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         RESUMEN 

 
La serotonina (5-HT) modula la respuesta del eje Hipotálamo Hipófisis Adrenal 

(HPA) en respuesta al estrés. Nosotros determinamos el efecto del estrés 

crónico (EC; 20 min/día, durante dos semanas) en comparación con el Control 

(CO) sobre: 1) La secreción de Corticosterona (CORT) y ACTH en ratas pre-

tratadas con Vehículo (VH) o  con el SB-656104 (SB; antagonista de los 

receptores 5-HT7); 2) Inmunoreactividad positiva y cantidad de proteína del 

receptor 5-HT7 en el núcleo  paraventricular hipotalámico (NPV) y en las 

glándulas adrenales (GA); 3) Los niveles basales de serotonina (5-HT) y su 

metabolito el ácido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) y su actividad neuronal (5-

HIAA/5-HT) en el NPV y en las GA y 4) La Inmunoreactividad positiva de 5-HT 

en las GA así como la expresión de la Triptófano hidroxilasa (TPH) en el NPV y 

las GA. El día 15, los animales fueron subdivididos en dos grupos; Tratamiento 

farmacológico y no tratamiento. Los animales tratados recibieron una inyección 

i.p. del Vehículo (VH) o del  SB-656104 (SB); el grupo sin tratamiento no recibió 

inyección. 60 minutos después, los animales tratados fueron decapitados 

(tiempo 0) o expuestos a una sesión final de estrés agudo por restricción de 

movimiento (RMO) de 10,30, 60 O 120 min y se cuantifico los niveles de las 

hormonas. Los animales sin tratamiento fueron empleados para medir los 

valores en reposo. EC disminuyo la ganancia de peso corporal e incremento el 

peso de las GA. En los animales del grupo CO el estrés agudo incremento la 

secreción de ACTH y CORT de manera dependiente del tiempo de exposición, 

ambas respuestas fueron inhibidas por el SB-656104. La exposición a EC aplano 

la respuesta de ACTH pero incremento la de CORT en respuesta al RMO en 

comparación con el grupo CO; el SB-656104 no tuvo efecto sobre los niveles de 

ACTH, pero inhibió significativamente la sensibilización de la respuesta de 

CORT. En los animales CO se detectó inmunoreactividad positiva para el 

receptor 5-HT7 en la región magno y parvocelular del NPV y modesta 

inmunoreactividad del receptor en la corteza de las GA. La exposición a EC 

disminuyo la inmunoreactividad positiva y la expresión del receptor 5-HT7 en el 
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NPV pero amas se incrementaron en la corteza de las GA. Niveles elevados de 

5-HT y su metabolito; 5-HIAA fueron detectados después de la exposición a EC, 

sin embargo la actividad neuronal (5-HIAA/5-HT) solo se incrementó en las GA. 

Finalmente, mientras en el grupo CO se observó una modesta inmunoreactividad 

para 5-HT en la corteza adrenal, esta se vio incrementada en el grupo expuesto 

a EC. No se detectaron niveles de TPH para ambos grupos. Estos resultados 

sugieren que el EC promueve una disrupción endocrina que involucra niveles 

anormalmente bajos de ACTH y respuestas híper-sensibilizadas de CORT en 

respuesta a estrés por RMO agudo. Este fenómeno podría estar asociado con el 

incremento en la función y expresión del receptor 5-HT7 así como de la actividad 

serotonérgica en las GA. En conjunto estos resultados indican que el paradigma 

de EC empleado en este estudio induce cambios en la respuesta hormonal, 

regulados a nivel periférico por el sistema serotonérgico vía activación del 

receptor 5-HT7. 
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ABSTRACT 

 

Serotonin (5-HT) modulates the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis 

response to stress. We examined the effect of chronic restraint stress (CRS; 20 

min/day) as compared to control (CTRL) conditions for 14 days, on 1) restraint-

induced ACTH and corticosterone (CORT) secretion in rats pretreated with 

vehicle or SB-656104 (a 5-HT7 receptor antagonist); 2) 5-HT7 receptor-like 

immunoreactivity (5-HT7-LI) and protein in the hypothalamic paraventricular 

nucleus (PVN) and adrenal glands (AG); 3) baseline levels of 5-HT and 5-

hydroxyindolacetic acid (5-HIAA), and 5-HIAA/5-HT ratio in the PVN and AG; and 

4)  5-HT-like immunoreactivity (5-HT.LI) in AG and tryptophan hydroxylase (TPH) 

protein in PVN and AG. On day 15, animals were subdivided into Treatment and 

No Treatment groups. Treatment animals received an i.p. injection of vehicle or 

SB-656104; No treatment animals received no injection. Sixty min later, 

Treatment animals were either decapitated with no further stress (0 min) or 

submitted to acute restraint (10,30,60 or 120 min); hormone serum levels were 

measured. No treatment animals were employed for the rest of the 

measurements. CRS decreased body weight gain and increased adrenal weight. 

In CTRL animals, acute restraint increased ACTH and CORT secretion in a time 

of restraint-dependent manner; both responses were inhibited by SB-656104. 

Exposure to CRS abolished ACTH but magnified CORT responses to restraint as 

compared to CTRL conditions; SB-656104 had no effect on ACTH levels but 

significantly inhibited sensitized CORT response. In CTRL animals, 5.HT7-LI was 

detected in magnocellular and parvocellular subdivisions of PVN and sparsely an 

adrenal cortex. Exposure to CRS decreased 5-HT7-LI and protein in the PV, but 

increased 5-HT7-LI in the adrenal cortex and protein in whole AG. Higher 5-HT 

and 5-HIAA levesl were detected in the PVN and AG from CRS animals but 5-

HIAA/5-HT ratio increased in AG only. Finally, whereas 5-HT-LI was sparsely 

observed in the adrenal cortex of CTRL animals, it strongly increased in the 

adrenal cortex of CRS animals. No TPH protein was detected in AG from both 



4 

 

animals groups. Results suggest that CRS promotes endocrine disruption 

involving decreased ACTH and sensitized CORT responses to acute restraint. 

This phenomenon may be associated with increased function and expression of 

5-HT7 receptors as well as 5-HT turnover in AG. 
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1 INTRODUCCIÓN 

El estrés afecta numerosos procesos fisiológicos, incluyendo los del sistema 

nervioso central y la respuesta endocrina, así estímulos estresantes incrementan 

la activación del eje Hipotálamo Hipófisis Adrenal (HPA), promoviendo una 

rápida respuesta del núcleo paraventricular hipotalámico (NPV), el cual contiene 

neuronas que sintetizan y liberan la hormona liberadora de corticotropina (CRF; 

por sus siglas en ingles). Este péptido regula en el lóbulo anterior de la glándula 

pituitaria la secreción de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH), que a su vez 

actúa sobre la corteza adrenal y promueve la síntesis de glucocorticoides, 

principalmente cortisol en humanos, y corticosterona (CORT) en roedores 

(O´connor y col., 2000) Los glucocorticoides a su vez activan el hipotálamo y la 

hipófisis para inhibir la producción de CRF y ACTH en un ciclo de 

retroalimentación negativo.  

Se sabe que el sistema serotonérgico central participa en la regulación del eje 

HPA en la respuesta fisiológica al estrés, y que durante este existe una 

disfunción de este sistema que consiste en un descenso anormal de los niveles 

endógenos de la serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT). Este neurotransmisor 

está involucrado en numerosas funciones centrales y periféricas bajo 

condiciones patológicas, como lo son las enfermedades neuropsiquiátricas 

(Bradley y col., 1992). En este sentido es conocido que la 5-HT central juega un 

papel importante en la respuesta endocrina al estrés. Sin embargo, la naturaleza 

farmacológica de la relación serotonina y estas enfermedades no es clara y dada 

su importancia es necesario descifrar los complejos mecanismos que se ven 

alterados bajo estas condiciones. 

Existe evidencia que sugiere que la disfunción del sistema serotonérgico central 

puede estar vinculada con el estrés continuo, dado que los niveles 

anormalmente elevados de glucocorticoides (cortisol principalmente) pueden 

producir alteraciones en la función y expresión de los receptores a la 5-HT en 

áreas específicas del sistema nervioso central que están involucradas con el 

estado de ánimo y el control endocrino.  Ya que la 5-HT media sus efectos 

atreves de diferentes receptores de membrana es importante dilucidar los 
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mecanismos específicos así como el o los receptores que participan en la 

regulación del eje HPA bajo condiciones de estrés repetido. 

 

2 ESTRÉS 

2.1 Definición y prevalencia 

El término “estrés” deriva del latín stringere, que significa “oprimir”, “apretar” o 

“atar”. La palabra “estrés” se relaciona con el vocablo inglés “strain”, que alude a 

la tensión excesiva, conducente a comprimir y constreñir. En ciencias biológicas 

el termino estrés describe las características fisiológicas de la respuesta corporal 

(Selye, 1956). El fisiólogo Walter Cannon usó por primera vez, el término 

“homeostasis” (equilibrio dinámico del organismo) para definir los procesos 

fisiológicos coordinados, que mantienen en un estado de equilibrio al organismo 

así como la especificidad de las respuestas fisiológicas al estrés. (Cannon., 

1929,1939). Años más tarde, Hans Selye introdujo y popularizo la palabra 

“estrés” como una idea científica y médica para hacer referencia a las 

condiciones internas y externas bajo las cuales el organismo responde con 

activación del sistema nervioso simpático para restaurar el equilibrio del medio 

interno (Selye.,1976) y definió la palabra “estrés” como el estado del organismo 

manifestado por un síndrome inespecífico que consiste en una serie de cambios 

dentro del sistema biológico que buscan hacer frente a la emergencia (Selye, 

1956). Actualmente el término estrés se utiliza para aludir a cualquier condición 

que perturba seriamente la homeostasis fisiológica y psicológica (Sapolsky, 

1998: Kim y Diamond, 2002) que el organismo percibe como aversiva (Kim y 

Diamond, 2002). Se trata de un concepto multidimensional que también se ha 

empleado para denotar sus tres componentes: el estresor,  la respuesta del 

organismo al estresor, y los estados fisiológicos intermediarios entre el estresor y 

la reacción corporal. (Nelson, 2000; Kollack-Walker, 2001).  

 

2.2 Clasificación del Estímulo Estresor  

Se ha establecido que la exposición a diversos estresores (estimulo externo o 

interno; físico, químico, acústico, somático o sociocultural) considerados hostiles, 
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perturban el equilibrio del organismo (Sapolsky., 1998; Chrousos., 1997) e 

inducen una serie de reacciones fisiológicas y conductuales dirigidas a 

restablecer la homeostasis del mismo e incrementar la probabilidad de 

supervivencia. Estas respuestas se denominan “respuestas al estrés” (Selye., 

1976). En general los estresores se clasifican en cuatro categorías: Estresor 

físico: exposición a frió, calor, radiación intensa, ruido, vibraciones, etc. Estresor 

psicológico; respuesta de aprendizaje a una experiencia previa que afectan 

profundamente los procesos emocionales y podrían resultar en cambios en el 

comportamiento como ansiedad, miedo, o frustración. Estresor social; 

interacciones desequilibradas entre individuos: en humanos; violencia intra-

familiar, separación marital, etc., y en roedores, exposición a un animal 

dominante. Estresores que desafían la homeostasis cardiovascular y metabólica: 

ejercicio, exposición al calor, hipoglucemia y hemorragia (Pacak y col., 1998; 

McCarty y col., 1999; Pacak y Palkovits; 2001). Para el estudio del fenómeno de 

estrés en animales de experimentación los estresores son conjugados, por 

ejemplo el estrés inducido a través de restricción de movimiento (RMO), usado 

en el presente trabajo, presenta componentes físicos y psicológicos. Este 

estresor induce la activación del eje HPA que implica liberación de CRF, ACTH y 

corticosterona, y promueve la liberación de vasopresina, implicada en la 

regulación de la liberación de ACTH y CRF, catecolaminas e indolaminas 

centrales, así como la activación del eje simpático-cromafin (Harris y col., 2004; 

Mitsushima, 2003, Reid y Perry, 1994, Wendelaar Bonga, 1997, Matteri y col., 

2000). En términos de duración, los estresores se dividen en dos categorías: 

agudo (exposición única, y limitada por tiempo) y crónico (repetidas exposiciones 

intermitentes o exposiciones sostenidas por un periodo prolongado). El RMO 

crónico utilizado en el presente trabajo pertenece al grupo de exposiciones 

intermitentes (20 min/ día/ durante dos semanas). 

Es importante mencionar que las respuestas de adaptación evocadas en 

demanda a un estresor, incluyen procesos fisiológicos y del comportamiento que 

son esenciales para restablecer el  balance homeostático. Durante una 

respuesta  de estrés, los procesos fisiológicos son importantes para redirigir la 
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utilización de energía entre varios órganos, así como seleccionar la inhibición o 

estimulación de muchos sistemas centrales y periféricos, con la finalidad llevar a 

cabo preferentemente la liberación de catecolaminas y glucocorticoides y estar 

preparados para una exposición adicional o cambios impredecibles en el 

organismo.  

 

3 SÍNDROME GENERAL DE ADAPTACIÓN (RESPUESTA AL ESTRÉS)  

Hans Seyle describió el síndrome general de adaptación como la respuesta del 

organismo a algo perdido, un desequilibrio al que se le debe hacer frente (Selye., 

1956; Selye., 1976; Levine., 1991). En el proceso de adaptación por parte del 

organismo se presentan tres fases denominadas fase de alarma, de adaptación 

y de agotamiento. 

 

 3.1 Fase de alarma 

La fase de alarma se inicia ante la aparición de un peligro o estresor, durante  la 

cual se presenta una baja en la resistencia normal. Todos los procesos que se 

producen en esta fase son reacciones encaminadas a preparar el organismo 

para la acción de afrontar una tarea o esfuerzo. En esta fase se supone la 

activación del eje HPA y existe una reacción instantánea y automática que se 

compone de una serie de síntomas siempre iguales, aunque de mayor a menor 

intensidad, entre los que se encuentran una movilización de las defensas del 

organismo, aumento de la frecuencia cardiaca, redistribución de la sangre que 

abandona los puntos menos importantes, como es la piel (aparición de palidez) y 

las vísceras intestinales, para acudir a músculos, cerebro y corazón, que son las 

zonas de acción, aumenta la capacidad respiratoria, aumenta el número de 

linfocitos (células de defensa), se produce una dilatación de las pupilas entre 

otras. 

