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RESUMEN

Con inmunofluorescencia, microscopia de luz, microscopia confocal y
analisis de imagenes, se estudid la presencia del transmisor clasico ganglionar
simpatico acetilcolina (Ach, por sus siglas en inglés) y de los péptidos
neurotensina (NT, por sus siglas en inglés) y metionina encefalina (Met-ENK, por
sus siglas en inglés) en las terminales preganglionares del ganglio estelar del gato,
la posible coexistencia de estos tres mensajeros en los mismos botones, asi como
las frecuencias de estimulacién eléctrica preganglionar necesarias para liberar a la
NT y la posible internalizaciéon de este péptido en las neuronas blanco. Con
microscopia de luz se detectaron fibras inmunorreactivas (IR) a colina
acetiltransferasa (ChAT, por sus siglas en inglés), Met-ENK y Nt cercanas a las
neuronas principales del ganglio IR a tirosina hidroxilasa (TH, por sus siglas en
inglés). Cada mensajero se encontré en terminales distintas aunque también se
detectaron escasos botones con colocalizacion. Asimismo se observaron somas
celulares IRChAT e IRMet-ENK tanto positivas como negativas a TH. La
denervacion preganglionar tuvo dos efectos: la desaparicion casi total de las fibras
IR a los tres transmisores y la apariciéon de somas celulares IRNT, asi como un
aumento de somas IRChAT e IRMet-ENK. Las fibras IRChAT forman paquetes
densos a lo largo de todo el ganglio con una distribucién regional homogénea,
mientras que la IRNT e iRMet-ENK presentan una distribucién regionali distinta y
de alguna manera complementaria. E! analisis al confocal con triple inmunomarca
simuitdnea contra NT, Met-ENK y TH, mostré fibras independientes de NT y Met-
ENK asociadas a neuronas diferentes o que convergen sobre una sola neurona.
La NT puede ser liberada con frecuencias altas como 40 Hz y también con
frecuencias bajas como 5 Hz, una vez liberada se internaliza en las células
ganglionares por un proceso dependiente de receptor y de tiempo. Los resultados
sugieren que la modulacion (balance facilitacidon-inhibicion) de la transmision
ganglionar se logra mediante la inervacién selectiva y complementaria de botones
que contiene a uno u otro modulador, mas que por la inervacion de botones que
coalmacenen y coliberen a los moduladores y que la internalizaciéon puede formar

parte del mecanismo de sefializacion de la NT.
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ABSTRACT

The presence of classical ganglionic transmitter acetyicholine (ACh), the peptides
neurotensin (NT) and methionine enkephalin (Met-ENK) and their possible
coexistence in preganlionic axon terminals of cat steilate ganglia as well as the
frequencies required to release NT and its possible postsynaptic internalization
were investigated by inmunofluorescence, light and confocal microscopy and
image analysis. Choline acetyltransferase (ChAT), NT and Met-ENK
inmunorreactivity (IR), was detected with light microcopy in axon terminals near
tyrosine hydroxylase (TH) positive cells. ChATIR and Met-ENKIR were also
detected in TH positive or negative cell bodies. Denervation of preganglionic
nerves produced two effects: the almost complete elimination of IR fibers and an
increase in the number of ChATIR and Met-ENKIR cell bodies, together with the
appearance of NTIR cell bodies. ChAT, NT and Met-ENK are essentially stored in
different nerve endings, although some co-occurance was detected. ChATIR fibers
form a dense network throughout the entire ganglion, with a homogeneus regional
distribution. NTIR and Met-ENKIR netwoks of fibers were observed to have a
distinct and somewhat complementary regional distribution. Further analysis with
simultaneous triple labeling of NT, Met-ENK and TH and confocal microscopy
showed fibers and boutons containing NT or Met-ENK either reach distinct neurons
separately, or both converge onto the same cells. Image analysis showed that NT
can be released at high frequencies like 40 Hz and at low frequencies such as 5
Hz. Once released, NT is internalized in ganglionic cells by a receptor-mediated,
time-dependent process. These findings suggest that modulation (facilitation-
inhibition balance) of ganglionic transmission is mainly achieved by the selective
and compiementary inervation of boutons containing each transmitter rather than
by terminals and boutons containing and releasing both peptides, and that NT
internalization can play a role in the mechanisms of NT signaling.
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INTRODUCCION

Desde los estudios clasicos de Langley (1921) sobre sistema nervioso auténomo,
los ganglios autonémicos habian sido considerados como la estacion de relevo
monosinaptico de la informacion motora visceral eferente. En 1935 Dale describi6 la
farmacologia basica del sistema nervioso auténomo, que consistia en sinapsis
colinérgicas ganglionares con efectores neuroviscerales adrenérgicos simpaticos y
colinérgicos parasimpaticos.

Este concepto prevalecid por mas de 30 afios, sin embargo a partir de la década
de los 60s se ha demostrado que estos ganglios tienen una organizacion morfo-
funcional compleja; entre estas caracteristicas morfo-funcionales estan: la presencia de
inervacion sensorial (Quigg et al, 1990), asi como la existencia de células ganglionares
sensoriales que hacen conexion con neuronas del ganglio espinal y de los ganglios
intramurales (Oldfield and MclLachan, 1978); la presencia de interneuronas como las
células pequenas intensamente fluorescentes (células SIF, por sus siglas en inglés)
(Eccles and Libet, 1961; Erdnké and Erdnké, 1971; Elfvin and Dalsgaard, 1977); la
presencia de neuronas ganglionares colinérgicas (Sjoqvist, 1963; Lindh et al, 1986,
Morales et al, 1995).

A este respecto, los datos encontrados en nuestro laboratorio (Nozdrachev et al,
2002, en prensa) sugieren que el ganglio estelar (GE) del gato no es un simple centro
de relevo donde la informacion eferente que va hacia los érganos internos tiene una
conexién sinaptica de prendido o apagado, sino que es un importante centro integrativo
en donde estan presentes circuitos eferentes y aferentes, ya sea de paso o haciendo
sinapsis con las neuronas del ganglio; asimismo, ademas de las vias aferentes

preganglionares, desde médula espinal, también se encuentran aferencias desde la
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médula oblongada, los ganglios espinales y los ganglios intramurales, estas ultimas
conexiones sugieren la posibilidad de la existencia de arcos reflejos viscera-viscera, lo
que sugiere que este ganglio juega un papel determinante en la regulacion de la

actividad visceral. (Fig 1)
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Figura 1. Esquema de las relaciones interneuronales de GE del gato y sus conexiones con diferentes
partes del sistema nervioso: (1) neuronas principales del GE, (2) interneurona intraganglionar, (3)
neurona del GE que proyecta al ganglio espinal y que probablemente continda (lineas punteadas) hasta
las raices dorsales, {4) interneurona interganglionar del ganglio intramural que proyecta hacia el GE-(5)
neurona sensorial del ganglio espinal, (6) neurona simpatica preganglionar, (7) neurona eferente de la
formacion reticular y del nucleo motor de la médula oblongada. (tomado de Nozdrachev et al, 2002, en
prensa)

En relacién con la farmacologia de los ganglios simpaticos, también a partir de la
década de los 60, se describidé que ademas de la acetiicolina (ACh, por sus siglas en
inglés) y la noradrenalina (NA, por sus siglas en inglés), en los ganglios se

almacenaban otras sustancias bioactivas como aminas, purinas, gases y una gran




variedad de péptidos (Burnstock et al, 1964; Hokfelt et al, 1977; Hokfelt et al, 1986), las
cuales podian actuar inhibiendo o facilitando la actividad desencadenada por estos dos
transmisores sobre sus células o tejidos blanco; a esta propiedad de la sinapsis se le
dio el nombre de cotransmision o neuromodulacion.

A os neurotransmisores principales como la ACh y la NA se les llamé
transmisores clasicos y a los otros mensajeros se les denomind cotransmisores ©
neuromoduladores (Kupfermann, 1991). La cotransmision dio lugar a la reconsideracion
de los cddigos quimicos de la transmision sinaptica ganglionar, ya que a partir de
entonces se tuvo que describir una via o un nucleo de neuronas por la presencia no
s6lo de su transmisor clasico, sino también por la combinacidén de sus cotransmisores.

En este trabajo revisamos el codigo quimico, presencia del transmisor principal
ACh y de los péptidos cotransmisores neurotensina (NT por sus siglas en inglés) y
Metionina-encefalina (Met-ENK por sus siglas en inglés), en la sinapsis ganglionar
simpatica establecida entre los botones de las terminaciones axénicas de las neuronas
preganglionares, cuyos somas se encuentran en el nlcleo intermediolateral de la
médula espinal, y, las dendritas y somas de las neuronas principales deil ganglio, las
cuales mandan sus axones al musculo liso de visceras, glandulas y vasos sanguineos,

asi como al musculo cardiaco (McLachan, 1995) (Fig.2).
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Figura 2. Esquema del ganglio simpatico. Se muestran las terminaies preganglionares y los axones de
las neuronas principales del ganglio que inervan al érgano blanco, asi como la sinapsis que se establece

entre estos dos grupos de células.

