
E-mail address: mammibiomedicas.unam.mx (M. A. Morales).
Abbreviations: 8Ch, acetylcholne; ChAT, choline acstitmnsfarase-iks
immunoreactivity: FITC, fluorescsin iscthiocyanate; LDCY, large denss
core vesicles, mEMK, methionine enke phalin-like immunoreactivity;
PES, phosphate-buffered saline; SCG, superior cemvical ganglia; sov,
small dear vesicks: SPN, sympathetic preganglionic neurons; Syn, syn-
aptophysin-like immunoreactivity; Syt, synaptotagmin-like immunoreac-
tivity; T#R, Texas Red; VACHT, vesicular acetykhaoling fransporter-like
imrmunoreactivity.

In the sympathetic efferent pathways, the axons of the
preganglionic neurons, whose cell bodies lie on the inter-
mediolateral nuclei of the spinal cord, project through the
preganglionic nerves to the sympathetic ganglia, where
they synapse with the postganglionic neurons (Elfvinet al.,
1993; Baluk, 1998). This ganglionic synapse is identified
as cholinergic because the main mediator involved in its
chemical transmission is acetylcholine (ACh; immunohis-
tochemically identified by antbodies directed against its
synthesizing enzyme, choline acetyltransferase). Once the
cholinergic nature of the sympathetic preganglionic neu-
rons (SPN) was established, the presence of other putative
chemical mediators, such as neuropeptides, was also de-
tected in these neurons. Consequently, the concept of
synaptic cotransmission was coined and accepted as a
general rule (Momris and Gibbins, 1992; Elfvin et al., 19493;
Burnstock, 2004; Morales et al., 2004). This concept
means that all SPN varicosities co-store and co-release
ACh and different neuropeptides, the ACh transmits the
main signal from preganglionic to ganglionic neurons,
whereas the neuropeptides modulate this signal. The idea
of costorage of synaptic mediators, akthough not fully
demonstrated, prevailed for a long time, until accurmulating
evidence revealed that some peptides, such as enkepha-
lin, ozeur in boutons and terminals deveoid of choline acetyl-
fransferase-like immunoreactivity (ChAT; Lindh et al,
1986; Morales et al., 1995; Jimenez et al., 2002), never-
theless, these peptides were found to colocalize with ChAT
in preganglionic cell bodies and in some varicosities
(Kondo et al., 1985 Lindh et al., 1986; Colombo-Beank-
mann et al., 1995 Morales et al., 1995; Jimenez et al.,
2002). Later, we provided further evidence of the indepen-
dent localization of transmitters in separate axonal pro-
cesses of SPN and confirmed the differences in ChAT-
peptide colocalization in cell bedies, axons, and varicosi-
ties, thus demonstrating the segregation of transmitters
and cotransmitters in the SPN {Samano et al., 2008).
The segregation of peptides from ACh in SPN implies
the presence of peptide-containing varicosities that do not
store ACh (at detectable levels). Because peptides are
stored in large dense core vesicles (LOCY; Boarder, 1989,
Merighi, 2002), it i= possible that (i) these peptider-
gic noncholinergic varicosities store peptides in LOCW,
whereas their small clear vesicles (scv) contain other clas-
sic transmitters (see Discussion); (i) these varicosities
eventually lack scv; or less probably, that (i) varicosities

0306452278 § - see front matter @ 2009 |[BRO. Published by Elssvier Ltd. All rights resersed.