 

3.2 Fase adaptación o resistencia 

En la fase de resistencia o adaptación el organismo intenta superar, adaptarse o 

afrontar la presencia de los factores que percibe como una amenaza o del 
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agente nocivo y se producen reacciones fisiológicas como normalización de los 

niveles de corticosteriodes y desaparece la sintomatología.   

 

3.3 Fase de agotamiento 

Finalmente la fase de agotamiento ocurre cuando la agresión se repite con 

frecuencia o es de larga duración, y cuando los recursos del individuo para 

conseguir un nivel de adaptación no son suficientes; se entra en la fase de 

agotamiento que conlleva a una alteración tisular y aparece la patología llamada 

psicosomática. La respuesta  adaptativa que es evocada por un estresor también 

incluye procesos psicológicos y de conducta que son esenciales para restablecer 

el balance homeostático. Durante una respuesta a estrés, los procesos 

psicológicos son importantes para redirigir la utilización de energía de la mayoría 

de los órganos y estimular o inhibir selectivamente varios sistemas o sus 

componentes, para movilizar la reserva de energía  y estar preparado para una 

exposición adicional.  

 

Fig. 1: Síndrome general de adaptación (Hans Selye, 1956) 

 

4 BASES NEUROFISIOLÓGICAS DEL ESTRÉS 

El estrés produce perturbación homeostática que da como resultado una 

respuesta fisiológica (endocrina, autónoma etc.). Esta respuesta fisiológica 

implica la participación integradora de múltiples sistemas (neuroendocrino, 

cardiovascular, inmune, gastrointestinal etc.) que se observan afectados por la 

exposición a un medio hostil (Gómez y Escobar, 2002). Para que estos sistemas 

Nivel de 
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normal Reacción de    
alarma

Estado de resistencia
Estado de 
agotamiento

Nivel de 

resistencia
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Estado de resistencia
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sean modulados se requiere de la activación de estructuras centrales para el 

procesamiento de la información potencialmente estresante. En este sentido, el 

primer proceso de activación se da a través de procesos nerviosos centrales; 

cogniciones o procesamiento sensorial que hace el sujeto de la información. 

Seguido de la activación del organismo para responder a la situación de 

amenaza. La respuesta se elabora a partir de un sistema de respuesta rápida 

(sistema autónomo) y posteriormente de un sistema  de respuesta lenta (sistema 

neuroendocrino) y por último, el sistema de procesamiento sensorial (proceso 

nervioso central) que se da por medio se la respuesta autonómica y la endocrina 

que retroalimentan constantemente al organismo para incrementar, mantener o 

disminuir la respuesta de estrés. A continuación se presenta de manera 

sistemática, las bases neurofisiológicas del estrés, sintetizadas en el 

funcionamiento de los sistemas nervioso central, autonómico y endocrino. 

 

4.1 Activación nerviosa central (procesamiento de la información)  

Inicialmente un estímulo aversivo excita a un receptor sensorial conduciendo 

dicha información hacia el cerebro bajo la forma de impulsos nerviosos. La 

información sensorial se proyecta en los núcleos asociativos del tálamo quien 

cumple función de estación de relevo del sistema sensorial. Los impulsos 

nerviosos hacen una escala a nivel talámico, estableciendo sinapsis antes de 

proseguir su recorrido hacia la corteza cerebral (Ganong, 1992), que se encarga 

de modular la fidelidad del procesamiento sensorial e identificar si se trata de un 

estímulo amenazante o no (Ganong, 1992).  

 

4.2 Propuesta de circuitos neurales y vías de activación evocadas por  

estrés. 

Las principales aferencias sensoriales respecto al equilibrio del medio interno 

llegan a través de las fibras viscero-sensoriales del nervio vago al Núcleo del 

tracto solitario; NTS, en la región ventrolateral rostral del bulbo raquídeo. Del 

NTS se originan fibras que hacen relevo en el locus coeruleus; LC para, 

finalmente, como proyecciones noradrenérgicas, llegar a diversas áreas de la 
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corteza cerebral implicadas en la generación de conductas relacionadas con el 

estrés (Aston-Jones., 1996; Bremner., 1996). Las proyecciones 

catecolaminégicas del NTS al NPV incrementan la síntesis y liberación de  CRF 

(Cullinan y col., 1995). De esa manera, la activación viscero-sensorial del nervio 

vago actúa como el "despertador natural' de dicho incremento en las respuestas 

fisiológicas al estrés e influye en la interpretación de los estímulos sensoriales 

externos (estresores). 

 

 

Fig. 2: Aferencias al NPV provenientes del Tallo Cerebral: NA; noradrenalina; 5-HT; 

serotonina.  

 

Información sobre el estado de equilibrio del medio interno llega a los centros 

nerviosos superiores vía las conexiones del asta dorsal de la medula espinal con 

núcleos del tallo cerebral, como el parabraquial (NPB), que tiene aferencias del 
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NTS y posee proyecciones que utilizan CRF como neurotransmisor a las 

neuronas parvicelulares del NPV y activa directamente el eje HPA. (Gómez y 

Escobar., 2002). Al NPV también llegan aferentes serotonérgicas de los núcleos 

del rafe dorsal y medial con efectos activadores sobre el eje HPA. Se ha 

demostrado efectos excitadores sobre las neuronas parvicelulares mediales del 

NPV, que facilitan la respuesta del eje HPA al estrés (Dinan., 1996) Figura 2.  

 

5 ACTIVACIÓN DEL SISTEMA AUTÓNOMO EN LA RESPUESTA AL ESTRÉS 

Durante el estrés el sistema simpático adrenal se activa y promueve cambios 

fisiológicos en el organismo, dando como resultado la reacción de lucha o huida; 

un deseo de huir o confrontar la situación estresante. La clásica respuesta 

autónoma inducida por estrés inicia con cambios químicos centrales que envían 

señales químicas que activan la secreción de catecolaminas: adrenalina y 

noradrenalina; NA, de la glándula suprarrenal. Las catecolaminas inician una 

reacción en cadena en el organismo: el corazón late más rápido y la presión 

arterial sube; la sangre es desviada de los intestinos a los músculos para huir del 

peligro; y el nivel de insulina aumenta para permitir que el cuerpo metabolice 

más energía (Pacak y Palkovits., 2001). 

 

5.1 Neurofisiología de los circuitos neurales y vías de activación del 

sistema nervioso autónomo evocadas por el estrés. 

La respuesta autónoma al estrés depende de la activación de neuronas de la 

región lateral y medial del NPV las cuales, mediante el haz longitudinal dorsal de 

Schütz, proyectan a neuronas motoras parasimpáticas preganglionares a nivel 

del tallo cerebral, en el núcleo motor dorsal del vago (para las modificaciones 

cardiovasculares inducidas por estrés) y a neuronas de la formación reticular del 

bulbo y, por medio de esta, a neuronas simpáticas preganglionares en el núcleo 

intermedio-lateral en segmentos medulares torácicos y lumbares (sistema 

simpático); también contribuyen de manera indirecta a la activación de las 

motoneuronas alfa ubicadas en el asta ventral de la medula espinal, que 

generan las respuestas conductuales de pelear o huir (McEwen., 2000), figura 3. 



13 

 

 

Fig. 3: Circuitos neurales del sistema autónomo activados por estrés. NPV: núcleo 

paraventricular hipotalámico.  

 

6 ACTIVACIÓN DEL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-ADRENAL (HPA) EN LA 

RESPUESTA AL ESTRÉS 

El fenómeno de activación del eje HPA fue posiblemente el primero en ser 

reconocido en los estudios endocrinológicos del estrés, y es hasta hoy el más 

estudiado (Bateman y col., 1989, Barton y Iwama, 1991, Ruane y col., 1999). Las 

terminales nerviosas CRFérgicas del NPV hipotalámico están inervadas por 

terminales serotonérgicas; provenientes de los núcleos del rafe, noradrenérgicas 

y adrenérgicas; provenientes del locus coeruleus y del núcleo del tracto solitario 

(Sawchenko y col., 1983). El hipotálamo también recibe aferentes del núcleo 

preóptico medio, el órgano subfornical, el órgano vasculoso de la lámina 

terminalis así como de núcleos del tallo cerebral (Swanson y Sawchenko., 1980) 

y núcleos intrahipotalámicos (Csaki y col., 2000). Estas fibras contienen aminas 

biogénicas (Swanson y col., 1981), neuropéptidos (Lind y col., 1984), ácido 

gamma-aminobutírico; GABA (Decavel y Van den Pol., 1990) y glutamato (van 

den Pol y col., 1990). El GABA media la mayoría de las trasmisiones inhibitorias 
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rápidas y glutamato es el responsable de la mayor neurotransmisión excitatoria 

del NPV   

 

6.1 Activación Hipotalámica, Hipofisaria y Adrenal 

El NPV hipotalámico es activado en respuesta al estrés, la principal hormona 

liberada por este fenómeno es el factor liberador de corticotropina; CRF 

(Vamvakopoulos y Chrousos, 1994). El CRF es un péptido de 41 aminoácidos y 

ha mostrado ser un importante  estimulador  de la respuesta endocrina al estrés 

(Bale y col., 2002). El  CRF actúa como ligando de los receptores CRF1 y CRF2 

estos receptores son de siete dominios transmembranales y están acoplados a 

una proteína G, ligados a la activación de adenilato ciclasa a través de la 

proteína Gs. El CRF es 10 veces más afín por el receptor CRF1 que por el CRF2 

(Perrin y col., 1995). Durante la respuesta al estrés, el CRF llega a la 

adenohipófisis a través de los vasos porta hipotálamo-hipofisiarios y activa la 

activa vía receptor CRF1 que se encuentra en la membrana de células 

corticotrópas presentes en la adenohipófisis para promover la síntesis de la 

hormona adrenocorticotrópica (ACTH) a partir de la proopiomelanocortina y 

estimular su liberación. La ACTH es un péptido de 39 aminoácidos que entra a 

circulación sanguínea y viaja hacia su órgano blanco las glándulas suprarrenales 

donde se une a receptores de membrana de alta afinidad presentes en la 

corteza de la glándula adrenal, llamados MC2 que pertenece a la familia de los 

receptores de siete dominios transmembranales acoplados a la proteína Gs 

(Andrew y col., 2002). La activación de los receptores MC2 inician una cascada 

de señalización vía activación de la adenilato ciclasa, producción de AMPc y 

activación de cinasa A (PKA). La PKA activada, por un lado, estimula la enzima 

colesterol-éster-hidrolasa, que hidroliza colesterol esterificado libre, y disminuye 

la colesterol-éster-sintetasa. El colesterol libre es apto para ingresar en la 

mitocondria, y es conducido a este órgano por la proteína transportadora del 

colesterol; proteína reguladora esteroidogénica aguda (STAR) promoviendo el 

transporte del colesterol desde la membrana mitocondrial externa a la interna. 

Por otro lado la PKA también activa un proceso de novo que implica la síntesis 
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de la proteína STAR. La proteína STAR posee una vida media muy corta y es la 

responsable de permitir el contacto del colesterol con las enzimas del citocromo 

P450, que corta su cadena lateral, y con la 3  -deshidrogenasa, que convierte a 

la pregnenolona en progesterona precursor de los glucocorticoides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La ACTH constituye un ejemplo de interrelación con diferentes reguladores, pues 

además de ser liberada por el CRF, su secreción también está regulada por 

vasopresina, adrenalina y oxitocina (Matteri y col., 2000, Vamvakopoulos y 

Chrousos, 1994, Wendelaar y Bonga, 1997) y se ha descrito que es secretada 

Fig.4: Activación Hipotalámica 

hipofisaria y adrenal inducida 

por estrés. En el NPV se 

produce la liberación de CFR, 

que interactúa con receptores 

CRF1 presentes en células 

corticotrópas de la hipófisis 

anterior, mediando síntesis y 

liberación de ACTH, que a su 

vez estimula receptores MC2 

presentes en la membrana 

adrenal, promoviendo la 

secreción de Glucocorticoides. 
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rápido, apareciendo los niveles más altos en la sangre a pocos minutos de ser 

expuesta al estresor (Sumpter y col., 1986, Ruane  y col., 1999).  

La acción de la ACTH sobre la corteza suprarrenal produce aumentos de la 

síntesis y secreción de esteroides: los niveles plasmáticos de corticosteroides: 

glucocorticoides (GC) y mineralocorticoides (MC) se elevan en promedia a los 

15-30 minutos después del estrés o de la administración de ACTH.  

 

El cortisol, principal glucocorticoide liberado en respuesta al estrés, es 

sintetizado a partir del colesterol presente en la zona fascicular de la corteza 

adrenal. Este proceso requiere cinco hidroxilaciones iniciando con el clivaje de la 

cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona; la 17α-hidroxilación y la 

3β-des- hidrogenación para formar 17-hidroxiprogesterona, e hidroxilaciones 

sucesivas en las posiciones 21 y 11β. Una vía "17-desoxi" se encuentra también 

activa en la zona fascicular, en la cual la 17-hidroxilación no tiene lugar y el 

producto final es la corticosterona, el principal glucocorticoide de la rata. Existen 

dos isoenzimas mitocondriales  con actividad de 11β-hidroxilasa, responsable de 

la biosíntesis del cortisol, su nomenclatura es el CYP11B1 e hidroxilar al 11-

desoxicortisol a cortisol (Figura 5). 

 

Fig. 5: Vías de síntesis de los Glucocorticoides; cortisol y corticosterona a partir del 
colesterol. Se indican las enzimas que catalizan cada una de las reacciones y la zona 
de síntesis en la corteza adrenal. 
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Los glucocorticoides sintetizados se unen a una proteína fijadora de globulina, y 

se liberan para interactuar con receptores citoplasmáticos en sus células blanco. 

Su mecanismo de acción inicia cuando la hormona liposoluble difunde por la 

bicapa lipídica de la membrana y se une a su receptor citoplasmático 

promoviendo la liberación de proteínas de anclaje o choque calórico y 

dimerización del receptor. Los receptores dimerizados se trasloca al núcleo y 

activan o desactivan genes específicos del DNA, para formar nuevo RNA 

mensajero (mRNA), que sale del núcleo y pasa al citoplasma, donde dirige la 

síntesis de nuevas proteínas generalmente enzimas en los ribosomas, 

finalmente las nuevas proteínas modifican las actividades celulares y causan las 

respuestas fisiológicas propias de la hormona. 

