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• ABREVIATURAS

5-HT- 5-hidroxytriptamina o serotonina
ACh- acetilcolina
ADP- nucleótido adenosin 5´ -difosfato
AMP- nucleótido adenosin 5´- monofosfato
ATP- nucleótido adenosin 5´-trifosfato
BC- buccalina
BSA- suero de albúmina bovina
CA- área central autonómica
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ChAT- colina acetiltransferasa
CO- monóxido de carbono
Cy5- Cinanine 5
DH- asta dorsal
DS- suero de burro
FITC- isotiocianato de fluoresceína
GABA- ácido γ amino butírico
GCS- ganglio cervical superior
GE- ganglio estelar
GTP- guanina trifosfato
IC- núcleo intercalado
IMLf- núcleo intermediolateral pars funicularis
IMLp- núcleo intermediolateral pars principales
IR- inmunorreactividad
LDCV- vesículas grandes de núcleo denso
LF- funículo lateral
mENK- metionina encefalina
NA- noradrenalina
NO- óxido nítrico
NPS- neuronas preganglionares simpáticas
NPY- neuropéptido Y o tirosina
NT- neurotensina
PBS- buffer de fosfatos
SCP- péptido pequeño cardioactivo
scv- vesículas pequeñas claras
SN- sistema nervioso
SNA- sistema nervioso autónomo
SNC- sistema nervioso central
SOM- somatostatina
Syn- synaptofosina
Syt- synaptotagmina
TTS- tronco torácico simpático
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 torácico simpático
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RESUMEN 

 

Las neuronas preganglionares simpáticas (NPS) forman parte de la vía eferente motora 

autonómica 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 clásicos y los co-transmisores son co-almacenados y co-liberados 

de las terminales presinápticas. 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 simpáticos) 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 axónicas, 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 propósito de discernir entre estas dos posibilidades, 

investigamos la presencia, así como el nivel de co-existencia o segregación 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, 

así como también la presencia y nivel de co-existencia o segregación 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 prácticamente del 100%, mientras 

que en sus botones y terminales axónicas la co-existencia es alrededor del 40%; lo que 

apoyan la posibilidad de que en estas neuronas simpáticas ocurra una segregación de 

mediadores al nivel de los botones y terminales axónicas. En los axones que corren a lo 

largo del tronco torácico simpático sólo 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 sólo peptidérgicas provienen de una segunda población de 

NPS no colinérgicas, ya que todos los somas peptidérgicos fueron colinérgicos.  

 

Considerando el almacenaje vesicular, aceptado para la ACh en vesículas claras 

(scv) y mENK en grandes de núcleo denso (LDCV), la presencia de varicosidades 

encefalinérgicas no colinérgicas nos llevó a explorar el patrón vesicular de estos 

atípicos botones. Para ello estudiamos la posible co-existencia del péptido mENK con 

las proteínas vesiculares, synaptofisina (Syn) para scv y synaptotagmina (Syt) para 

LDCV. Encontramos que alrededor del 60% de la población de los botones y terminales 

encefalinérgicas no expresan ni Syn ni Syt; además de la población 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 vesículas sinápticas atípicas diferentes a las scv y LDCV. 

 

Sugerimos que este mecanismo de segregación o distribución diferencial, 

pudiera ser transitorio y depender de cambios funcionales o demandas de las sinapsis, 

de tal forma que cada botón presináptico almacenaría y liberaría al ó los mediadores que 

se requirieran de acuerdo al entorno sináptico. 

 

Consecuentemente la co-transmisión pudiera llevarse a cabo por la liberación 

conjunta de transmisores pero provenientes de diferentes botones y terminales axónicas 

y no necesariamente por la liberación de transmisores co-almacenados de las mismas 

terminales axónicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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 VAChT (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 VAChT 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 VAChT.  

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 

• Neurotransmisión 

En el sistema nervioso, las neuronas se encargan de propagar los impulsos nerviosos que se 

generan de la periferia hacia el cerebro y de ahí a los órganos periféricos. La transmisión de 

la información nerviosa se propaga a lo largo de las neuronas, usualmente de los axones a 

las dendritas o somas, así como entre las neuronas a través de las sinapsis. Las sinapsis 

pueden ser de tipo eléctrico o químico de acuerdo a como se transmite el impulso nervioso. 

En este trabajo nos enfocamos al estudio morfológico de las sinapsis químicas de los 

ganglios autonómicos. 

 

A finales del siglo XIX, una vez que se introdujeron los conceptos de la teoría 

neuronal por Santiago Ramón y Cajal y el de sinapsis por Charles Sherrington, se consideró 

por varios años que en el sistema nervioso predominaban las sinapsis eléctricas, en donde la 

corriente pasa directamente de una célula a otra, sin embargo, los estudios clásicos de JN 

Langley y de TR Elliot en las uniones neuromusculares autonómicas y en los ganglios 

autonómicos apuntaban a que la transmisión sináptica era de tipo químico (Valenstein 

2002) y aunque existía la idea de que algún tipo de molécula o sustancia química 

participaba en la comunicación neuronal aún no se conocían cuáles eran y cómo se 

liberaban, por lo que se inició la búsqueda de los agentes químicos capaces de funcionar 

como neurotransmisores.  

 

Algunos años más tarde los trabajos de Elliot y Dale identificaron a la noradrenalina 

(NA) cuya función era vasoconstrictora, mientras que Loewi descubrió que la acetilcolina 
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(ACh) mediaba las respuestas de las sinapsis autonómicas entre el nervio vago y el corazón. 

Así que todo indicaba que tanto la NA como la ACh eran los neurotransmisores liberados 

en las sinapsis periféricas neuromusculares y en los ganglios autonómicos (Eccles, 1986; 

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

 

A partir de los hallazgos anteriores, HH Dale propuso el concepto de la 

neurotransmisión química (Dixon Memorial lecture to the Royal Society of Medicine, 

1935), en el cual consideraba a todo tipo de neuronas como unidades metabólicas desde el 

soma hasta todos sus procesos celulares y en las cuales sus sinapsis operaban con el mismo 

mecanismo de transmisión química (citado en: Whittaker, 1984). Esta hipótesis fue 

promovida y nombrada por JC Eccles en 1955 como Principio de Dale en la cual se 

afirmaba que “el mismo transmisor químico se liberaba de todas las terminales sinápticas 

de una neurona”, y aunque en esta frase la intención era enfatizar que las neuronas 

funcionan como unidades químicas, por mucho tiempo se interpretó que una neurona 

sintetiza un solo neurotransmisor (citado en: Whittaker, 1984; Eccles, 1986; Strata and 

Harvey 1999); fue hasta varios años después que el mismo JC Eccles en un artículo que 

escribió y publicó en los 80´s aclaró la confusión 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 morfológicas de la transmisión química ya que 

observaron la ultraestructura de las terminales nerviosas e identificaron unas estructuras 

con membrana limitante en la presinapsis, a las cuales llamaron vesículas sinápticas y las 

propusieron como los sitios de almacenamiento de co-liberación de los mediadores 
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químicos. Dichos hallazgos terminaron por confirmar la teoría neuronal. Ahora se sabe que 

en las sinapsis químicas a diferencia de las eléctricas, los impulsos nerviosos se transmiten 

de una célula presináptica a una postsináptica a través de un mediador, se caracterizan por 

un retardo sináptico y es unidireccional (para revisión ver: Bear et al, 1996; Wilson et al, 

1997; Guyton et al, 1998). 

 

En general se aceptó que las neuronas pueden utilizar un neurotransmisor, ya sea 

excitador o inhibidor pero no ambos. Dicho concepto prevaleció hasta la década de los 

60´s, cuando por medio de técnicas bioquímicas, electrofisiológicas, de microscopia de luz 

y electrónica, se lograron aislar e identificar diversas moléculas (como aminoácidos), que 

junto con los neurotransmisores ya identificados participaban también en la transmisión 

sináptica en el sistema nervioso autónomo (SNA) (Apéndice) y del sistema nervioso central 

(SNC); la siguiente tabla muestra la clasificación de los neurotransmisores de acuerdo a su 

naturaleza química (Tabla 1). 

Tabla 1. Clasificación de los neurotransmisores de acuerdo a su naturaleza química 

Amina cuaternaria: Acetilcolina (ACh)  

Aminas biogénicas: Dopamina (DA), Noradrenalina o Norepinefirna (NA o NE) y 

Adrenalina o Epinefrina (AD o E) 

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

Aminoácidos: ácido amino γ−butírico (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 antagónicas. El SNA consiste de 

sinapsis colinérgicas ganglionares con efectores neuroviscerales noradrenérgicos 

(simpáticos) y colinérgicos (parasimpáticos).  
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El aislamiento de las substancias químicas como potenciales neurotransmisores, 

llevó a establecer como convencional ciertos criterios para definir si una sustancia química 

podía considerarse como transmisor (Matthews, 1996; Oda, 1999; Prado et al, 2002) (Tabla 

2). 

 

Tabla 2. Características que identifican a los neurotransmisores. 

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

• Síntesis en las terminales sinápticas de las neuronas por una vía enzimática específica. 

• Las enzimas necesarias para la síntesis de los neurotransmisores se dirigen a las terminales axónicas  

por transporte axonal lento y algunas ocasiones rápido. 

• Almacenamiento en vesículas pequeñas claras (scv) y liberación de las terminales presinápticas,  

• Se liberan en las zonas activas de las terminales presinápticas. 

• Su liberación ocurre con cualquier frecuencia de estimulación. 

• Una vez liberados se acoplan a sus receptores (ionotrópicos o metabotrópicos) específicos localizados 

en las neuronas postsinápticas. 

• Producen una respuesta rápida y breve que genera cambios en el potencial de membrana de la neurona 

postsináptica. 

• Son eliminados del espacio sináptico mediante enzimas especializadas, o algún sistema de recaptura 

específico localizado en las terminales presinápticas. 