doir 10,1016 neurossienze. 2000.06.010



C. Sdmano et al. / Neuroscience 163 (2009) 180-182 181

store nonvesicular peptides; or (iv) scv also store peptides.
To address this issue, we characterized the preganglionic
population of peptide-containing varicosities, both those
coexpressing and those not coexpressing the cholinergic
markers vesicular acetylcholine trans porter-like immunore-
activity (VAChT) and ChAT, by immunolabeling two types
of synaptic vesicle proteins: synaptophysin-like immunore-
activity (Syn), considered to be almost specific for scv
(Wiedenmann and Franke, 1985 MNavone et al., 1989;
Walch-Solimena et al., 1993), and synaptotagmin-like im-
munoreactivity (Syt), which is detected preferentially in
LOCW {Walch-Solimena et al., 1993; Winkler, 1997; Berg
et al., 2000). We found that 60% of the varicosities immu-
noreactive for the peptide methionine enkephalin-like im-
munoreactivity (mEMNK) did not express Syn or Syt. More-
over, most of the mENK-containing varicosities negative
for VACHhT also lacked the synaptic vesicle protein Syn.
Preliminary accounts of these findings have been pub-
lished in akstract form (Samano et al., 2007).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Experiments wera carmried out on male Wistar rats (200-300 g,
which were treated in accordance with the ethical guidelines for
the care and use of laboratory animals of the Maticnal Academy of
Sciences of the United States and approved by our Bioathical
Committee. We minimized the number of animals used and their
possible suffering. The rats were anesthetized with xvazine (10
magkg im.) and ketaming (90 mgkg i.p.). To decentralize the
ganglion, the sympathetic theracic trunk was exposad and cut 3-5
mm caudal to the ganglion. Afer the surgical procedure, the
animals were given postoperative cara. To block the SPM axcnal
transport with colchicine, a cathetar was insertad into the region of
the atlanto-occipital junction, reaching the Gth—&th cervical spinal
cord segments, and 10-16 g colchicine (1 pwgful in physicogical
saline solution) was slowly injected infrathecally. After seven days
{decentralization) or two days (colchicine treatment), the rats were
deeply anesthetized with sodium pentobarbital (125 malkg i.p)
and transcardially perfused with 100 mL of ice cold phosphate-
buffered saling (0.01 M PBS, pH 7.4) for 3 min, and then with 250
mL of ice-cold fixative solution (2% paraformaldehyde, 0.18%

Table 1. Antibedies used for immunoflvorescence labeling

picric acid in 0.1 M PES, pH 7.4), 100 mL for 3 min and the
remaining 150 for 40 min. The superior cervical ganglia (SCG) and
a spinal cord segment (from C7 to T3) were dissectad, postfixed
avarnight in the same fixative solution, and cryoprotected in su-
crose solution (10%-30% wiv). Horzontal and fransverse sec-
tfions of the spinal cord and longitudinal sections of the SCG
{1d-pem thicknass) wera cut with a cryostat at —20 °C, recoverad
on Superfrost plus slides (Electron Microscopy Sciences, Hatfiald,
PA, USA), and processed at room temperature in a humid atmo-
sphere with a routing procedure for double or tiple immun ohisto-
chemical staining. The fissue sections were preincubated for 2 b
with 5% boving serum albumin and then incubated cwemight with
primary antibodies directad against the follwing antigens ChAT,
VACHKT, mENK, Syn, ar Syt (Table 1). The tissue sactions were
rinsed twice for 10 min each in PBS-Triton X-100 (0.1 M PBS,
0.3% Triton ¥-100), and then incubated for 2 h with the appropri-
ate secondary antibody. For doubla labaling to localize ChAT and
VACHKT, we usad a bictinylated antibody (anti-goat 19G) followed
by Texas Red (TxR)-conjugated avidin, and secondary antibod-
ies coupled to fluorescein iscthiccyanate (FITC) to reveal mENK
and the vesicular proteins. For triple immunostaining, we used
FITC-, TxR-, and Cy5-conjugated anfibodies to labal mEME, Syn,
and WAChT, respectivaly (Table 1). To prevent cross-reactive
false positive artifacts in the double or triple labeling expariments,
immunastaining was peformed sequentially, usually starting with
anti-ChAT or anti-VAChT anfibody, followed by the remaining
markers. In bath tissues, spinal cord and SCG as a contral,
previous to the immunostaining procedura, the primary anlibodies
wera preadsorbed overnight at room temperature with a 10-fold
malar excess of their corresponding control antigens (0.1 M for
ChAT [Chemicon, Temecula, CA, USA] and 1 uM for the rest
[mEMK, Sigma, St Louis, MO, USA; Syn and Syt, Abcam, Cam-
bridge, MA, USA]); as another control, some fissue sactions were
procassed with all the incubation steps but the primary antibodies
were omitted. Finally, sections were coverslipped with a fluores-
cence mounting medium (Vectashield, Vactor, Budingame, CA,
USA) and examined with an epiflucrescance microscops (Mikon
Eclipse EGOD; Mikon Instruments Inc., Melville, MY, USA; ar DSU-
equipped Olympus BX51WI, Olympus America Inc., Center Val-
ley, PA, USA), equipped with the appropriate filters for FITC,
TxR, and Cy5. Selectad sections with double labeling or triple
immunostaining were further analyzed with a confocal LSM 5
Pascal Zeiss microscope (Card Zeiss de México, DF, México)
equipped with an argon/krypton laser.