 

 

7 REGULACIÓN DE LA FUNCIÓN SUPRARRENAL 

La corteza suprarrenal se halla gobernada por la hipófisis y por el sistema 

nervioso central. Los niveles de CRF del hipotálamo presentan variaciones que 

modifican los niveles de la ACTH, los cuales preceden cambios diurnos de los 

corticoides circulantes. En sujetos sanos el cortisol plasmático presenta un ritmo 

circadiano, observándose un nivel máximo al despertarse en la mañana (6-8 

horas); después los valores decaen hacia la noche, para alcanzar cifras 

inferiores a los 5 pg/dl a las 22-24 horas. De igual manera ocurre en los 

roedores, sin embargo en estos el ciclo luz/obscuridad se invierte, y el pico 

máximo se registra en el periodo de 16-19 horas Figura 7. 

 

Fig. 6: Mecanismo de 
acción de los 
glucocorticoides. GFG; 
Globulina fijadora de 
glucocorticoides, G; 
glucocorticoide, R; 
receptor, Hsp; Proteína 
de choque calórico, ERG; 
elemento de respuesta 
de los glucocorticoides   
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El cortisol es liberado a través de secreción episódica (breves pulsos secretorios 

de 20 a 100 minutos de duración), estos picos están precedidos por pulsos de 

ACTH. La liberación de ACTH y CRF se hallan reguladas en parte por la 

concentración de cortisol en sangre, mecanismo conocido como 

retroalimentación negativa, niveles elevados de cortisol provocan atrofia e 

hipofunción al inhibir la secreción de CRF y ACTH. 

 

Fig. 7: Ritmo circadiano de la concentración del cortisol durante las 24 horas en 
humanos (Panel A) y de corticosterona en ratas (Panel B).  
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Fig. 8: Circuitos cerebrales que 
participan en la regulación 
neuroendocrina en respuesta al 
estrés (CFR, ACTH y Cortisol) y 
la regulación de los GC sobre los 
mecanismos que estimulan su 
secreción. La retroalimentación 
del cortisol tiene lugar sobre el 
sistema nervioso central 
(mecanismo I: hipotálamo e 
hipocampo), hipófisis anterior 
(mecanismo II), o bien se ejerce 
localmente sobre la suprarrenal, 
impidiendo la acción de ACTH 
(mecanismo III).  
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Esta inhibición, se da a nivel hipocampal e hipotalámico, a través de la activación 

de RGC los corticoides disminuyen directa o indirectamente la formación del 

CRF. Los corticoides también ejercen un efecto inhibitorio directo sobre la 

hipófisis y la propia glándula adrenal  Figura 8. 

                                                       

ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

8 EL SISTEMA SEROTONINÉRGICO  

8.1 Neuroanatomía química  

Los cuerpos celulares serotonérgicos son localizados en la línea media del 

mesencéfalo, anatómicamente divididos en nueve núcleos que denominaron B1 

a B9, Neuronas serotonérgicas de núcleo del rafe dorsal (NRD, B7) inervan 

hipocampo e hipotálamo mientras que el núcleo del rafe medial (NRM; B8) tiene 

proyecciones hacia hipotálamo e hipófisis (Jacobs y Azmitia 1992; Azmitia y 

Segal 1978; Dahlström y Fuxe 1964). El NPV hipotalámico recibe entrada de 

neuronas serotonérgicas, originarias del DRN y del MRN que proyectan 

especialmente a la parte parvocelular (Larsen y col., 1996; Sawchenko y col., 

1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Corte sagital de cerebro de rata mostrando la localización de los núcleos 

serotonérgicos del rafe dorsal y medial (NRD; NRM) y sus proyecciones hacia 

hipocampo e hipotálamo. Núcleo paraventricular; PVN, supraquiasmático; SCN, 

adenohipófisis; APG y nuerohipófisis; PPG. 
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8.2 Aspectos presinápticos 

8.2.1 Síntesis y Metabolismo de la Serotonina 

La 5-HT central se sintetiza en el pericarion de las neuronas, a partir del 

aminoácido esencial L-triptófano (L-Trp). El L-Trp es hidroxilado por la enzima 

limitante triptófano hidroxilasa (TPH), para formar al 5-hidroxitriptófano (5-HTP), 

el cual es descarboxilado por la enzima descarboxilasa de los L-aminoácidos 

aromáticos (DLAA) y forma la 5-H (Hamon y col., 1974). Tras su síntesis la 5-HT 

puede ser almacenada en vesículas sinápticas a través de un transportador 

(Ericksony col., 1992) o bien ser degradada por la enzima mitocondrial 

monoaminooxidasa (MAO), encargada del primer paso de la degradación de las 

monoaminas. Una vez dentro de la vesícula, la 5-HT permanece unida a una 

proteína específica denominada proteína de unión a serotonina; SBP (Gershon y 

col., 1983). 

 

8.2.2 Liberación, recaptura y degradación 

La 5-HT se libera al espacio sináptico con la llegada de un impulso eléctrico que 

induce entrada de Ca+2 a través de canales dependientes de voltaje seguido del 

anclaje de las vesículas sinápticas a la membrana celular y el proceso de 

exocitosis de 5-HT (Sharp y col., 1990). Una vez liberada, la 5-HT activa 

receptores pre- y post-sinápticos o es recapturada por un transportador; principal 

mecanismo regulador de su disponibilidad y concentración extracelular. La 5-HT 

recapturada es oxidada por la MAO y transformada en 5-hidroxi-

indoleacetaldehído, el cual es oxidado por una aldehído deshidrogenasa 

dependiente de NAD+ y forma el ácido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), en tanto 

que la 5-HT presente en el espacio sináptico es degrada a partir de la MAO, que 

la transforma en 5-HIAA, principal metabolito de la 5-HT en el cerebro Figura 10. 
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8.3 Receptores  serotonérgicos en el SNC 

Se han caracterizado 14 subtipos de receptores a 5-HT (Tabla 1; para revisión 

ver Hoyer y col., 2002). Todos los receptores serotonérgicos pertenecen a la 

familia de receptores acoplados a proteínas G (metabotrópicos). Excepto el 

receptor 5-HT3, que forma parte de un canal iónico; receptores inotrópicos 

(Peters y col., 1992). Los receptores 5-HT1 están acoplados a proteínas Gi; 

inhiben la adenilato ciclasa, los receptores 5-HT2 estimulan la fosfolipasa C vía 

receptores Gq y los receptores 5-HT4-7 están acoplados a proteínas Gs; 

estimulan adenilciclasa (Hoyer y col., 2002) 

Fig. 10. Esquema de una 

neurona serotonérgica, se 

representan los procesos 

de síntesis y degradación 

del neurotransmisor, así 

como su recaptura por el 

transportador y su acción 

sobre receptores pre y 

post-sinápticos. 
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Tabla 1: Receptores serotonérgicos cerebrales subtipos y farmacología. Tomado de 

Puig 2004 

 

9 PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA SEROTONÉRGICO EN LA ACTIVACIÓN 

DEL EJE HPA Y LA RESPUESTA ENDOCRINA AL ESTRÉS 

Diversos estudios sugieren que existen influencias reciprocas entre el sistema 

serotonérgico central y el eje HPA (Chaouloff, 1993). Se ha demostrado que 

existen conexiones sinápticas directas provenientes del NRD y NRM entre 

terminales nerviosas serotonérgicas y neuronas CRFérgicas del PVN 
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(Sawchenko y col., 1983, Liposits y col., 1987, Larsen y col., 1996). Además, 

neuronas CRFergícas y receptores CFR1 están presentes en el NRD (Chalmers 

y col., 1995; Day y col., 2004) y la administración sistémica de antagonistas del 

receptor CFR1 modula la descarga neuronal de 5-HT en el NDR (Kirby y col., 

2000), lo que sugiere una participación de CFR sobre la excitación de las 

neuronas 5-HT en los núcleos del rafe. En la misma dirección receptores 

serotonérgicos 5-HT1A, 5-HT2A/2C y 5-HT7 se expresan en núcleos y estructuras 

cerebrales involucrados en la respuesta al estrés y el control endocrino (Fuller, 

1981, Van Kar y col, 2001, Muneoka y Takigawa 2003). 

 

9.1 Participación serotonérgica sobre la estimulación del eje HPA 

La 5-HT neuronal regula la liberación de hormonas sobre el eje HPA (Weiner y 

Ganong 1978; Jorgensen y col., 1996; Carrasco y Van de Kar 2003). Se ha 

descrito la participación de varios receptores serotonérgicos sobre la síntesis de 

CRF y secreción de ACTH a través de estudios farmacológicos con agonistas y 

precursores o inhibidores de la recaptura de 5-HT (Bruni y col., 1982; Fuller, 

1981). 

 

9.2 Papel del sistema serotonérgico sobre la estimulación de CRF y 

ACTH  

La 5-HT y agonistas serotonérgicos estimulan la liberación de CRF de la 

glándula hipotalámica in vitro (Jones y col., 1976, Holmes y col., 1982; Nakagami 

y col., 1986), y la fluoxetina aumentó el contenido de CRF en el plasma 

hipofisario portal y de ACTH en el plasma periférico lo que indica un efecto 

estimulador de la 5-HT sobre la liberación de CRF y ACTH (Gibbs y Vale 1983). 

Estudios farmacológicos demuestran que los receptores serotonérgicos 5-HT1A y 

5-HT2A/2C están implicados en el control de la liberación de CRF (Pan y Gilbert 

1992, Jorgensen y col., 2000 Mikkelsen y col., 2004), de hecho el incremento de 

inmunoreactividad de c-fos en neuronas CRFérgicas del NPV después de la 

inyección de 8-OH-DPAT (agonista parcial 5-HT1A/7) o DOI (agonista 5-HT2A+2C) 

corrobora la activación de estas neuronas vía receptores serotonérgicos (Van de 
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Kar y col., 2001). La estimulación de neuronas CRFérgicas en el NPV promueve 

indirectamente un incremento de la liberación de ACTH. Sin embargo, la 

estimulación directa de corticotrópos adenohipofisiarios por medio de agonistas 

serotonérgicos promueve la secreción de ACTH (Spinedi y Negro., 1983; 

Calogero y col., 1993), efecto inhibido por antagonistas 5-HT1A y 5-HT2 (Gilbert y 

col., 1988; Di Sciullo y col., 1990, Jorgensen., 1999). Lo anterior es evidencia 

sustancial de la participación de los receptores 5-HT1A y 5-HT2 sobre la 

activación del eje HPA. Sin embargo, algunos estudios proponen la participación 

del receptor 5-HT7, dado que el incremento de ACTH inducido con el agonista 

parcial 8-OH-DPAT (Rittenhouse y col., 1994; Gartside y col.,. 1992) es 

parcialmente revertido con el antagonista 5-HT1A; WAY100635 (Jorgensen., 

2007). Además, la secreción de ACTH inducida por el agonista parcial 5-

Carboxiamidotriptamina; 5-CT, con elevada afinidad por los receptores 5-HT1A y 

5-HT7, fue en parte inhibida por antagonistas 5-HT1A y 5-HT2 (Jorgensen y col., 

1999). En estudios farmacológicos se ha descrito la posible desensibilización de 

receptores serotonérgicos. La administración repetida de agonistas 

serotonérgicos resultó en una respuesta de ACTH atenuada (Ross y col., 1992; 

Mazzola-Pomietto y col., 1996). Además, el pre-tratamiento con un agonista 5-

HT2A/2C seguido de una inyección de un agonista 5-HT1A disminuye los efectos 

sobre el eje HPA del último agonista, lo que sugiere una desensibilización del 

receptor 5-HT1A sobre la respuesta hormonal (Zhang y col., 2001; Mikkelsen y 

col., 2004).  

 

9.3 Papel del sistema serotonérgico en la secreción de corticosteroides 

La 5-HT y su metabolito el 5-HIAA, se encuentran en las glándulas adrenales de 

rata, (Veshofstad y Jonsson., 1983). Específicamente, la 5-HT está presente en 

el citoplasma de células productoras de NA en la  medula adrenal de rata 

(Veshofstad y Jonsson., 1983). A nivel estructural la inmunoreactividad a 5-HT 

parece estar secuestrada en vesículas secretoras dentro de las células 

cromafines de la rata (Brownfiel y col., 1985) sugiriendo que podría ser liberada 

junto con las catecolaminas bajo la estimulación simpática en respuesta al 
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estrés. Además, mastocitos de la glándula adrenal de rata contienen 5-HT 

(Hinson y col., 1989). Se han realizado  estudios en la glándula adrenal de rata 

conducidos a determinar si la 5-HT es sintetizada localmente o proviene de la 

sangre. La presencia de la enzima descarboxilasa de aminoácidos L-aromáticos 

(L-AAAD), localizada en la medula, y corteza adrenal (Burns y col., 1996) sugiere 

que la 5-HT puede ser sintetizada dentro de la corteza adrenal por circulación 

del 5-HTP. Sin embargo, la presencia de mecanismos de recaptura activos de 5-

HT exógena en células cromafines en la rata indica que la 5-HT adrenal puede 

ser sintetizada o tomada de la circulación. Numerosos estudios han demostrado 

que la 5-HT es un potente estimulador de la secreción local de aldosterona y 

corticosterona adrenal en la rata (Lefebvre y col., 1998). Se sabe que la 5-HT 

promueve la secreción de aldosterona vía activación del receptor 5-HT7 en la 

rata. La secreción de corticosterona se da vía activación del receptor 5-HT4 en 

rana y humano. Sin embargo, aún no queda claro cuál es la vía por la cual la 5-

HT promueve la secreción de corticosterona en ratas y a la fecha no existen 

estudios que aclaren la participación funcional del receptor 5-HT7 expresado en 

estas glándulas adrenales.  

 

9.4 Papel del sistema serotonérgico sobre la respuesta endocrina inducida 

por restricción de movimiento (RMO)  

Diferentes tipos de estresores incrementan una o varias de las hormonas del eje 

HPA (Carrasco y Van de Kar 2003; Chaouloff 2000; Stratakis y Chrousos 1995). 