 

• Co-transmisión y neuromodulación 

Durante varias décadas se consideró que cada sinapsis utilizaba un solo mediador químico 

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 axónicas la presencia de 

otras substancias biológicamente activas, capaces de inducir respuestas diferentes a las  de 

los neurotransmisores reportados hasta ese momento (para revisión ver: Strand, 1999). Al 

respecto, en algunas neuronas del SNA se encontró que no solo almacenaban al 

neurotransmisor principal NA sino que también podían co-almacenar y co-liberar al 

nucleótido adenosin 5´-trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés) y al neuropéptido tirosina 
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(NPY), este último no produce una acción directa sobre las células post-sinápticas, pero si 

modifica o modula la liberación y respuesta de la NA y ATP a nivel pre y post-sináptico, en 

diferentes preparaciones del SNA de diversas especies (Sneddon & Burnstock 1985; 

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

 

Cada vez surgieron más datos de co-existencia en el sistema nervioso; G. Burnstock 

usó el concepto de co-transmisión, con el cual propuso que además de los transmisores 

principales co-existían otros mediadores a los que se les denominó como co-transmisores, 

que si bien no producían una respuesta sináptica si mostraban la capacidad de cambiar o 

modificar las acciones intrínsecas del neurotransmisor principal y por tanto la actividad de 

las neuronas post-sinápticas (Merighi, 2002; Burnstock, 1976, 2006 (b)). Al igual que los 

transmisores clásicos, los co-transmisores tienen características propias que los distinguen, 

tales como su biosíntesis, almacenamiento y degradación (Tabla 3).  

Tabla 3. Características de los co-transmisores. 

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

• Son sintetizados en los cuerpos celulares de las neuronas, almacenados en vesículas de núcleo 

electrodenso (LDCV) y transportados a través de los axones por transporte axónico rápido hacia las 

terminales nerviosas. 

• Se liberan en las zonas extra-sinápticas de la membrana presináptica. 

• Su liberación ocurre cuando la frecuencia de estimulación es alta y repetitiva. 

• Una vez liberados se acoplan a sus receptores específicos de tipo metabotrópico, localizados en las 

neuronas postsinápticas. 

• Modulan la respuesta que produce el transmisor principal, ya sea inhibiendo o facilitando la 

transmisión sináptica. 

• Se eliminan del espacio sináptico mediante proteasas o su internalización en las terminales 

presinápticas; aún no se ha descrito algún sistema de recaptura o reciclaje en las terminales 

presinápticas. 
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En la actualidad se han reportado diversas moléculas que pueden modular la 

transmisón de la información nerviosa tanto en neuronas de vertebrados como de 

invertebrados, tales como los nucleótidos: adenosin 5´-monofosfato y difosfato (AMP y 

ADP), el uracilo trifosfato (UTP), la guanina trifosfato (GTP), mensajeros gaseosos, NO y 

CO (óxido nítrico y monóxido de carbono), factores tróficos, Zn (zinc, uno de los 

elementos más abundantes en el organismo), D-serina, y diversos péptidos comúnmente 

llamados neuropéptidos de alto peso molecular (hasta 3000 kDa) (Lundberg JM 1996; 

Zupanc, 1996; Barañano, et al, 2001; Salio et al, 2006; Hook et al, 2008). Y aunque desde 

los años 30´s se habían descrito la presencia de algunos péptidos en el hipotálamo y otras 

regiones del cerebro, solo se había considerado su papel hormonal y no se sabía si tenían 

alguna otra función fisiológica en el sistema nervioso o si interactuaban junto con algún 

otro transmisor, bajo ciertas condiciones fisiológicas para controlar respuestas específicas 

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 encontró al ATP 

como un constituyente de las vesículas sinápticas colinérgicas en el órgano eléctrico de la 

raya eléctrica Torpedo californica; otro dato más 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 

músculo de la rádula accesoria del molusco Aplysia californica, en donde se ha demostrado 

co-liberación del transmisor principal ACh (con frecuencias bajas de estimulación) y de dos 

péptidos co-transmisores, el péptido pequeño cardioactivo y la buccalina (SCP y BC, por 

sus siglas en inglés) (con frecuencias altas de estimulación) (Vilim et al, 1996(a); 1996(b)). 
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Las evidencias fisiológicas y morfológicas indicaban que en las neuronas co-existían 

múltiples transmisores (al menos, un transmisor clásico con uno o varios péptidos co-

transmisores) mismos que se co-liberaban ante un estímulo eléctrico adecuado; así fueron 

surgiendo más casos de co-existencia en las neuronas y no eran casos aislados o diferentes 

si no más bien parecía ser una característica general que presentaban las neuronas 

(Burnstock, 1976; Hökfelt  et al, 1977; Lundberg and Hökfelt 1983; Bachoo et al, 1987; 

Kupfermann, 1991; Hökfelt et al, 1986; 1987; Elfvin et al, 1993; Merighi, 2002). Se 

consideró y aceptó entonces que las neuronas podían sintetizar y usar más de un transmisor 

para propagar los impulsos eléctricos en las neuronas, confirmando los conceptos de co-

existencia y co-transmisión (Hökfelt et al, 1987; ver: Merighi, 2002; Burnstock, 2004) 

(Figura 1).  

 
 
Figura 1. Esquema que presenta las características de la transmisión y co-transmisión de una sinapsis colinérgica (nicotínica). 

Se esquematiza una terminal presináptica, postsinática y sus componentes. Los neurotransmisores se sintetizan en las terminales axónicas 
de las neuronas y se almacenan en scv y cuando un estimulo eléctrico sobrepasa un umbral de respuesta, se produce un potencial de 

acción (PA), el cual produce la movilización y fusión de las scv con la membrana presináptica para liberar el neurotransmisor, el cual a su 

vez se acopla a sus receptores específicos situados en la terminal postsináptica, los cuales pueden ser ionotrópicos o metabotrópicos, 
produciendo un potencial postsináptico 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 y se dirigen por transporte axónico rápido a través de los microtúbulos de los 

axones, hacia la Terminal presináptica en la cual debido a la entrada masiva e incremento del Ca2+  las LDCV se movilizan y liberan al 
péptido co-transmisor, el cual se acopla a sus receptores postsinápticos de tipo metabotrópico, produciendo una inhibición o facilitación 

de la transmisión sináptica. 
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• Patrón morfológico de almacenamiento de transmisores y co-

transmisores 

Las neuronas pueden presentar diferentes combinaciones de transmisores 

(neurotransmisores y neuromoduladores) y esta combinación de transmisores es lo que 

determina que en el sistema nervioso exista un código químico en las neuronas (Furness et 

al, 1989). Así las diferentes combinaciones de co-existencia pueden ser: 1) un transmisor 

clásico + péptido(s) + ATP (Burnstock, 1976), 2) ATP + transmisor clásico (Jo et al, 1999), 

3) un transmisor clásico + neurotrofinas (Lachmund A. et al, 1994), 4) un transmisor 

clásico + el transmisor gaseoso NO (óxido nítrico, por sus siglas en inglés) o CO 

(monóxido de carbono) o Zn (Morales et al, 1995; Barañano et al, 2001); sin embargo, casi 

por regla general y en su mayoría, la combinación más común es 5) un transmisor clásico + 

uno o más péptidos (Hökfelt et al, 1980; 1986; 1987; Lundberg 1996; Salio, 2006), aunque 

también puede ser 6) un transmisor clásico + transmisor clásico (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 clásicos se localiza en las fibras musgosas de las células granulares del 

hipocampo donde por medio de estudios fisiológicos, farmacológicos e 

inmunohistoquímicos 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 aminoácidos neurotransmisores, uno excitador y otro inhibidor, en este 
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caso parece que cada uno conlleva y ejerce un mensaje principal en las neuronas post-

sinápticas. 

En el caso de los ganglios simpáticos, tanto en las fibras preganglionares como 

en las neuronas post-ganglionares (Apéndice I) se ha demostrado la co-expresión de 

marcadores colinérgicos como la colin-acetil transferasa (enzima que participa en la 

biosíntesis de la ACh, ChAT) y el transportador vesicular de la acetilcolina (VAChT) 

junto con varios neuropéptidos (Lundberg and Hökfelt 1986), como la metionina 

encefalina (mENK) (Schultzberg et al, 1978; Schultzberg et al, 1979; Schultzberg 

1984), la somatostatina (SOM) (Hökfelt et al, 1977), el péptido intestinal vasoactivo 

(VIP) (Lundberg and Hökfelt 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 

característica común que expresan las neuronas y por tanto el postulado “una neurona, 

un neurotransmisor” es una excepción más que una regla tanto en el SNA como en el 

SNC. Se acepta que las terminales nerviosas presentan un patrón morfológico químico o 

de almacenamiento de transmisores caracterizado por la presencia de un transmisor 

clásico acompañado de otro transmisor clásico o de uno o más neuropéptidos, en donde 

los transmisores clásicos se almacenan en las scv y los neuropéptidos en las LDCV, 

(aunque en algunos casos las LDCV pueden almacenar  también a los transmisores 

clásicos, hasta ahora los péptidos no se han encontrado en las scv) (Lundberg and 

Hökfelt 1983; Merighi, 2002; Burnstock 2004).  

 

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

De acuerdo a los conceptos de co-transmisión y al patrón morfológico de 

almacenamiento de transmisores aceptados actualmente, las terminales axónicas de las 

neuronas co-almacenan y co-liberan al transmisor clásico o principal y a uno o más co-

transmisores (péptidos, entre ellos). Esta idea de co-almacenamiento de los mediadores 

sinápticos, 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 presinápticas preganglionares simpáticas (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 simpáticas 

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

 

Estos hallazgos discrepantes en la co-localización de transmisores entre los 

cuerpos celulares y la incompleta co-localización en las terminales axónicas 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 simpáticos. 

