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RESUMEN

La transmision de |a informacion en el sistema nervioso (SN) se realiza a través de dos tipos de sinapsis:
eléctrica y quimica. En esta ultima eslan involucradas substancias conocidas coma neurotransmisares,
que relevan la seial eléctrica. Los neurotransmisores pueden encargarse del relevo de la sefial o de su
modulacion, como ocurre con |a mayaria de los neuropéplidos. Estas subsiancias fransmisoras son
capaces de provocar una respuesta fisiologica debido a su interaccion con unas moléculas llamadas
recepiores, que se encuentran en la célula destinataria,

El sistema nervioso auténomo es la parte del SN que coordina las funciones viscerales
invofuntarias y se caracteriza por tener en su via eferente sitios o sinapsis de relevo localizados en los
ganglios autonomicos, En estas sinapsis ganglionares, al igual que en fas olras regiones del SN, se
presentan {os efectos neuromodulatorios de jos peptidos,

En este trabajo se estudio la participacion de un neuropéptido, la neurotensina (NT), en la
funcion ganglionar auténoma del ganglio estelar del gato. Este ganglio pertenece a la cadena
paravertebral del sistema simpatico autonomo y es responsable, entre ofras acciones, de regular fa
funcion cardiaca. El proposito fundamental de este trabajo fue establecer una correlacion morfofuncional
entre 1a distribucion de la {erminaciones presinapticas que contienen NT (neurotensinérgicas) y las
diferentes subpoblaciones de neuronas ganglionares principales. Para esto se determinaron: i) la
distribucién de las terminaciones presinaplicas inmunoreactivas a NT (IRNT), i) la organizacion de las
neuronas ganglionares principales de acuerdo al dérgano que inervan y iil) la localizacion de los
receptores de NT. Como hipdtesis se propuso que dada la funcion reguladora cardiaca de ta NT, es de
esperarse una comespondencia selectiva entre las terminaciones con N7, las células ganglionares
cardioreguladoras y los receptores de NT.

Por medio de técnicas de inmunoperoxidasa se focalizé a las terminaciones IRNT a través del
tejido ganglionar y, con ayuda def procesamiento de imagenes, se determiné su distribucion regional. Por
otro lado, se ulilizd marcaje retrégrado para determinar la localizacion y posible regionalizacion de las
poblaciones de newonas principales. Por ultimo, se localizaron por medio de la técnica de
aulorradiografia con NT radiactiva, 1os recepiores a ésta en ef ganglio mencionado.

Los resultados obtenidos de los experimentos inmunohistoquimicos mostraron terminaciones
IRNT en forma de una hilera de punios en el neuropilo que se extienden en practicamenie todas las
regiones del tejido ganglionar explorado, con una distribucién heterogénea.

Con el marcaje retrogrado se encontré que en general las neuronas se agrupan en poblaciones
segun el nervio que conduce sus axones. Las marcadas por el nervio cardiaco (cardiacas) se localizaron
en una amplia extension del ganglio con un gradiente de mayor concentracién a la salida del nervio. Las
vertebrales, marcadas por el nervio del mismo nombre, en cambio, abarcan una franja homogénea
desde la salida del nervio hasta el olro extremo del ganglio. EI marcaje simultaneo por los dos nervios,
permitio detectar una noloria poblacion de neuronas con axones en ambas eferencias.

Los resultados de autorradiografia mostraron que los receptores de NT solo se expresan en las
neuronas principales si se ligan sus respectivos axones. No obstante la ligadura, los recepiores son
pocos y se encuentran principalmente en las células cercanas al nervio cardiaco.

El hallazgo de que las neuronas que envian sus axones por el nervio cardiaco se encuentran
intercaladas con un numero imporiante de terminaciones IRNT pudiera constituir et sustento morfologico
de {a accion cardioreguladora reportada para 1a NT, sin embargo, dada la presencia de estas mismas
terminaciones cerca de las neuronas no cardiacas, deben también ser consideradas ofras funciones
reguladoras de la NT. La principal coniribucion de este estudio, por consiguiente, es mostrar una
correlacion morfofuncional de las ferminaciones IRNT y las neuronas responsables de las diversas
funciones ganglionares, tomandolo como base morfoldgica de la posible funcién de un determinado
péptido, como fue en este caso la NT.



SUMMARY

Information in the nervous system (NS) is transmitted through two types of synapses: elecirical and
chemical. Involved in the latter are chemical substances known as neurotransmitters which relieve the
electrical signal. Neurotransmitlers are not only responsible for the relief but for its modulation as well, as
occurs with most neuropeptides. These tfransmitters substances are capable of generating a physiological
response due to their interaction with molecules named receptors, present in the target cell.

The autonomous nervous system is a parl of the NS in charge of coordinating the visceral
involuntary funclions and is characlerized by the presence of relief siles or synapses located in the
autonomic ganglia. in these ganglionic synapses, as in other regions of the NS, the neuromodulatory
effects of peptides can be observed.

The present study analyzes the participation of the neuropeptide neurotensin (NT) in the
autonomic ganglionic function of the stellate ganglion of the cat. This ganglion belongs to the
paravertebral chain of the autonomic nervous system and is responsible, among other things, for the
regulation of cardiac function. The main purpose of this siudy was lo stablish a morphofunctional
comelation between the distribution of NT-containing presynaptic terminals and the different
subpopulations of ganglionic cells. For this we determined: i) the distibution of presynaptic
immunoreactive terminals (NTIR), ii) the arganization of the principal ganglionic neurons with respect o
the organ they innervate and iii) the focalization of NT receptors. The proposed hypothesis is that,
considening the regulatory cardiac funclion of NT a seleclive correlation may be expected between NTIR
terminals, cardioregulatory ganglionic cells and NT receptors.

By immunoperoxidase techniques we found that the NTIR terminals were spotted through the
ganglionic tissue and, with image processing, their distribution was determined. On the other hand,
retrograde tracing was used to determine the localization and regional distribution of the principal neuron
populations. Finally, the receptors of NT in the mentioned ganglion were located by autorradiography with
radioactive NT.

Results obtained in immunohistochemical experimerits showed that NTIR terminals, like a line of
biack dots in the neuropil, are scattered in praclically all regions of the explored ganglionic tissue, with
heterogeneous distribution.

Retrograde tracing showed that, in general, neurons group together in subpopulations according
to the nerve to which they send their axons. Those labeled by the cardiac nerve (cardiacs) were arranged
all over the tissue, but a higher concentration gradient was observed near the exit of this nerve. On the
other hand, the vertebral cells labeled by the nerve of the same name, are present in a homogeneous
band fron the exit of the nerve to the opposite exireme of the ganglion. Simultaneous labeling by both
nerves allowed us to detect an evident population of neurons with axons in both efferences.

Autoradiography results showed that NT receptors are only expressed in principal neurons if their
axons are linked. In spite of this linkage, receplors are few and they are mainly found in celis close to the
cardiac nerve.

The obsevation that the neurons which send their axons through the cardiac nerve are
intermingled with a considerable number of NTIR terminals may support the morphological basis for the
cardioregulation action reported for the NT, however since these terminals are also present in non-
cardiac neurons, further regulatory functions of NT must be considered. The main contribution of this
study, therefore, is to show the morphofunctional correlation of NTIR terminals and neurons responsible
for various ganglionic functions, taking it as a morphological basis of the function of a given peptide, as is
NT.