El modelo de estrés más estudiado en ratas, es la restricción de movimiento, 

RMO se sabe que este tipo de estrés incrementa el RNAm del CRF hipotalámico 

(Harbuz y col., 1991), el CRF en  plasma (Hashimoto y col., 1989), el receptor 

CRF1 en el NPV (Imaki y col., 2001), la ACTH (Gibbs, 1983; Hashimoto y col., 

1989; Jorgensen y col., 1998) y la corticosterona plasmática (Harbuz y col., 

1993). La 5-HT participa en los efectos neuroendocrinos de la respuesta 

inducida por RMO. La disminución de la 5-HT en el NPV o en el NRD redujo la 

respuesta de ACTH inducida por RMO en un 50% (Jorgensen y col., 1998). Los 

receptores 5-HT1A  parecen ser los más involucrados en las respuestas de ACTH 
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inducidas por RMO (Jorgensen y col., 1998), por ejemplo, el antagonista 

WAY100635 inhibió en parte la respuesta de ACTH inducida por RMO (Groenink 

y col., 1996). Además, el RMO altera la expresión del receptor 5-HT1A en 

hipocampo y su participación en cambios neuroendocrinos inducidos por estrés 

(Mendelson y McEwen, 1991; Raghupathi y McGonigle 1997). La 5-HT juega un 

papel importante en la regulación de la respuesta endocrina al estrés inducida 

por RMO y al parecer es vía receptores 5-HT1A. Sin embargo, no se puede 

descartar la participación del receptor 5-HT7, dado que el antagonista de los 

receptores 5-HT1A; WAY100635 fue incapaz de abolir la respuesta de ACTH 

inducida por RMO y/o el agonista parcial de los receptores 5-HT1A y 5-HT7; 8-

OH-DPAT (Sleight y col., 1995, Groenink y col., 1996).  
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10. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Existe evidencia sólida de la participación del sistema serotonérgico sobre la 

modulación de la respuesta endocrina al estrés que involucra la activación del 

eje HPA (Feldman y Weidenfeld 1998). Está bien establecido que el HPA es 

modulado por los núcleos del rafé dorsal y medial a través de proyecciones 

serotonérgicas que llegan a las neuronas parvocelulares del NPV hipotalámico 

que contienen CRF (Jorgensen 2007; Larsen y col., 1996). La secreción de CRF 

y ACTH inducida por RMO (Kageyama y col., 1998) es en parte modulada a 

través de la activación de  receptores serotonérgicos 5-HT1A (Pan y Gilbert 1992) 

y 5-HT2A/2C (Jorgensen y col., 2002). Sin embargo, los estudios que sugiere la 

participación del receptor 5-HT1A sobre la respuesta neuroendocrina han sido 

realizados con el 8-OH-DPAT, agonista parcial de los receptores 5-HT1A/5-HT7 

(Aulakh y col., 1988; Seletti y col., 1995; Vicentic y col., 1998) y dado que la 

secreción de ACTH y Corticosterona no ha sido completamente inhibidas por el 

WAY-100635, antagonista selectivo de los receptores 5-HT1A (Vicentic y 

col.,1998), cabe la posibilidad de que el receptor 5-HT7 pueda estar mediando en 

parte dicha respuesta. Aunado a esto se ha documentado la expresión del 

receptor 5-HT7 en el NPV hipotalámico en humano (Varnas y col., 2004) y en la 

rata (Muneoka y Takigawa 2003), así como en las glándulas suprarrenales en 

las cuales la 5-HT (Al-Dujaili et al 1982; Haning et al. 1970, Lefebvre et al. 1998, 

Muller y Ziegler 1968) y 8-OH-DPAT (Contesse et al.1999; Contesse et al. 2000) 

aumentan la secreción de corticoides. En la misma dirección, existe  evidencia 

farmacológica que sugiere la  participación de este receptor sobre  la secreción 

de ACTH  (Jorgensen y col., 1999) y sobre estímulos locales en la actividad 

secretora de células adrenocorticales (Contesse y col., 2000). También se ha 

sugerido su participación en los desórdenes relacionados con el estrés que 

surgen de manera secundaria a la exposición prolongada al estrés (Wesolowska 

y col., 2006)  aunado al hecho de que  muchos fármacos psicotrópicos presentan 

elevada afinidad por el receptor 5-HT7 (Roth y col.,1994) nuestro grupo de 

trabajo considera importante evaluar la participación de este receptor sobre la 
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respuesta endocrina  bajo las siguientes condiciones: i) niveles basales; ii) estrés 

agudo; y iii) exposición crónica a estrés por RMO (2 semanas). Así mismo, 

determinar si el efecto de la exposición repetida a estrés se relaciona con una 

alteración de los niveles centrales de 5-HT y/o la expresión del receptor 5-HT7 en 

el NPV hipotalámico. 
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11. HIPÓTESIS 

 

El receptor 5-HT7 participa en la secreción de ACTH y Corticosterona inducida 

por estrés por restricción de movimiento agudo y crónico 

 

 

12. OBJETIVO GENERAL 

 

Investigar el efecto de la exposición repetida a estrés por Restricción de 

movimiento sobre la función y expresión del receptor 5-HT7 en el eje Hipotálamo 

Hipófisis Adrenal y sobre los niveles centrales de 5-HT  

 

 

13. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Caracterizar mediante el uso de un antagonista selectivo la participación del 

receptor 5-HT7 en la respuesta endocrina (ACTH y Corticosterona) al estrés 

agudo por restricción de movimiento en ratas control y en ratas sometidas a 

estrés crónico por RMO. 

 

Analizar el efecto de la exposición crónica a estrés por RMO sobre la 

inmunoreactividad al receptor 5-HT7 en el NPV hipotalámico y en las glándulas 

adrenales. 

 

Evaluar la expresión del receptor 5-HT7 en el NPV hipotalámico y en las 

glándulas adrenales bajo estrés crónico por RMO. 

 

Investigar el efecto de la exposición repetida a estrés por RMO sobre los niveles 

de 5-HT y de su principal metabolito el ácido 5-HIAA en el NPV hipotalámico y 

en las glándulas adrenales. 



30 

 

14. METODOLOGÍA 

Se utilizaron ratas Wistar macho de 200-220 gramos de peso corporal. Los 

animales fueron mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (22   

1oC), humedad relativa (50-55%) y bajo un ciclo de luz/oscuridad 12h-12h  en 

jaulas de 5 animales cada uno. A los animales se les permitió acceso libre de 

comida y agua. 

 

14.1. Extracción de sangre  

Los animales fueron decapitados con la ayuda de una guillotina e 

inmediatamente se colecto 3 ml de sangre del tronco en tubos de polietileno de 

10 ml, el tubo fue colocado en una gradilla, y se dejó coagular la sangre por un 

lapso de 30-40 min, a temperatura ambiente, cuando se observó la retracción del 

coagulo, se procedió a centrifugar el tubo que contenía la sangre coagulada por 

un periodo de 10 min a 3500rpm y 4 OC. Se llevó a cabo la separación del suero 

(sobrenadante), empleando una micropipeta. El suero fue almacenado en tubos 

eppendorf de 1.5 ml y guardado a una temperatura de –60 OC hasta que los 

niveles de las hormonas (ACTH y CORT) fueron determinados vía Multi-Analyte 

Profiling (xMAP) o Radioinmunoensayo (RIA) respectivamente 

 

14.2 Cuantificación de hormona ACTH por xMAP 

La secreción de ACTH fue cuantificada vía MILLIPLEX Xmap Luminex 

technology, en muestras de suero usando kits comerciales (RPT86K; 

MILLIPORE). Esta técnica está basada en una cuantificación con principios de 

inmunoensayo sobre la superficie de microesferas codificadas con un color 

específico y fluorescencia. 

14.2.1 Principio de la prueba 

En esta técnica  primero se codifica el color de la microesfera, para lo cual  se 

usan dos tintes fluorescentes que permiten la creación de hasta cien colores 

diferentes; esta codificación de las microesferas permite reconocer cien tipos de 
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analitos, que se pueden cuantificar a través de una emisión específica de color 

por medio de concentraciones precisas de ambos tintes.  

 

 

 

 

                                                                                              
 
Fig. 11: Esquema ilustrativo del fundamento de la técnica  Multi-Analyte Profiling 
(xMAP), se muestra el ensayo de unión del complejo  Anticuerpo captura -Antígeno-

Anticuerpo biotinilado. 

Una vez que la microesfera codifica para un color especifico, esta puede 

reconocer el anticuerpo de captura que es específico para el analito que se 

desea cuantificar; anti-ACTH en este caso. Una vez formado el complejo 

microesfera-anti-ACTH el analito de la muestra problema (ACTH)  es capturado 

por el anticuerpo anti-ACTH, después se introduce un anticuerpo biotinilado que 

reconoce el analito (ACTH), posteriormente se incuba con un conjugado de 

Estreptavidina-PE, molécula reportera y así se completa la reacción sobre la 

superficie de cada microesfera. Se permite que las microesferas pasen 

rápidamente a través de un láser el cual excita los marcadores internos de cada 

esfera (para identificar el analito; ACTH) y un segundo laser excita la Ficoeritrina; 

Unión de Ab-anti 

ACTH- microesfera 

decodificada para 

hormona  

Complejo Ab-anti 

ACTH + ACTH  

Complejo-ACTH-Ab 

biotinilado  

IDENTIFICACIÓN 

Laser 1: Microesfera 

Laser 2: Ficoeritrina 
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PE y permite la emisión de la intensidad de fluorescencia sobre la molécula 

reportera. Finalmente un procesador de señal digital de alta velocidad identifica 

cada microesfera y cuantifica las concentraciones de la hormona (ACTH) basado 

en las señales de la fluorescencia del reportero y la curva estándar previamente 

establecida. 

14.2.2. Procedimiento del ensayo 

Se permitió a todos los reactivo alcanzar la temperatura ambiente (~25°C) y se 

mezcló por inversión apacible antes del empleo. Se colocó 25 µl de los 

Estándares, Controles y/o Muestras problema (dilición1:3 con solución serum 

matrix) al fondo de cada pozo en la placa matriz previamente identificados, para 

el  estándar 0 pg/ml o fondo se utilizó 25 µl buffer de muestra. Se adicionó 25 µl 

de Buffer de Muestra, 25 µl de solución matriz y 25 µl de solución de esferas  a 

todos los pozos, se cubrió la placa matriz y se incubo toda la noche a 4 0C con 

agitación constante. Se removió el líquido de los pozos, y se lavó la placa matriz 

con buffer de lavado (200 µl/pozo) tres veces, se adiciono 50 µl de anticuerpos 

de detección (anti-ACTH) en cada pozo y se incubo por un periodo de 30 

minutos a temperatura ambiente, una vez terminado el periodo de incubación  se 

adiciono 50 µl de Estreptavidina- Ficoeritrina a cada pozo, se incubo 

nuevamente un periodo de 30 min a temperatura ambiente y con agitación, una 

vez finalizada la incubación se removió el líquido de cada pozo y se lavó con 

buffer de lavado  (200 µl/pozo)  tres veces. Se adiciono 100 µl de fluido de 

conteo en todos los pozos y se resuspendieron las esferas con agitación durante 

5 minutos. Finalmente la placa matriz se colocó en el lector Luminex 100TM, 

donde se analizó la intensidad de fluorescencia media (MFI) usando 5 

parámetros logísticos y el método de Spline curve-fitting para calcular la 

concentración de analito en cada muestra. 

 

14.2.3 Cálculos  

Los resultados fueron calculados graficando la concentración de los  estándares 

de la hormona ACTH en el eje de las abscisas (x) contra los datos de intensidad 

de fluorescencia media (MFI) en el eje de las ordenadas (y), utilizando un  ajuste 
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de curva de interpolación polinomial con la ayuda del programa Luminex 100TM . 

El programa calculo la  media de los valores de intensidad de fluorescencia 

(MFI) para el Estándar, Control y Muestras problema y extrapolo los resultados 

con el eje de las x; concentraciones de ACTH en pg/ml. La ecuación se muestra 

a continuación. 

 

y= 3.02E+01 + (5.64E+04/ (1+ ((x/2.23E+03) -5.05E-01)) ʌ 2.61E+00 ) 
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Fig. 12: Esquema ilustrativo de la extrapolación de las muestras problemas para 
la obtención de la [ACTH] de cada muestra. 
 

Se graficó una curva de Intensidad de fluorescencia media; en el eje de las (y) 

contra el logaritmo de la concentración de ACTH; eje de las (x), a la cual se le 

denomino curva estándar, para determinar las concentraciones de ACTH se 

calculó la media de la intensidad de fluorescencia de cada control y de las 

muestras problemas las cuales fueron extrapoladas directamente de la curva 

estándar. Las muestras que fueron contadas no resultaron con valores mayores 

a los estándares de mayor concentración (10000pg/ml) graficados en la curva 

estándar. En tanto que las muestras problemas que no cayeron dentro del rango 

mínimo de las concentraciones de la curva de ACTH se reportaron como tal. 

 

r2 = 0.9876 
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14.2.4 Limitaciones  

Los reactivos suministrados en el kit fueron óptimos para medir niveles de ACTH 

en el suero de rata, se evitó la congelación repetida y deshielo de los reactivos 

del equipo y las muestras problema (sueros), de igual manera los sueros 

lipémicos y hemolizados fueron desechados para evitar la presencia de 

resultados falsos. 

14.2.5 Control de Calidad 

Los controles altos y bajos del Kit cayeron dentro de los rangos establecidos, los 

cuales vienen impresos sobre las etiquetas de los frascos de Control. 

 

14.2.6 Sensibilidad de la Prueba 

La sensibilidad teórica del estándar de 0 ng/ml de ACTH de rata y fue 3.2 pg/ml 

 

14.3. Cuantificación de la hormona corticosterona por RIA 

La secreción de CORT fue cuantificada vía RIA (En esta técnica al anticuerpo se 

une un isótopo radiactivo siendo posible la cuantificación del complejo Ag-Ac a 

través de la radiactividad emitida). Usando kits comerciales (DSL-80100; 

Diagnostic Systems Laboratories.) en suero de muestras sanguíneas tomadas 

del tronco de los animales decapitados.  