Esta opción es descartada, ya que se ha demostrado que la denervación de las 

fibras preganglionares simpáticas en el GE del gato produce la desaparición de 

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

 

 

 



2. Que existan dos poblaciones de NPS. 

Esta posibilidad implicaría la existencia de dos poblaciones, de NPS colinérgicas 

y no colinérgicas pero que ambas expresan IR a péptidos. En este caso algunas 

NPS podrían sintetizar únicamente péptidos o bien péptidos con otro transmisor 

diferente a la ACh. Esta posibilidad no puede descartarse del todo ya que aunque 

sí se ha demostrado el fenotipo colinérgico de las NPS (Kondo et al, 1985; 

Colombo-Bekmann, 1987) no se ha explorado específicamente 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 opción 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 revisión ver: Anderson et al, 2009), mientras 

que al nivel de sus terminales axónicas, el péptido mENK no siempre co-existe 

con ChAT ó VAChT (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 

segregación 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, aún 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 segregación de transmisores y co-transmisores en la 

sinapsis ganglionares, la co-transmisión se establecería mediante la liberación conjunta 

de los transmisores (transmisor clásico y co-transmisores) provenientes de distintos 

botones y terminales presinápticas, las cuales convergerían en un mismo blanco 

postsináptico. 

 

Por otra parte, la segregación de transmisores implicaría la presencia de 

varicosidades preganglionares simpáticas 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 y 

transmisores clásicos 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 población vesicular de las varicosidades peptidérgicas tanto la 

colinérgicas como las no colinérgicas, por medio de la inmnodetección de dos tipos de 

proteínas vesiculares, la Syn considerada prácticamente específica 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 segregación, los procesos axonales peptidérgicos no colinérgicos 

presentarían un diferente patrón vesicular. 

 

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

planteamos los siguientes objetivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVOS 

Con el propósito de discernir si existen dos poblaciones de neuronas, colinérgicas y no-

colinérgicas, pero que ambas expresen péptidos, ó bien si las NPS pueden sintetizar 

ACh y péptidos y segregarlos al nivel de sus terminales axónicas; decidimos hacer un 

trabajo integrativo, donde estudiamos y exploramos conjuntamente los patrones 

morfológicos de almacenamiento de transmisores y péptidos co-transmisores en los 

somas, axones y botones terminales presinápticos de las NPS en las NPS de gato y rata. 

Para ello nos planteamos los siguientes objetivos particulares: 

• Objetivos particulares 

1. Identificar por marcaje retrógrado en la médula espinal, las NPS que envían sus 

axones hacia los ganglios simpáticos, 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 ó 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 torácico simpático (TTS) hacia 

los ganglios simpáticos. 

4. Explorar a nivel de los botones y terminales presinápticas 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 características vesiculares de los botones y terminales peptidérgicos 

no colinérgicos, a través de la inmunorreactividad del péptido mENK con las 

proteínas vesiculares synaptofisina (Syn) para vesículas pequeñas claras y 

synaptotagmina (Syt) para vesículas de núcleo denso. 

 

6. Investigar si la co-existencia de los transmisores se distribuyen 

homogéneamente o en regiones específicas, a lo largo del ganglio simpático; así 

como también si existe alguna relación 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  alimentación  ad  libitum  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  experimentación 

fueron tratados de acuerdo a todos los lineamientos  establecidos  por la comisión de 

bioética del IIB-UNAM.

• Procedimientos Quirúrgicos

Para explorar la localización y posible co-localización de ChAT, VAChT y péptidos en 

los  somas  preganglionares  simpáticos  y  fibras  y  terminales  axónicas  los  gatos  se 

anestesiaron con pentobarbital sódico (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 retrógradamente las NPS, una vez 

anestesiados  los  gatos  se  entubaron  endotraquealmente  para  aplicar  en  caso  de  ser 

necesario, ventilación artificial, se canalizó la vena femoral para la administración de las 

drogas y se midió la temperatura rectalmente, la cual se mantuvo entre 36 y 37ºC con 

calor local, posteriormente se les practicó una cirugía en el área costal hasta encontrar el 

tronco torácico simpático, el cual se seccionó y se introdujo en un capilar lleno con 

fluorogold  (3%  en  solución  salina)  por  una  hora,  después  de  retirar  el  capilar  y 

confirmar la tinción del extremo del nervio se cerraron las heridas. Mientras que en los 

experimentos donde se interrumpió el transporte axonal, se localizó el TTS y a nivel de 



T3 se amarró con un hilo seda del número 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 µg a [1 µg/µl en solución salina]), se 

inyectó  intratecalmente  la  colchicina  introduciendo  un  catéter  dentro  de  la  región 

atlanto-occipital, hasta alcanzar los segmentos cervicales de la médula espinal C6-C8. 

En los experimentos para la denervación preganglionar en ratas, el TTS se localizó y 

cortó 3-5 mm caudal a los ganglios simpáticos. Finalmente, en todos los casos después 

de las cirugías, los animales tuvieron cuidados post-quirúrgicos. Después de 2-4 días de 

haber realizado el marcaje retrógrado, 7 días del bloqueo del transporte axonal ó 2 días 

de la denervación 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 vía transcardiaca con 100 ml de solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS 0.01M, pH 7.4) por 3 min, seguida de 250 ml (para el 

caso de las ratas) ó 500 ml (en el caso de los gatos) de una solución fijadora, 100 ml en 

3 min y el resto de la solución por 30-45 min  (PB 0.1M más paraformaldehído 2% y 

ácido pícrico 0.18%, pH 7.4); después se extrajeron y disecaron los segmentos torácicos 

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 ubicó de 4-6 mm caudal al GE donde el ramo comunicante blanco 

se une al tercer segmento torácico (WR-T3) del TTS, y el segundo nivel del nervio se 

localizó 60-80 mm caudal al GE cercano a la salida del sexto segmento torácico (WR-

T6),  así  como  también  los  ganglios  simpáticos  (estelares  en  los  gatos  y  cervicales 

superiores en las ratas). 



Los segmentos de la médula espinal se colocaron en la misma solución fijadora 

para post-fijación toda una noche y posteriormente se crioprotegieron en sacarosa al 10, 

15 y 30%, mientras que el TTS y los ganglios simpáticos sólo se colocaron en sacarosa 

al 30%, hasta que los tejidos alcanzaran el fondo de la solución para posteriormente 

procesarlos para inmunohistoquímica. 

• Inmunohistoquímica

En un crióstato a -20 °C obtuvimos cortes longitudinales del ganglio y longitudinales y 

transversales de médula espinal de 14 µm de espesor. Todos los cortes se colectaron en 

laminillas  cargadas  eléctricamente  (superfrost  plus  slides,  Electron  Microscopy 

Sciences, Hatfield, PA) y procesaron en una cámara húmeda a temperatura ambiente 

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

Para las inmunohistoquímicas dobles o triples, los cortes se pre-incubaron con suero 

de albúmina 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  proteínas  Tau,  Syn o Syt  (Tabla  4), 

después los cortes se lavaron dos veces con PBS-Tritón X-100 (PBS 0.1M, Tritón X-

100, 0.3%) para luego revelar al día siguiente con el anticuerpo secundario por 2 hrs. 

Para el  caso de ChAT o VAChT se revelaron con biotina-avidina Texas red (TxR), 

mientras que los péptidos o las proteínas con isotiocianato de fluoresceína, FITC. En los 

triples inmunomarcajes revelamos ChAT con Cy5, mENK con FITC y Tau con TxR, o 

bien VAChT con biotina-estreptavidina Cy5, mENK con FITC y Syn con TxR (Tabla 

4).



Tabla 4. Anticuerpos utilizados para el inmunomarcaje
Antisueros Tipos de 

anticuerpos
Acoplados

a
Diluciones Compañías

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 
(humano)

Conejo policlonal --- 1:200 Dako, Cytomation. 
Denmark.

Synaptofisina 
(sintético)

Ratón monoclonal --- 1:50 Dako, Cytomation. 
Denmark.

Synaptotagmina 
(sintético)

Ratón monoclonal --- 1:50 Millipore, Chemicon. 
Billerica, MA.

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

Secundario
α cabra IgG 
biotinilado

Caballo Avidina DCS- 
Texas Red

1:100
1:200

Vector. Burlingame, CA, 
USA.

α cabra IgG 
biotinilado

Caballo Streptavidina 
Cy5

1:200 Zymed. San Francisco 
CA, USA.

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

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

α ratón IgG Cabra FITC 1:200 Zymed. San Francisco, 
CA, USA.

α ratón 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 inmunohistoquímica con excepción 

del anticuerpo primario. Además hicimos controles de preadsorción para los anticuerpos 

primarios, en los cuales incubamos toda la noche a 4º C, los anticuerpos primarios con 

sus  antígenos  controles  correspondientes  (a  una  concentración  excedente  de 

aproximadamente 10M), para ChAT la concentración de 0.1 µM (Chemicon, Temecula, 

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

MO y Abcam, Cambridge, MA.



• Captura digital de las imágenes

Una vez terminadas  las  dobles  ó  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 fluoróforos  TxR (543 emisión y 650 excitación)  FITC (488/520 

nm),  Cy5  (633-635/667)  y  UV,  fluoro-gold  (361/536  nm).  En  los  experimentos 

realizados  en los gatos las imágenes  seleccionadas  se capturaron digitalmente en un 

microscopio confocal (LSM 510 Pascal Zeiss microscope)  equipado con un láser de 

argón/kripton con un objetivo 100x de inmersión en aceite, de las regiones estudiadas se 

obtuvieron cortes ópticos seriados de 1-2 µm de grosor sobre el eje Z. Las imágenes se 

capturaron en dos o tres longitudes de onda correspondientes para TxR, FITC y Cy5, 

según  fueran  dobles  o  triples  y  se  usó  un  fotomultiplicador  para  cada  canal.  Las 

imágenes  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 

imágenes de confocal se procesaron en un plano bidimensional, donde la inmunomarca 

presente en los tejidos se observó con la sobreposición de las imágenes, 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  imágenes  seleccionadas  las 

capturamos en un microscopio DSU (Disc scanning unit,  Olympus BSX51WI) cuya 

resolución en los cortes ópticos es muy similar a la de un confocal, cuenta además con 

una platina motorizada y controlada por un software (Stereo investigador, Micro Brigth 

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



magnificación de 20x y las triples inmunohistoquímicas a 60x. El microscopio DSU 

también  está  equipados  con  filtros  apropiados  para  TxR,  FITC  y  Cy5;  una  vez 

capturadas  las  imágenes  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 axónicos.