Antiserum Type of anfibody Coupled to Dilution Crigin

Frimary
WACHT (rat) Goat polyclknal — 1:100 Promega Corp, Madison, W, USA
ChAT {human) Geat polyclnal — 1:200 Millipare, Chemicon Billerica, MA, LISA
m-Enk (bovine) Rabbit polyelonal — 1:100 Millipare, Chemicon
Synaptophysin (human) Rabbit polyelonal — 1:200 Dako Cytomation, Denmark
Synaptophysin (synthstic) Mouse monoclonal — 1:50 Dako Cytomation
Synaptatagmin {synthatic) Mouse monzclonal — 1:50 Willipore, Chemicon

Secondary
o Goat 195 bicti mdated Horsa Axvidin DCS*-TxR 1:100 Vector, Bulingames, CA, USA

1:200

o Goat 195 bioli nylated Horse Streptavidin Cyb 1:200 Zymed, San Francisco, A, LISA
« Rabbit g5 Rt FITC 1:200 Zymied
« Rabbit g5 Goat TxR 1:200 Vactor
o Mouss 195 Gt FITC 1:200 Zymead
o Mouss 195 Horza TR 1:200 Vector

* Awidin DCS: avidin distinct cell sorter.
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Sampling, assessing colocalization, and statistics

Each ganglion was longitudinally sectioned throughout the entire
length of its mediolateral axis (ca. 800 pm), to produce 40-50
slices. We sampled the tissue by collecting at least five slices at
three depths (140-210, 350-420, and 560-630 wm from the
edge of the ganglion) and sorted the slices onto different slides. In
each section, we selected a slice at random and explored its
whole area by scanning and imaging it with a2 20:= (0.5 NA) or 40
(1.15 MA) magnification ocbjective [or sampling two places at ran-
dom in each region with a 60= (1.2 MA) objective] using the
motorzed stage of a DSU-equipped Olympus BXS1WI micro-
scope, controlled by Serecrvestigator software (MicmBrightFisld,
Inc., Williston, VT, USA), this confocalike microscops is aqui-
pped with a spinning disk device that produces optical slices
ofwhich thicknessas are 3.5 0.72 and 0.63 wm for 20 40, and
G0 objectives, respactively. After wirtual slice reconstruction,
using the Meatamorph image analysis system (v. 7.5.6; Universal
Imaging Corporation, Molecular Devices, Downingtown, PA,
US4), we remove out of focus blur by means of deconvolution
functions, reducing the thickness of the optizal sections, and then
we identify the specific immunoflucrescence labels that were maore
intenisa than the background level (e, =mean+2 standard davi-
ations). The area occupied by the fibers immunopcsitive for ChAT,
WACHT, Syn, Syt, or mEMK was exprassed as a percentage of the
whole saction area. The colocalization of two labels is presentad
asthe ratio of the parcentage of fibars cosxpressing the two labels
relative 1o the percentage of fibers expressing one of them. Thus,
a ratio of 1 comesponds to complete colocalization, whereas a
ratio of O represents a completely indepandent localization. We
used six animals for each of the ChAT-mENEK, VAChT-mEMK,
WACKhT-Syn, mENK-Syn, and mEMK=5yt labal pairs, and four
animals for tripke immunestaining for VAChT-Syn-mENK and
deuble immuncstaining for Syn—Syt.

To quantify the SPM cell bodies expressing ChAT or VAChT
and mEMK in the spinal cord, we sectionad it transversally at the
levels of the exiting nerve roots or longitudinally, recovering all the
tissue slices. We countad the numbsers of cell bodies positive for
ChAT, WACKHT, or mEMK or for two molecules (cobcalization) in
the intermediolateral nuclei.

To investigate whether the co-occumence of ransmittars var-
ied depending on the postganglionic target, we explored the re-
gional distibution of the markers. Each ganglionic section was
divided into four regions of equal area: (i) rostral, associated with
the exit of the extemal carotid postganglionic nerve, (i) rostrome-
dial, and {iii) caudomedial, both near the exit of the intemal caratid
pestganglionic nerve, and (iv) caudal, including the region near
the preganglionic nerve entrance. We quantified the percentage of
cotransmitier coexpression, as described above.