Con respecto a las terminales preganglionares que vienen de médula espinal, se
sabe que ademas de ACh, almacenan y liberan de sus botones sinapticos, varios
péptidos (Gibbins, 1992; Elfvin et al, 1993; Benarroch, 1994; Morales et al, 1995;
Klimaschewki et al, 1996; Lundberg, 1996), también se ha demostrado que pueden
coalmacenar en el mismo botdon mas de un péptido como por ejemplo, el polipéptido
vasoactivo intestinal (VIP, por sus siglas en inglés) y el péptido del gen relacionado con
la calcitocina (CGRP, por sus siglas en inglés) (Morales et al, 1995).

Aunque se ha descrito una gran cantidad de péptidos en las sinapsis
ganglionares, aln no se conoce el efecto modulador de todos ellos. Una caracteristica
de los péptidos detectados en los ganglios autonémicos es su distribucion heterogénea
(Gibbins, 1992; Heym et al, 1993) lo que sugiere que las neuronas ganglionares estan

sometidas a diferentes influencias modulatorias, dependiendo de la combinacion de
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mensajeros que las contactan (Gibbins, 1992). Este autor describe cuatro grupos de
inervacion preganglionar en los ganglios lumbares de cobayo:

1) fibras que contienen sustancia P (SP, por sus siglas en inglés) y se asocian a la
inervacion de neuronas ganglionares no adrenérgicas que contienen VIP vy
neuropéptido Y (NPY, por sus siglas en inglés) y que proyectan hacia los vasos
sanguineos (vasodilatadoras); 2) fibras que contienen CGRP que inervan neuronas
ganglionares adrenérgicas y que proyectan hacia los lechos vasculares del musculo
esquelético (vasoconstrictoras). 3) fibras que contienen encefalinas que inervan todos
los tipos de neuronas ganglionares y 4) fibras que contienen VIP que inervan neuronas
adrenérgicas que contienen NPY y que proyectan hacia la piel (pilomotoras).

En el presente trabajo analizamos el proceso de cotransmisién en la sinapsis del
ganglio simpatico estelar del gato. Se sabe que en las terminaciones preganglionares
de este ganglio, estan presentes ACh y varios péptidos como somatostatina (SS, por
sus siglas en inglés), NT, SP, VIP, factor liberador de corticotropina (CRF, por sus
siglas en inglés), leucina encefalina (Leu-ENK por sus siglas en inglés) y Met-ENK,
(Bachoo et al, 1987; Morales et al, 1993).

De entre estos pépfidos nosotros analizamos a la NT y a la Met-ENK, los cuales
tienen una funcion neuromodulatoria antagdnica; mientras la Met-ENK inhibe la
transmision sinaptica ganglionar, la NT, la facilita (Prosdocimi et al, 1986; Bachoo et al,
1988; Zhang et al, 1995). La manera en como estos péptidos interactian con la ACh
para ejercer su efecto neuromodulatorio no ha sido del todo dilucidada. Existe la duda
de si la ACh es coalmacenada con los péptidos en los mismos botones axonicos y de

ahi son liberados diferencialmente de acuerdo a la frecuencia de estimulacién; o si por
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el contrario, se almacenan en botones diferentes, los cuales pudieran converger sobre
las mismas neuronas.

La investigacion que aqui se presenta sobre la cotransmisién ganglionar de ACh,
NT y Met-ENK, incluye el analisis de: a) la posible presencia de vias o patrones de
distribucion regional de la inervacién colinérgica y peptidérgica; b) la presencia de
colocalizacion vs complementaridad como patron de organizacion en la inervacion de
estos dos péptidos; ¢) la dinamica de liberacion de ambos péptidos, en particular la
dependencia de la frecuencia de estimulacion; y d) la internalizacion de estos péptidos
en sus neuronas blanco.

ANTECEDENTES

Neurotensina y Metionina encefalina

La NT y la Met-ENK son péptidos ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso (Hwiett et al, 1981; Shi & Bunney, 1992). Para ia NT se han descrito dos tipos
de receptores, uno de alta afinidad (NT1, Ks= 0.13 nM) y otro de baja afinidad (NT2, Kq4
= 2.4 nM), los cuales pueden ser bloqueados por el antagonista competitivo SR4869
(Kitabgi et al, 1987, Gully et al, 1993, Mazellla et al, 1996),. Estos receptores
membranales son receptores acoplados a proteinas G, la union de la NT a sus
receptores tiene tres efectos: 1) incremento del GMPc; 2) decremento del AMPc; y 3)
incremento de la concentracion intracelular de IP3 (Vincent, 1992).
Una vez liberada, la NT es degrada por una peptidasa llamada 3.4.24.16 o neurolisina
que puede ser secretada por los astrocitos o estar asociada a la membrana
postsinaptica y degradar a la NT en la hendidura sinaptica, asimismo se ha encontrado
esta enzima en el citosol o asociada a membrana de mitocondrias, por lo que el péptido

puede ser degradado en el interior de la célula (Vincet et al, 1996; Rioli et al, 1998).
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Otro mecanismo de inactivacion de la NT es |a internalizacién del complejo NT-
receptor en sus células blanco, este proceso de internalizacién se ha demostrado in
vitro y con NT exégena en distintas areas del sistema nervioso incluido el GE del gato,
(Alonso et al, 1994; Beaudet et al, 1994; Chabry et al, 1994; Faure et al, 1995; Bachoo
et al 1996).

Este fendmeno de internalizacion del complejo NT-receptor es dependiente de
tiempo y de temperatura, el proceso de endocitosis es mediado por clatrina y se lleva a
cabo desde las dendritas hasta ia region perinuclear (Beaudet et al, 1994; Faure et al,
1995, Vandenbulke et al, 1998).

En cuanto a la Met-ENK, se han descrito tres receptores: u, ¥ y §; la activacion
del receptor «k inhibe la conduccion de Ca'" a través de canales sensibles a voltaje, los
receptores 8 y p por su parte, inhiben a la adenil ciclasa. Estos efectos pueden ser
bloqueados por la accion de la naloxona, antagonista de los tres receptores (Benarroch,
1994, Klimaschewki et al, 1996). La Met-ENK tiene una afinidad diferente para cada uno
de los receptores a opioides: la Kq para el receptor § es de 4.4 nM, para el u es de 8 nM
y para el kes de 835 nM (Chang & Cuatrecasas, 1981).

Una vez que la Met-ENK se libera de las terminales presinapticas, es degradada
por la peptidasa 24.11 o encefalinasa en el espacio intersinaptico (Waters et al, 1995).
Aunque se ha descrito la internalizacién de los receptores a opioides tanto in vivo como
in vitro en sus células blanco (Sternini et al, 1996; Keith et al, 1998), hasta ahora sdlo
hay un reporte sobre la internaiizacién de la Met-ENK en sus células blanco después de

tratamiento crénico con morfina en cultivos primarios de neuronas corticales de rata y



se cree que este proceso de internalizacion se da través de receptores tipo 3 (Cahill et
al, 1999).
Efectos modulatorios ganglionares de la NT y Met-ENK

Como se menciond anteriormente, en relacion con la NT, se ha reportado que las
terminales preganglionares del GE del gato son inmunoreactivas al péptido (Bachoo et
al, 1987, Caverson et al, 1989; Morales et al, 1993; Carbd et al, 1997). Este
neuropéptido puede ser iiberado en una manera dependiente de calcio, ya sea por
despolarizacién con alto K' o por estimulacién eléctrica a 10 Hz o frecuencias mas
altas; adicionalmente, si la estimulacion eléctrica se prolonga por mas de 10 min, la
liberacion de la NT alcanza hasta un 65% y las terminales recuperan su contenido
original en un periodo de 6-8 dias (Maher et al, 1991; Maher et al, 1994).

Con respecto al efecto modulatorio de la NT, se ha reportado que este péptido
facilita ta transmisién sinaptica ganglionar, esta facilitacion en el GE, tiene como
consecuencia un aumento en la frecuencia cardiaca (Bachoo et al, 1987).

En cuanto a la Met-ENK, se ha reportado su presencia en las terminales
preganglionares tanto del ganglio cervical superior y estelar de rata y de gato
(Prosdocimi et al, 1986; Lindth et al, 1988; Morales et al, 1995).

La Met-ENK puede ser liberada de manera dependiente de calcio tanto por una
despolarizacion con alto K* , como por estimulacién eléctrica a frecuencias bajas de
entre 0.2-5 Hz (Zhang et al, 1993); su liberacidn produce una inhibicidn de la
transmisidn sinaptica ganglionar. Al igual que la NT si la estimulacién eléctrica se
sostiene por varios minutos (80 min.), el efecto de inhibicion desaparece, lo que sugiere

un vaciamiento del péptido.



La inhibicidon de la transmision ganglionar en el caso del GE, se fraduce en un
descenso de la frecuencia cardiaca (Prosdocimi et al, 1986, Zhang et al, 1995).
Ademas, se ha demostrado que tanto la aplicacion exégena como la liberacion
endogena de este péptido inhibe la liberacién de Ach de las terminales preganglionares

(Zhang et al, 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una serie de preguntas relevantes de la biologia celular surgen al estudiar la
cotransmision y neuromodulacion sinaptica, en este trabajo investigamos algunas de
ellas:

Dada la naturaleza colinérgica de la transmisién ganglionar y la coexistencia de
varios cotransmisores en los mismos botones, nos preguntamos si en estos botones
colinérgicos coexisten péptidos con funcidén modulatoria antagdnica, como la NT y Met-
ENK. Como alternativa a esta coexistencia pudiera darse que cada uno de estos dos
péptidos se almacene en botones diferentes. Ambas alternativas conllevan al
cuestionamiento de cémo se alcanza el adecuado balance de estos efectos
modulatorios antagonicos. En el caso de la coexistencia, deberia de existir algun
mecanismo diferencial de liberacion (por ejemplo, dependencia de la frecuencia y
duracién de la estimulacidn), aunque también el balance pudiera llevarse a cabo
postsinapticamente (por ejemplo de acuerdo al tipo y distribucion de receptores). Para
la situacién de almacenamiento en botones distintos, seria de esperarse algun patron
especifico de distribucion topografica de la inervacidon, que produzca este balance.