INTRODUCCION

La comunicacion entre células es crucial para la sobreviviencia y funcion de un
organismo pluricelular. Las neuronas utilizan la transmision sinaptica para formar
intrincados patrones esenciales para el buen funcionamiento del sistema nervioso; tan
es asi, que durante el desarrollo del cerebro se forman las conexiones necesarias para
que las células participen en distintos eventos, tales como la percepcion sensorial o el
aprendizaje. Cuando existen errores en la transmision, se manifiestan diversas
patologias como pueden ser la enfermedad de Parkinson, la depresion, etc. (Jessell y
Kandel, 1993). Las neuronas tienen como propiedad distintiva la comunicacion entre
ellas, es decir, transmitirse sefales bioldgicas a través de zonas especializadas de
acercamiento neuronal conocidas como sinapsis. Las neuronas poseen dos tipos de
sinapsis y senales, eléctricas y quimicas. En este trabajo nos referiremos a las Ultimas.

En las sinapsis quimicas se distinguen tres componentes; el elemento o
terminacién presindptica, la membrana postsinaptica y la senal (figura 1). Al llegar el
impulso nervioso en forma de sefal eléctrica a la terminacion presinaptica la

despolariza, lo que desencadena una serie de eventos dependientes de ca" que

terminan con la liberacion de substancias bioactivas, denominadas neurotransmisores,
una vez liberadas las substancias acttian sobre proteinas especificas de la membrana
postsinaptica conocidas como proteinas receptivas o simplemente receptores, el
acople neurotransmisor-receptor dispara otra secuencia de eventos que culminaran en
la regeneracion o inhibicion del impulso o sefial eléctrica en la neurona subsiguiente

(Kandel, Seigelbaum y Schwartz, 1991).



Figura 1. Sinapsis. A: Micrografia de una sinapsis axo-dendritica en el ganglio cervical superior
del gato (calibracion: 0.5 um). B: Esquema de la micrografia de A donde se representa el axén
(elemento presinaptico) y la dendrita (elemento postsinaptico) con sus elementos
intracelulares. M=mitocondria; VND=vesiculas de nicleo denso; VC=vesiculas claras; ZA=zona
activa y MT= microtibulos.

En la transmision quimica de las senales sinapticas se sabe que participan,
ademas de los transmisores principales o clasicos que son los encargados del relevo
de la senal, otros transmisores conocidos como cotransmisores que también se liberan
al estimular las terminaciones presinapticas y regulan o modulan el efecto de los
transmisores clasicos (Kupfermann, 1991). En esta tesis se estudia la distribucion
celular de un cotransmisor, el péptido neurotensina (NT), en el ganglio estelar del gato,
cuya funcion neuromoduladora ha sido ya reportada en varias regiones del sistema

nervioso, incluido el periférico autonémico, en donde, entre otras cosas, se sabe

modula la regulacion cardiaca simpatica (Bachoo y Polosa, 1988). Con base a esta
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funcién de cardioregulacion de la NT, en este trabajo se trata, de determinar si las
terminaciones que contienen este péptido muestran algin patrén especifico de
distribucion que se correlacione con la funcion moduladora que ejerce.

En lo que sigue se revisara brevemente los conceptos basicos sobre sinapsis, la
transmision y la cotransmision; y de manera particular lo concerniente a la sinapsis de
los ganglios autondmicos que fueron las estructuras neuraonales donde se realizo este
estudio.

Sinapsis.- Los elementos que conforman las sinapsis quimicas se pueden dividir
en pre y postsindpticos. El componente presindptico lo pueden formar las
terminaciones de los axones o las dendritas, mientras que el postsinaptico pueden ser
axones (sinapsis axoaxdnicas), dendritas (sinapsis axodendriticas o dendrodendriticas)
0 somas (sinapsis axosomaticas o dendrosomaticas) (Kandel, et al.1991). Las
terminaciones presinapticas poseen elementos distribuidos en dos zanas o dominios, el
vesicular y el mitocondrial. En el primero se encuentran las vesiculas claras (40 a 60
nm) que contienen al transmisor clasico o mediador quimico encargado del paso o
inhibicion de los impulsos de una neurona a otra. Este dominio tiene también una
region membranal especializada llamada zona activa, formada por material
electrodenso, por donde se libera el transmisor cldsica. El dominio mitocondrial alberga
mitocondrias, microtibulos, neurofilamentos, reticulo endoplasmico y vesiculas de
nlcleo denso (VND) (80 a 120 nm) en las que se propone que se almacenan los
cotransmisores, junto con unas proteinas llamadas cromograninas (Gotow, 1992). La

parte postsinaptica, como antes se menciond, la pueden constituir somas, dendritas o



cotransmisores, junto con unas proteinas llamadas cromograninas (Gotow, 1992). La
parte postsinaptica, como antes se mencioné, la pueden constituir somas, dendritas o
axones. La membrana postsinaptica tiene una acumulacion de un material denso en la
cara citoplasmatica, exactamente opuesto a la zona activa de la parte presinaptica,
denominado densidad postsinaptica (figura 1).

Otros componentes importantes en la parte postsinaptica y responsables de la
recepcion de la sefial quimica, son las proteinas conocidas como receptores. Las
substancias neurotransmisoras (Nts), tanto clasicos como cotransmisores, actilan sobre
estos receptores. La funcién de los receptores es esencialmente discriminar entre los
diferentes ligandos y potenciar la sefial apropiada (Burbach y Meijer, 1992).

Cotransmision.- De las diversas substancias identificadas como
cotransmisores, los péptidos constituyen el grupo mas conocido (Hokfelt, 1991). Los
neuropéptidos son moléculas formadas por cadenas cortas de 3 a 60 aminoacidos
sintetizados en el soma neuronal. Estos péptidos se almacenan en las VND, donde
pueden aparecer coalmacenados con transmisores clasicos o con otros neuropéptidos
(Hokfelt, 1991; Elfvin, Lindh y Hokfelt, 1993; Zhang, Nicholas y Hokfelt, 1993). Su
liberacién requiere de estimulos de alta frecuencia, por lo general y a diferencia de los
Nts clasicos se liberan en la periferia de la zona activa presinaptica, ya liberados
pueden ejercer efectos tanto sobre las neuronas como sobre células gliales, musculos,
glandulas y vasos sanguineos (Thureson-Klein y Klein, 1990; Weldon, Bachoo,

Morales, Collier y Polosa, 1993; Bean, Zhang y Hokfelt, 1994).



general, no participan directamente en el relevo del impulso, sino que regulan o
modulan la transmision (Hokfelt, 1991). Sin embargo existen algunas moléculas de
origen peptidico, como la hormona TRH, las encefalinas y la vasopresina entre otras,
que acttian también como' transmisores clasicos (Snyder, 1980). Los receptores de los
péptidos son en general del tipo de acoplados a proteinas G, que acttian por segundos
mensajeros.

La abundante literatura sobre la localizacion de los neuropéptidos, tanto en
sistema nervioso central como periférico, contrasta con la informacion que existe sobre
sus funciones y mecanismos modulatorios de la transmision. Poco se sabe sobre el
papel de los péptidos en la regulacion integrativa o sistémica de los diferentes nticleos
que los contienen. Tal es el caso del ganglio autondmico donde se han encontrado
varios péptidos (Heym, Reinecke, Weihe y Torssmann, 1984, Bachoo, Ciriello y Polosa,
1987; Morales, Holmberg, Xu, Cozzari, Hartman, Emson, Goldstein, Elfvin y Hokfelt,
1995) cuya participacion en la regulacion autondmica no es del todo clara. De uno de
estos péptidos, la neurotensina, se sabe que su aplicacion exdgena induce una
facilitacion de la transmision ganglionar (Bachoo y Polosa, 1988).