 

14.3.1 Principio de la prueba 

El procedimiento sigue el principio básico de RIA por el cual hay un 

desplazamiento entre un antígeno marcado  con Yodo [I125] radiactivo y uno no-

radiactivo, para un número fijo de sitios de unión a un anticuerpo especifico 

(Yalow y Berson., 1971). Es decir, la cantidad de hormona presente en el suero 

se determina en función de la cantidad de hormona radiactiva desplazada. Así, 

dadas las características de este ensayo, cuanto menor sea la radiactividad de la 

muestra, mayor es la cantidad de hormona no marcada presente en la muestra 

frente a la marcada, puesto que por ensayo de unión competitivo se une menor 

cantidad de hormona marcada con I125 al anticuerpo. Por lo que la cantidad de 

corticosterona marcada con [I125] que se encontró unida al anticuerpo fue 
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inversamente proporcional a la concentración de 

corticosterona no marcada presente en la muestra problema. 

 

14.3.2. Procedimiento del ensayo 

Se permitió a todos los reactivo alcanzar la temperatura ambiente (~25°C) y se 

mezcló por inversión apacible antes del empleo. Se colocó 25 µl de los 

Estándares, Controles y/o Muestras problema al fondo de cada tubo apropiado. 

A los tubos de NSB (unión inespecífica) se agregó 125 µl de del estándar CORT 

de rata (0 ng/ml), inmediatamente se agregó 500 µl corticosterona de rata 

marcada con yodo [I-125] a cada tubo y 100 µl de Anti-suero de corticosterona de 

rata a todos los tubos, excepto a los tubos de  NSB y Cuentas totales. Se 

procedió a mezclar cuidadosamente durante 1-2 segundos y se incubaron todos 

los tubos en un baño a una temperatura de 37°C durante 60 minutos, se agregó 

1 mL del Reactivo precipitante a todos los tubos excepto a los tubos de cuentas 

totales, se incubaron a temperatura ambiente (~25°C) por un periodo de 15 min 

y fueron centrifugados, a excepción de los tubos de cuentas totales durante 15 

min. a 3000rpm. Se aspiró o decanto todos los tubos con excepción de cuentas 

totales por inversión simultánea con un estante de esponja dentro de un 

recipiente radiactivo. Se permitió el drenaje de los tubos  sobre el material 

absorbente durante 1-2 minutos. Con cuidado se secaron los tubos para quitar 

 

Fig. 13: Esquema 

ilustrativo del fundamento 

de radioinmunoensayo, 

donde se muestra el 

ensayo de 

desplazamiento del 

primer anticuerpo. 
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cualquier gotita que se adhiriera al borde antes de que nuevamente fueran 

colocados en posición normal. Se tuvo sumo cuidado en el secado de los tubos, 

ya que una falla en este paso podría llevar a una réplica pobre y valores falsos. 

Finalmente los tubos fueron llevados para su conteo a un contador gama durante 

un minuto.  

 

14.3.3 Cálculos  

Los resultados fueron calculados graficando el logaritmo de los datos en el eje 

de las abscisas (x) contra los datos lineales en el eje de las ordenadas (y), 

utilizando un  ajuste de curva de interpolación lineal con la ayuda del programa 

GraphPad Prism. Se  calculó la media de las cuentas totales por minuto (CPM, 

neto) para cada Estándar, Control y Muestras problema. Posteriormente se resto 

la media previamente obtenida (CPM) de los tubos NSB (de todas las cuentas 

para obtener cuentas corregidas. Se procedió a calcular %B/Bo o el % la B/T 

para cada Estándar, Control y muestra problema como se muestra  a 

continuación: 
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Se graficó una curva de %B/Bo o %B/T; en el eje de las (y) contra el logaritmo 

de  la concentración de corticosterona; eje de las (x), a la cual se le denomino 

curva estándar, para determinar las concentraciones de CORT se calculó la 

media de las cuentas de cada control y de las muestras problemas y fueron 

extrapoladas en la curva estándar, previamente graficada. Las muestras que 

fueron contadas y resultaron con valores mayores a los estándares de mayor 

concentración (2000ng/ml) graficados en la curva estándar, fueron diluidas 

apropiadamente con el estándar 0ng/ml y nuevamente contadas. En tanto que 

las muestras problemas que no cayeron dentro del rango mínimo de las 

concentraciones de la curva de corticosterona se reportaron como tal. 
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14.3.4 Limitaciones  

Los reactivos suministrados en el kit fueron óptimos para medir niveles de 

corticosterona en el suero de rata, se  evitó la congelación repetida y deshielo de 

los reactivos del equipo y las muestras problema (sueros), de igual manera los 

sueros lipémicos y hemolizados fueron desechados para evitar la presencia de 

resultados falsos. 

 
 

Fig. 14: Esquema ilustrativo de la extrapolación de las muestras problemas para 

la obtención de la CORT de cada muestra 

 

14.3.5 Control de Calidad 

Los controles de DSL cayeron dentro de los límites de confianza establecidos, 

los cuales vienen impresos sobre las etiquetas de frasco de Control, los niveles 

bajos y elevados de los controles fueron incluidos en el ensayo. 

 

14.3.6 Sensibilidad de la Prueba 

La sensibilidad teórica del estándar de 0 ng/ml de CORT de rata y fue 2.7ng/ml 

 

14.4 Determinación de los contenidos de 5-HT y 5-HIAA vía HPLC-EC  

Se cuantifico los niveles de 5-HT y su principal metabolito el ácido 5-HIAA en el 

NPV, en el NRD y en las glándulas adrenales de la rata bajo condiciones de EC 
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por RMO y el grupo CO con la técnica de cromatografía liquida de alta resolución 

con detección electroquímica; HPLC-EC. Después del protocolo de EC por 

RMO; se realizaron las mediciones de las concentraciones de 5-HT y su 

metabolito el ácido 5-HIAA de cada estructura, con tal fin los animales fueron 

decapitados, se removió el cerebro y utilizando un vibráfono se obtuvieron 

rebanadas coronales de 300 µm, de ellas se disecaron manualmente secciones 

de ambos núcleos (NPV y NRD) en el caso de las glándulas adrenales estas 

fueron removidas y lavadas con PBS. Cada estructura se homogenizó con ácido 

perclórico 0.1N,  50 μl para el NPV y NRD y 200 μl a las glándulas adrenales y 

con ayuda de una micro-centrífuga Airfuge (Beckman) a 300 PSI por minuto se 

obtuvieron dos fases de los homogenados cerebrales. 

 

14.4.1 Cuantificación de 5-HT y el ácido 5-HIAA 

Para la cuantificación de las aminas se utilizó la fase líquida que fue filtrada en 

membranas de naylon con poro de 0.22 µm, y 8µl del filtrado fueron inyectados a 

un sistema de HPLC-RF-EC (Antec Leyden) equipado con un detector 

electroquímico (Intro, Waters Co.) y una bomba isocrática (515, Waters Co.). 

Para la separación de las muestras, el sistema cromatográfico consistió de un 

inyector (Rheodyne) con un asa de 20 ml (contenedor de la muestra) que 

conducía a una columna dC-18 (Polarity, 2.1 x 50 mm, 3 mm Waters Co.). La 

composición de la fase móvil fue 50 mM de H3PO4, 50 mM de ácido cítrico, 20 

mg/L de EDTA, 100 mg/L de OSA, pH de 3.1 ajustado con KOH y 5% de 

metanol, des-gasificada con agitación y vació. El flujo de la fase móvil fue de 

1ml/min a 30°C. La 5-HT y el 5-HIAA de los homogenados fueron detectados por 

oxidación electroquímica con un electrodo de carbono vidriado (VT-03, Antec 

Leyden) fijado a un potencial de 380 mV con respecto a un electrodo de 

referencia (3M KCl) y se cuantificaron integrando el área bajo la curva 

correspondiente al tiempo de retención de los analitos y calculando su 

concentración tomando como referencia curvas estándar, la señal del detector 

electroquímico fue procesada empleando el programa Millenium32 (Waters Co.). 
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Para la detección electroquímica se manejó una celda con dos electrodos de 

carbono vidriado, controlados por dos módulos LC-4C, los dos electrodos se 

colocaron en serie. El primer electrodo se trabajó a un potencial de 300mV, con 

el fin de oxidar contaminantes; y al segundo electrodo se le asignó un voltaje de 

750mV; la separación de las catecolaminas se efectúo en una columna de 

microboro C18 (100 X 1 mm) con partículas de 3 μm (BAS-Unijet). La señal 

obtenida fue digitalizada por una tarjeta de interfase, procesada en una PC y 

analizada mediante el programa Millenium32 (Waters Co.). En el caso de la fase 

sólida, está fue resuspendida en 120 µl de NaOH al 0.2N y con alícuotas de 20 

µl se cuantifico por duplicado la cantidad de proteína con el método de Bradford. 
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r2 0.9988 0.9981

 

Fig. 15: Cromatograma indicando los tiempos de retención de los estándares utilizados 

para la cuantificación de 5-HT y su metabolito el ácido 5-HIAA  así como las áreas bajo 

la curva. 

 

14.4.2 Determinación de proteínas totales: Método de Bradford 

El método empleado para la detección de proteínas totales fue Bradford- 

Espectrofotometría visible (595 nm), esta prueba se basa en el acoplamiento del 

colorante con la proteína y se determina colorimétricamente, si existe una 

relación directa entre el desarrollo del color y la concentración de proteínas. Con 

este método las proteínas tienen una capacidad de absorción máxima de 465 

eso cambia a 595 nm cuando el colorante está unido a las proteínas. Este es el 
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principio básico del azul de Coomasie para la determinación de proteínas por 

Bradford (Shapiro.1967) ahora se encuentra comercialmente por los laboratorios 

Bio-Rad, el método representado es una modificación de Bradford con los 

cambios sugeridos por Read and Northcote (Shapiro, 1967) la modificación 

ocasiona un incremento en la concentración del tinte, desarrollando una mayor 

sensibilidad y una marcada disminución en la variabilidad del color con 

diferentes proteínas lo cual es la principal desventaja del método. La ventaja de 

este método es su simplicidad (solamente un reactivo) y su rapidez (5 min.) la 

tira del tinte es más sensitiva que la del Folin Fenol y no es afectada por 

reactivos comunes, se ha demostrado que algunas substancias pueden interferir 

con el desarrollo del color pero no hay evidencias de cambios sobre el color de 

las proteínas.  

Se preparó una solución patrón de Albúmina Sérica Bovina (BSA, Sigma Chem.) 

1 mg/mL, a partir de esta solución se tomaron las muestras para preparar los 

estándares de referencia, con ellos se construyó la curva de referencia o 

estándar la cual tiene valores conocidos, con los que se compararon las 

muestras experimentales para determinar en ella la concentración de proteína 

total, para lo cual se agregó el reactivo de Bradford y se Incubo por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación las muestras se 

leyeron en espectrofotómetro a 595 nm. Finalmente se graficó los resultados (los 

ejes son comúnmente denominados como Y = A, 595 nm y X = mg/mL), 

usándose la curva para determinar la concentración de proteínas en las 

muestras experimentales 

 

14.5 Inmunohistoquímica del receptor 5-HT7 y 5-HT en el NPV y en las 

glándulas adrenales 

Para la detección del receptor 5-HT7, en el NPV hipotalámico se realizó la 

técnica de Inmunohistoquímica, y también se detectaron las células 5-HT7 y 5-HT 

positivas en el en las glándulas adrenales. Se utilizaron ratas wistar macho 

expuestas a EC y el grupo CO, las cuales fueron anestesiadas con pentobarbital 

sódico (30 mg/kg, IP) y rápidamente fijadas por 30min con paraformaldehído al 
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4% en un Buffer de fosfatos 0.1M a un pH de 7. Una vez fijados los cerebros y 

las glándulas adrenales fueron removidos y cortados en rebanadas de 30 y 35 

micras respectivamente, la inmunoreacción se realizó por el método de flotación 

libre, las rebanadas del tejido fueron lavadas con PBS 0.1M tres veces e 

incubadas con albumina sérica bovina (BSA 5%) y H2O2 1%  por 2 horas a 

temperatura ambiente, para el bloqueo de sitios inespecíficos y la peroxidasa 

endógena respectivamente. Después las rebanadas fueron incubadas con el 

Anticuerpo policlonal Anti-receptor-5-HT7 hecho en cabra (1:200 Santa Cruz), o 

con el Anticuerpo monoclonal Anti-5-HT hecho en oveja (1:1000 ImmunoStar), 

en solución de PBS al 0.3%, Triton X-100 y a una temperatura de 4OC durante 

60 o 24 horas respectivamente. Después de tres lavados con PBS 0.1M, las 

secciones fueron incubadas durante un periodo de 2 horas a temperatura 

ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado Anti-cabra (1:250 Vector 

Laboratories) o Anti-oveja (1:400 Jackson ImmunoResearch) en solución de PBS 

al 0.3%, Triton X-100. Después de tres lavados con PBS 0.1M las secciones 

fueron incubadas con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vector 

Laboratories). La inmunoreactividad fue visualizada por la incubación de las 

secciones en una solución de 3,3-diaminobenzidina 0.05% y 0.01% H2O2 en una 

solución Tris-Buffer 50mM por aproximadamente 10 minutos a temperatura 

ambiente, la reacción fue intensificada con níquel. Las secciones del tejido se 

colocaron sobre porta-objetos gelatinizados y cubiertas con entallan para su 

evaluación al microscopio. 

 

14.6 Cuantificación del receptor 5-HT7 y TPH el NPV y en las glándulas 

adrenales 

Se cuantifico los niveles de proteína del receptor 5-HT7 en el NPV y en las 

glándulas adrenales de la rata bajo condiciones de EC y CO con la técnica de 

Western-blot, 24 ratas para cada grupo fueron decapitados, se removió el 

cerebro y utilizando un vibráfono se obtuvieron rebanadas coronales de 300 µm, 

de ellas se diseco manualmente el NPV y se extrajeron las glándulas adrenales, 
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ambos tejidos se mantuvieron en buffer Krebs-Henseleit frio, las muestras fueron 

homogenizadas 10 veces a una velocidad de 400-500 rpm con un politrón. 