Data are expressed as means+=SEM. The significance of
differences between the means was evaluated either with an
independant Student's ttest or, in the case of the distribution of
co-localization along the ganglionic regions, with an independent
one-way ANOVA followed by a post hoo Tukey test. The signifi-
cance level was set at P<0.05.

RESULTS

Almost all SPN mENK-immunopositive cell bodies
coexprassad VAChT or ChAT

After treatment with colchicine to block axonal transport,
WACHhT- or ChAT-immunopositive cell bodies appeared in
the intermediate lateral horn of the spinal cord. The ap-
pearance and size of these neurons (clusters of 6704
cells, round to fusiform in shape, and 30-40 um in diam-
eter, n=6) indicate that they corespond to SPN. Mcst of
these neurons (==80%) were detected in the intermediclat-

eral nucleus pars principalis. Some of these cholinergic
cell bodies also expressed mENK (328x7.1%). Con-
versely, practically all the cell bodies immunopositive for
mEMK (97 .0+3.2%) coexpressed either VACHT or ChAT
(Fig. 1). Afew scattered neurons, generally located outside
the autonomic nuclel, were positive for mEMK but not for
WACKT or ChAT, Controls without primary artibody or with
preadsorbed primary antibody were negative.

Oeecurrence of VAChT and ChAT within the SCG:
ChAT in axen fibers and presynaptic boutons and
VACHT only in presynaptic boutons

Baoth cholinergic matkers, YAChT and ChAT, were de-
tected in the preganglionic fibers of the rat SCG. As ex-
pected, because of its cytoplasmic and membrane-bound
distribution, ChAT appeared in axon fibers (either smooth
or varicose) and presynaptic boutons (Fig. 2c), whereas
WVACHT immunostaining was detected as punctate label
mainly in presynaptic boutons (Fig. 2a). Despite their dif-
ferent cellular locations, both markers labeled the same
number of axonal processes (17.921.3% of the total area
of the ganglia for VACHT and 18.4£0.3% for ChAT, n=6,
P=0.7; Fig. 2e). The regional distributions of both chaolin-
ergic markers were heterogenesous, with a higher presence
in the rostral region (Fig. 2f). Ganglionic denervation,
achieved by fully sectioning the preganglionic cervical
frunk, abolished over 95% of the ChAT and all the VACHT -
immunopositive boutons, indicating their preganglionic or-
igin (Fig. 3b, c).

With double immuncstaining for YACHhT and Syn, a
constitutive scv membrane protein, punctate label Syn
was broadly dispersed in the entire ganaglia, staining
19.9+1 4% of the ganglion surface (n=6; Fig. 4b). Almost
all VAChT-containing varicosities (95.72+4.2%) coexpre-
ssed Syn, whereas 79.6:4.4% of the Syn-positive vari-
cosities costained for WAChT (Fig. 4c). Like ChAT and
WACHT, Syn showed an uneven distribution along the
ganglia, with a greater presence in the rostral region
(Fig. 2.

Maarly half the mENK-containing preganglionic axon
fibars and presynaptic boutons lacked VAChT or
ChAT

Immunostaining for mENK showed a network of varicose
fibers lying in the neuropil around the cell bodies of the
ganglionic neurons (Fig. 2b, d). Immunopositive fibers
showed a rostrocaudal gradient (Fig. 2f). As expected, the
mEMK-positive fibers represented only a small proportion
of the ganglionic area (1.4+0.2%; n=6; Fig. Ze), which is
roughly 10 times less than the area of the axon fibers
immunopositive for the: cther markers (WACHT, ChAT, and
Syn).

Double immunostaining for mENK and YAChT or
ChAT showed independent locations for each molecule
in separate axon fibers and presynaptic boutons., The
40.0+4.2% of the mENK-positive fibers did not express
WACKT or ChAT (n=86; Fig. 2a—d, g, h). We are confident
of the preganglionic origin of these mENK-positive fibers,
because the transection of the preganglionic nerve re-
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in different varicosities is transient and varies according to
synaptic functional requirements. The study of Birren and
coworkers (Yang et al., 2002; Slonimsky et al., 2003),
showing that neuratrophin can switch the phenotype of the
projections of sympathetic cultured neurons from adrener-
gic to cholinergic, points in this direction. Thersfore, we
can infer that SPM react to the influence of diverse factors
in situ, such as stress, autonomic diseases, or circulating
neurctrophins, by altering the differential routing of synap-
tic mediators according to the functional requirements of
the cell. Experiments exploring this possibility are currently
under way in our laboratory,
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