Ganglio autonémico.- Los ganglios autondmicos son estructuras encargadas
de relevar la informacion eferente visceral motora (figura 2). Este relevo se da en la
sinapsis que se establece entre las terminaciones axonicas de las neuronas

preganglionares, cuyos somas se localizan en las astas intermediolaterales de la
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médula espinal, y las dendritas y somas de las neuronas postganglionares1 las cuales
mandan sus axones hacia los organos blanco (visceras de musculo liso y al corazon)
(Redgate, 1993). Se ha sugerido que la poblacion neuronal ganglionar esta organizada
en grupos o poblaciones de acuerdo a los 6rganos a los que inervan; de esta manera,
por ejemplo las neuronas se agrupan cerca de la salida por donde mandan sus axones

(Purves, 1975; Dail y Barton, 1983).

Neurona

Postganglionar G Nervio

Postganglionar

Sinapsis
colinergica

Neurona
Preganglionar

3 Nervio
: d——————— Preganglionar

Figura 2. Esquema del ganglio autondmico. Se muestran las aferencias y las eferencias, asi
como el tipo farmacoldgico de sinapsis caracteristica del ganglio.

1 . A .
Estrictamente, este término es erdneo; deben ser llamadas ganglionares, ya que conforman al ganglio,

pero se usa este termino para diferenciarias de las preganglionares.
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Con respecto a la organizacion de las neuronas ganglionares, uno de los
hallazgos recientes es que subpoblaciones especificas de neuronas, en parte
codificadas quimicamente, estan relacionadas con destinatarios especificos (Gibbins,
1992). Estos grupos de neuronas parecen estar también relacionados de manera
directa con redes de terminaciones aferentes, dando lugar a arcos reflejos locales, que
aparentemente pueden operar con muy poco o sin control central y con alto grado de
especificidad (Elfvin, et al. 1993),

En los ganglios autonémicos, como en otras regiones del SN, se ha demostrado
la presencia de diferentes péptidos tales como la neurotensina NT, la leucina-
encefalina (Leu-Enk), la substancia P (SP), la somatostatina (SS), el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y el factor liberador de la corticotropina (CRF) (Bachoo, et al. 1987;
Heym, et al. 1984).

Uno de los ganglios simpaticos paravertebrales mas estudiado es el estelar; este
ganglio se encuentra bilateralmente a ambos lados de la columna vertebral y se le

localiza sobre la pleura debajo de |a segunda costilla (figura 3). Sus aferencias, que

vienen de las ramas toracicas blancas T4, To, T3y T4y sus eferencias, formadas por

el nervio cardiaco, el ansa subclavia y el nervio vertebral, resultan claramente
distinguibles cuando se expone el ganglio (Pardini y Wurster, 1984). En el gato las
neuronas de este ganglio, primordialmente y a través del nervio cardiaco regulan el
ritmo cardiaco, ademas de inervar a los pulmones y la trdquea; por |a otra eferencia, el
nervio vertebral, también regulan la presion sanguinea de las extremidades superiores

(Mckibben y Getty, 1968; Phiilips, Randall y Armour, 1986).
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hacia corazén tronco simpatico cervical
y pulmones -

gangiio
— cervical
superior
ansa_subclavia
“~ramo cetélico
“~ramo caudal
fibras de paso
m e ——$ hacia arterias de

la estremidad
superior

Ivanvo
Oo1nv430

. - . ) . i rtebral
&--~~sVariacién anatomica (varian de animal a animal) nervio vertebra

GElI DE GATO

Figura 3. Esquema obtenido de un ganglio estelar izquierdo (GEI) de gato. Se muestran las
aferencias (T1,To y T3) y eferencias (nervios cardiaco, vertebral y ansas subclavias) del
ganglio, asi como los destinos de los nervios eferentes.

Como ya se dijo al principio de esta introduccion, en este trabajo se analizo la
presencia y distribucion local de la NT en el ganglio estelar del gato. La NT es un
péptido de 13 aminoacidos con potente actividad hipotensiva, hipoglucémica y visceral
contractil (Carraway y Leeman, 1973; 1975; Leeman y Carraway, 1982). En el sistema
nervioso simpatico, la NT se comporta como substancia excitadora e interactia con los
receptores de células de musculo liso y al parecer con el cardiaco en el ganglio estelar
(Rioux, Kérouac y Quirion, 1982).

La NT se ha encontrado en el soma (Krukoff, Ciriello y Calaresu, 1985) y

terminaciones axonicas (Lundberg, Rokaeus, Hokfelt, Rosell, Brow y Goldstein, 1982;
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Bachoo, et al. 1987, Heym et al. 1984) de las neuronas preganglionares simpaticas. En
el ganglio estelar del gato, Morales y colaboradores (Morales, Bachoo, Beaudet, Collier
y Polosa, 1993) encontraron que no todas las terminaciones axonicas contienen NT,
sino que su presencia esta restringida a una subpoblacion de dichos botones.

Los receptores a la NT, asi como su ADNc ya han sido aislados y clonados, y se
ha observado que son del tipo de receptores glucosilados acoplados a mecanismos de
segundos mensajeros (proteinas G), formados por siete regiones transmembranales,
que interactuan con ciertos aminoacidos de la molécula de la NT (Tanaka, Masu y
Nakanishi, 1990). Después de varios estudios se ha logrado dilucidar que existen dos
receptores de NT: los de clase 1 que son de alta afinidad y de baja capacidad (en
raton), y los de clase 2 que son de baja afinidad y de alta capacidad (en becerro)
(Tanaka, et al. 1990; Watson, Isackson, Makker, Yamada, Yamada, Cusak y Richelson,
1993). Por ofra parte se ha observado también que estos receptores de NT son
internalizados, junto con la NT, por las neuronas formando cumulos cerca del nucleo
(Beaudet, Mazella, Nouel, Chabry, Castel, Laduron, Kitabgi y Faure, 1994).

En esta tesis, se investigo, si las terminaciones que contienen NT muestran
alguna selectividad topografica que obedezca a la organizacion regional de las
neuronas ganglionares, es decir, si se encuentran mas de estas terminaciones
cercanas a un grupo definido de neuronas encargadas de una determinada regulacion
autonomica. De manera complementaria, se investigo también si las neuronas
ganglionares se agrupan en nicleos segun la eferencia por donde envian sus axones y

finalmente, se explord la localizacion de receptores de NT en este tejido.
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HIPOTESIS

Dada la funcion cardioreguladora conocida de la neurotensina, asi como su distribucion
restringida a una subpoblacién de terminaciones preganglionares en el ganglio estelar
del gato, es de esperarse que dichas terminaciones con NT sigan un patron de
organizacion topografica acorde a la localizacion de las células ganglionares
involucradas en la cardioregulacion. Asi mismo se espera que estas neuronas
cardioreguladoras sean las que expresen de manera preferencial receptores a este

péptido.
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PROPOSITO Y OBJETIVOS

El proposito del presente trabajo es investigar si la distribucion de las terminaciones
preganglionares que contienen NT en el ganglio estelar del gato muestran alguna
selectividad en su organizacion y si ésta obedece a la localizacion de las neuronas
ganglionares principales. Se analizara también, si estas neuronas expresan receptores

de NT. Para cumplir este propésito se plantean los siguientes objetivos:

1.  Detectar las terminaciones que contienen NT y analizar su distribucion.

2.  ldentificar la localizacion de las neuronas ganglionares principales segin la via
eferente por donde envian sus axones.