 

14.6.1 Obtención de membranas 

Para la obtención de las membranas, las muestras homogenizadas se 

balancearon con 10ml de Buffer Tris-HCl EGTA 10mM/1Mm y fueron 

centrifugadas durante 15 min a 4500 rpm 4 0C  se desechó el sobrenadante y se 

balanceo nuevamente con Buffer Tris-HCl EGTA y se centrifugo a 20000 G 

durante 25 minutos, se obtienen las membranas, que fueron re-suspendidas en 

RIPA con inhibidores de proteasas, se colocaron en hielo por 15 min, las 

muestras se sonicaron y se adiciono 200µl de Buffer de muestra (Buffer Laemly 

450 µl, 50µl de β mercaptoetanol) y 10µl de urea al 10%, se desnaturalizaron las 

proteínas (100°C durante 10 minutos), posteriormente se colocan en hielo y las 

muestras  fueron alicotadas en un volumen de 100 µl, una de las muestras se 

utilizó para la determinación de proteínas por el método de Bradford.  

 

14.7 Western-blot 

Cantidades iguales de proteína (35μg) se cargaron sobre un gel de electroforesis 

de poliacrilamida dodecil-sulfato de sodio al 10% (H2O, acrilamida al 30%, Tris, 

SDS 10%, persulfato de amonio 10%, TEMED), en el cuarto pozo se colocó  7µl 

del marcador de peso molecular (Dual-color; Bio-Rad), fueron separadas por 

electroforesis  a 90 Volts durante 2 horas, después se transfirieron a membranas 

de fluoruro de polivinildieno por 1 hora a 12 Volts utilizando un transblot semi-

seco (BioRad). Se bloqueó las membranas por 2 horas a temperatura ambiente 

en una solución de lavado de leche baja en grasa al 5% y BSA 3% sobre un 

agitador; transcurrido el tiempo, se desechó la leche y se le agregó el anticuerpo 

policlonal de conejo contra el receptor serotonérgico 5-HT7 (48 kDa, 1:1000, 

Novus Biologicals), el anticuerpo monoclonal de ratón contra la TPH (50 

kDa,1:5000, SIGMA) o la proteína control el anticuerpo policlonal de conejo 

contra Sub β1 de la Na+/K+ ATPasa (50 kDa; 1:10,000Millipore) en solución de 

lavado de PBS 0.1M con 2% de gelatina, sobre un agitador durante toda la 
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noche a 4oC. Al siguiente día se desechó la solución y se realizaron 3 lavados 

con solución TBS 2% sobre un agitador durante 10 min a temperatura ambiente, 

a su término se incubaron con el anticuerpo secundario HRP-Goat Anti Rabbit 

(1:10,000Invitrogen) o HRP-Goat Anti Mouse (1:10,000Invitrogen) conjugado con 

peroxidasa de rábano, por una hora a temperatura ambiente, y fueron lavadas 

en 3 ocasiones con solución de lavado (TBS 2%). Las membranas fueron 

incubadas con sustrato de blotting de quimioluminiscencia (Amersham 

Biosciences) de acuerdo con el protocolo del fabricante y expuestas a un film 

para su revelado inmediato. Para estimar las cantidad relativa de proteína del 

receptor 5-HT7 y de la TPH con respecto a la Sub β1 de la Na+/K+ ATPasa se 

realizó un análisis densitométrico con el programa Kodak Molecular Imaging 

(Carestream Health). Dado que la subunidad β1 de la Na+/K+ ATPasa es 

considerada un marcador de membrana (Kinne-Saffran y Kine., 1989) fue 

utilizada como proteína de carga o control. 

 

15. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Para, analizar el efecto de la exposición cónica a estrés por RMO sobre la 

respuesta endocrina, y la participación relativa del receptor 5-HT7 en dicha 

respuesta, se llevó a cabo el siguiente protocolo: Los animales fueron sometidos 

a una sesión diaria de estrés por RMO entre 8:00–11.00 A.M., durante 20 min 

por un periodo de 2 semanas (García y col., 2000) la restricción de movimiento 

consistió en colocar a los animales en caja de acrílico que inhiben el movimiento 

del animal, el grupo control se mantuvo en su caja habitual. Con el objeto de 

determinar la participación relativa del receptor 5-HT7 en la respuesta endocrina 

al estrés, se administró el antagonista de los receptores 5-HT7 ; SB-656104 (1 

mg/Kg. i.p.) y se esperó un periodo de 60 min para permitir la acción del  

compuesto, después de este periodo se procedió a estimular la secreción de 

ACTH y CORT vía activación del eje HPA, para lo cual se expuso a los animales 

a estrés por RMO agudo a 4 diferentes periodos de tiempo 10, 30, 60 o 120 min 

y un grupo libre de esta estimulación (tiempo 0) una vez concluido el estímulo 

estresor, los animales fueron decapitados y se tomó las muestras de sangre del 
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tronco del animal. El protocolo experimental se llevó a cabo entre las 8:00 -10:30 

a.m. Otros grupos de animales control y RMO que no recibieron tratamiento con 

el vehículo o antagonista fueron usados para determinar los cambios en el peso 

corporal, de las glándulas adrenales y del timo, así como la inmunoreactividad 

del receptor 5-HT7 y de 5-HT, la cantidad de proteína del receptor y de la TPH y 

los niveles de 5-HT y su metabolito 5-HIAA.  

El porcentaje de inhibición (o amplificación) producida por el antagonista fue 

tomado como un índice de la participación relativa del receptor 5-HT7 en la 

respuesta endocrina al estrés. Este modelo de estrés (restricción de movimiento) 

está clasificado dentro de los estresores físicos (Pacak y Palkovits., 2001) y 

emocionales  (Pan y col., 1992; Pacak y Palkovits., 2001), se sabe que 

promueve la liberación de 5-HT en el hipotálamo (Shimizu y col., 1989) y la 

activación del eje HPA (García y col., 2000). Se sabe que las consecuencias 

patológicas del estrés crónico sobre la activación del eje HPA, posiblemente 

estén relacionadas con la duración, más que, con la intensidad  de la activación 

del eje, después de la exposición al estresor  (García y col., 2000) De esta 

manera, la aplicación diaria de estrés por restricción de movimiento en ratas 

representa un modelo de estrés físico y psicológico continuo en el cuál es 

posible analizar el efecto de la hipersecreción de CORT sobre la reactividad del 

eje HPA, y evaluar el papel del sistema serotonérgico y sus receptores en dicha 

activación. La elección de los períodos de tiempo de RMO (10, 30, 60 y 120 min) 

para la estimulación del eje HPA se basó en lo reportado por Meijer y col. en 

1997, ellos describen la curva temporal del incremento de CORT la cual inicia a 

los 10 min, alcanza los valores cercanos al máximo (30µg/dl) a partir de los 15-

30 min, con un decline a los 60 min.  

 

16. FÁRMACOS UTILIZADOS 

Solo se utilizó el antagonista de los receptores 5-HT7: 1 (6-((R)-2-[2-[4-(4-Chloro-

phenoxy)-piperidin-1-yl]-ethyl]-pyrrolidine-1-sulphonyl)-1H-indole), SB-656104 

(donado por GlaxoSmithKline). El antagonista; SB-656104 fue disuelto en una 

mezcla de DMSO, prolietilen-glicol 400 y solución salina. 20:20:60 
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17. COLECCIÓN DE DATOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos que se presentan en el texto y en las figuras se presentan como 

la media ± el error estándar de la media de al menos de 3 experimentos. Las 

diferencias en el peso corporal y el peso relativo de los órganos, el contenido de 

proteína del receptor 5-HT7 y de TPH entre el grupo control y el estrés crónico y 

las  concentraciones de 5-HT, del ácido 5-HIAA y de la relación 5-HIAA/5-HT 

fueron estadísticamente comparadas usando una prueba de t de student. Los 

efectos de la exposición a estrés crónico y el tratamiento farmacológico 

(Vehículo o SB-656104) sobre las respuestas de ACTH y CORT inducidas por 

estrés por restricción agudo fueron analizados por una ANOVA de tres vías, con 

estrés crónico y tratamiento farmacológico como factores independientes entre 

los sujetos. Todos los análisis de ANOVA fueron seguidos por una prueba de 

Student-Newman-Keuls post-hoc para determinar las diferencias. El nivel de 

significancia fue de p<0.05 para todos los casos. Los análisis estadísticos fueron 

hechos usando el programa SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc). 
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18 RESULTADOS 

18.1 Variación en la ganancia de peso corporal, el peso de las glándulas 

adrenales y del timo como índice de exposición repetida a estrés 

En el presente trabajo fueron evaluadas tres variables fisiológicas que se ven 

modificadas en respuesta al estrés crónico: ganancia del peso corporal, peso de 

las glándulas adrenales y del timo para verificar que el modelo de estrés por 

RMO (14 días, 20 min/día) empleado en el presente estudio es capaz de 

mimetizar los cambios fisiológicos inducidos por un estresor crónico. Figura 16. 
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Fig. 16. Comparación del peso corporal inicial (A) y final (B), el incremento o ganancia 

total de peso corporal (C), el curso temporal de la ganancia de peso corporal (D), el 

peso del timo (E), y el  peso de las glándulas adrenales (F) como índices de estrés 

crónico en el grupo control; CO y estrés crónico; EC. Las barras representan la media y 

las líneas verticales denotan el error estándar de la media de 12 observaciones. 

*P<0.05 y ***P<0.001 vs Control. 

 

El peso final disminuyó significativamente en el grupo de animales sometidos a 

estrés crónico (t (14)= 9.028, P<0.001, EC; panel B), lo cual se vio reflejado de 

manera más prominente (72%) en la menor ganancia de peso corporal (t (14)= 

6.972, P<0.001, panel C), así como en la temporalidad del incremento de peso 
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(panel D). El peso de las glándulas adrenales fue significativamente mayor en el 

grupo de animales sometidos a estrés crónico (t (30)=-3.847, P<0.001; panel F) 

con respecto de los animales control (CO). Por otro lado, en la literatura ha sido 

reportado que la exposición a estrés crónico produce una reducción en el peso 

del timo (Meijer y col., 1997); sin embargo, en este modelo no se observó tal 

efecto (panel E). 

 

18.2 Secreción de ACTH y Corticosterona inducida por restricción de 

movimiento en ratas sometidas o no a estrés crónico: Efecto del bloqueo 

del receptor 5-HT7 

La figura 17 muestra las respuestas de ACTH (panel A) y Corticosterona (CORT; 

panel B) inducidas por estrés por restricción agudo en ratas CO y EC que 

recibieron vehículo o el antagonista del receptor 5-HT7, SB-656104, previo a la 

sesiones de estrés agudo. Así la exposición a estrés agudo produjo un 

incremento drástico y significativo de las concentraciones de ACTH en 

comparación con los niveles basales (tiempo 0), la duración de la restricción de 

movimiento también presento un efecto significativo sobre los niveles de ACTH 

(F4, 100= 11.314, P<0.001; panel A). Por otro lado una interacción significativa 

entre la duración de la restricción de movimiento y los grupos de animales fue 

revelada (F4, 100= 17.902, P<0.001), indicando que los animales CO y EC 

responden con un patrón diferente de la liberación de ACTH inducida por 

restricción de movimiento. En consecuencia la prueba de Student-Newman-

Keuls post-hoc mostró que, mientras las concentraciones de ACTH fueron 

significativamente elevadas después de 10 (P<0.001; panel A) y 30 min (P<0.01; 

panel A) de restricción de movimiento en el grupo CO tratado con vehículo (CO-

VH), los niveles de ACTH se elevaron de manera significativa hasta los 120 min 

de exposición a restricción de movimiento en las ratas sometidas a EC y tratadas 

con vehículo (EC-VH; P<0.001; panel A). Entonces, la exposición es EC induce 

un significativo aplanamiento de la respuesta de ACTH a los 10 y 30 min de 

restricción de movimiento, concomitante con una respuesta magnificada 

después de 120 min de restricción de movimiento, en comparación con las 
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respuestas correspondientes a los animales sometidos a las condiciones de 

control (Figura 17 A). Por otro lado, el estrés agudo incremento las 

concentraciones séricas de CORT en comparación con los niveles basales 

(tiempo 0), la duración del estresor presento un efecto significativo sobre los 

niveles de CORT (F4, 100= 203.011, P<0.001; panel B). En adicción, también 

hubo interacción significativa entre el la duración del estrés por restricción de 

movimiento y los grupos de animales (F4, 100= 7.056, P<0.001; panel B). En 

estrecha semejanza a los resultados de ACTH, estos datos indican que los 

animales CO y EC responden con un patrón diferente de la secreción de CORT 

inducida por restricción de movimiento. Así mismo, la prueba de Student-

Newman-Keuls post-hoc revelo que, mientras que los niveles de CORT 

cuantificados después de 10, 30, 60 y 120 min  de restricción de movimiento 

fueron significativamente más elevados que los niveles basales (tiempo 0) en 

ambos grupos de animales tratados con vehículo (P<0.001; panel B) los niveles 

de CORT medidos después de 10, 30 y 120 min de EC fueron significativamente 

mayores que los cuantificados en los animales CO (Fig. 17 B), esto indica que la 

exposición a EC amplifica la respuesta de CORT inducida por restricción de 

movimiento. Debe destacarse que un patrón similar de la respuesta hormonal 

inducida por restricción de movimiento fue observado en un grupo CO y EC que 

no recibieron inyección antes de la exposición al estrés por restricción de 

movimiento agudo (figura 18). Esto sugiere que la inyección (inducción de estrés 

por punción) y/o el vehículo per se no induce efectos importantes sobre las 

respuestas de ACTH y CORT inducidas por restricción de movimiento en los 

grupos evaluados.  