Adicionalmente y en relacion con los mecanismos de accion de los péptidos, nos
preguntamos si la internalizacidon por las neuronas blanco, reportada para los péptidos
aplicados exdgenamente, es vdlida para el casc de los péptidos enddgenamente

liberados; y si esta internalizacion es dependiente del acople péptido-receptor.
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HIPOTESIS

- Dada la capacidad de las terminales presinapticas para ejercer un efecto modulatorio
de facilitacidn-inhibicion a través de cotransmisores de funcién antagdnica, es de
esperarse que exista una estrecha regulacion de este balance, esto puede lograrse
gracias a:

e Que existan botones con cada transmisor, que inerven diferencialmente a la
poblacion ganglionar &

¢ que haya coexistencia en los mismos botones y que los péptidos se liberen con
activacion distinta ¢

+ que la liberaciéon sea indiferenciada y que la selectividad dependa de las neuronas
blanco
- Dentro del proceso de inervacidon peptidérgica, la internalizacion neuronal de
algunos péptidos puede ser una etapa de enlace entre el acople al receptor y la

senalizacion celular.

OBJETIVO
Para entender mejor los posibles mecanismos de transmisién peptidérgica, en
este trabajo estudiamos con simple y multiple marcaje inmunofluorescente, microscopia
confocal y procesamiento digital de imagenes, si existe 6 no colocalizacion de la ACh,
NT y Met-ENK en los mismos botones y si estos botones siguen un patron especifico de
distribucion topografica a lo largo del ganglio; por otra parte exploramos la dinamica de

liberacion de estos péptidos, particularmente su dependencia de frecuencia de
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estimulacion y finalmente la posible internalizacion neuronal postganglionar de ambos

péptidos como parte de su efecto neuromodulatorio sobre las células blanco.

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizaron para todos los experimentos ganglios estelares (GE)
de gatos de uno y otro sexo (2.5-4.5 Kg). En los experimentos de estimulacion y de
denervaciéon se usé un ganglio como control (no estimulado o no denervado) y el
contralateral como ganglio experimental (estimuiado o denervado).

Procedimiento quirtirgico.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (35 mg/Kg-i.p.
seguida de una dosis de mantenimiento de 3 mg/Kg x h, i.v.), traqueostomizados y
ventilados artificialmente despues de ser paralizados con Ibromuro de pancuronium
(dosis inicial de 200 ug/Kg i.v. y una dosis de mantenimiento de 100 ng/Kg cada dos
horas i.v.). Se canalizaron la arteria y vena femoral para el registro continuo de la
tension arterial y para la administracion de drogas respectivamente. La temperatura
medida rectalmente fue mantenida a 36-37°C con calor local. Con una incision entre la
primera y segunda costilla, y después de remover los musculos intercostales y la
segunda costilla, se identificod el ganglio estelar sobre la pleura.

Denervacion preganglionar, experimentos cronicos.

Con el objeto de confirmar ia presencia de los tres transmisores en las terminales
preganglionares, en algunos experimentos (n=14), los animales fueron entubados via
laringeo-traqueal, se denervd uno de los GE a través de seccionar la cadena simpatica

toracica desde la rama comunicante blanca toracica (T2) a T4, se cerrd la herida y se le
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dio cuidado postoperatorio con antibiéticos y analgésicos. Después de 7 dias, los
animales se perfundieron y extrajeron los ganglios para procesarios para
inmunofluorescencia (ver mas adelante).

Estimulacion eléctrica.

En 10 animales, una vez identificado el ganglio, se expuso la cadena simpatica
de T2 a T4. La estimulaciéon eléctrica se aplico a través de un par de electrodos
bipolares de plata en forma de ganchos colocados uno en la cadena toracica simpatica
que incluyé T3WR y T4WR vy el otro en T2WR. La estimulacién consistié en trenes de
pulsos cuadrados de 0.5 ms de duraciéon, generados desde un estimulador Grass S88 a
través de una unidad de aislamiento, a dos frecuencias: 5§ y 40 Hz por 160 y 20 minutos
respectivamente con el propdsito de mantener el mismo numero de pulsos (48,000
pulsos) en las dos condiciones experimentales. Para probar la correcta estimulacién, la
frecuencia de la respuesta cardiaca fue continuamente registrada en un tacégrafo
Grass, generada por el pulso de la tension arterial Sélo se estimulé un ganglio, el
contralateral se usd como control o no estimulado.(Fig 3). Con la finalidad de evitar la
interferencia de actividad de fibras pregangliénicas que posiblemente tengan
conexiones interganglionares, y de suprimir toda actividad central, se denervaron las
fibras preganglibnicas de ambos ganglios (estimulado y control) antes de empezar la

estimulacion eléctrica.
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Figura 3. Esquema de la estimulacion eléctrica de las fibras pregangiiénicas del GE izquierdo del gato, a)
se muestra el ganglio con sus diferentes nervios, asi como la localizacién de los electrodos, b) registro de
la frecuencia cardidca. Cuando comienza la estimulacion (flecha izquierda) se produce un aumento de la
frecuencia que se mantiene durante la estimulacién y regresa a niveles basales (fleacha derecha) cuando
ésta termina. Escala; 2 min.

Uso del antagonista de NT no péptidérgico SR48692.

Con el objeto de analizar la posibilidad de que la internalizacién de la NT fuera
un proceso mediado por su receptor, en algunos experimentos (n=10), se aplicd el
antagonista no peptidico a receptores de NT SR48692 (donado por D Gully) una hora
antes de la estimulacion (75 ug/Kgi.v).

Fijacién del tejido.

Veinte minutos después de haber finalizado la estimulacion, los animales se
perfundieron transcardiacamente con 300 mi de una solucién amortiguadora de fosfatos
(0.01 M, PB pH 7.4) por 3 min seguida de 1000 ml de una solucién PB 0.1 M mas

paraformaldehido al 2% y acido picrico al 0.18% pH 7.4, 300 ml por 3 min y 700 ml por
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45 min. Después de la perfusién los ganglios fueron extraidos, se les removi6 el tejido
conectivo y se les coloco para postfijacion en la misma solucion por 12 hrs para luego
crioprotejerios por inmersién en una solucién de sacarosa al 30% hasta que el tejido
alcanza el fondo de la solucion (12 hrs).

Andlisis de la dependencia de frecuencia y tiempo en la liberacion e
internalizacion de NT.

Para determinar las posibles diferencias entre la liberacion de NT a diferentes
frecuencias se analizaron cortes de GEs de experimentos de frecuencias de 40 (n=5) y
5 (n=5) Hz con y sin la aplicacién del antagonista SR48692. Con la finalidad de estudiar
si la intemnalizacién de la NT pudiera ser un fenémeno dependiente de tiempo, en
algunos experimentos de 40 Hz (n=8), los gatos se perfundieron después de diferentes
tiempos luego de haber terminado la estimulacién: a ios 0, 20 120 min y a las 24 hs.
Para los experimentos de 24 hs, una vez terminada la estimulacién se cerrd la herida y
se dio cuidado postoperatorio.
inmunofiuorescencia.

En un criéstato a -20 °C, se hicieron cortes longitudinales de 14 um de cada
ganglio, que fueron colocados en laminillas recubiertas con gelatina procesados para
inmunofiuorescencia con el siguiente procedimiento: los cortes fueron preincubados por
una hora con suero normal de cabra al 10% o con albumina bovina al 5% e incubados
con el anticuerpo primario toda la noche para series de simple inmunofluorescencia
contra: colina acetil-transferasa (ChAT por sus siglas en inglés) como marcador de
ACh, Met-ENK y NT; para doble marcaje contra: ChAT y Met-ENK, ChAT y NT, ChAT y
TH, Met-ENK y NT, Met-ENK y TH, NT y TH; para triple marcaje contra Met-ENK, NT y
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TH. Después de tres lavados de 10 min con PBS 0.01M, los cortes se incubaron con el
anticuerpo secundario por dos horas. Luego de tres lavados de 10 min cada uno con
PBS 0.01 M, los cortes fueron montados con el medio de montaje antidesvanecimiento
de fluorescencia vectashield (Vector).

Para algunos de los experimentos de marcaje contra Met-ENK, los cortes se
contratifteron con azul de Evans el cual, ademas de ser visible en color azul en campo
claro, en fluorescencia se observa en rojo con el filtro de excitacién/emisién de 568/585
nm. Como control, algunos cortes de cada ganglio se procesaron siguiendo todos los
pasos descritos anteriormente con excepcion de la incubaciéon del anticuerpo primario.

Los anticuerpos usados para el marcaje inmunofluorescente se presentan en la tabla 1.