3. Explorar la relacion topografica de las terminaciones que contienen NT con la
poblacion de neuronas ganglionares principales.

4, Detectar la presencia y localizacion celular de receptores de NT, asi como la

distribucion de las neuronas que los expresan.
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MATERIAL Y METODOS
Protocolo general
El estudio se dividio en tres partes: a) marcaje inmunocitoquimico y distribucion de
terminaciones con NT, b) marcaje retrogrado y distribucion de neuronas ganglionares
y ¢) deteccion por autorradiografia de receptores de NT. Para la primera parte se
usaron 6 ganglios estelares, los cuales después de ser inmunomarcados para NT, se
analizaron por un sistema de procesamiento de imagenes, para obtener la distribucion
de las terminaciones inmunodetectadas con NT. La segunda parte se realizo en 6
ganglios estelares a los que se les aplicaron fluorocromos, a través de sus nervios
eferentes, para que por transporte axénico retrogrado, se marcaran las neuronas
ganglionares; de esta manera se pudo identificar la localizacion de las neuronas.

Finalmente los experimentos de autorradiografia se hicieron en 9 ganglios, se usé NT

125¢ , e .
marcada con | como agonista para detectar a los receptores y también se hizo un

mapa de las neuronas que expresan receptores de NT. A continuacion se describen las

metodologias empleadas:

Animales
Se utilizaron gatos adultos de uno u otro sexo entre 2.5 y 4.5 kg., los cuales se
anestesiaron profundamente con pentobarbital sédico (35 mg/kg., i.p.) para los casos
agudos. Para los experimentos cronicos se uso la misma anestesia, ademas de que se
mantuvieron con dosis complementarias (3 mg/kg/h, iv.) y se entubaron

ortotraquealmente. Los gatos se ventilaron artificialmente después de una paralisis
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con bromuro de pancuronium (100 ug/kg. i.v.) con suplementos de otros 100 ng/kg.
cada 2 o 3 horas, cuando el efecto de la dosis previa pasara. En la vena femoral se
colocd un catéter para la administracion de las drogas necesarias. Al terminar la cirugia
se dejo a los animales en recuperacion, con sus debidos cuidados, incluido

analgésicos y antibioticos, hasta que se volvian a intervenir.

Deteccion inmunohistoquimica de terminaciones con NT
Fijacion y corte del tejido ganglionar
Los animales se anestesiaron para los experimentos agudos como ya se menciono.
Los ganglios se fijaron in situ a través de una perfusion transcardiaca con 500 ml de
una solucion de perfusion (amortiguador de fosfatos (PB) 0.01 M, NaCl 0.8%, KClI

0.025% y NaHCO3 0.05% pH 7.4 a 4°C), por 3 minutos, a una velocidad de 200

mi/min., seguida de 300 mi de otra solucion fijadora ((PB) 0.1 M, pH 7.4 a 4°C con 4%
de paraformaldehido) por 3 minutos mas a 1a misma velocidad, y de otros 700 ml de
esta Ultima, pero a velocidad diez veces menor (20 mi/min.) por 50 minutos. Después
de la perfusion, se removieron las dos primeras costillas, se localizaron los ganglios
estelares (GE) y se extrajeron del gato, se liberaron de su capsula de tejido conectivo
para luego pasarlos a la solucion fijadora por 4 hr conservandose a 4°C; finaimente
como crioproteccion se pasaron a una solucion de sacarosa al 30% en un amortiguador
de fosfatos salino (PBS) por otras 24 hr.

De la solucion de sacarosa, los ganglios se colocaron en medio de inclusion

para tejido congelado (Tissue-Tek) y se pusieron a congelar a -20°C en un criostato.
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Se obtuvieron cortes longitudinales de 10 um de grosor que se recogieron en laminillas
cubiertas de gelatina formando una serie representativa de todo el ganglio. Ya que el
ganglio estelar mide entre 1,600 y 2,000 pum de grosor, para lograr esta
representatividad, se tomaron cuatro cortes, uno cada 400 um (figura 4). Los cortes se

procesaron segun la siguiente técnica de inmunoperoxidasa.

C_ ~AS |
\ 1¢

FP

1600um

Figura 4. Esquema que representa la seriacién de cortes longitudinales del ganglio estelar del
gato obtenidos en el criéstato. Los corles fueron de 10 ym de grosor; de los 160 cortes que
abarcaron los 1600 um de ancho del ganglio, se colectaron cuatro representativos, uno cada
400 pm.
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Técnica de inmunoperoxidasa

Los cortes se lavaron para eliminar los restos del medio de inclusion con PBS (0.01M)
con triton X-100 al 0.3% (PBS-TX); con esta solucion se realizaron todas las diluciones
y los lavados. Después se incubaron con un anticuerpo primario policlonal de conejo
contra NT (Incstar, 1:1000) por 24 hr a 4°C. Se hicieron dos lavados y se aplicé un
segundo anticuerpo IgG monoclonal biespecifico de rata, que presenta un doble
reconocimiento antigénico a la IgG de conejo y a la peroxidasa (Medicorp, 1:1000;
Kenigsberg, Semenenko y Cuello, 1990) por 90 minutos a temperatura ambiente. Se
repitieron dos lavados y se incubaron con una solucion de peroxidasa (HRP) 5ug/ml
por 45 minutos. A continuacion se lavaron otra vez cuatro veces y se incubaron con
una solucién de diaminobenzidina (DAB) al 0.05% por 6 minutos. Para revelar, se les

afiadio una solucién de peréxido de hidrégeno (H,0,) al 0.01% por 8 minutos. Por

ultimo se lavaron con PBS-TX y luego con PB 0.1M, pH 7.4. Se deshidrataron en
concentraciones ascendentes de alcohol, con un paso final de xileno para montarse
con medio de montaje (Permount). Los cortes se observaron por microscopia de luz.
Paralelamente se realizaron cortes control, los que se incubaron con el amortiguador
sin anticuerpo primario.
Marcaje Retrégrado

En seis animales y seg(n la técnica para experimentos cronicos antes mencionada, se
expuso uno de los ganglios estelares, como se sefialé en la técnica de fijacion; luego
se secciond uno de los nervios eferentes del ganglio (en tres experimentos el cardiaco

y en los otros tres el vertebral) a 4 o 5 mm de su salida y se introdujo en un tubo de
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polietileno (2 mm de diametro interno) sellado por un extremo. El tubo se llend
previamente con el marcador (fluorogold o HRP) al 3%, y se mantuvo ahi por 45 min.
Posteriormente, se retiraron los tubos, se cerraron las heridas y se dejé que se
recuperara el animal, con sus debidos cuidados. En algunos experimentos, el marcaje
retrogrado se realizo con soluciones de fast blue y de fluorogold (3%), simultaneamente
por los dos nervios. Cuarenta y ocho horas después de la operacion se perfundié para
fijar al animal y se extrajeron los ganglios, con el método antes mencionado. De estos
ganglios, previamente crioprotegidos con sacarosa, se obtuvieron cortes de 20 um de
grosor que se recogieron en laminillas cubiertas de gelatina, tomando cuatro cortes
representativos, uno cada 400 um. Después se cubrieron con el medio de montaje
Aquamount. Se observaron con un microscopio Nikon equipado con epifluorescencia
con un filtro Nikon UV-1A (excitacion 365/10, barrera de 400).