 

En cuanto al efecto del SB-656104 sobre las respuestas de ACTH inducidas por 

restricción de movimiento, se observó in interacción significativa entre la 

duración de la restricción de movimiento, los grupos de animales y el tratamiento 

farmacológico (F4, 100= 6.324, P<0.001; panel A). Además, la prueba de Student-

Newman-Keuls post-hoc revelo que, el pre-tratamiento con SB-656104 produjo 

un bloqueo significativo de la respuesta de ACTH después de 10 min de 
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restricción de movimiento en ratas CO pero no tuvo efecto sobre los niveles de 

ACTH inducidos por restricción de movimiento de los animales expuestos a EC 

(Figura 17 A). Con respecto al efecto del antagonista sobre la secreción de 

CORT, una interacción significativa entre la duración de la restricción de 

movimiento, los grupos de animales y el tratamiento farmacológico (F4, 100= 

13.468, P<0.001; panel A). La prueba de Student-Newman-Keuls reveló que 

esta interacción se debió por la detección de niveles significativamente bajos de 

CORT después de 60 min de restricción de movimiento en el grupo de animales 

CO tratados con el antagonista (P<0.001; panel B) y niveles de CORT 

significativamente menores después de 30, 60 y 120 min de restricción de 

movimiento en el grupo EC tratado con el antagonista (P<0.001; panel B) con 

respecto a su correspondiente grupo tratado con vehículo. Inesperadamente, en 

los animales expuestos a EC los valores basales (tiempo 0) de CORT fueron 

significativamente (P<0.001) mayores en el grupo de animales tratado con el 

antagonista en comparación con su vehículo (Figura 17 B).    
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Fig. 17. Secreción de ACTH (pg/ml; panel A) y corticosterona (CORT; ng/ml; panel B) 

en condiciones basales (0 min) y después de una sesión de restricción de movimiento 

(10, 30, 60, 120 min) en ratas previamente sometidas a estrés crónico (EC; 20 min/día) 

o Control (CO) durante 14 días. El día 15, los animales de ambos grupos  recibieron una 

inyección i.p. de vehículo (VH; 1ml/Kg) o del antagonista de los receptores 5-HT7, SB-

656104 (SB; 1 mg/Kg) 60 min antes de la decapitación (0 min) o después de la 

exposición aguda a restricción de movimiento. Los puntos representan la media y las 

líneas verticales denotan el error estándar de la media de 6 observaciones. +++ P < 

0.001 vs valores basales CO (tiempo 0); ++ P < 0.01 vs valores basales CO (tiempo 0); 

δδδ P < 0.001 vs valores basales EC (tiempo 0) *** P < 0.001 vs CO 



51 

 

 

 

0 10 30 60 120

0

50

100

150

200
CO
EC***

+++

++

***


***
A

C
T

H
 p

g
/m

l

0 10 30 60 120

0

200

400

600

800

1000

***

+++

***



***

+++ +++

+++







C
O

R
T

 n
g

/m
l

A

B

Tiempo en min  
 

 

Fig. 18. Efecto de la exposición a estrés agudo (EA) por restricción de movimiento 

(RMO) sobre la secreción de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH; panel A) y de 

corticosterona (CORT; panel B) en animales control (CO) y en animales sometidos 

previamente a estrés crónico (EC; RMO: 20 min/día durante 14 días). Nótese que en el 

grupo expuesto a EC solo se produce incremento de los niveles de ACTH después de 

120 min, aunque si se observa un marcado aumento de las concentraciones de CORT. 

Los puntos representan la media y las líneas verticales denotan el error estándar de la 

media de 6 observaciones. +++ P < 0.001 vs valores basales CO (tiempo 0); δδδ P < 

0.001 vs valores basales EC (tiempo 0) *** P < 0.001 vs CO 
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18.3 Efecto del estrés crónico por restricción de movimiento sobre la 

expresión e inmunoreactividad del receptor 5-HT7 en el NPV hipotalámico y 

en las glándulas adrenales 

En base a los resultados neuroendocrinos  que sugieren la participación del 

sistema serotonérgico vía el receptor 5-HT7 sobre la respuesta hormonal, se 

determinó la inmunoreactividad y expresión de este receptor en el NPV y las 

glándulas adrenales en ambos grupos (CO y EC). Las fotomicrografías de la 

figura 19 ilustran la inmunotinción para el receptor 5HT7 en el NPV hipotalámico 

de ratas CO (A) y de ratas sometidas a EC (B). En la condición control, tanto las 

neuronas magno como parvicelulares mostraron inmunoreactividad para el 

receptor siendo ésta, sin embargo, de mayor intensidad en las primeras (A). La 

cantidad de neuronas magnocelulares marcadas es significativa, no así las de 

neuronas parvicelulares en las que solamente una fracción pequeña muestra 

inmunoreactividad inobjetable para el receptor 5HT7. En ambos tipos de 

neuronas, el marcaje neuronal se distribuye preferentemente sobre los cuerpos 

neuronales (asteriscos en A); dicha marca en general se observa polarizada. 

Numerosas dendritas de las neuronas magnocelulares también muestran una 

marca intensa para el receptor (flechas en A). En fuerte contraste con lo descrito 

para la condición CO, las ratas sometidas a EC muestran un NPV débilmente 

marcado para el receptor 5HT7 (B). Esta baja en la inmunotinción del núcleo 

refleja la disminución del marcaje, tanto en número como en intensidad, de los 

elementos neuronales somáticos y dendríticos (asteriscos y flechas en B). Por 

otro lado la inmunoreactividad del receptor 5-HT7 en las glándulas adrenales 

difiere marcadamente de lo encontrado en el NPV en ambos grupos. Así, una 

modesta inmunoreactividad para el receptor 5HT7 se observó en las glándulas 

adrenales de ratas CO específicamente en las zonas fascicular y glomerular (D). 

Sin embargo, las ratas sometidas a EC presentan una prominente y mayor 

marca positiva al receptor 5-HT7 tanto en la zona fascicular como en la 

glomerular (E). Consistente con estas observaciones, el análisis del western-blot 

revelo que las ratas sometidas a EC presentaron un decremento del 47% del 

contenido de proteína del receptor 5-HT7 en el NPV (t(8)=4.269, P<0.01; panel 

C) en concomitante con los resultados se cuantificó un 72% más del contenido 
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de proteína del receptor 5-HT7 en las glándulas adrenales (t(10)=-6.399, 

P<0.001; panel F) en comparación con sus correspondientes grupos control 

 

 

 

Fig. 19. Efecto del estrés crónico (EC; 20 min/día, panel B y E) en comparación con el 

control (CO, panel A y D) durante 14 días sobre la inmunoreactividad positiva del 

receptor 5-HT7 y el contenido de proteína en el núcleo paraventricular hipotalámico 

(NPV; panel A, B y C respectivamente) y las glándulas adrenales (GA; panel D, E y F 

respectivamente). En la condición control, se  presentó inmunoreactividad para el 

receptor 5-HT7 en neuronas magnas y parvicelulares (A),  sobre cuerpos neuronales 

(asteriscos en A) y dendritas de  neuronas magnocelulares (flechas en A). Sin embargo, 

en el EC se observó un marcaje débil del receptor 5HT7 en el NPV (B): tanto  en número 

como en intensidad, de los elementos neuronales somáticos, dendríticos (asteriscos y 

flechas en B). Mientras que en las GA del grupo CO se observó una escasa y esparcida 

inmunotinción positiva para el receptor 5-HT7 en la corteza (D) y una marca más intensa 

y abundante se encontró en las áreas corticales de la glándula adrenal de los animales 
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bajo condiciones de EC (E). En consistencia, las determinaciones de contenido de 

proteína del receptor 5-HT7 con respecto a la Sub β1 de la Na+/K+ ATPasa 

determinados por western-blot mostraron un decremento significativo en el NPV de 

ratas EC en comparación con el grupo CO (C), mientras que se observó lo opuesto en 

las muestras de las GA, donde el EC indujo un incremento significativo de la proteína 

del receptor 5-HT7 en comparación con el grupo CO (F). Se muestran el control negativo 

(timo; THYMUS; panel F) y positivo (hipocampo; HIPP; panel F) para la expresión de la 

proteína del receptor 5-HT7. **P < 0.01 vs CO; *** P < 0.001 vs CO. Barras en A y B= 

100 µm (panorámica) y 200 µm (amplificación); barras en D y E = 500 µm (panorámica) 

y 20 µm (amplificación). Secciones del NPV son de -1.85 a -1.90 mm de Bregma.  

 

18.4 Efecto del estrés crónico por restricción de movimiento sobre los 

niveles de 5-HT y de su principal metabolito  el ácido 5-HIAA en el NPV 

hipotalámico y en las glándulas adrenales 

Dado que los resultados endocrinos e histológicos apuntan a una fuerte 

implicación del receptor serotonérgico 5-HT7 sobre la secreción de CORT bajo la 

situación de EC es de vital importancia analizar los cambios de la serotonina (5-

HT), su principal metabolito el ácido 5-HIAA y los cambios en la actividad 

neuronal (5-HIAA/5-HT) en el NPV y en las GA (Figura 20). La exposición a EC 

revelo un incremento importante de las concentraciones de 5-HT (t (10)=-19.206, 

P<0.001; panel A) y 5-HIAA (t (10)=-13.280, P<0.001; panel B) en el NPV con 

respecto a su correspondiente CO. Sin embargo, no hubo cambios significativos 

en la actividad neuronal (5-HIAA/5-HT), sugiriendo que la liberación de 5-HT en 

el NPV no fue afectada por el EC (panel C). En contraste, en las GA se detectó 

un incremento significativo de las concentraciones de 5-HT (t (19)=-2.310, 

P<0.05; panel D), 5-HIAA (t (11)=-4.441, P<0.001; panel E) y de la actividad 

neuronal (t (10)=-2.367, P<0.05; panel F), implicando que el recambio de 5-HT 

es incrementado por el EC en la glándula adrenal. 

 

 



55 

 

CO EC

0

20

40

***
5
-H

T
 n

g
/m

g
 p

ro
te

ín
a

CO EC

0

20

40

***

5
-H

IA
A

 n
g

/m
g

 p
ro

te
ín

a

CO EC

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

5
-H

IA
A

/5
-H

T

CO EC

0

20

40

60

80

100

120

*

5
-H

T
 n

g
/m

g
 p

ro
te

ín
a

CO EC

0

20

40

60

80

100

120

**

5
-H

IA
A

 n
g

/m
g

 p
ro

te
ín

a

CO EC

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

*

5
-H

IA
A

/5
-H

T

A

    D

B

    E

C

    F

NPV

AG

Fig. 20. Efecto de RMO crónico sobre las concentraciones de  Serotonina; 5-HT, su 

principal metabolito el ácido 5-hidroxi-indol-acético; 5-HIAA y la actividad neuronal; 5-

HIAA/5-HT en el Núcleo Paraventricular Hipotalámico (NPV; Panel A, B y C 

respectivamente) y en las glándulas adrenales (GA; Panel D, E y F). Nótese que el 

estrés crónico indujo un incremento importante de 5-HT en el NPV y en las GA (Panel A 

y D respectivamente) y sobre el 5-HIAA (Panel B y E respectivamente). Sin embargo, la 

actividad neuronal solo fue incrementada significativamente en las GA. Los puntos 

representan la media y las líneas verticales denotan el error estándar de la media de 10 

observaciones. * P < 0.05 vs CO; ** P < 0.01 vs CO; *** P < 0.001 vs CO. 

 

18.5 Efecto del estrés crónico por restricción de movimiento sobre la 

inmunoreactividad de la 5-HT en las glándulas adrenales y la expresión de 

la TPH en el NPV hipotalámico y en las glándulas adrenales. 

Dado que los resultados de los estudios bioquímicos en las glándulas adrenales 

muestran un incremento de las concentraciones de 5-HT, neurotransmisor 

activador del receptor 5-HT7, es importante conocer la ubicación específica del 

mismo en esta glándula (medula o corteza) e identificar si la exposición a EC por 

RMO promueve cambios en su expresión. En el mismo sentido es necesario 

dilucidar si el incremento en la 5-HT se debe a un incremento en la síntesis de la 

misma en las glándulas adrenales, para lo cual se cuantifico la expresión de la 
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TPH; enzima limitante de la síntesis del neurotransmisor. Las fotomicrografías de 

la figura 21 ilustran la inmunotinción positiva para el neurotransmisor 5-HT en las 

glándulas adrenales de ratas CO (A) y sometidas a EC (B). Así, mientras la 

inmunoreactividad para la 5-HT fue finamente observada en la corteza adrenal 

de ratas CO (Panel A), grandes clusters de la inmunoreactividad para la 5-HT 

fueron claramente marcados en áreas adrenocorticales, correspondientes 

predominantemente en la zona fascicular de ratas sometidas a EC (Panel B). De 

manera consistente con el alto contenido de 5-HT encontrado en las GA (Figura 

20, panel D), una inmunotinción positiva más intensa fue evidente en la medula 

adrenal de ratas bajo EC (Panel B) en comparación con el grupo CO (Panel A). 

El incremento de la inmunoreactividad de la 5-HT en la corteza adrenal de ratas 

EC (y el concomitante incremento de su actividad neuronal) podría ser debido a 

un incremento en la síntesis del neurotransmisor. Sin embargo, esto no pudo ser 

demostrado ya que el contenido de TPH en relación con la Sub β1 de la Na+/K+ 

ATPasa no se detectó en las GA (Panel C). La cantidad de TPH no cambio en el 

NPV como resultado de la exposición a EC (Panel C). Un control positivo 

(Núcleo del rafe Dorsal; NRD; panel C) confirmo la eficacia del ensayo. 

 

 

 

Fig. 21. Efecto del estrés crónico (EC; 20 min/día, panel B) en comparación con el 

control (CO, panel A) durante 14 días sobre la inmunoreactividad positiva de la 5-HT en 

las glándulas adrenales (GA) y el contenido de su enzima limitante; Triptófano 

Hidroxilasa (TPH, panel C) en el núcleo paraventricular hipotalámico (PVN) y las 

glándulas adrenales (GA). En las GA del grupo CO escasa inmunoreactividad positiva 

para la 5-HT fue observada (A). Interesantemente, bajo condiciones de EC la marca fue 
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más prominente tanto en la zona fascicular como en la glomerular (B). No se detectó la 

proteína TPH en las GA para ambas condiciones (C). Inmunoblotting positivo para la 

TPH fue observado para en NPV pero no fue afectado por el EC (C). Se muestran el 

control positivo (núcleo del rafe dorsal; NRD; panel C) para la expresión de la proteína 

de la TPH. Barras en A y B= 200 µm (panorámica) y 20 µm (amplificación). 

 

19 DISCUSIÓN 

 

19.1 General 

Los presentes resultados proporcionan evidencia de una relación potencial entre 

la respuesta del eje HPA inducida por EC y el sistema serotonérgico central, 

dado que la hipersecreción de corticosterona observada bajo estas condiciones 

parece ser independiente de la respuesta de ACTH y estar regulada a nivel 

adrenal por la 5-HT vía activación del receptor 5-HT7. Hecho apoyado por el 

aumento del tono serotonérgico y una regulación a la alta de los receptores 5-

HT7 en las glándulas suprarrenales. Aparte de estas implicaciones los presentes 

datos sugieren una interesante asociación entre el EC y el receptor 5-HT7 sobre 

la hiperactivación del eje HPA observada en enfermedades relacionadas con el 

estrés. 