La  re-construcción  tridimensional  del  segmento  del  nervio  preganglionar  del 

TTS, se realizó a partir de un nervio inmunomarcado para ChAT (TxR) y NT (FITC), 

en el microscopio confocal se obtuvo una serie de 12 cortes ópticos de 0.25  µm de 

grosor cada uno y una vez obtenidas las imágenes se procesaron y visualizaron para 

darles volumen a las imágenes en los software Amira (Template Graphics Software, San 

Diego, CA) y SGI Onyx 350 visualization system (Silicon Graphics, Mountainview, 

CA). Las imágenes tridimensionales se obtuvieron con apoyo del personal experto en 

visualización  y  procesamiento  de  imágenes  del  Departamento  de  visualización 

tridimensional de la Dirección General de Servicios de Cómputo Académico (DGSCA) 

de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM).

• Muestreo,  análisis  de imágenes,  cuantificación de la co-existencia y su 

estadística

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 torácicos (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 núcleo intermediolateral  y que expresaban ChAT, VAChT, 

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

Mientras que en los ganglios simpáticos (estelares de gato y cervicales de rata), 

para las fibras y botones axónicos IR a ChAT, VAChT, péptidos, Syn o Syt; obtuvimos 

cortes longitudinales de todo el tejido (aproximadamente 40-50 cortes de 14µm) y de 

los cuales elegimos de 4-5 cortes en diferentes profundidades sobre el eje Z (140–210, 

350–420 y 560–630 µm). En algunos ganglios cervicales capturamos toda la superficie 

del corte, a través de la captura digital con un microscopio DSU a una magnificación de 

20x, mediante una platina motorizada y el software especializado del microscopio que 

re-construyó virtualmente todo el ganglio en los ejes X-Y. Cabe señalar que para evitar 

desplazamientos en las imágenes y falsos positivos de co-localización y localización 

independiente, decidimos capturar por separado las imágenes de cada canal (TxR, FITC 

ó Cy5) y al final generar las imágenes de superposición de los dos o tres canales de 

acuerdo  a  como  hicimos  las  dobles  o  triples  inmunohistoquímicas.  Una  vez  que 

teníamos  las  imágenes  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 axónicos IR la determinamos 

de  acuerdo  a  la  intensidad  de  luminosidad  de  su  marca  fluorescente  (el  umbral  se 

seleccionó  siempre  mayor  al  promedio  del  ruido  de  fondo  (background)  +  dos 

desviaciones  estándar.  Para  determinar  la  cantidad  total  de  IR  a  ChAT,  VAChT, 

péptidos, Syn o Syt esta se expresó como porcentaje del área 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 axónicos inmunopositivos a ChAT y a cada péptido, las expresamos como el 

porcentaje de la población total de fibras positivas a ChAT o a cada péptido. Así mismo, 

calculamos el porcentaje de las fibras que co-expresaron ambos marcadores (Figuras 2 y 

3).

Para cuantificar la co-existencia usamos la razón 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 razón 1 muestra la completa co-expresión, y la razón 0 representa 

localización 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 

segregación  de  los  diferentes  transmisores  explorados  se  relaciona  con  el  tipo  de 

neuronas post-sinápticas que inervan; para ello dividimos el ganglio en 4 regiones de 

áreas equivalentes y estudiamos el nivel de co-existencia y segregación en cada región, 

las regiones fueron las siguientes: 1) rostral, relacionada con la salida del nervio post-

ganglionar carótido externo; 2) rostral-medial y 3) caudal-medial, cercanas a la salida 

del nervio post-ganglionar carótido interno; y 4) caudal que incluye la región cercana a 

la  entrada  del  nervio  pre-ganglionar.  De  igual  forma,  las  co-existencias  las 

cuantificamos tal y como se describió en el párrafo 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 axónicos 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 c 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 gráficas en las cuales se representan los porcentajes de los somas o las fibras y botones IR 
totales a ChAT (círculos rojos y/o barras izquierdas en ambas gráficas),  péptidos (círculos verdes y/o 
barras de en medio en ambas gráficas), y los somas y fibras y botones donde coinciden ambas IR  (barra 
blanca izquierda de las gráficas e intersección amarilla en los círculos). Además en cada barra se indica el 
porcentaje de co-existencia con respecto a cada marca (región gris dentro de las barras).



 

 
Figura 4. Imágenes y gráficas que ejemplifican el análisis y la cuantificación de las fibras y 

botones en el GCS de la rata. En la parte derecha se muestran imágenes de una región de ganglio de doble 
inmunomarcaje para VAChT y mENK (a y b),  se observan fibras peptidérgicas (círculos punteados y 
flechas  gruesas)  que  no  co-expresan  VAChT.  En  c  se  muestra  la  cuantificación  de  los  datos  antes 
mencionados; la gráfica representa la razón de la IR  de los marcadores estudiados, donde los ejes de la 
izquierda muestran la razón entre fibras y botones que co-expresan mENK con VAChT sobre los que 
expresan solo mENK. Mientras  que a la derecha la razón entre  la co-existencia VAChT/mENK y la 
expresión   de  VAChT.  Modificado  de  Sámano  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 gráficamente como el promedio ± SEM y las diferencias significativas entre 

los promedios  de las co-existencias  las evaluamos de acuerdo a la prueba T-student 

(Student’s t-test) donde el nivel de significancia fue de P  < 0.05; o con un análisis de 

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



RESULTADOS

Los  resultados  que  a  continuación  se  presentan  dieron  lugar  a  dos  publicaciones, 

Sámano et al, 2006 (Synapse,  60:295–306); Sámano et al, 2009 (Neuroscience (2009), 

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

1. Presencia  de  neuronas preganglionares  simpáticas  (NPS)  colinérgicas  en las 

astas intermediolaterales de la médula espinal de gato y rata.

Por marcaje  fluorescente  observamos  en los  núcleos  intermediolaterales  pars 

principalis (IMLp) de las astas laterales de la médula espinal, NPS positivas a ChAT en 

gato  y  a  ChAT y  VAChT en  rata.  En  cada  núcleo  encontramos  neuronas  ovoides, 

algunas pequeñas redondas o fusiformes y con un diámetro aproximado de 25-40 µm, 

estas neuronas se encontraron algunas veces aisladas, aunque la mayoría estaban en el 

núcleo  IMLp  en  grupos  de  6.7  ±  0.4 indicando  que  correspondían  a  neuronas 

preganglionares simpáticas. También localizamos somas IR a ChAT y VAChT en las 

astas anteriores de la médula espinal pero dado su mayor tamaño muy probablemente 

corresponden a motoneuronas que inervan al músculo esquelético. La mayoría de las 

neuronas  ChAT  positivas  localizadas  en  los  núcleos  intermediolaterales  mostraron 

marca del trazador fluorogold, aplicado retrógradamente en el tronco torácico simpático 

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 antígeno adecuado y los cuales fueron negativos, además 

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



Figura 5. Fotografías donde se muestran las regiones de la médula espinal de gato, así como la 
localización 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 núcleo IMLp 
del asta intermediolateral (las amplificaciones de estas neuronas se muestran en los recuadros I y III), 
algunas de estas neuronas fueron marcadas retrógradamente con el trazador fluoro-gold que se aplicó en 
el  tronco  torácico  simpático  ipsilateral  (en  los  recuadros  superiores  izquierdos  se  observa  el  doble 
inmunomarcaje para ChAT (I) y fluorogold (II).  Las flechas señalan somas marcados retrógradamente 
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 retrógrado. Núcleo intermediolateral pars principales 
(IMLp); pars funicularis (IMLf); asta dorsal (DH); área central autonómica (CA); núcleo intercalado (IC); 
canal  central  (cc)  y  funículo  lateral  (LF).  Cal.  100µm, recuadros  40µm. Tomado  de  Sámano  et  al, 
Synapse 60:295-306, 2006.

2. Prácticamente todos los cuerpos celulares de las neuronas peptidérgicas fueron 

positivos a ChAT o VAChT.

En la médula espinal de gato además 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  número de neuronas 

peptidérgicas por núcleo fueron escasamente  3.4  ± 0.3 NT; 2  ± 0.3 m-ENK; 2  ± 0.2 



SOM;  2  ± 0.2  CGRP;  y  4.3  ± 0.4  VIP.  La  IR  de  los  péptidos  en  los  somas 

preganglionares fue evidente, con excepción del péptido mENK; cabe mencionar  que 

además 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 y algunas otras a CGRP. 

Por  doble  marcaje  inmunofluorescente  encontramos, tanto  en  cortes 

transversales como longitudinales de la médula espinal de gato, que la mayoría 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 núcleos autonómicos.

Tal y como lo esperábamos, de todos los cuerpos celulares ChAT-IR sólo unos 

cuantos expresaron a los péptidos explorados. Así tenemos que en el gato, de todos los 

somas cuantificados IR a ChAT sólo el 52.3±5% co-expresó 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 núcleos IMLp e IMLf de cortes transversales y longitudinales de la 

médula espinal de gato. 