En otros experimentos adicionales y para poder observar simultaneamente las
neuronas y las terminaciones inmunoreactivas a NT (IRNT), se realizd un doble
marcaje con HRP, inmunohistoquimico y de aplicacion retrograda; cuando la HRP se
aplico retrogradamente se reveld6 como se menciond anteriormente con DAB sin
intensificadores, dando un color café rojizo, mientras que la inmunoperoxidasa contra
NT se reveld con DAB y los intensificadores (cloruro de cobalto 1% y sulfato amonio de

niquel 1%), dando un color azul obscuro.
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Procesamiento de Imagenes

Las laminillas se analizaron por medio de un sistema de procesamiento de
imagenes Histoscan.X (Biocom, Francia) a un aumento de 10X (Corkidi, 1989: Hirsch,
Lejeune, Colliot, Corkidi y Tajani, 1992). Con este sistema se delimitaron los perfiles de
los cortes, se sefalaron todas las terminaciones inmunoreactivas a NT, asi como las
neuronas marcadas retrogradamente y se calculd el numero de las terminaciones y de
las células a través de todo el tejido, asi como en zonas predeterminadas. Por otro
lado, se construyeron mapas parametricos en los que se puede observar la distribucion
de densidades (densidades espaciales asociadas a un color) de las terminaciones y las
células. Para establecer la relevancia morfofuncional de la distribucion de
terminaciones IRNT y de las células ganglionares marcadas, se dividio toda el drea de
cada corte de los ganglios en cuatro regiones, que abarcaron el 25% cada una y se

circunscribieron a las dos aferencias principales, ramos comunicantes blancos

toracicos 3y 2 (T3 y T2), zonas A y B respectivamente, y a las dos eferencias, nervio

vertebral (zona C) y el nervio cardiaco (zona D) (figura 7).

Estadistica

La cantidad de terminales IRNT y de células marcadas se expresaron como
porcentajes de terminales o células en cada corte ganglionar. El analisis estadistico
usado fue una ANOVA de dos vias, seguido de una ANQOVA de una via mas una
prueba de Tukey post hoc, con una p < 0.05 como nivel de significancia. Los datos se

expresaron como las medias + el error estandar.
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Autorradiografia
Para la localizacion de los receptores de neurotensina, se utilizd la siguiente técnica de
autorradiografia (Hamel y Beaudet, 1987).

Ya anestesiado el animal, seglin la técnica para experimentos cronicos ya
mencionada, se conectd a respiracion artificial para luego exponer los ganglios
estelares, como se especificd anteriormente. Se extrajeron los ganglios e
inmediatamente se colocaron en nitrdgeno liquido, cuando se requirié se almacenaron

a -70 °C, después se obtuvieron cortes de 15um en el criéstato a -20°C. Los cortes se

pusieron en contacto con la NT marcada con yodo radiactivo (ml-NT) 1 nM diluida en
tris-HC! 0.05 M y sacarosa 0.25 M, pH 7.4 por 20 minutos a temperatura ambiente, se
lavo el exceso con PB 0.12 M, pH 7.4 fresco a 4°C y se postfijaron en un PB 0.05 M
pH 7.4 con glutaraldehido al 4%, a 4°C, por 1 hr.

Los cortes se deshidrataron, se sumergieron en una emulsion fotografica
(emulsion nuclear NTB-2 de Kodak) y se escurrieron para ser colocados en una caja
obscura por seis semanas. Después de ese tiempo se extrajeron en obscuridad para
revelarse en D-19, se fijaron en una solucion de tiosulfato de sodio al 30% y se
contrastaron con azul de toluidina. Después se observaron en el microscopio de luz, a
campo obscuro, para detectar sitios de pegado de la NT radiactiva. Como control se

usaron laminillas preincubadas con concentraciones 100 veces mayor de NT fria (sin

125 : . ,
I). Dado que con los resultados obtenidos mediante esta técnica no se encontraron

receptores de NT, se decidid por medio del ligado de los axones de las neuronas

23



ganglionares, inducir una acumulacion de receptores en los somas, para asi tener
mayor posibilidad de detectarlos.

Dada la poca cantidad de neuronas que mostraron receptores de NT, su
distribucion fue determinada, visualmente sin requerir del procesador de imagenes.

Finalmente, con esta observacion se elaboraron mapas de la distribucion de las

) .. » 125
neuronas ganglionares que presentaron reaccion positiva a la [-NT.

Para este segundo ensayo de autorradiografia, se utilizaron tres animales para
cada uno de los métodos que se mencionaran a continuacion y se sometieron a los
siguientes tratamientos antes de proseguir con la técnica de autorradiografia recién
descrita. Ademas de ligar los axones postganglionares, en algunos experimentos se
ligaron los axones aferentes preganglionares con el propdsito de detectar, por la misma
mecanica de acumulacion por ligadura axonal, la posible presencia de receptores de
NT presinapticos. Los gatos se anestesiaron, como anteriormente se mencioné para los
experimentos cronicos, y se conectaron a respiracion artificial, luego se expusieron los
ganglios y se le ligo indistintamente el tronco aferente T3 (n=3), el nervio eferente
cardiaco (n=3) o el nervio eferente vertebral (n=3). Posteriormente, se retiraron los
tubos de respiracion, se cerraron las heridas y se dejo que se recuperara el animal por
24 hr, con los cuidados pertinentes. Pasado este tiempo, se volvié a anestesiar al
animal y los ganglios se procesaron con la técnica de autorradiografia arriba

mencionada.
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RESULTADOS

Localizacion y distribucion de terminaciones inmunoreactivas a NT (IRNT)
La inmunoreactividad se encontré como una conspicua marca en forma de puntos
negros ampliamente distribuida, a través de todo el ganglio. Esta marca se limito al
neuropilo, sin encontrarse en el pericarion. Anteriormente se ha mostrado que esta
marca en forma de puntos corresponde a los botones o terminales axonicas

preganglionares marcadas (Morales, et al. 1993) (figura 5).

h i
3 o e

Figura 5. Fotomicrografia de campo claro de un corte de 10 ym del ganglio estelar del gato
con terminaciones IRNT. En ei neuropilo del ganglio las terminaciones preganglionares se
notan claramente marcadas como puntos negros alrededor de las células. Calibracion: 50 um.

En cada corte de 10 um de grosor explorado se encontrd alrededor de 5,000

terminaciones IRNT, considerando que los cortes se obtuvieron sobre el eje lateral de
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los ganglios, que mide 1600 um, cada ganglio daria lugar a un total de 160 cortes: lo
que daria una cantidad total de 800,000 terminaciones IRNT. Los datos del total de
terminaciones en el ganglio simpatico de mamifero reportados son de 4 a 8 millones
(Siklos, Parducz, Halasz, Rickmann, Joo y Wolff, 1990), lo que indicaria que, en este
ganglio, aproximadaménte un 10% de las terminaciones contienen NT.