TablA 1.Anticuerpos usados para el marcaje inmunofiuorescente

Antisuero contra Tipo de anticuerpo Acoplado Dilucién Origen
Primario
NT (sintético) rata policlonal - 1:500 Protos Biotech New
York, NY
NT (oveja) conejo policional —_ 1:500 Incstar. Stilliwater
MN
Met-ENK (oveja) conejo policional .- 1:1000 Donado por M. Asai
ChAT (humano) cabra policlonal - 1:.250 Chemicon.
Temecula CA
TH (rata) ratén monoclonal -—- 1:25 Chemicon.
Secundario
a IgG de conejo cabra FITC 1:500 Sigma. St. Louis,
MO
a IgG de rata cabra FITC 1:500 Accurate. Westbury,
NY
o lgG de conejo cabra Texas Red 1:200  Vector. Burlingame,
CA
o IgG de cabra conejo FITC 1:50 Zymed. San

Francisco CA
o IgG raton cabra Cy5 1:100 Zymed
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Anélisis morfolégico semicuantitativo de la presencia, distribucion y liberacion de
transmisores.

Tanto para los estudios de frecuencias como para los experimentos de
distribucién topogréafica, con los sistemas de analisis de imagenes HistocomX (Biocom)
y Metamorph (Universal Image Co), la inmunofluorescencia generada por los procesos
celulares se separd de los niveles de grises del fondo de ia preparacién a través de
establecer un umbral de intensidad de luminosidad determinado visualmente para cada
preparaciéon, sélo las areas con intensidad de luminosidad sobre umbral fueron
analizadas.

Para determinar la distribucion topografica de las fiboras IRChAT, IRNT e IRMet-
ENK se usaron 14 animales: 7 con simpie inmunomarcaje fluorescente contra ChAT y 7
con doble inmunomarcaje fluorescente simuitaneo contra NT y Met-ENK. Se tomd un
corte de una serie de varios cortes sobre el eje medio lateral seleccionado al azar y se
analizé a bajo aumento. Para ello, el corte del ganglio que incluyd el area total, se
dividi6 en cuatro regiones iguales: caudal (A), dorsomediai (B), craneal (C) y
ventromedial (D) las cuales corresponden a las zonas cercanas a las principales
conexiones del ganglio, llamadas tercera (T3) y segunda (T2) ramas toracicas
comunicantes blancas, nervio cardiaco (CN por sus siglas en inglés) y nervio vertebral
(VN por sus siglas en inglés) respectivamente. E! valor de la inmunorreactividad en el
total de cada corte, medido como el valor de gris (correpondiente a la intensidad de la
fluorescencia) se tomé como el 100% y la cantidad de inmunorreactividad encontrada
en cada region se expresé como porcentaje de dicho valor total. Las diferencias de la
inmunorreactividad entre los tres transmisores se determinaron calculando vy

comparando el porcentaje del area total del ganglio ocupada por la inmunorreactividad
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para cada uno de los mensajeros, las comparaciones se hicieron con una prueba t de
Student no pareada.

Para los experimentos de liberacion e internalizacién dependiente de frecuencia
y tiempo, de cada una de las regiones del ganglio se eligieron con el aumento de 20X
dos zonas representativas para analizar (8 por corte). E! nivel de luminosidad int.egrado
producido por la inmunorreactividad de las terminales de las preparaciones control
(ganglios no estimulados) se tomé como el 100%; los datos de la inmunorrreactividad
de las terminales de las preparaciones de las otras dos condiciones (ganglios
estimulados con y sin el uso del antagonista al receptor de NT) se expresaron como
porcentaje del valor de las preparaciones control. Las comparaciones se hicieron con
una prueba t de Student no pareada.

Andlisis confocal.

Aigunos cortes seleccionados de ganglios experimentales y control y
experimentos de estimulacién con 40 Hz con y sin el uso del antagonista a receptores
de NT y con diferentes tiempos de perfusion, se observaron en un microscopio Nikon
invertido (60X) acoplado a un sistema confocal de dos lassers, Kripton y Argén (Biorad).
De cada regidén observada se obtuvieron cortes opticos seriados de 1 um de grosor
sobre el eje Z que fueron colectados en una longitud de onda para los de una sola
marca y de dos 6 tres para los de doble y triple marca, con los niveles de
excitacion/emision correspondientes para FICT (488/522 nm), Texas Red (56/-585 nm)
y Cy5 (647/680 nm). Las imagenes digitalizadas fueron procesadas con el programa
Confocal Asistant en donde las imagenes se proyectaron en un plano bidimensional y

se hizo un montaje usando un despliegue de pseudocolor que muestra FITC en verde,
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Texas Red en rojo y Cy5 en azul. La sobreposicion de las marcas dio los siguientes
colores: amarillo para verde-rojo, violeta para rojo-azul, turqueza para verde-azul y

blanco para cuando habia coincidencia de los tres colores.
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RESULTADOS
1. Presencia de terminales presinapticas inmunorreactivas a Ach.

Con inmunofluorescencia se confirmé la presencia de inmunorreactividad a ChAT
(IRChAT) en las fibras preganglionares del GE del gato. En preparaciones control
encontramos una extensa y abundante red de fibras en forma de cadenas en el
neuropilo entre las neuronas principales inmunorreactivas a TH (IRTH) a lo largo de
practicamente todo el tejido ganglionar. Estas redes estan formadas por paquetes
de muchas fibras 0 de unas cuantas distribuidas homogeneamente en todo el
ganglio (fig 4). Sin embargo, cuando las preparaciones se observan a un mayor
aumento, encontramos que esta distribucion no es homogénea, observamos células
que estan inervadas de manera diferente por las fibras IRChAT: mientras unas estan
abundantemente rodadas, hay otras que practicamente no estan asociadas a estas
fibras (Fig 4 a y b). Asimismo, la inmunorreactividad a ChAT se encontré en somas
de algunas neuronas ganglionares, las cuales también estan rodeadas por fibras
IRChAT, estas neuronas son escasas, alrededor de 1% de la poblacion total y se
encuentran por todo el ganglio (Fig 4 a y ¢) y aunque la mayoria de estas células
son TH negativas, encontramos que algunas de ellas son positivas a ambos
transmisores simultaneamente (Fig 4 ¢ y d). El origen preganglionar de las fibras
IRChAT se confirmé denervando los axones preganglionares por siete dias, lo cual

eliminé casi por completo la inmunorreactividad a ChAT (Figd ey f).
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Figura 4. Micrografias de fluorescencia e imagenes de microscopia confocal de cortes del GE del gato
marcadas contra ChAT (a, c y e) y TH (b, d y f) simultaneamente. Se encontraron dos patrones de
distribucién principales: en (a) y (b) se distinguen paquetes de fibras gruesos o delgados cercanos a las
células ganglionares IRTH (flechas), ndtese que estos paquetes de fibras también estan cercanos a
neuronas IRChAT y TH negativas (cabezas de flecha). Al andlisis con microscopia confocal se
encontraron dos tipos de neuronas ganglionares IRChAT (c, d), células reactivas a ChAT y TH
simultaneamente (flechas) y células reactivas s6lo a ChAT (cabezas de flecha). En (@) se muestra el
patrén de distribucién de la IRChAT en una seccién control de todo el ganglio, la denervacién de los
axones preganglionares siete dias antes, suprimid casi por completo la inmunomarca de ChAT (f). Cal:
50 um para a-b, 25 ym para c-d y 500 um para e-f. (Tomada de Jiménez et al, 2002)
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2. Presencia de terminales pregangliénicas inmunorreactivas a NT.

Con inmunofluorescencia confirmamos la presencia de inmunorreactividad a NT
(IRNT) en las fibras preganglionares del GE del gato. En preparaciones control la marca
se encontré como una red de fibras IRNT que corre por el neuropilo distribuidas de una
manera heterogénea en el ganglio, con una densidad mayor en las zonas cercanas a la
salida del nervio vertebral y a la entrada de T2 y T3 (Fig 5 A). En las preparaciones
analizadas a mayor aumento se encontraron patrones distintos de distribucion de estas
fibras: paquetes gruesos de fibras cercanas a las neuronas principales del ganglio,
cadenas finas o gruesas rodeando una o un grupo de células ganglionares reactivas a
TH; no se encontraron somas IRNT (Fig 5 B, D). El origen preganglionar de ia NT se
confirmé denervando los axones preganglionares por siete dias, lo cual eliminé por

completo la IRNT (Fig 5 C)

3. Presencia de terminales pregangliénicas inmunorreactivas a Met-ENK

Con inmunofluorescencia confirmamos la presencia de inmunorreactividad a
Met-enk (IRMet-ENK) en las fibras preganglionares del GE del gato (Fig 6 y 7). Se
encontraron fibras IRMet-ENK de diferentes longitudes y grosores, las cuales corren a
lo largo del neuropilo al lado o rodeando un grupo o una sola neurona ganglionar
reactivas a TH. También encontramos estas fibras formando circulos concéntricos
airededor de una sola neurona, estas neuronas son en su mayoria TH negativas y
ChAT positivas (Fig 6 a-b y 7 d-e). Con analisis al confocal a través del eje Z
encontramos que estos circulos muestran un arreglo espiral, que se extiende en todo el
grosor del corte (14 um) (Fig 7 a-c). Asimismo encontramos algunos somas de las

neuronas principales del ganglio positivos a Met-ENK, rodeadas por una abundante



TESIS CON
23 FALLA DE ORIGEN

cantidad de fibras IRChAT, de estas neuronas, la mayoria son TH positivas con

diferente nivel de inmunorreactividad, pero también se encontraron neuronas IRMet-
ENK y negativas a TH (Fig 6 c-d). El origen preganglionar de la IRMet-ENK se confirmo

denervando los axones preganglionares por 7 dias, lo cual eliminé casi por completo la

marca a Met-ENK (Fig6eyf)