 
Figura  6.  Fotografías  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 
núcleo 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 núcleo IMLp de las NPS. Cal. a-d y g-j, 50µm; e-f, 100 µm. A la derecha está la 
gráfica (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 vacías que 
muestran  los  totales  de  IR  se  les  sobrepone  el  sombreado  que  indica  el  porcentaje  que  mostró  co-
existencia con el otro mediador. Así, en ChAT y NT el 50% de los somas IR a ChAT fueron también IR a 
NT; mientras que prácticamente todos los somas IR a NT fueron IR a ChAT. Modificado de Sámano 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 histológicos las NPS peptidérgicas e IR a VAChT, 

bloqueamos el transporte axonal con colchicina. Así, 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 mayoría 

de los somas encefalinérgicos se localizaron en el núcleo IMLp y prácticamente todos 



fueron positivos a los marcadores colinérgicos ChAT y VAChT (97.0 ± 3.2%). Tal y 

como esperábamos de todas las NPS IR a ChAT o VAChT sólo 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.  Imágenes de doble inmunofluorescencia de cortes transversales de médula espinal de rata. 
Prácticamente 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 µm (a-b), 50 µm (c-d). En la parte inferior se muestra el análisis 
cuantitativo de los datos, la gráfica e, muestra el porcentaje del total de  los somas cuantificados en los cortes 
analizados;  las  gráficas  f  y g  muestran la razón de la IR de los marcadores estudiados.  En los ejes de la 
izquierda se muestra la razón 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 razón entre la co-existencia (VAChT/mENK o 
ChAT) y la expresión 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 Sámano et al, 
2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).
3. Presencia  de ChAT y VAChT en los  ganglios  simpáticos,  estelar  del  gato y 

cervical superior de la rata.



Confirmamos la presencia de IR a ChAT en las fibras y terminales axónicas 

preganglionares de los ganglios simpáticos 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 axónicos preganglionares que detectamos positivos a ChAT 

y  VAChT  fueron  abundantes  y  con  una  apariencia  lisa  y  algunas  otras  varicosas 

(Figuras 9 y 10) (debido a que la distribución de la enzima ChAT dentro de las fibras y 

botones  presinápticos  es  citoplasmática  o  alrededor  de  las  vesículas  sinápticas), 

mientras que la IR de VAChT también fue abundante y como una marca punteada, 

indicando que su localización es principalmente en los botones presinápticos. A pesar 

de que ChAT y VAChT difieren en su localización subcelular, tal y como se mencionó, 

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 18.4 ± 0.3% IR a 

ChAT,  de  la  IR  área  total  ganglionar  P =  0.7;  Figura  10e).  Cuando  analizamos  la 

distribución de ambas marcas en cada una de las 4 regiones del ganglio (rostral, rostral-

medial, caudal-medial y caudal), encontramos que su distribución fue heterogénea y con 

mayor inervación en la región rostral (Figura 10f). 

Por  otro  lado,  con  el  objetivo  de  corroborar  que  la  marca  de  VAChT 

correspondía a botones presinápticos, decidimos explorar de manera conjunta VAChT 

con la proteína synaptofisina (Syn) (proteína constitutiva de las membranas de vesículas 

pequeñas claras [scv]) en el GCS y encontramos que Syn se localizó y observó en todo 

el ganglio como una marca punteada (muy parecida a VAChT) ocupando así 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 contenían 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). Además en todos los experimentos en los ganglios simpáticos de gato y rata 

hicimos  los  controles  de  preadsorción  de  los  anticuerpos  primarios  y  en  donde 

desaparecieron las IR para los marcadores.

Figura 8. Imágenes  de doble  inmunofluorescencia  para  VAChT y Synaptofisina  (Syn).  Los 
botones IR a VAChT expresan casi en su totalidad la proteína vesicular Syn. En a se muestran IR a los 
botones axónicos positivos a VAChT, en b a Syn; en ambas imágenes las cabezas de flechas muestran los 
botones axónicos en los cuales el marcador colinérgico coincide con la proteína de vesículas claras. Cal 
5µm. En la parte inferior  de las imágenes,  está la gráfica de esos datos; en la gráfica  c  el eje  de la 
izquierda muestra la razón entre los botones que co-expresan VAChT con Syn sobre los que expresan 
solo VAChT. Mientras que a la derecha la razón entre la co-existencia (Syn-VAChT) y la expresión de 
solo Syn.  Así, 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 Sámano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 
29:180-189).

4. En los ganglios simpáticos, más de la mitad de las fibras y botones axónicos 

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 axónicos preganglionares (GE) 



(Figura 9), así 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 simultáneo contra ChAT y los péptidos encontramos, fibras y 

botones con diferentes patrones de IR; unas positivas sólo a ChAT, algunas otras sólo a 

los  péptidos  explorados  y  otras  más  donde  co-existían  ambas  moléculas  (péptido  y 

ChAT).  Como  era  de  esperarse,  no  todas  las  fibras  IR  a  ChAT fueron  positivas  a 

péptidos, así tenemos que de la población IR a ChAT fueron simultáneamente 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 axónicos del GE detectamos un número 

considerable  de varicosidades  IR a  péptidos  pero no a  ChAT. Así  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  axónicas  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 observó muy intensa y distribuida en 

todo el citoplasma de las células ganglionares.



Figura  9.  Fotografías  de  doble  inmunomarcaje  para  ChAT  y  diferentes  péptidos  en  cortes 
longitudinales del GE del gato. Alto porcentaje de fibras y botones axónicos no presentan IR a ChAT. Se 
muestran fibras y botones axónicos 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 
encontró  escasa  co-existencia  de  los  péptidos  con  ChAT,  los  círculos  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  µm; c-j, 
100µm. En la parte de abajo se muestra la gráfica del análisis de las fibras y botones axónicos 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 Sámano et al, Synapse 60:295-306, 2006.

En el GCS de la rata tal y como esperábamos para las fibras positivas a mENK 

representaron  una  pequeña  proporción  en  todo  el  ganglio  (1.4  ±  0.2%)  con  una 

distribución 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 sólo IR a mENK y no a 

ChAT o VAChT (Figura 10g-h). 



La denervación del nervio preganglionar nos confirmó el origen preganglionar 

de las fibras encefalinérgicas, ya que la transección del nervio removió alrededor del 

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

Figura 10. Imágenes de doble inmunomarcaje de una región de ganglio. Alrededor del 40% de fibras y 
botones axónicos no son colinérgicos. En b se muestran fibras IR a mENK (círculos 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 (círculos punteados y flecha gruesas) que no co-expresan VAChT (c). Cal. 5µm (a-b), 10 µm (c-f). En 
la parte de debajo de las figuras se muestra la cuantificación 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 distribución 
independiente por región, de cada una de las IR de los marcadores que exploramos. Las gráficas g y h muestran la 
razón de la IR  de los marcadores estudiados. Nuevamente los ejes de la izquierda muestran la razón entre fibras y 
botones que co-expresan mENK con ChAT o VAChT sobre los que expresan solo mENK. Mientras que a la derecha 
la razón entre la co-existencia (ChAT o VAChT/mENK) y la expresión  de ChAT o VAChT. La gráfica 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 VAChT. R, rostral; RM, rostral medial; CM, caudal medial y C, caudal. Tomado de Sámano et al, 
Neuroscience, Tomado de Sámano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).



Figura  11.  Imágenes  de  inmunofluorescencia  de  ganglios  control  y  denervados 
preganglionarmente.  Al  denervar  el  tronco  torácico  simpático  las  fibras  preganglionares  IR  a  los 
transmisores desaparecieron. Del lado izquierdo se muestran imágenes de fibras IR a la proteína Syn (a), 
los marcadores colinérgicos VAChT y ChAT (b-c) y al peptido mENK (d). A la derecha se presentan las 
imágenes de los ganglios una vez que se denervó el nervio preganglionar, se distingue que prácticamente 
las fibras IR a los diferentes marcadores desaparecieron (a´-d´), confirmando su origen preganglionar. 
Cal 100 µm. Tomado de Sámano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).

5. Localización independiente de ChAT y péptidos en el tronco torácico simpático 

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 axónicos dentro de los 

ganglios simpáticos y que además las NPS tienen un solo axón, decidimos explorar por 

doble inmunomarcaje  la  localización  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 excepción de SOM el cual no alcanzó niveles detectables. El 

número total de axones IR a ChAT se detectaron distribuidos homogéneamente siendo 

el 75.7±1.5% con respecto el área total del nervio, mientras que para la IR de cada uno 

de los péptidos, NT, mENK, CGRP y VIP el número de axones equivale al 34.9 ± 1.9, 

27.8 ± 2.8, 35 ± 6.1 y 30.7±2.6% del total de los axones marcados. 

Con  la  finalidad  de  corroborar  que  las  marcas  inmunofluorescentes 

correspondían  al  axoplasma  de  los  axones  preganglionares,  los  cortes  del  TTS  se 

contratiñeron  con el  trazador  fluorogold  el  cual  inesperadamente  marcó  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  simpáticos,  esperábamos  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.  Así,  el 

análisis de ChAT con NT reveló que sólo 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). 

Figura 12. Micrografías de dobles inmunohistoquímicas para ChAT y péptidos en cortes transversales del 
TTS, a nivel  de T3 caudal al GE de gato.  Imágenes 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 
sobreposición de ambos canales (c) en la cual se distingue que ChAT se encuentra dentro de los anillos de mielina. 
Hacia  la  derecha  se  muestran  las  dobles  inmunohistoquímicas  para  ChAT/NT  (d-f),  ChAT/m-ENK  (g-i), 
ChAT/CGRP (j-l) y ChAT/VIP (m-o). En cada una de las imágenes 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. 5µm (a-c) y 10  µm (d-o). En la parte de abajo se muestra la 
gráfica del análisis 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 Sámano et al, Synapse 60:295-
306, 2006.

 En los cortes longitudinales del TTS, observamos que las IR de ChAT y los 

péptidos se distribuyeron principalmente de forma separada a lo largo de las fibras. Así, 

por medio de doble inmunomarcaje, análisis confocal y reconstrucción tridimensional, 

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



de  los  axones  (Figura  13  a-c).  Para  explorar  si  este  patrón  de  segmentación  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 análisis estadístico mediante la prueba Student’s t-test confirmó que los 

datos son significativamente diferentes (p< 0.05, n=5) (Figura 13 d-g).