Aunque las terminaciones IRNT se encontraron en toda el area del ganglio, la
distribucion resulté heterogénea, ya que se observo un claro cumulo, localizado en las
regiones cercanas a las entradas de T3 y To (area con parte de las zonas A y B). Las
terminaciones IRNT se encontraron en mayor porcentaje en la region de Tp (31.1 +
1.7%), con las regiones T3 y la del nervio vertebral semejantes (25.6 + 2.8 y 24.6 +
2.0% respectivamente) y la region del cardiaco con menor porcentaje de terminaciones
(15.2 £1.3%). En las figuras 6 y 7, se puede distinguir esta distribucion heterogénea de
las terminaciones IRNT, en la primera se muestra la distribucion en toda el area de un
corte representativo del ganglio y en la otra se muestra un ejemplo de las imagenes
paramétricas que se construyen con el programa de procesamiento de imagenes. La
estimacion cuantitativa y su significancia estadistica se muestra‘ en la figura 8. En la
figura 9 se muestra la combinacion del doble marcaje con HRP, retrogrado (somas
neuronales) e inmunohistoquimico (terminales IRNT), donde se pude apreciar ia

diferente concentracidn de terminaciones IRNT, segtn la zona ganglionar ohservada.
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Figura 6, Corte longitudinal de 10 um de grosor del ganglio estelar inmunoteiiido contra NT.
Fotomicrografia de un mapa de poco aumento ilustrando la regionalizacion de las
terminaciones IRNT a través de todo el ganglio. El area total de cada corte se dividio en cuatro
regiones, de la A a la D donde cada una abarca el 25% mas proximo a las dos grandes
aferencias: la region cercana a T3, (ramo comunicante blanco tordcico 3, T3WR) (zona A), a
To (ramo comunicante blanco toracico 2, T2WR) (zona B), y las dos grandes eferencias
nervios cardiaco (CN) (zona D) y nervio (VN) (zona C). a. by ¢ son proyecciones aumentadas
de los marcos en las areas del corte y donde se muestra la distribucion heterogénea de las
terminales IRNT en estas regiones. Calibracion: 150 pm en el mapa y 15 um en los
recuadros.
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Figura 7. Imagen paramétrica de la distribucion y densidad de las terminaciones IRNT en una
serie de 4 cortes longitudinales del ganglio estelar. Los colores representan la densidad de las
terminaciones segn la siguiente graduacion: negro < violeta < azul < verde < amarillo < rojo.
El area total de cada corte se dividio en cuatro regiones, de la A ala D donde cada una abarca
el 25% mas proximo a alguna de las aferencias y eferencias del ganglio: la region cercana a
T3 0 ramo comunicante blanco toracico 3 (zona A), a T2 0 ramo comunicante blanco toracico 2
(zona B), al nervio vertebral (zona C) y al nervio cardiaco (zona D).
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Figura 8. Resultados cuantitativos del experimento de terminaciones IRNT. a: Grafica de '
barras del porcentaje de IRNT en el ganglio estelar del gato. Se muestra el porcentaje de f
terminaciones IRNT encontradas en las cuatro regiones del ganglio, cada region cubre el 25% |
del area total de cada corte examinado, y se circunscriben a las aferencias y eferencias del
ganglio; zona A: ramo comunicante blanco toracico 3 (T3), zona B: ramo comunicante blanco
toracico 2 (T3), zona C: nervio vertebral y la zona D: nervio cardiaco. Sélo la zona D (asterisco)
tiene un porcentaje significativamente menor de terminaciones IRNT (F=10.22 ; p<0.05). b:
Representacion esquematica de un mapa de distribucion de las terminaciones IRNT, obtenida
por el procesamiento de imagenes, en las cuatro zonas.
, -
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Figura 9. Fotomicrografias de 10 pum de grosor mostrando las neuronas marcadas
retrogradamente y las terminales IRNT. a: células marcadas retrogradamente de la parte
ventromedial o region D, donde se pueden observar algunas terminaciones cerca de las
células. b: células marcadas retrogradamente de la parte cranial o region C con mas
terminales IRNT cercanas. Calibracion : 100 um.
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Localizacion y distribucion de las neuronas ganglionares
Con los marcadores aplicados retrogradamente en las eferencias del ganglio, se
identificaron las neuronas ganglionares principales, las cuales, al igual que la
descripcion de Cajal (1911) y De Castro (1932) y mas recientemente de Mo y
colaboradores ( Mo, Wallis y Watson, 1994), mostraron ser multipolares, con soma

esférico de 30 a 50 um de diametro y dendritas largas de hasta 120 um de longitud

(figura 10).

Figura 10. Fotografia del marcaje retrgrado con dos distintos marcadores. a: Una hilera de
neuronas marcadas retrogradamente con el fluorogold, donde se puede apreciar el soma
completamente lleno y se distingue el nucleo obscuro sin marca. b: Neurona marcada con
HRP, donde se aprecia muy claramente las dendritas donde una de ellas se extiende mas alla

de los 100 pm. Calibracion: 50 pm.

Este tipo de deteccion de las neuronas a través de aplicar un marcador por los

nervios eferentes es de alta eficiencia ya que se sabe marca practicamente todas las
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neuronas, tal es el caso que aqui presentamos, en el que se marcaron
aproximadamente 25,000 neuronas ( 320 por corte en 80 cortes de 20 um) por el nervio
cardiaco, el cual se sabe contiene entre 25 y 40,000 axones postganglionares (Emery,
Foremen y Coggeshall, 1976; 1978).

La localizacion de las células marcadas retrogradamente mostro dos patrones
peculiares, segun se marcaban por el nervio cardiaco o por el vertebral; en el primer
caso presentaron un patron de distribucion que concuerda con lo descrito (Purves,
1975; Dail y Barton, 1983), con una amplia extension en todas las areas, {nervio
vertebral (zona C) 12.2 + 2.9%, entradas de T3 (zona A) 24.7 £3.7% y T (zona B)
17.8 + 4.5%¢, pero con una concentracion mayor en la region cercana a la salida del
nervio cardiaco (zona D) 43.6 + 5%. En cambio cuando el marcador se aplico por el
nervio vertebral, la distribucion resultd claramente diferente a este tipo de patron, ya
que se distribuyeron a lo largo de una franja desde la salida del nervio vertebral hasta
las entradas de T3 y T2. Contrario a lo correspondiente del cardiaco, en la region
cercana a la salida del nervio (zona C) se encontré la menor concentracion de
neuronas marcadas 16.5 + 3.6% comparado con la alta concentracion encontrada en el
polo opuesto del ganglio; regiones cercanas a las entradas de T3 (zona A) 20.7 + 4.5%
y T2 (zona B) 32.0 + 3.4%. Este tipo de distribucion de ambos grupos neuronales dio
lugar a que en algunas zonas como la A, By parte de la misma C, se encontrara una
poblacion heterogénea de ambos tipos de neuronas, cardiacas y vertebrales. Otro dato
inesperado fue que no obstante la primordial funcion cardioreguladora de este ganglio,

el marcador retrogrado aplicado por el nervio vertebral lleno un nimero mayor, aunque
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no significativo. de neuronas que por el del nervio cardiaco (553.7 + 98.3 por corte
observado) y (269.9 & 484 por corte observado). respectivamente; (Prueba de T
grupos independientes, t = 2.081; p » 0.05), Estos datos se muestran en las imagenes

parametricas de la figura 11y en la grafica y mapas de la figura 12.