Figura 5. Micrografias de fluorescencia de cortes del GE del gato inmunorreactivas a NT(A,Cy D)y TH
(B) simultaneamente. (A) patrén de distribucion de la IRNT en una seccién control de todo el ganglio,
nétese una mayor densidad en las zonas cercanas a la salida del nervio vertebral (VN) y de la entrada de
las principales aferencias al ganglio T2 y T3 en contraste con la ausencia de estas fibras en la salida del
nervio cardiaco (CN). (C) la denervacion de los axones preganglionares siete dias antes eliminé por
completo la IRNT. En una preparacién con doble marcaje simultaneo contra TH (B) y contra NT (D) se
muestran los patrones de distribucion de ia IRNT; paquetes de muchas fibras cercanas a las neuronas
v IRTH (flechas), fibras IRNT rodeando dos o mas células reactivas a TH (flechas delgadas) o una sola
neurona (cabezas de flecha). Cal: 500 pum para A-C y 50 um para B-D. ( Tomada de Zetina et al, 1999)
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Figura 6. Micrografias de fluorescencia e imagenes de microscopia confocal del GE del gato marcadas
contra Met-ENK y TH. Se encontraron dos patrones de distribucién de la IRMet-ENK (a, b), fibras
delgadas que corren entre las células principales de! ganglio IRTH y fibras en formaciones circulares
concéntricas alrededor de neuronas TH negativas (flechas delgadas). Con analisis con microscopia
confocal se encontraron dos tipos de neuronas ganglionares IRMet-ENK (c, d), células reactivas a Met-
ENK y a TH simultaneamente (flechas) y células reactivas s6lo a Met-ENK (cabezas de flecha). E!|
patron de distribucion de la Met-ENK en una seccién control del ganglio tomada a bajo aumento se
observa en (e), la denervacion siete dias antes suprimié casi por completo la inmunomarca de Met-ENK
sin afectar la de TH (f). Cal: 50 um para a-b, 25 um para c-d y 100 pm para e-f (Tomada de Jiménez et al,

2002).
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Figura 7. Imagenes de microscopia confocal de cortes del GE del gato reactivas a Met-ENK y ChAT. (a-
c) cortes 4, 8 y 12 de una serie de 12 cortes 6pticos (1 um) reactivos a Met-ENK (verde) y contrateriidos
con azul de Evans (ilustrada por seudocolor en azul), ndtese la formacion circular de fibras IRMet-ENK
alrededor de los somas celulares. Cortes con doble marcaje inmunofiuorescente simultaneo contra ChAT
(c) y Met-ENK (d) donde se muestra una neurona IRChAT (asterisco) rodeada por fibras IRChAT e
IRMet-ENK. Cal: 25 um (Tomada de Jiménez et al, 2002, en presnsa)

4. Otros efectos de la denervacion de los nervios preganglionares

Ademas de la remociéon de las fibras IRChAT, IRNT e IRMet-ENK, con la
denervacion de los nervios preganglionares por siete dias encontramos un aumento de
un 50% de neuronas IRMet-ENK asi como la aparicion de neuronas IRNT. Estas
neuronas reactivas a NT fueron muy pocas, menos del 1% de la poblacién total y como
en el caso de las neuronas IRChAT e IRMet-ENK, encontramos también algunas
simultaneamente reactivas a TH y otras sdlo reactivas al péptido; en el ganglio
contralateral (inervado) no encontramos neuronas IRNT. Otro efecto de la denervacién

fue el incremento aunque moderado, de las neuronas IRChAT acompaiado de un
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correspondiente decremento de las neuronas positivas a TH, asimismo se encontré que

en el ganglio inervado, las pocas células simultaineamente reactivas a ChAT y TH se

incrementaron de manera considerable después de la denervacion (Fig 8)
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Figura 8. Micrografias de fluorescencia de cortes del GE del gato con doble marcaje simultaneo contra
ChAT y TH, Met-ENK y TH y NT y TH donde se muestra el efecto de la denervacién sobre la IR de las
células. En el caso de la ChAT se increment6 el nimero de células simulténeamente reactivas a ambos
transmisores (flechas) y positivas sélo a ChAT (cabezas de flecha) (a-b). El mismo efecto de aumento
en ndmero se encontrd para las células IRMet-ENK de ambos tipos, TH positivas (flechas) y negativas
(cabezas de flecha) (c-d). En relacién a la NT, se encontré la aparicién de células IRNT tanto TH
positivas (flechas) como TH negativas (cabezas de flecha) (e-f). Cal: 50 um (Tomada de Jiménez et al,

2002).
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5. Co-localizacién de inmunorreactividad de ChAT con NT y Met-ENK.

Con doble inmunomarcaje fluorescente simultaneo contra ChAT y NT o contra
ChAT y Met-ENK y analisis con microscopia confocal, encontramos que ia mayoria de
los botones a lo largo de todo el tejido ganglionar presentan una inmunorreactividad
independiente a cada uno de los transmisores con muy poca co-localizacion entre ellos
(Fig 9). Aun en las regiones donde se encuentra una gran cantidad de fibras IRChAT,
éstas no co-localizan ni con NT ni con Met-ENK; asimismo se observaron botones

reactivos a cada uno de los péptidos pero negativos a ChAT.

6. Co-localizacion o confluencia de fibras inmunorreactivas a NT y Met-ENK

Con triple inmunomarca simultanea (NT, Met-ENK y TH) y con analisis con
microscopia confocal observamos un intrincado patrén de distribucion de IRNT e IRMet-
ENK con escasa presencia de botones con coexistencia de ambos péptidos. Los
botones inmunorreactivos a cada uno de los péptidos se encuentran en una confluencia
espacial entre ellos y con las células ganglionares formando paquetes de fibras y
botones que corren entre ellas de forma independiente (Fig 10 a-c) donde sélo muy
pocos botones muestran co-existencia de ambas inmunorreactividades (Fig 10 d-f).
Este analisis con microscopia confocal nos permitid detectar una aposicién cercana de
terminales IRNT e IRMet-ENK con los somas de las células IRTH. Se encontraron en su
mayoria, neuronas preferentemente asociadas a botones inmunorreactivos a NT o a
Met-ENK (Fig 10 h) aunque también pudimos observar neuronas asociadas a ambos

péptidos simultaneamente (Fig 10 g).
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Figura 9. Imagenes de microscopia confocal con doble inmunomarcaje simultaneo de cortes del GE del
gato (cortes épticos de 1 um) inmunorreactivas a ChAT ( Texas Red, rojo), a NT y Met-ENK (FITC, verde)
donde se muaestra la localizacion y colocalizacién de las fibras reactivas a los tres transmisores. (a y d)
fibras IRChAT negativas a NT o Met-ENK (flechas delgadas). Fibras IRNT (c) e IRMet-ENK (f) negativas
a ChAT (flechas gruesas). (b y @) sobreposicion digital de ambos canales (verde y rojo) en donde los
puntos amarillos (cabezas de flecha) corresponden a los bolones en los que coexisten los dos
transmisores. Cal: a-c 15 um, d-f 25 um (Modificada de Jiménez et al, 2002)
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Figura 10. imagenes de microscopia confocal con triple inmunomarcaje simulténeo de cortes del GE del
gato inmunorreactivas a NT (FITC, verde), Met-ENK ( Texas Red, rojo) y TH (Cy5, azul) La hilera a-c
muestra una seleccion de cortes 6pticos de diferente nivel sobre el eje Z (3, 6 y 10 de una serie de 14
cortes de 1 um, grosor del corte 14 um) en donde se observa que aunque las fibras IRNT (flechas) o
IRMet-ENK (cabezas de flecha) corren paralelas y de manera muy cercana en un mismo paquete,
conservan su independencia. La hilera d-f muestra la co-existencia de IRNT-Met-ENK, (d) fibras reactivas
s6lo a Met-ENK (cabezas de flecha), (f) fibras reactivas sélo a NT (flechas) y (e) sobreposicion digital de
ambos canales (verde y rojo) en donde los puntos amarillos (flechas delgadas) corresponden a los sitios
en donde coexisten los dos péptidos. En (g) y (h) se distinguen tres tipos de aproximaciones de fibras y
botones raactivos a NT o Met-ENK a las neuronas ganglionares principales reactivas a TH: (1) neuronas
con acercamiento de ambos tipos de fibras (NT flechas y Met-ENK cabezas de flecha) y (2 y 3) con
acercamiento de fibras inmunorreactivas a NT o a Met-ENK. Cal: 20 um para af y 10 um para g-h

(Tomada de Jiménez et al, 2002).
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7. Patrones de distribucién topogréfica de botones IRChAT, NT, y Met-ENK