   
Figura 13.  En la parte superior se muestra la reconstrucción tridimensional de una serie de 12 cortes ópticos de 0.25 µm 

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  imágenes de  microscopia  confocal  de  cortes  transversales  del  TTS ligado  e 
inmunomarcado para ChAT/NT (d-f). En la reconstrucción 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 orientación en las imágenes 3-D, los ejes se muestran en la parte 
superior derecha de las figuras a-c. En la parte inferior se muestran las imágenes de una doble inmunohistoquímica para ChAT/NT 
después de haber interrumpido el transporte axonal en el TTS. Se distinguen más axones en donde co-localizan ambas marcas 
(puntos amarillos, cabezas de flecha en f). Cal. a-c 4µm y d-f 10 µm. A la derecha se muestran las gráficas del análisis 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 incrementó después de haber ligado el TTS, con respecto al TTS sin ligadura ([control], asterisco, P< 0.05,Student´s t-
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 Sámano et al, Synapse 60:295-306, 2006.
6. Análisis por microscopia confocal de una fibra peptidérgica no colinérgica.

Debido a que encontramos una proporción alta de fibras y botones peptidérgicos 

no colinérgicos  y considerando que las NPS tienen un solo axón que se ramifica y 

donde  sus  botones  y  terminales  axónicas  establecen  sinapsis  con  las  neuronas 

ganglionares  dentro  de  los  ganglios  simpáticos,  entonces  decidimos  analizar 

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



logrando identificar  en  el  GE de  gato algunas  fibras  axónicas  varicosas  que por  su 

morfología  muy  probablemente  corresponden  a  fibras  preganglionares;  en  estas 

pudimos observar botones (varicosidades) que distinguimos con diferentes IR a ChAT, 

NT y otros más donde co-localizan ambas IR. En la figura 14 se muestra una de estas 

fibras. 

Figura 14. Imágenes capturadas por microscopia confocal de doble inmunomarcaje para ChAT 
y NT de una probable fibra única varicosa dentro GE del gato. Figura compuesta por una serie de cortes 
ópticos de 0.25 µm 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 (c,f,i,l) (cabezas de flechas), Cal. 5 µm. Tomado de Sámano et al, Synapse 60:295-306, 
2006.

En  cortes  del  GCS  de  la  rata  tratamos  de  marcar  e  identificar  únicamente 

algunas fibras axónicas mediante la proteína  α−Tau (proteína que se asocia dentro de 

los  axones a  los  microtúbulos  y  la  cual  se  expresa  únicamente  en  axones  y  no  en 

dendritas  y  cuerpos  celulares).  Los  cortes  de  ganglio  los  procesamos  por  triple 

inmunohistoquímica  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 axónicas  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  imágenes  muy  sugerentes,  en  donde 



distinguimos  fibras  marcadas  con Tau y las  cuales  presentan  segmentos  positivos  a 

ChAT, mENK y otros más donde coinciden ChAT y mENK (Figura 15). Cabe señalar 

que aunque Tau marcó muchas fibras axonales, no logramos identificar por completo 

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

Figura 15. Imágenes capturadas por microscopia confocal de una serie de 12 cortes ópticos de 0.25 µm 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 presentó unos cuantos segmentos IR a ChAT (flechas delgadas), otros más y que fueron 
mayoría a mENK (flechas gruesas) y unos pocos en donde coincidieron ambas moléculas ChAT/mENK (cabezas de 
flechas). Cabe señalar que en la parte superior de las imágenes se distinguen fibras IR a mENK con poca IR a 
ChAT, así como también un soma encefalinérgico. Cal. 5 µm.

7. La mayoría de los botones peptidérgicos  no expresan proteínas de vesículas 

sinápticas.

Para caracterizar el patrón vesicular de los botones peptidérgicos, exploramos la 

inmunoexpresión de  dos marcadores de vesículas sinápticas, la Syn (específica para 

scv) y la synaptotagmina (Syt)  (proteína localizada y marcador  preferencial  en las 

vesículas de núcleo 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 esperábamos 



(dado el almacenaje de mENK en LDCV), también encontramos una alta proporción 

de  fibras  encefalinérgicas  que  no  expresan  Syt  (57.7  ±  4.3%)  no  diferente  a  la 

proporción 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 sinápticos los niveles de 

co-expresión de Syt/Syn considerando de que si la Syt marca indistintamente LDCV y 

scv, entonces esperaríamos 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  marcó  a  las  scv,  la  Syt   fue  negativo, 

sugiriendo especificidad de este marcador para las LDCV. Encontramos además que 

el  34.0  ±  5.3% de  los  botones  positivos  a  Syt  no  eran  IR  a  Syn,  por  lo  que 

probablemente esta población de botones sólo contienen LDCV.

Con base en estos resultados  consideramos necesario  explorar  si  los botones 

peptidérgicos no colinérgicos son los que mayoritariamente no contenían proteínas de 

scv. Para ello hicimos un triple inmunomarcaje para detectar mENK, VAChT y Syn. 

Encontramos que de las fibras y botones encefalinérgicos no colinérgicos, sólo 

15.5 ± 1.9% mostraron IR a Syn proporción 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. Así que 

las fibras y botones axónicos que no expresan VAChT, muy probablemente tampoco 

expresan algún otro marcador sináptico y por tanto no contienen scv.



Figura 16. Imágenes de doble inmunofluorescencia para mENK, Syn o Syt,  en cortes de ganglio.  Una 
cantidad considerable  de botones no expresan proteínas vesiculares.  En la primer  pareja  de imágenes  (a,  b),  se 
observan fibras y botones IR al péptido y no a Syn (flechas gruesas dentro de los círculos punteados), en la pareja c y 
d,  están señaladas también las fibra y botones que tampoco coinciden con la Syt  (flechas gruesas dentro de los 
círculos punteados). En ambos casos se encontraron botones IR a Syn o a Syt pero que no lo eran a mENK (flechas  
delgadas),  así  como también algunos botones en los cuales coinciden ambos marcadores  analizados (cabezas de 
flechas). Cal 5µm. Las gráficas e y f muestran la razón de la IR  de los marcadores estudiados. Nuevamente en los 
ejes de la izquierda se muestra la razón 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 razón entre la co-existencia (Syn o Syt/mENK) y la expresión 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 Sámano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).



Figura 17. Doble inmunomarcaje contra las proteínas synaptofisina y synaptotagmina. Más de la 
mitad de los botones IR a Syt no contienen Syn. La doble inmunohistoquímica muestra Syn (a), Syt (b) y 
la sobreposición de ambos canales (c). En c se aprecian los botones axónicos 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 más en los que coinciden ambas marcas (punteado amarillo, cabezas de flechas);  cal 
5µm. En la parte inferior derecha se presenta la gráfica (d) en la cual se indica la razón 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 Sámano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).



Figura 18. Triple inmunomarcaje para mENK, VAChT y Syn. La mayoría de los botones encefalinérgicos 
negativos a VAChT no expresan a la proteína de vesículas sinápticas, Syn. Se muestran micrografías de una región de 
ganglio simpático IR a Syn (a), VAChT (b), mENK (c) y la sobreposición de VAChT/mENK (d). La población de 
botones encefalinérgicos no colinérgicos (nc-mENK) (e) se generó por la substracción de los botones que expresan 
VAChT y mENK (botones color cyan en la imagen d) y la población entera de botones mENK (c). En las imágenes 
de co-localización 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 µm. La gráfica en h indica la razón de las fibras que co-expresan 
Syn y mENK/botones totales positivas a mENK (eje izquierdo) y la razón de las fibras nc-mENK que co-expresan 
Syn/botones totales nc-mENK (eje derecho). La proporción de las fibras y botones axónicos negativo a VAChT que 
expresaron syn (15.5%) fue significativamente menor a la proporción del total de los botones positivos a mENK 
(40.0%; P = 0.001). Tomado de Sámano et al, 2009 (Neuroscience 163(1) 29:180-189).



8. Distribución regional de las co-existencias de ChAT, VAChT, mENK y Syn y 

dentro del ganglio simpático.

Con el propósito de determinar si los blancos de GCS influyen sobre el patrón 

regional de segregación,  decidimos explorar este patrón en las regiones ganglionares 

relacionadas con las aferencias del ganglio descritas en la metodología.

La co-existencia del péptido mENK con VAChT casi no varió a lo largo del 

ganglio (Figura 19a).  Sin embargo, sí 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 reducción de las 

co-existencias en los extremos del ganglio, en la región 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 región caudo-medial  con respecto a la rostral  (55.9 ± 4.6% vs 42.5 ± 

3.1%, n=6  *P  = <0.05 respectivamente). Tal reducción en las co-existencias, pudiera 

deberse a que el número de fibras IR a ChAT se reducen en las regiones rostral y caudo-

medial (Figura 19b). 



Figura  19. Distribución  topográfica  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 región caudo-medial presentó 
menos  co-existencia  de  mENK/ChAT (*,  P<0.05).  Al  igual  que  en  el  resto  de  las  gráficas,  las  co-
existencias se expresaron como la razón 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 (c) VAChT y Syn/ fibras totales que 
expresan VAChT (eje izquierdo) o Syn (eje derecho).  Tomado de Sámano 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  axónicas  de  las  neuronas  preganglionares 

simpáticas (NPS) la localización, posible co-expresión o segregación de varios péptidos 

co-transmisores  y los marcadores  colinérgicos ChAT y VAChT. Nuestros resultados 

muestran la presencia de ChAT y VAChT y los péptidos NT, mENK, SOM, CGRP y 

VIP en las  NPS y encontramos  que los péptidos  siempre  co-localizan  con ChAT o 

VAChT en  los  cuerpos  celulares,  mientras  que  a  nivel  de  sus  terminales  axónicas 

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  axónicos 

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-localización en los axones, lo cual confirmamos interrumpiendo el 

transporte axónico al ligar el TTS ya que solo así logramos un incremento en la co-

localización 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 

habían varicosidades o botones axónicos 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 

coincidían ChAT/NT o ChAT/mENK.