Figura 11. Imagen paramélrica de la distribucion y densidad de las neuronas marcadas
retrogradamente en cuatro cortes longitudinales seriados del ganglio estelar del gato. a:
Imagen que muestra la distribucion de las neuronas marcadas por el nervio cardiaco. b:
Imagen para el caso de las neuronas marcadas por el vertebral. Los colores representan la
densidad de las neuronas segun la siguiente graduacion: negro < violeta < azul < verde <
amarillo < rojo. El area total de cada corle se dividio en cuatro regiones, de la A a la D donde
cada una abarca el 25% mas proximo a alguna de las aferencias y eferencias del ganglio:
(zona A): el area cercana al ramo comunicante hlanco toracico 3 (T1), (zona B): la cercana al
ramo comunicante blanco toracico 2 (Tp), (zona C): la cercana al nervio vertebral y (zona D), la
cercana al nervio cardiaco.



RETROGRADAIGENTE

PERCENTAJE DE NEUROGNAS

Figura 12. Resultados cuantitativos del experimento de marcaje retrogrado. a: Grafica de
barras del porcentaje de neuronas marcadas retrogradamente en el ganglio estelar dei gato.
Se muestra en las cuatro zonas del ganglio, la cantidad de neuronas marcadas por el nervio
cardiaco (barras obscuras) y las neuronas marcadas por el nervio vertebral (barras vacias). La
zona D contiene el mayor nimero de células cardiacas (asterisco) (F= 8.8; P<0.05). Con
respecto a las células vertebrales, la zona B mostrd un 16% mas que la zona C (estrellas
perfiladas) ( esta diferencia resulto significativa F = 3.17; P<0.05). Como en las figuras previas
(zona A): el area cercana al ramo comunicante blanco torécico 3 (T3), (zona B): la cercana al
ramo comunicante blanco toracico 2 (Tg), (zona C): la cercana al nervio vertebral y (zona D), la
cercana al nervio cardiaco. b: Representacion esquematica de un mapa de distribucion de las
neuronas marcadas por el cardiaco obtenida por el procesamiento de imagenes. c:
Representacion esquematica de las neuronas marcadas por el vertebral.
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Neuronas ganglionares con doble eferencia
Cuando se aplicaron los dos diferentes fluorocromos (fluorogold y fast blue)
simultaneamente en ambas eferencias (nervios cardiaco y vertebral), se encontré un

grupo particular de neuronas en la region entre T3 y Tp que mostraron un doble

marcaje, ya que éstos confluyeron en los somas de dichas neuronas (figura 13).

Figura 13. Fotomicrografias de secciones de 20 um del ganglio estelar con neuronas con
marcaje retrégrado simultaneo con dos diferentes fluorocromos. A: Region cercana a la salida
del nervio verebral (zona C) donde se distinguen neuronas marcadas con Fluorogold

(amarillas < ) o con Fast blue (azules =). B: Region cercana a la entrada de Tp (zona B)
donde se distinguen células marcadas con ambos fluorocromos ( amarillas y azules >)
Calibracién: A: 50 ymy B: 100 pm.

Localizacion y distribucion de receptores de NT
Como ya se menciond en la seccion de métodos, en condiciones de control, la

sensibilidad del método autorradiografico empleado no resulté suficiente para que los

receptores alcanzaran niveles de detectabilidad. Solo cuando se ligd 24 hr antes el
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nervio cardiaco, se encontrdé marca autorradiografica de la NT radiactiva
exclusivamente sobre el soma de las neuronas ganglionares (figura 14). Las neuronas
positivas se localizaron en areas cercanas al nervio cardiaco, asi como en menor
cantidad cerca de la zona de las aferencias To y T3. Resultados similares se
encontraron cuando el nervio ligado fue el vertebral, solo que las neuronas eran muy
escasas y distribuidas lejos del nervio en cuestion. En cambio, no hubo marca cuando

se ligaron cualquiera de las aferencias (figura 15).

Figura 14. Fotomicrografia de autorradiogramas de neuronas ganglionares marcadas “in vitro”

con mI-NT. El tejido corresponde a un ganglio cuyo nervio cardiaco fue ligado 24 hr antes.
Notese la acumulacion de granos sobre los somas neuronales (flechas vacias). Calibracion: 50
um.



Figura 15. Representacion esquematica de un mapa de la distribucion de las neuronas
ganglionares positivas @ 1 NT. Se indican las neuronas positivas después de ligar el nervio
cardiaco (cruces) o el nervio vertebral (circulos), asi como las cuatro zonas en las que se
dividio el ganglio: (zona A): el area cercana al ramo comunicante blanco toracico 3 (T3), (zona
B): la cercana al ramo comunicante blanco toracico 2 (To), (zona C): la cercana al nervio
vertebral y (zona D), la cercana al nervio cardiaco.
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DISCUSION
Los resultados del presente trabajo, confirman la presencia de NT en las terminaciones
axdnicas del ganglio estelar del gato (Lundberg, et al. 1982 y Morales et al. 1993). Se
encontré ademas, una amplia y heterogénea distribucion de estas terminaciones en
todas las regiones exploradas del ganglio, tanto en las areas ocupadas por neuronas
cardiacas como por no cardiacas. Segtin estos datos, la presencia aunque en menor
cantidad de terminaciones IRNT cercanas a las neuronas cardiacas puede ser
considerada como sustento morfoldgico de la funcion cardioreguladora reportada de la
NT (Bachoo y Polosa, 1988). Sin embargo, la asociacion de estas terminaciones con
neuronas no cardiacas sugiere ademas, la participacion de este péptido en la
regulacion de otras funciones autonémicas no cardiacas. Una distribucion regional
similar de terminaciones IRNT se ha reportado en el ganglio paravertebral del gato
(Lundberg, et al. 1982; Heym, et al. 1984). Por otro lado, en el ganglio toracico de gato,
Kummer y Heym (1988) describieron una localizacion diferente de las terminaciones
con NT, con una localizacion preferencial en la parte central del ganglio, mientras las
partes caudal y cranial casi no poseen estas terminales. De manera semejante, no se
encontraron terminales con NT en un estudio hecho en el ganglio estelar del perro
(Darvesh, Nance, Hopkins y Armour, 1987). Mientras que en el ganglio celiaco de gato,
las terminaciones con NT mostraron una distribucién mas homogénea (Lundberg, et al.
1982). Estas distribuciones heterogéneas en el ganglio simpatico, también han sido
descritas para otros péptidos ademas de la NT (Kummer y Heym, 1988; Keast, 1991;

Gibbins, 1992; Morales, et al. 1995).
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Los experimentos de marcaje retrogrado, en parte confirman que en efecto las
neuronas ganglionares se agrupan en conjuntos o nucleos segun el nervio eferente por
donde envian sus axones, como lo propusieron Purves (1975) y Dail y Barton (1983),
esto fue valido solo cuando las neuronas se marcaron a través del nervio cardiaco. Sin
embargo, a diferencia de lo antes mencionado, estos nicleos no solamente se pueden
encontrar en las cercanias de los nervios sino que también se presentan en sitios
distantes como en el caso de las neuronas que envian sus axones por el nervio
vertebral. La razon por ia que las neuronas con eferencias en el nervio vertebral se
agrupan precisamente en el polo opuesto de la salida del nervio y que sus axones
practicamente atraviesan el ganglio antes de abandonarlo, queda por ser elucidada. Un
patron similar de distribucion de células ganglionares cardiacas se ha descrito en el
ganglio estelar de rata (Mo et al. 1994). Por otro lado estos autores no encontraron
diferencias en las caracteristicas morfologicas y electrofisiologicas entre las
poblaciones de neuronas cardiacas y no cardiacas, contrario a los reportes de
McLachlan y Meckler (1989) en el ganglio celiaco de cobayo, y de Luebke y Wright
(1992) en el ganglio cervical superior de rata. También por medio de estudios de
marcaje retrogrado, en el ganglio estelar de perro, Darvesh y colaboradores (Darvesh,
et al. 1987) definieron, una subpoblacion de neuronas postganglionares
cardiopulmonares, localizadas en cumulos especificos cerca de la salida del polo
caudal o nervio cardiopulmonar, donde se aplico el marcador. En el cobayo, la parte
ventro medial del ganglio estelar, contiene neuronas que se marcaron retrogradamente

cuando el marcador fue introducido a través de los pulmones y traquea (Kummer,
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Fisher, Kurkowsky y Heym, 1992), principalmente en esta region nosotros encontramos
a la mayoria de las células con axones en el nervio cardiaco, lo cual indica que estas
células llamadas cardiacas, inervan otras estructuras toracicas ademas del corazon.