Con doble inmunomarca simuitanea para NT y Met-ENK y simple marca para
ChAT se exploré la distribucién topografica de la IRChAT, IRNT e IRMet-ENK en el
ganglio (Fig 11), para lo cual, de acuerdo al método antes descrito (ver Métodos) se
dividié el ganglio en cuatro regiones i§ual§s (A) caudal, (B) dorsomedial, (C) craneal (D)
ventromedial y se determiné el nivel de la intensidad de la fluorescencia encontrada
para cada transmisor estudiado. Se encontrdé una aparente distribucién complementaria
de botones inmunorreactivos a ambos péptidos; mientras que la IRMet-ENK es mas
abundante en las regiones ventromedial y craneal (D: 43.1 +£1.9%; C: 27.1+1.3)
comparada con las regiones dorsomedial y caudal (B: 12.4+1.2%; A: 17+1.1%, p< 0.05)
(Fig 11 b), la IRNT mostré la menor concentracidon precisamente en las regiones Dy C
(D: 10+1.2%; C: 19.110.9%) y los mayores niveles se detectaron en las regiones A y B
(A: 39.3+0.7%; B: 30+1%, p< 0.05) (Fig 11 c).Con respecto a las fibras IRChAT
encontramos una distribucién practicamente homogénea para las cauto regiones
ganglionares (A: 23.811.1%; B: 25.9+1.9%; C: 26.7+1.1%; D: 23.3+1.9%) (Fig 11 a). En
relacion con la cantidad de IR detectada para cada transmisor encontramos una
diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) entre cada uno de ellos, el porcentaje
del area ocupada por la IR fue de: 13.68+1.31% para ChAT;, de 3.20+0.33% para NT y

de sélo 0.92+0.4% para Met-ENK (Fig 11).
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Figura 11. Gréficas y figuras digitalizadas de imagenes del patron de distribucion regional de fibras
IRChAT (a), Met-ENK (b) y NT (c) en cortes del ganglic estelar del gato. El promedio y error estandar de
siete ganglios en cada grafica musestra e} andlisis digital de la distribucidon de cada inmunorreactividad (IR)
en las cuatro regiones iguales en las que fue divido el ganglio: caudal (A), dorsomedial (B), craneal (C) y
ventromedial (D), las cuales corresponden a las zonas cercanas a las principales proyecciones del
ganglio llamadas tercera (T3) y segunda (T2) ramas toracicas comunicantes blancas, nervio cardiaco
(CN) y nervio vertebral (VN). Los valores de cada regién expresan el porcentaje de la totalidad de la IR
detectada en cada corte; del lado derecho se muestra el porcentaje del area total de! corte ocupada por la
IR. La cantidad de fibras IR de cada transmisor fue significativamente diferente (p< 0.05) para cada uno
de los mensajeros de acuerdo a la siguiente relacidn: ChAT>NT>Met-ENK Con relacién a la distribucién
regional, mientras que ChAT se distribuye de manera homogénea en todas las regiones, Met-ENK y NT
muestran una distribucion significativamente diferente (p< 0.05) entre las regiones y de alguna marera
complementaria, ndtese que en las regiones donde hay mayor concentracion de Met-ENK (C y D) son las
de menor presencia de NT y viceversa. Abajo se muestran ejemplos de estos patrones de distribucién
regional en imagenes digitalizadas de cortes de ganglios en donde los puntos negros corresponden a las
fibras y terminales reactivos a cada transmisor (Tomada de Jiménez et al, 2002).

8. Liberacién e internalizacién de la NT en las neuronas ganglionares principales
por diferentes frecuencias de estimulacién eléctrica preganglionar.

En relacién con las frecuencias necesarias para liberar ia NT preganglionar, con
analisis de imagenes, hemos confirmado que la estimulacion eléctrica con 40 Hz por 20
min, reduce significativamente las fibras reactivas al péptido en relacidn con la

preparacién control (100%) a un 7.4+2.0%; asimismo encontramos que la estimulacion
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con una frecuencia de 5 Hz por 160 min también reduce significativamente fa IRNT a un
19.2+2.3% (Fig 12 y Fig 13 A, By C).

Adicionalmente hemos observado que a diferencia de las preparaciones control
(ganglio no estimulado), en el ganglio estimulado hay células que se tornan IRNT
después de la estimulacion, precisamente en las zonas donde mas se reducen las
terminales reactivas al péptido; las caracteristicas esféricas y el diametro de 40 a 50
um, indica que estas neuronas corresponden a las neuronas ganglionares principales
(Fig 13 A, B y C). Con analisis de imagenes encontramos que estas células marcadas
con NT alcanzan el 53.318.9% para 40 Hz y un 19.91+4.0% para 5 Hz de la NT control
encontrada en las terminaciones de preparaciones no estimuladas (Fig 12). La
observaciéon de células de ganglios estimulados con 40 Hz al microscopio confocal
mostré la IRNT en forma de granulos intensamente fluorescentes de distintos tamaros
(0.5-2 um) acumulados alrededor del nicleo con mayor concentracion en un polo del

perimetro nuclear (Fig 14 A, C y E).

9. Dependencia del acople de ia NT a su receptor para su internalizacion.

Para investigar el papel del acople de ia NT a su receptor en la internalizacién de
NT estudiamos el efecto del antagonista SR48692 al receptor de NT. Los ganglios
estimulados con 40 Hz, 20 min y con § Hz, 160 min, bajo el efecto del antagonista,
también mostraron una reduccién de las fibras inmunorreactivas a NT similar a la
encontrada en los experimentos sin la aplicacion del antagonista: para 40 Hz la
reduccion fue de 11.0+5.2% (7.4% sin el antagonista) y para 5 Hz fue de 38.1+9.3%

(19.2% sin el antagonista) en relacién con la medida control. (Fig 12)
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En cuanto a los somas encontramos un decremento estadisticamente
significativo, p< 0.05 en la inmunorreactrividad con respecto a los ganglios no tratados
con el antagonista: 21.0+4.4% (40 Hz) y 11.0+2.4% (5 Hz) en comparacién con
53.3+8.9% (40 Hz sin el antagonista) y 19.9+4.0% (5 Hz sin antagonista). (Fig 12 y Fig
13D yE)

E! andlisis con microscopia confocal, mostré una clara reduccion en la intensidad

de la marca a NT en gatos tratados con el antagonista (Fig 14 B, D y F).
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Figura 12, Gréfica que muestra la reduccion de fibras IRNT y la internalizacion de la NT en las céiulas
ganglionares después de una estimulacion con 40 Hz por 20 min y de § Hz por 160 min con y sin la
presencia del antagonista al receptor de NT SR48692. Las barras blancas representan el contenido de ia
NT en las terminales preganglionares, mientras que ias barras grises muestran el contenido de la NT en
los somas de las células ganglionares. Nétese que mientras las fibras IRNT son claramente reducidas en
comparacién con el 100% de las preparaciones control por ambas frecuencias de estimulacién con 40>5
Hz, el soma de ias células ganglionares se convierte en el sitio de la IRNT bajo las dos condiciones.
Como en el caso de la liberacién de las terminales preganglionares, 40 Hz muestra una mayor
internalizacion que 5 Hz. El uso del antagonista reduce significativamente este proceso de internalizacion
en ambas condiciones. *, ** diferencias significativas con una p>0.05. (Tomada de Zetina et al, 1999).
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Figura 13. Micrografias de fluorescencia del cortes de! GE del gato que muestran la reduccidn de fibras
IRNT y la internalizacién en las células ganglionares despues de la estimulacion eléctrica preganglionar
con y sin el uso del antagonista al receptor SR48692. (A) preparacién control, (B) ganglio estimulado con
40 Hz por 20 min, (C) ganglio estimulado con § Hz por 160 min, (D) ganglio estimuiado con 40 Hz +
antagonista y (E) ganglio estimulado con 5 Hz + antagonista. En estas micrografias se puede observar la
disminucién de las fibras IRNT y la aparicién de células reactivas al péptido (B y C) y la disminucién de la
intensidad de los somas marcados después del uso del antagonista (D y E). Cal: 50 um. (Tomado de
Zetina et al, 1999).
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Figura 14. Imagenes de microscopia confocal de cortes del GE del gato reactivas a NT después de una
estimulacion eléctrica preganglionar con 40 Hz por 20 min (A, C, E) y con la accién del antagonista al
receptor de NT SR48692 (B, D, F). Los paneles corresponden a las secciones 4, 8 y 12 de 14 cortes
opticos seriados uno cada um. Se observa una clara diferencia tanto en la intensidad como en el nimero
de granulos intracelulares reactivos a NT entre las preparaciones estimuladas y las preparaciones con la
presencia del antagonista. Cal: 10 um (Tomada de Zetina et al, 1999).
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10. Dependencia de tiempo para la internalizacion de NT.

Con inmunofluorescencia y analisis de imagenes confirmamos la dependencia
temporal de la internalizacién de la NT descrita previamente (Faure et ai, 1995a) sin
que se detecten cambios en el vaciamiento del péptido de las terminales
preganglionares. Encontramos que cuando el ganglio se fija inmediatamente después
de la estimulacion (40 Hz), la deteccion del péptido es practicamente nula; cuando el
ganglio se fija a los 20 min hay una internalizacion del 56% y después de 120 min, la
internalizacion tiene su punto maximo de 83%, finalmente cuando el ganglio se fija a las
24 horas de haber terminado la estimulacién, observamos que la internalizacidn inicia

su desvanecimiento quedando solo un 32% (Fig 15).
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Figura 15. Imagenes de microscopia confocal de cortes del GE de gato reactivas a NT obtenidos de
ganglios fijados a los 0, 20, 120 min y 24 hrs después de terminar la estimulacion (40 Hz, 20 min) (A a D
respectivamente). (E) grafica que muestra el porcentaje de internalizacion de NT en las células de estos
ganglios Cal: 10 um. {(modificada de Zetina et al, 1999).
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DISCUSION.