Encontramos una alta proporción de fibras y botones positivos a mENK que no 

expresaron proteínas  de vesículas  sinápticas,  tales  como Syn (para scv)  o Syt  (para 

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



tener  un  patrón  vesicular  como  el  del  resto  de  las  fibras  y  botones  axónicos 

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-localización de mENK con ChAT en los somas de estas neuronas (Kondo et al., 

1985; Colombo-Benkmann et al., 1995), así como también la localización independiente 

de  transmisores  en  las  fibras  y  botones  axónicos  que  ha  sido  descrito  en  ganglios 

simpáticos de diferentes especies (Lindh et al., 1986; Morales et al., 1995; Jiménez et 

al., 2002; Chanthaphavong et al., 2003). Cabe señalar que no encontramos diferencia en 

la proporción de las fibras y botones positivos a VAChT o ChAT, lo que nos demuestra 

que el uso de ChAT y VAChT es válido y muy semejante, coincidiendo con nuestros 

resultados reportados previamente en los ganglios simpáticos del gato (Sámano 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 axotomía del nervio preganglionar simpático remueve el 

93% de las fibras peptidérgicas. 2) Otra posibilidad es que esas fibras sólo peptidérgicas 

sean proyecciones de NPS no colinérgicas, pero esta opción también se descarta debido 

a  que los  somas   preganglionares  peptidégicos  prácticamente  siempre  co-expresaron 

ChAT o VAChT; 3) que la marca del péptido mENK sí se encuentre dentro de un botón 

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



asociadas  con  las  scv  y  la  mENK con  las  LDCV,  entonces  tal  y  como  lo  sugirió 

Chanthaphavong y col.  sería  posible  que no se observe co-localización  completa  de 

ambos  marcadores  y  se  distinga  como  localización  subcelular  diferencial 

(Chanthaphavong et al., 2003). Esta posibilidad explicaría la localización independiente 

de la mENK y VAChT si se localizaran a una distancia menor de 1-2µm (tamaño de un 

botón sináptico o varicosidad dentro del ganglio simpático), sin embargo, no explicaría 

las localizaciones separadas de los péptidos con ChAT o VAChT de alrededor de 2µm 

que frecuentemente encontramos; 4) es probable que las fibras y botones peptidérgicos 

sí  contengan  ChAT  o  VAChT,  pero  a  concentraciones  muy  bajas  como  para  ser 

inmunodetectadas, en este caso pudiera tratarse de una segregación en la cantidad de 

moléculas y no tanto de presencia y/o ausencia.

De acuerdo al descarte de las posibilidades arriba mencionadas la más probable 

es  que  las  NPS puedan  sintetizar  a  su  transmisor  clásico  y  varios  neuropéptidos  y 

segregarlos o separarlos en diferentes terminales axónicas. Existen varios reportes en 

invertebrados  y  mamíferos,  en  los  cuales  también  se  ha  sugerido  que  las  neuronas 

pueden segregar neurotransmisores a diferentes sinapsis. Así, 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 vesículas sinápticas, 

las cuales a su vez se segregan a diferentes procesos celulares (Fisher et al, 1988: Sossin 

et  al,  1990);  en la misma línea de investigación,  en el  sistema estomatogástrico  del 

cangrejo  Cancer borealis,  Blitz  y Nusbaum reportaron que las neuronas sintetizan y 

liberan GABA y el péptido proctolina a diferentes procesos neuronales los cuales a su 

vez inervan a diferentes blancos (Blitz and Nusbaum, 1999). En  mamíferos, en 1991 

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



tienen  proyecciones  axónicas  con  dos  transmisores  diferentes  (Hattori  et  al,  1991). 

Datos  similares  fueron  publicados  en  neuronas  dopaminérgicas  del  área  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 núcleo 

accumbens  (Sulzer  et  al,  1998;  Sulzer  and  Rayport  2000).  Algunos  años  después, 

Landry y col. demostraron mediante inmunocitoquímica, ultraestructura e hibridación 

in situ, que las neuronas magnocelulares del hipotálamo de la rata, sintetizan y envían a 

los péptidos galanina y vasopresina a diferentes dendritas y axones (Landry et al, 2003). 

Nishimaru  y  col.  demostraron  mediante  registros  electrofisiológicos,  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 reportó por hibridación in situ, RT-PCR y microscopia 

electrónica que las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas expresan varicosidades con 

diferente  contenido,  algunas  almacenan  al  transportador  vesicular  para  el  glutamato 

(VGLUT2) y otros la enzima tirosina hydroxilasa (TH) (Dal Bo et al, 2008; Descarries 

et al 2008).

Las evidencias antes mencionadas apoyan la hipótesis de que en las NPS ocurre 

el mecanismo de segregación de transmisores a nivel de sus terminales axónicas. 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 clásico pudiera estar presente en estos botones. Así, se ha reportado 

la presencia de GABA (Kása 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 simpáticos;  sin embargo, en el ganglio cervical 

superior  se  ha  reportado,  que  las  fibras  y  botones  IR  a  esos  transmisores  clásicos 

también co-expresan VAChT (Ito et al, 2005, 2007), o no co-expresan el péptido mENK 

(Párducz et al, 1992; Dobó et al, 1993); pero aún queda la incógnita de si algún otro 

transmisor clásico pueda expresarse en esas fibras encefalinérgicas; aunque la falta de 

marcadores  de  vesículas  sinápticas  en  dichos  botones,  hace  menos  probable  la 

existencia de otros transmisores clásicos. 

Por otro lado, esperábamos que el marcaje de la proteína Syt coincidiera con las 

fibras y botones peptidérgicos ya que dicha proteína se encuentra preferencialmente en 

las vesículas de núcleo denso (LDCV) donde se almacenan los neuropéptidos (Bean et 

al, 1994;  Boarder, 1989; Merighi, 2002; Südhof, 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  abriría  la 

posibilidad de que estas varicosidades tengan otro tipo de vesículas como las pequeñas 

de núcleo denso involucradas en la sinaptogénesis (Zhai et al., 2001; Sorra et al., 2006), 

las cuales almacenarían a la mENK y no expresarían los marcadores Syn ni Syt.  Al 

respecto,  de  botones  que  no  expresan  marcadores  de  vesículas  sinápticas  se  han 

publicado algunos datos en el  ganglio  celíaco,  donde fibras y botones  peptidérgicos 

pueden o  no  expresar  ChAT,  VAChT o  proteínas  vesiculares  (Syn,  Syt,  synapsina, 

SNPA-25) (Gibbins et al, 2003; Morris et al, 2005; Gibbins and Morris, 2006). Para 

esclarecer estas observaciones será necesario investigar la ultraestructura de los botones 

peptidérgicos.  Con  respecto  al  papel  de  la  mENK  en  la  transmisión  ganglionar 

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



clásico  o  bien  participar  en  las  sinapsis  como  péptido  neuromodulador,  aunque  se 

almacene y libere independientemente en diferentes botones; estos botones inervarían o 

convergerían  sobre  los  mismos  blancos  que  los  botones  con  Ach.  Este  tipo  de 

convergencia diferencial ha sido reportada (Gibbins, 1992; Murphy et al, 1998; Jiménez 

et al., 2002).

De  acuerdo  a  la  distribución  homogénea  encontrada  de  las  neuronas 

ganglionares  (Bowers  and  Zigmond  1979),  la  inesperada  distribución  heterogénea 

rostro-caudal de las fibras y botones preganglionares IR a ChAT, VAChT y mENK 

puede estar relacionada con la heterogeneidad bioquímica 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  excepción  de  mENK-ChAT  y 

ChAT-mENK que fue menor en la región caudo-medial con respecto a la rostral. Esta 

diferencia sugiere que las neuronas de esa región pudieran requerir mayor inervación de 

las fibras encefalinérgicas sin ChAT.

Concientes de las limitaciones que presenta un estudio con tejido previamente 

fijado, donde se revela sólo una imagen instantánea de los contenidos de mediadores y, 

dado  el  conocido potencial  plástico tanto  in vivo  como  in vitro  del fenotipo de las 

neuronas simpáticas (Potter et al., 1986; Yang et al., 2002; Slonimsky et al, 2003), se 

puede considerar que la presencia o ausencia de ChAT, VAChT o los péptidos pudiera 

cambiar  constantemente.  En  este  caso,  la  segregación  de  transmisores  en  las  NPS 

pudiera ser un fenómeno plástico,  temporal y depender de los requerimientos de las 

células ganglionares, o de diversos factores fisiológicos a los cuales las NPS pueden 

responder  in  situ,  tales  como  el  estrés,  enfermedades  autonómicas  o  la  exposición 



temporal de neurotrofinas circulantes en el organismo; sin embargo, aún no se conocen 

las señales o factores que probablemente inducen a la segregación o co-existencia de 

transmisores. 

Estos hallazgos de segregación de mediadores tienen una implicación importante 

en  el  campo  de  la  biología  celular  ya  que  se  contrapone  al  patrón  morfológico  de 

almacenaje  de  transmisores  y  co-transmisores  que  se  acepta  actualmente.  Nuestra 

propuesta es que la co-transmisión presináptica y neuromodulación se podría ejercer por 

la  liberación  conjunta  del  transmisor  clásico  y  los  co-transmisores  almacenados  en 

botones  separados,  cuyas  acciones  convergerían  pre  y/o  postsinápticamente  y  no 

necesariamente por la liberación conjunta de transmisores provenientes de los mismos 

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

Figura 20. Representación esquemática del modelo propuesto de segregación de mediadores en las NPS. Se representa 
la  vía  de la  sinapsis  ganglionar  autonómica, entre las NPS localizadas en el asta intermediolateral  de la  médula  espinal y las 
neuronas ganglionares del ganglio simpático. Los somas de las neuronas amplificadas (recuadro superior derecho) ejemplifican la 
co-existencia  de  ChAT  o  VAChT  (círculos  negros)  con  algún  péptido  (triángulos  y  círculos  vacíos),  los  transmisores  son 
transportados secuencialmente por transporte axónico a través de los axones preganglionares del TTS (amplificación en el recuadro 
inferior),  hacia el ganglio simpático donde se segregan o separan los  transmisores a diferentes fibras y botones terminales.  La 
interrupción del transporte axonal produce la acumulación de los transmisores en los axones preganglionares, lo que genera un 
incremento en la  co-existencia de los  transmisores  en los  axones del TTS (amplificación en el recuadro inferior).  Tomado de 
Sámano et al, Synapse 60:295-306, 2006.