Por otra parte, aunque no significativa, se encontré una tendencia de mayor
cantidad de neuronas ganglionares marcadas por el nervio vertebral, que por el nervio
cardiaco, lo que apunta a que este ganglio, ademas de su funcién cardioreguladora,
también podria participar de manera relevante en otras funciones autonomicas,
asociadas a la inervacion del nervio vertebral.

El resultado de las neuronas marcadas con los dos fluorocromos
simultaneamente, pudiera explicarse ya sea por un paso del marcador a través de
conexiones interneuronales o que algunas neuronas ganglionares puedan tener
axones ramificados que salgan por dos eferencias diferentes, ambas posibilidades
alentan a realizar estudios futuros. La posibilidad del paso del marcador de una
neurona a otra sin embargo es poco probable, segln un cuidadoso trabajo morfoldgico
de marcaje intracelular en el ganglio cervical superior de la rata, Kiraly y colaboradores
(Kiraly, Favrod y Matthews, 1989) donde no encontraron ningln indicio de
comunicacion interneuronal que permita el paso del marcador de una neurona a otra,
no obstante el abundante niimero de contactos dendrodendriticos y dendrosomaticos
encontrados.

En relacion a los receptores de NT, y segin habiamos reportado en una

comunicacion preliminar (Morales, Carb6, Bachoo, Polosa y Beaudet, 1994), se

encontrd una baja concentracion de los mismos, de tal suerte que en las condiciones
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de control no fue posible detectarlos, esto hablaria de que en efecto existen pocos
receptores o que la técnica autorradiografica no alcanza a detectarlos. Sélo al ligar
los axones de las neuronas ganglionares fue posible hacerlo. La explicacion de este
aumento en los receptores de NT, como consecuencia de la ligadura, puede
explicarse al menos de dos formas: que la ligadura detenga el flujo centrifugo de los
receptores a través de la membrana plasmatica,{se sabe que las proteinas de la
membrana celular se pueden desplazar sobre el plano de la misma, (Alberts, Bray,
Lewis, Raff, Roberts y Watson, 1994)} lo que conduciria a un aumento en el soma; 0
que como reaccion al dafo se sintetizan y situan en la membrana celular mas
receptores. Este tipo de aumento en receptores peptidérgicos como respuesta a la
lesién axonal ya se ha descrito (Aanonsen, Kajander, Benett y Seybold, 1992). Queda
entonces por explicar como con pocos receptores, la NT puede tener un efecto
modulatorio sobre la actividad ganglionar; la respuesta pudiera ser si estos receptores
correspondieran a los de alta afinidad descritos por Tanaka ( Tanaka, et al. 1990).

En relacion a la funcion de regulacion cardiaca de la neurotensina por su
aplicacion exdgena (Bachoo y Polosa, 1988), encontramos que de hecho las células
que se proyectan a este 6rgano estan intercaladas con una buena cantidad de
terminales que contienen NT, tanto en el area cercana a la salida del nervio cardiaco
(zona D), como también en el area donde precisamente se encontrd el cimulo de
mayor nimero de estas terminaciones (zonas A-B), lo que pudiera resultar suficiente
para poder sustentar morfologicamente la cardioregulacion del péptido. En este

contexto, es relevante considerar ademas, la quimiosensibilidad variable de las células
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ganglionares hacia los péptidos (Aiken y Reit, 1968; Williams, Katayama y North, 1979;
Mo et al. 1994), asi como la localizacion preferencial de los receptores de NT en estas
subpoblaciones de células ganglionares y finalmente el extenso arbol dendritico
descrito de las células ganglionares (Gibbins, Rodgers y Matthew, 1995), lo que en
general favoreceria la accion modulatoria de cardioregulacion de la NT. Resulta
relevante también considerar la posibilidad de que la NT liberada de terminaciones
distantes a las células cardiacas pudieran ejercer su efecto debido al mecanismo
conocido como transmision de volumen (Fuxe y Agnati, 1991).

El hecho de que existan terminaciones IRNT en zonas donde hay una poblacion
mayoritaria de neuronas vertebrales sugiere que la NT puede ademas participar en
alguna funcion autonomica de las reguladas por estas neuronas, como seria el control
vascular de las extremidades superiores. Esta funcion propuesta para la NT abre la
posibilidad de explorarla a futuro con experimentos donde se aplique exdgenamente la
NT y se registren por ejemplo, los posibles cambios de tension arterial de las
extremidades superiores.

En relacion al cimulo descrito de mayor concentracion de terminaciones IRNT,
llama Ia atencion que se hayan detectado en una zona donde se encontraron ambas
poblaciones de neuronas cardiacas, y en mayor proporcion vertebrales, lo que también
apoya nuestra propuesta de que la NT no sdlo participa en la cardioregulacion, sino
que también puede modular las funciones autonoémicas reguladas por la subpoblacion

de neuronas vertebrales.
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Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, la localizacion y distribucion de
diversos péptidos, incluida la NT, ha sido extensamente documentada en varios
ganglios simpaticos. En este contexto la contribucion relevante de este trabajo fue,
ademas de describir la distribucion topografica de las terminaciones IRNT y de las
subpoblaciones de neuronas ganglionares, el tratar de establecer una correlacion
morfofuncional entre estas distribuciones, lo que en general sustentaria las bases

morfoldgicas de funciones neuromodulatorias peptidérgicas.

42



CONCLUSIONES
1. No obstante, el patron heterogéneo de distribucion, las terminaciones IRNT se

extendieron en practicamente todas las dreas del ganglio estelar.

2. Se encontraron dos subpoblaciones de neuronas ganglionares principales, segun la
eferencia por donde envian sus axones. Las que siguen la eferencia cardiaca
(cardiacas) se localizan preferencialmente cercanas a la salida del nervio,
mientras las que envian sus axones por el nervio vertebral (vertebrales), ocupan
una franja homogénea que se extiende mas alla de la salida del nervio, con mayor

concentracion en e polo opuesto a la salida del nervio.

3. Existen pocos receptores de NT, de tal manera que solo la ligadura axdnica los

revela. Las neuronas que los expresan fueron preferentemente las cardiacas

cercanas a la salida del nervio.

4. La presencia de terminaciones IRNT, aunque en menor cantidad, asociadas a las
neuronas cardioreguladoras apoyan el sustento morfoldgico de la modulacion de

la funcion cardiaca por NT.

5. Dado que también se encontrd terminaciones IRNT muy carcanas a las neuronas no
cardiacas, se debe considerar que la NT ademas de su modulacion sobre la
funcion cardiaca, pudiera participar en otras funciones reguladas por este ganglio

simpatico.
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