Los presentes datos muestran la presencia y distribucién regional de ACh ( a
través del marcaje de la enzima ChAT), de los péptidos NT y Met-ENK asi como la
posible coexistencia entre ellos en el ganglio estelar del gato. Con inmunofluorescencia,
procesamiento de imagenes y analisis con microscopia confocal, demostramos que las
terminales y botones sinapticos almacenan preferentemente sélo uno de los tres
transmisores y en muy pocos casos, dos de ellos son coalmacenados en los mismos
botones.

Ademas, cada mensajero muestra un patron topogragico de distribucion
diferente. También se muestra que la NT puede ser liberada no sélo con estimulacion
eléctrica de altas frecuencias como 40 Hz, sino con frecuencias que se encuentran
dentro del rango de los tonos fisiolégicos (2-8 Hz) como 5 Hz. Finalmente se
demuestra, por primera vez in vivo la internalizacién neuronal postsinaptica de ia NT
enddgena liberada por estimulacion eléctrica de las fibras preganglionares.

Como se esperaba, la distribucidon de las fibras IRChAT fue homogénea a lo
largo del ganglio, sin embargo, aunque detectadas en todas partes, estas fibras tienden
a formar redes densas alrededor de una o varias neuronas ganglionares, estos tipos
diferentes de asociaciones entre las fibras colinérgicas y las neuronas ganglionares han
sido descritas con anteriorided en otros ganglios y en otras especies ( Lindh et al, 1986,
Morales et al, 1995; Sann et al, 1995). Estos datos apoyan la propuesta de una
organizacién quimica de la poblacion neuronal ganglionar, al contrario de la postura
tradicional que presentaba al ganglio como un solo nucleo de neuronas encargadas

solo del relevo motor eferente autonémico (Langley, 1921).
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Otro dato que apoya la organizacién quimica en el ganglio es el hecho de que la
mayoria de las fibras IRChAT no son reactivas ni a NT ni a Met-ENK, lo cual sugiere
tres posibiidades: una, que haya subpoblaciones de neuronas preganglionares
colinérgicas que no sinteticen estos péptidos; que existan neuronas solamente
peptidérgicas y finalmente que estas ultimas pudieran sintetizar otro transmisor clasico
como GABA, dopamina u otros.

También detectamos algunas neuronas ganglionares positivas a ChAT, la
mayoria de ellas negativas a tirosina hidroxilasa (TH por sus siglas en inglés) como se
ha reportado en el ganglio estelar de rata y cobayo (Morales et al, 1995; Sann et al,
1995). Se sabe que estas neuornas colinérgicas inervan las glandulas sudoriparas de
los cojinetes de las patas de los gatos y los vasos del musculo esquelético (Lindh and
Hokfelt, 1990; Morales et al, 1995). Se ha propuesto que estas neuronas son
iniciaimente noradrenérgicas y que durante el desarrollo, por un proceso mediado por
su proyeccion a los érganos blanco, se diferencian a neuronas colinérgicas (Ernsberger
and Roher, 1999; Asmus et al, 2000).

Encontramos que estas neuronas positivas a ChAT estan inervadas de manera
muy abundante por fibras IRChAT asi como por fibras IRMet-ENK, o que sugiere una
importante modulacién inhibitoria ejercida por la Met-ENK sobre ellas.

También hemos encontrado, en pocos casos, neuronas ganglionares que son
simultaneamente positivas a ChAT y a TH, io cua! ha sido observado con anterioridad
(Lindh and Hékfelt, 1990; Sann et al, 1995). La presencia de estas dos enzimas indica
la posiblilidad de que estas neuronas pudieran sintetizar tanto acetilcolina como

noradrenalina simultaneamente, sin embargo no se sabe si efectivamente se sintetizan
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y se liberan ambos transmisores al mismo tiempo o bajo qué circunstancias se produce
este fenédmeno.

Nosotros encontramos un incremento de estas neuronas después de denervar el
ganglio por siete dias, este dato pudiera indicar que la falta de actividad presinéaptica
desencadena algun tipo de sefal que produzca la sintesis de ambbs transmisores
similar a la que se ha reportado en los casos de la inervacion de los érganos blanco
(Schotzinger and Landis, 1988).

Entre los diferentes péptidos encontrados en los ganglios simpaticos (Gibbins,
1992; Elfvin et al, 1993; Benarroch, 1994; Morales et al, 1995; Klimaschewki et al, 1996;
Lundberg, 1996), la NT y la Met-ENK se han detectado en el ganglio estelar y cervical
superior de varias especies (Bachoo et al, 1987; Darvesh et al, 1987; Heym et al, 1993,
Morales et al, 1993), nosotros encontramos que las fibras y botones que contienen a
estos péptidos corren a lo largo del neuropilo entre las somas inmunonegativos a
ambos péptidos de las neuronas ganglionares confirmando los estudios anteriormente
mencionados. So6lo en el caso de Met-ENK y de manera muy escasa, detectamos
somas neuronales IRMet-ENK los cuales también son positivos a TH, como ha sido
reportado en el ganglio estelar de la rata (Morales et al, 1995).

Observamos también que el numero de fibras inmunoreactivas a NT es
claramente mayor que el de las fibras que contienen Met-ENK como ha sido descrito en
otros estudios en el ganglio estelar del gato (Heym et al, 1984), esto sugiere una mayor
modulacién de tipo facilitatoria sobre la transmisién ganglionar.

El origen preganglionar de las fibras inmunoreactivas a los tres transmisores
estudiados se confirmé denervando el ganglio siete dias antes de la deteccién, lo cual

tuvo como resultado la desaparicidon casi total de la marca producida por la
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degeneracién de los axones preganglionares, ademas, observamos un incremento en el
namero de células IRChAT e IRMet-ENK y la aparicidn de neuronas IRNT, esta IR
producida por la denervacion se encontré en coexistencia o no con la IRTH.

Datos similares han sido reportados para los péptidos somatostatina y sustancia
P después de la denervacion, sugiriendo que la inervacién colinérgica puede inhibir de
alguna manera la sintesis de péptidos (Kessier et al, 1981; Kessler and Black, 1982).
Otra alternativa seria que estas neuronas manden sus axones a través de los nervios
preganglionares y que inerven blancos localizados en la médula espinal y, al axotomizar
estas células, se induciria una regulacién positiva de estos péptidos por la interrupcién
de su transporte axénico anterégrado, se necesitarian estudios de inmunomarcaje y
marcaje retrogrado simultaneamente para confirmar o descartar esta posibilidad.

La NT y la Met-ERNK tienen un efecto modulador opuesto sobre la sinapsis
ganglionar. La accién facilitadora de la NT sobre esta sinapsis es expresada por un
aumento en la frecuencia cardiaca después de una inyeccién intra-arterial en el ganglio
estelar del gato (Bachoo and Polosa, 1988), el efecto contrario (inhibidor, disminucidn
de la frecuencia cardiaca) de la Met-ENK también se observa después de una inyeccién
intra arterial del péptido. La funcion antagdnica de la NT y Met-ENK, hace relevante la
exploracion de los posibles mecanismos por los cuales se establece un balance
adecuado entre la faciiitacion-inhibicion.

Una posibilidad es que los dos péptidos coexistan en los mismos botones y sean
liberados diferenciaimente de acuerdo a los distintos requerimientos de modulacion.
Otra alternativa es que ambos péptidos se encuentren almacenados en fibras y botones

diferentes, pero que converjan en la misma neurona;, para examinar estas dos
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posibilidades se realizaron experimentos con doble marcaje inmunofluorescente
simultaneo contra NT y Met-ENK y se analizaron con microscopia confocal.

Encontramos que la mayoria de los botones preganglionares almacenan a cada
uno de los péptidos por separado y, sélo en muy pocos casos ambos péptidos
coexisten en los mismos botones, las fibras positivas a los dos péptidos corren muy
juntas y hasta paralelas a lo largo del neuropilo y convergen sobre las mismas
neuronas, aunque también se encontraron neuronas asociadas a fibras que contienen
un solo péptido. Esto implica que hay subpoblaciones de fibras preganglionares
quimicamente diferentes que inervan a la misma neurona.

Estudios de inmunohistoquimica ultraestructural han confirmado que algunas
neuronas ganglionares lumbares de cobayo reciben inervacién de por lo menos dos
clases de fibras preganglionares quimicamente distintas (fibras que contienen sustancia
P y Met-ENK-Arg-Gly-Leu) (Murphy et al, 1998). La diversificacién morfolégica de ia NT
y Met-ENK ha sido sugerida con anterioridad por Krukoff et al (1985) quienes
encontraron poblaciones de neuronas preganglionares inmunoreactivas a NT o Met-
ENK en niveles diferentes de la médula espinal.