CONCLUSIONES 

1. 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, así 

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 VAChT, no 

detectamos somas sólo peptidérgicos, lo que nos indicó que todas las NPS 

peptidérgicas fueron colinérgicas. 

 

2. Los transmisores explorados en el presente trabajo los detectamos en diferentes 

fibras y botones axónicos dentro de los ganglios simpáticos del gato y la rata, con 

una alta proporción de fibras peptidérgicas que no expresaron marcadores 

colinérgicos. 

 

3. Confirmamos la discrepancia entre la prácticamente total co-expresión de péptidos 

y marcadores colinérgicos en somas y la localización independiente parcial de 

estas moléculas en diferentes botones preganglionares, lo que sugiere la 

segregación de transmisores y co-transmisores en las NPS. 

 

4. En los axones dentro del TTS, casi no observamos co-localización de los péptidos 

con ChAT ya que los transmisores se transportan de manera secuencial a lo largo 

de las fibras axónicas, lo cual corroboramos al interrumpir el transporte axónico 

mediante la ligadura del TTS. 

 

5. Encontramos una importante proporción (>50%) de fibras peptidérgicas que no 

expresan los marcadores de vesículas sinápticas. Syn (scv) y Syt (LDCV). 



6. De la proporción de botones encefalinérgicos que no contienen 

inmunorreactividad a los marcadores de proteínas vesiculares, Syn (scv) y Syt 

(LDCV), los negativos a VAChT son los que presentaron menor co-expresión con 

Syn. Estos resultados plantean la posibilidad de que parte de los botones 

encefalinérgicos almacenen a la mENK en diferente tipo de vesículas sinápticas. 

 

7. Consideramos que esta segregación o distribución diferencial de mediadores 

pudiera ser transitoria y obedecer a cambios funcionales o demandas de las 

sinapsis, de tal forma que cada terminal presináptica almacenaría y liberaría al 

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

 

8. En perspectiva, la segregación debería ser considerada en diferentes neuronas y 

especies como un fenómeno común 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, aún se 

desconocen los mecanismos intracelulares o factores ambientales que pudieran 

desencadenar o modificar la separación, segregación o localización diferencial de 

los neurotransmisores a diferentes procesos celulares. 
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APENDICE I

• Generalidades del Sistema Nervioso Autónomo (SNA)

El  SNA  es  la  parte  del  sistema  nervioso  (SN)  que  controla  las  funciones 

viscerales denominadas autonómicas o vegetativas. Esta división regula esencialmente 

la  función  cardiaca,  presión  arterial,  las  secreciones  exocrinas,  la  motilidad 

gastrointestinal, la sudoración, entre otras. 

Esta parte del SN está controlada por centros localizados en el tallo cerebral e 

hipotálamo,  así  como en zonas de la  corteza  cerebral  específicamente  de la  corteza 

límbica. A su vez el SNA está conformado por tres divisiones: simpática, parasimpática 

y entérica.

Las señales nerviosas autónomas pueden ser sensoriales o aferentes y motoras o 

eferentes. En el caso de las señales aferentes se transmiten por estímulos que se originan 

en el medio externo, como en la superficie del cuerpo y señales viscerales; estas señales 

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 raíz 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 información sensorial al 

sistema nervioso central (SNC). En el segundo tipo de fibras, los somas se encuentran 

en la división entérica y sus axones llevan la información a los ganglios simpáticos 

prevertebrales con la finalidad de controlar los reflejos viscerales (para revisión ver: 

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



• División simpática

La información motora o eferente autonómica se transmite por medio de las vías 

eferentes  motoras,  formadas  por  las  neuronas  preganglionares  y  post-ganglionares 

simpáticas. En la división simpática 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 revisión ver: 

Wilson et al, 1997; Watson and Kayalioglu 2009) (Figura A1).

Figura A1.  Esquema de la región cervico-torácica de la médula espinal donde se representan los segmentos 
torácicos  que  albergan  las  NPS (segmento  de  color  gris).  Estas  NPS  envían  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  simpáticas  (NPS)  se 

localizan  particularmente  en  el  núcleo  intermediolateral  pars  principales  (IMLp), 

aunque también se llegan a localizar en el pars funicularis (IMLf), otras pocas en el 

núcleo intercalado (IC) y en el área central autonómica (CA) (Dembowsky et al, 1985; 

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

(Figura A2). 

Figura A2.  Esquema de un segmento  transversal  de la  médula espinal  donde se muestra  la 
localización  de  las  neuronas  preganglionares  simpáticas  (NPS).  Estas  neuronas  se  localizan  en  la 
sustancia  gris  de  las  astas  intermediolaterales  de  la  médula  espinal,  particularmente  en  los  núcleos 
intermediolateral  pars  principales  (IMLp),  aunque  también  en  los  núcleos  intermediolateral  pars 
funiclurais (IMLf), núcleo intercalado (IC) y en el área central autonómica (CA).

Las  NPS  envían  desde  la  médula  espinal,  sus  axones  por  los  ramos 

comunicantes blancos y grises a los ganglios de la cadena paravertebral simpática en 

donde hacen sinapsis  con las  neuronas  ganglionares,  también  conocidas  como post-

ganglionares que envían sus axones a los órganos blanco. Esta sinapsis se conoce como 

sinapsis ganglionar autonómica y se encarga de relevar la información eferente motora 

por medio del transmisor clásico ACh (Anderson et al, 2009) (Figura A3). 



Figura  A3. Esquema  en  el  cual  se  representa  la  sinapsis  ganglionar  autonómica  entre  las 
neuronas  preganglionares  y  ganglionares  simpáticas.  Las  NPS  que  se  localizan  en  el  asta 
intermediolateral envían sus axones por el asta dorsal o motora de la médula espinal, los cuales se dirigen 
a través del tronco torácico simpático a uno de los ganglios de la cadena paravertebral simpática donde 
establecen sinapsis con las neuronas ganglionares. Modificado de Wilson et al, 1997. 

• Ganglios simpáticos

En la cadena paravertebral se localizan los ganglios pertenecientes a la división 

simpática y los cuales forman tres grupos: 1) ganglios cervicales, 2) ganglios torácicos y 

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

1) Ganglios  cervicales. A  esta  división  pertenecen  3  tipos  de  ganglios,  los 

ganglios cervicales superiores, cervicales medios y cervicales inferiores; los 

cuales  reciben  inervación  autonómica  de  neuronas  preganglionares 

localizadas en la columna intermediolateral de algunos segmentos torácicos 

superiores de la médula espinal (Figura A4).  



− Ganglios  cervicales  superiores, inervan  estructuras  ubicadas  en  tórax, 

corazón, cabeza y cuello: pulmón, iris, glándulas salivales. 

− Ganglios  cervicales  medios, son  los  más  pequeños  del  grupo  de  los  3 

cervicales, e inerva estructuras localizadas también en corazón y cuello.

− Ganglios  cervicales  inferiores, en  algunas  especies  puede  encontrarse 

fusionado con el primer ganglio torácico y formar un ganglio grande y con 

forma  de  estrella,  conocido  como  ganglio  estelar.  Este  ganglio  inerva 

corazón,  la  región  inferior  del  cuello,  brazos  y  las  arterias  craneales 

posteriores.

2) Ganglios  torácicos  y  lumbares  superiores.  En  total son  11  ganglios 

torácicos y reciben inervación de neuronas preganglionares localizadas en las 

astas  intermediolaterales  de  la  médula  espinal,  asociadas  a  los  mismos 

nervios espinales. 

3) Ganglios lumbares bajos y sacrales. Reciben inervación de neuronas de la 

región  intermediolateral  de  segmentos  torácicos  inferiores  y  superiores 

lumbares  la  médula  espinal.  La  región  pélvica  simpática,  consiste  de  4-5 

ganglios sacrales en cada lado del sacro. 



Figura A4. Esquema en el  cual  se representan  algunos de los órganos  blancos inervados por la 
sinapsis  ganglionar  autonómica.  La  sinapsis  ganglionar  autonómica  está  formada  por  las  neuronas
preganglionares simpáticas (NPS) de tipo colinérgico localizadas en las astas intermediolaterales de la 
médula espinal, y las neuronas post-ganglionares  noradrenérgicas dentro de los ganglios simpáticos las 
cuales inervan diferentes órganos blanco. Las células ganglionares inervan células del músculo liso, del 
músculo cardiaco (miocitos cardiacos), glándulas sudoríparas, 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 glándula adrenal. Modificado de Wilson et al, 1997. 

• División parasimpática

En la división parasimpática las neuronas preganglionares, se encuentran en el 

tallo cerebral  y el  asta IML desde S2-S4; sus axones salen por la raíz ventral  de la 

médula espinal y se dirigen los ganglios parasimpáticos en donde hacen sinapsis con las 

neuronas ganglionares, y al igual que en la división simpática las neuronas ganglionares 

envían sus axones a los diferentes órganos blancos (para revisión ver: Anderson et al, 

2009). 



Todos los órganos viscerales son inervados por ambas divisiones simpática y 

parasimpática, aunque sus efectos en ocasiones son antagónicos ya sea estimulando o 

inhibiendo.

• División entérica

Finalmente, la división entérica consiste en células nerviosas localizadas en la 

pared  intestinal,  que  funcionan  sin  la  intervención  de  la  división  simpática  y 

parasimpática. Esta división controla principalmente la motilidad, secreción y absorción 

intestinal por medio de motoneuronas, neuronas sensoriales e interneuronas que reciben 

señales de los nervios simpáticos y parasimpáticos para producir una respuesta. 



APENDICE II

Publicaciones de resultados del trabajo.
1. Artículo publicado, Sámano et al, 2006 (Synapse, 60:295–306).
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2. Artículo publicado, Sámano et al, 2009 (Neuroscience, 163(1) 29:180-189)
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