Una vez establecida la escasa colocalizacién de NT y Met-ENK, analizamos la
posibilidad de que cada uno de los péptidos pudiera tener un patron distintivo de
distribucion regional. Los datos del procesamiento de imagenes sobre el analisis de la
distribucion de las terminales, IRNT e IRMet-ENK, muestran un patron distinto y de
cierta manera complementaria para cada uno de los péptidos, esto parece estar de
acuerdo a sus efectos modulatorios opuestos.

De acuerdo a este patréon de distribucion y al de las neuronas que proyectan

hacia los diferentes organos blanco del ganglio (Carbd et al, 1997), habria cuatro
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poblaciones de neuronas distintas: 1) las neuronas de la regién ventromedial (érea D)
que regulan la funcién cardiaca son el blanco principal de terminales encefalinérgicas,
sin embargo, también pueden recibir inervacién de NT, 2) por el contrario, las neuronas
que por el nervio vertebral proyectan hacia los vasos de las extremidades superiores
(regiones dorsomedial. B y craneal: C) reciben principaimente inervacién
neurotensinérgica, 3) una poblaciéon menos comun, principalmente en la region caudal
(regién A), la cual incluye neuronas cardiacas y vertebrales, que reciben inervacion de
ambos péptidos, y 4) neuronas principalmente de la region caudal que reciben
inervacion neurotensinérgica, posiblemente manden sus axones por la cadena
simpatica hacia blancos centrales.

Los antecendentes en la literatura junto con nuestros resultados, sugieren que el
balance modulatorio entre facilitacion e inhibicion de ia transmision sinaptica ganglionar
se establece basicamente por una inervacion de tipo complementaria mas que a través
de la coexistencia de ambos péptidos. También es posible sugerir que en el ganglio
estelar existen nucleos independientes de neuronas que reciban inervacion selectiva de
alguno de los péptidos y que pudieran participar en funciones autondémicas distintas,
contrariamente a lo que tradicionalmente se ha propuesto en relacién con la funcién de
los ganglios autonémicos. Estudios morfolégicos mas detallados sobre la localizacion
de estos posibles nucleos con funciones autondmicas distintas son necesarios para
ahondar en esta cuestion.

Con respecto a la liberacion de los péptidos, no sdlo confirmamos que la NT
puede liberarse con frecuencias de estimulacién alta (20 6 > Hz) y que la prolongacién
de! estimulo por varios minutos, da lugar a una reduccién de los almacenes

preganglionares del péptido (Maher et al, 1994), sino que por primera vez encontramos
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que la NT, al igual que los neurotransmisores clasicos, puede ser liberada con
frecuencias incluidas en los rangos de los tonos fisiologicos (2-8 Hz) como § Hz. El
mantener el mismo numero de pulsos (48,000), sugiere que mas que la frecuencia,
pudiera ser el tiempo de activacion lo que promueve la liberacion de los péptidos;
estudios de bajas frecuencias con un menor nimero de puisos podrian aclarar este
punto.

Con 40 y 5 Hz encontramos que en las preparaciones donde se usé el
antagonista del receptor de NT, SR4869, se presentd una tendencia aunque
estadisticamente no significativa, a liberar menos NT en relacién con los experimentos
en donde no se usd el antagonista. El hecho de encontrar menos liberacion en las
preparaciones en las cuales su usé el antagonista, podria apoyar la posibilidad de la
existencia de un receptor presinaptico, (el cual sdélo se ha detectado con
inmunofluorescencia en cultivos de células hipotaldmicas de embriones de rata,
Bachelet et al, 1997), en las neuronas preganglionares simpaticas que pudiera estar
involucrado en la dinamica de liberacién de la NT, promoviendo su liberacién, y que el
antagonista SR48692 pudiera tener un efecto de bloqueo sobre esta funcién; estudios
mas detallados son necesarios para aclarar este punto.

Una vez liberada la NT, observamos que las neuronas principales del ganglio se
convirtieron en el nuevo sitio de la inmunoreactividad a NT, lo cual, de acuerdo a la
literatura, corresponderia a la internalizacion del péptido. A diferencia de los estudios
que hasta ahora se han realizado sobre la internalizacion de NT usando NT exégena
(Beaudet et al, 1994; Faure et al, 1995; Bachoo et al, 1996), nosotros encontramos el
mismo fenémeno pero con la NT endégena liberada de las terminales preganglionares

por estimulacién eléctrica.
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Este proceso de internalizacion también resulté ser mediado por el acoplamiento
de la NT a su receptor lo que demostramos con el uso del antagonista al receptor de
NT, SR48692, en estos experimentos se disminuy6 claramente la inmunoreactividad a
NT de los somas neuronales. Las diferencias encontradas en la intemnalizacién de la NT
en las preparaciones estimuladas con 40 y 5 Hz, podrian ser s6lo deberse a la cantidad
diferente de NT liberada, disponible para internalizarse.

La internalizacién de NT fue mas evidente en la regidon cercana a la salida del
nervio vertebral que coincidentemente corresponde a la zona donde hemos encontrado
mayor IRNT, lo que sugiere que las neuronas internalizan el péptido de acuerdo a ia
cantidad de inervacion que reciben, este punto también se puede apoyar con los
resultados que obtuvimos con respecto a la cantidad de NT internalizada (35% menos)
cuando la estimulacion se da a frecuencias bajas como 5 Hz.

Cuando los experimentos de 40 Hz se analizaron con microscopia confocal,
encontramos que la inmunoreactividad en las células se observa en forma de granulos
intensamente fluorescentes de distintos tamafos (0.5-2 um) con dos patrones de
distribucién: una acumulacién de granulos en un polo del pericarién de la célula y otra
alrededor del nucleo. Esto pudiera deberse a una distribucion particular a lo largo de la
membrana celular de los receptores de NT; de manera que el polo del pericarion con
acumulacién de granulos esté asociado a una zona membranal (somatica o dendritica)
con abundante presencia de receptores.

El proceso de internalizacion de la NT exégena dependiente de tiempo (Faure et
al, 1995) también parece ser valido para la internalizacion del péptido endégeno. En

nuestros resultados hemos encontrado que se requieren varios minutos después de
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finalizar la estimulacién para detectar claramente la inmunoreactividad, mientras que a
los 120 min se observé la mayor internalizacion, con un desvanecimiento de ésta a las
24 hs.

Estos datos coincidirian con el reporte sobre la dindmica de internalizaciéon que
se ha descrito en otras regiones del sistema nervioso en el sentido de que hay un
desplazamiento intracelular centripeto hacia la region perinuclear, el cual se ha
propuesto que ocurre dentro de los primeros 30-60 min (Faure et al, 1995). La
internalizacion de NT es acompafiada de un decremento en los receptores de la
superficie celular (Hermans et al, 1994), este fendmeno ha sido propuesto como un
mecanismo involucrado en la degradacion del ligando y la remocioén de los receptores
(Hermans et al, 1997) o implicado en los efectos a largo plazo como regulacién

gendmica (Burgevin et al, 1992).

CONCLUSIONES
1. De los transmisores explorados en el ganglio estelar del gato, la acetilcolina,
detectada a través de la inmunorreactividad a la enzima ChAT, y los péptidos NT y Met-
ENK, encontramos un almacenamiento de cada uno de ellos en distintos botones
preganglionares, con casi nula coexistencia. Las fibras y botones preganglionares que
contienen a cada transmisor mostraron distribuciones topograficas diferentes; como era
de esperarse, la ChAT mostré una distribuciéon homogénea a lo. largo del tejido
ganglionar, mientras que los péptidos tienen una inervacion preferencial a regiones
especificas del ganglio. Estos datos sugieren que el balance de modulacién dual de

facilitacién-inhibicién se logra por la distribucion topografica diferente y complementaria
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de los botones que contienen a cada modulador, mas que por la presencia de botones
que coalmacenan y coliberan a los moduladores.

2. Ademas de su presencia en botones preganglionares, la ChAT y la Met-ENK se
encontraron en unos cuantos somas de neuronas ganglionares principales (TH
positivas y TH negativas). Esta presencia somatica se encontré en un mayor nimero de
neuronas después de la denervacion. La NT, que en condiciones control no se detectd
en somas, se volvid detectable después de la denervacion. Estos datos sugieren la
posibilidad de que la inervacién colinérgica normal pudiera inhibir la sintesis de
mediadores en las neuronas ganglionares o que se trate de neuronas que mandan sus
axones por los nervios preganglionares.

3. La NT puede ser liberada con un amplio margen de frecuencias de estimulacion
eléctrica preganglionar, incluidas las de los tonos fisiologicos. Por otro lado
encontramos que este péptido cuando se libera endégenamente, se internaliza en sus
células blanco a través de un proceso mediado por su receptor, dependiente de tiempo
y con un desplazamiento centripeto intracelular. Estos datos sugieren que la
internalizacién de la NT pudiera ser un paso dentro de la dinamica de su sefializacién
celular.

4. Nuestros datos en conjunto apoyan la nocién de que los ganglios autonémicos, lejos
de ser una mera estacion de relevo de la sefial motora eferente constituyen verdaderos
centros de procesamiento que incluyen diferentes codigos quimicos de transmision, asi
como patrones topograficos especificos, a manera de nucleos morfoidgica y
funcionaimente independientes. Esta capacidad del ganglio facilitaria la integracion y
regulacion periférica, sin participacion central, de varias funciones autondémicas como

serian reflejos viscero-viscerales.
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