 

19.2 Estrés crónico por restricción de movimiento como un modelo de 

estrés crónico 

Un gran número de estudios ha demostrado que se presentan cambios en 

diversas variables fisiológicas del organismo como resultado de la exposición 

repetida a un estresor. De tal manera, se ha establecido que la hiperactividad del 

eje HPA, causada por la exposición crónica al estresor, promueve una marcada 

disminución de la ganancia de peso corporal y del consumo calórico (Kim y col., 

2006; Martí y col., 1994) niveles elevados de glucocorticoides por tiempos 

prolongados que desencadenan hipertrofia o hiperplasia adrenal (Ulrich-Lai y 

col., 2006), e induce involución tímica (Choi y col., 2008), por lo que estos 

parámetros fisiológicos son considerados marcadores de estrés crónico. El 

paradigma de estrés crónico (20 min/día RMO durante 14 días) empleado en el 

presente estudio produjo hipertrofia de las glándulas suprarrenales, pérdida 

notable de peso corporal pero no involución tímica. La ausencia de la involución 
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tímica podría sugerir que se requieren periodos más prolongados o de mayor 

duración del estresor para inducir la supresión de la función inmune y disminuir 

el peso del timo, como lo sugieren previas observaciones que usan el paradigma 

de RMO (Zelena y col., 2004) y otros estresores (Figueiredo y col., 2003). 

Entonces, a pesar de la ausencia de involución tímica, los cambios sobre las 

variables fisiológicas son consistentes con el desarrollo de estrés crónico, lo cual 

valida nuestro modelo de estrés. 

 

19.3 Efecto del estrés crónico sobre los niveles hormonales basales e 

inducidos por restricción de movimiento agudo. 

La ausencia de cambios significativos en los niveles basales de ACTH entre los 

grupos CO y EC se asemejan a previos estudios en los cuales no se detectó 

niveles elevados de ACTH después de estímulos estresores crónicos (Tauchi y 

col., 2008; Malkesman y col., 2006). En el caso de los valores basales de CORT 

se presenta una tendencia a disminuir pero esta no es significativa (P = 0.027; 

Fig. 17 B). Disminuciones en los niveles basales de CORT en modelos de estrés 

crónico han sido menos frecuentemente observadas. Así, ha sido reportado que 

los niveles basales de CORT se incrementan y después regresan a su condición 

control durante el transcurso del estresor crónico (Silberman y col., 2002; 

Zardooz y col., 2006) con una tendencia a disminuir en algunos casos (Azpiroz y 

col., 1999; Mizoguchi y col., 2008) o disminuir de manera notable (Malkesman y 

col., 2006; Sanchez y col., 1998). La razón de estas discrepancias es 

desconocida pero podría ser debida a la variabilidad de los protocolos de estrés 

crónico y/o el uso de diferentes cepas de animales. 

El estrés agudo por RMO incrementa los niveles de ACTH y CORT en ratas 

(Barmun y col., 2007; Girotti y col., 2006; Gray y col., 2010). Los presentes 

experimentos mostraron que la exposición aguda a RMO de 10, 30, 60 y 120 min 

incrementaron los niveles de ACTH y CORT de manera dependiente del tiempo 

de exposición alcanzando los picos máximos a 10 y 30 min, respectivamente. 

Una diferencia marcada se observó en los grupos bajo condiciones de EC, dado 

que la respuestas de ACTH después de 10 y 30 min de RMO fue abolida, 
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mientras se presentó un pico importante después de 120 min de RMO (Figura 17 

A). En adición, la magnitud de la respuesta de CORT fue mayor después del 

periodo de RMO agudo (Figura 17 B). Aumentando así la posibilidad de que la 

secreción de glucocorticoides podría estar disociada de los niveles de ACTH en 

animales bajo EC. La sensibilización de la secreción de CORT inducida por 

RMO en ratas con previo EC está en sorprendente contraste con observaciones 

previas, donde se muestra que experiencias comparables de EC (20-60 min/día) 

durante periodos de 5 y 14 días permiten una adaptación de la respuesta del eje 

HPA a un subsecuente estresor, lo cual se traduce en un decremento en (y/o 

una rápida recuperación de) la respuesta de CORT a un estresor homotípico, 

incluyendo la restricción de movimiento (Barnum y col., 2007; Bhatnagar y col., 

2002; Girotti y col., 2006; Grey y col., 2010; Ma y Lightam., 1998; Ma y col., 199; 

Stamp y Herbert., 1999) e inmovilización (García y col., 2000). La razón de esta 

discrepancia en particular cuando el periodo del estresor crónico es de 14 días 

de RMO (Ma y Lightam., 1998; Ma y col., 199; Stamp y Herbert., 1999) es 

desconocido pero podría estar relacionado con la cepa de los animales, dado 

que en el presente estudio se trabajó ratas Wistar y en los previos estudios con 

Sprague-Dawley. Existe evidencia en la literatura de que las cepas de los 

animales pueden presentar variabilidad en las respuestas no solo ante el mismo 

estresor si no en protocolos idénticos de estrés crónico (Dhabhar y col., 1997). 

En contraste con las observaciones citadas, las respuestas a estresores 

homotípicos más severos no solo fallan en inducir habituación en la respuesta de 

CORT ante la re-exposición al estresor sino que promueven sensibilización. Por 

ejemplo, en ratas expuestas de manera repetida a shocks en la cola (15min/día), 

los niveles de CORT en plasma colectados en los días 2, 3, 4 y 5 fueron más 

elevados que los recolectados en el día 1, así mismo se observó un incremento 

en los niveles de CORT en ratas restringidas de la cola (15 min/día) durante 4 y 

5 días en comparación con el día 1 (Orr y col., 1990). En la misma dirección, 

estrés crónico por predador (gato) en ratas  (60 min/día) por 6 y 13 días 

desencadeno un incremento en la secreción de CORT (después de 60, 120 y 

180 min de exposición al estreso) con respecto a los animales estresados por 



60 

 

solo un día (Figueiredo y col., 2003). Similarmente, las concentraciones de 

CORT plasmáticas de ratas sometidas a intensos (pero no bajos) shocks 

eléctricos incrementaron estas respuestas, siendo este un indicativo de la 

sensibilización de las secreciones de CORT ante un estímulo estresor (Pitman y 

col., 1990). Además, de la bien caracterizada respuesta de sensibilización de 

CORT ante un estímulo estresor nuevo en animales previamente expuestos a 

EC homotípico (Chen y col., 2008; Harrie y col., 2004), todos estos estudios 

sugieren que la sensibilización de la secreción de CORT para estresores 

homotípico podría ocurrir también después de periodos de EC, como se observa 

en el presente trabajo. 

Además de la intensidad del estresor como un factor promotor de la 

sensibilización de la secreción de CORT en respuesta a un estrés agudo, 

también la duración del periodo del estímulo estresor parece ser relevante. Por 

ejemplo, la exposición de ratones agresivos durante 4 y 8 sesiones de 

enfrentamiento presentaron habituación en la respuesta de CORT, mientras que 

12 sesiones incrementaron de manera importante la secreción de CORT, 

sugiriendo la activación de un “switch” que ocurre entre el periodo de 8 a 12 

días, desencadenando la hiperactividad del eje HPA, medido como el resultado 

de niveles elevados de CORT en consecuencia de EC (Kenney y col., 2006). 

Estos estudios están en la misma dirección con los resultados del presente 

trabajo, donde se presenta una disrupción de la habituación del eje HPA e híper-

secreción de CORT ante un estímulo de RMO agudo subsecuente al EC. 

Consideramos que los hallazgos de este estudio proveen evidencia de la 

presencia del  “switch” que parece ser la llave para que la disrupción endocrina 

se presente.             

 

19.4 Posible disociación de la respuesta de CORT inducidas por RMO de 

la secreción de ACTH en ratas sometidas a EC. 

Este es el primer trabajo que muestra una respuesta abolida de ACTH inducida 

por estrés agudo subsecuente a una exposición de EC. Previos trabajos han 

demostrado que la secreción de ACTH inducida por estrés disminuye en 
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animales previamente expuestos a EC (5 y 8 días) y que las respuestas de 

CORT no disminuyen de manera proporcional a las de ACTH (Bhatnagar y col., 

2002; Girotti y col., 2006). De manera similar, un estudio reciente en ratas 

expuesta a EC por RMO (30min/día durante 10 días y 18 min/día por 5 días) 

reportó una disminución importante de ACTH en respuesta a RMO agudo con 

una modesta habituación de CORT (Gray y col., 2010).  

Dado que la duración del estresor crónico empleado en este trabajo es de 14 

días, esto incrementa la posibilidad de que las respuestas desasociadas de 

ACTH y CORT dependan de la duración del estímulo estresor más que de la 

intensidad del mismo. En apoyo a esto, un gran número de estudios preclínicos y 

clínicos reportan disociación entre los niveles de ACTH y cortisol en 

enfermedades críticas, inflamación y desórdenes mentales como depresión 

(Parker y col., 2003). De hecho hay evidencia de que las respuestas de ACTH a 

estrés no siempre son paralelas con las de CORT (Bhatnagar y col., 2004) y que 

puede ocurrir activación de la secreción de CORT de manera independiente de 

ACTH (Bornstein y Chrousos., 1999; Ehrhart- Bornstein y col., 1998). Estos 

factores también pueden actuar modulando la sensibilidad adrenocortical para 

ACTH y pueden ser específicos del estresor y/o incluir activación simpática 

(nervio asplácnico) (Jasper y Engeland., 1997), produciendo péptidos u otros 

factores que participen en la función paracrina, incluyendo 5-HT (Ehrhart- 

Bornstein y col., 1998). Sin embargo, se requiere de estudios adicionales para 

dilucidar la naturaleza de los cambios de la secreción de ACTH que se 

presentan en paradigmas prolongado de EC, como el empleado en este trabajo. 

 

19.5 Participación del receptor 5-HT7 en las respuestas endocrinas 

inducidas por RMO: Impacto del estrés crónico. 

Poca evidencia sugiere la participación del receptor 5-HT7 sobre la función del 

eje HPA. Así, un agonista no selectivo para el receptor 5-HT7, 5-

Carboxamidotriptamina (5-CT), produjo incrementos de la secreción de CORT, 

respuesta bloqueada por el antagonista de los receptores 5-HT2 y 5-HT7 

metisergida (Jorgensen, 1999). Por otro lado estudios inmunohistoquímicos han 
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reportado la expresión de los receptores 5-HT7 en el área periventricular del NPV 

de ratas en desarrollo (Muneoka y Takigawa 2003). El presente trabajo es el 

primero en mostrar una participación funcional del receptor 5-HT7 sobre la 

actividad del eje HPA. Dado que se demostró que el antagonista de los 

receptores 5-HT7, SB-656104 (Forbes y col., 2002) inhibió significativamente la 

secreción de ACTH y CORT en ratas CO. Además, que la híper-respuesta de 

CORT inducida por RMO en ratas sometidas a EC regreso a los niveles del 

grupo CO en presencia SB-656104, esto nos sugiere que los receptores 5-HT7 

presentan una mayor función y/ expresión en el eje HPA. Por supuesto esto no 

excluye la participación de otros mecanismos en los animales sometidos a EC 

(por ejemplo la participación de los receptores 5-HT1A y 5-HT2A/2C; Jorgensen y 

col., 2002), la completa dilucidación de estos fenómenos requiere futuras 

investigaciones. 

Reconocemos que dado que la administración del SB-656104 fue sistémica 

(i.p.), no podemos tener la certeza de los sitios específicos en los cuales el 

antagonista podría haber ejercido su efecto bloqueador sobre las respuestas 

hormonales inducidas por RMO. Sin embargo, basados en los resultados 

Inmunohistoquímicos, proponemos que los blancos farmacológicos parecen 

estar localizados en las GA, pero se requieren experimentos confirmatorios 

(farmacología en el sitio específico).  

Con respecto a la dosis empleada (1 mg/Kg), esta corresponde a la mitad de la 

DE50 oral (2 mg/Kg) determinada previamente para antagonizar la hipotermia 

inducida por la 5-CT en cobayos con una inhibición máxima después de 2 horas 

de administración (Forbes y col., 2002). La razón de la selección de esta dosis (1 

mg/Kg) fue para prevenir interacciones potenciales del SB-656104 con otros 

mecanismos serotonérgicos ya que el compuesto presenta 12-,31-,45-, y 91-, 

veces mayor afinidad por los receptores 5-HT7 (pKi = 8.7) con respecto a 5-HT1D 

(pKi = 7.6), 5-HT2A (pKi = 7.2), 5-HT2B (pKi = 7.04) y 5-HT5A (pKi = 6.74) 

respectivamente (Forbes y col., 2002). 

El espacio de tiempo después de la administración (60 min) se encuentra dentro 

del rango de tiempo de vida media reportado para el SB-656104 (1.4-2 hrs; 
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Thomas y col., 2003 y Forbes y col., 2002 respectivamente) con esto 

aseguramos que los efectos inhibitorios del fármaco son debidos al bloqueo del 

receptor 5-HT7. Finalmente la razón por la cual los valores basales de CORT se 

incrementaron en el grupo de EC tratado con el SB-656104 falta por 

determinarse.  

 

19.6 Efecto del EC sobre la inmunoreactividad y la proteína del receptor 

5-HT7 en el núcleo paraventricular hipotalámico y en las glándulas 

adrenales. 

Este es el primer estudio que muestra la inmunoreactividad del receptor 5-HT7 

en el NPV (incluyendo la subdivisión magno- y parvocelular) y en las GA. La 

presencia de la proteína del receptor 5-HT7 en ambos tejidos fue confirmada por 

Western-blot. La intensa inmunotinción del receptor 5-HT7 en la región 

magnocelular del NPV sugiere la participación de un mecanismo serotonérgico 

alterno vía activación del receptor 5-HT7 sobre la liberación neurohipofisiaria de 

arginina vasopresina (AVP; Bagdy y Kalogeras 1993; Saydoff y col., 1993), la 

cual es consistente con la presencia de inmunoreactividad positiva para 5-HT en 

la región magnocelular del NPV de ratas (Ju y col., 1988). En adicción, la 

modesta inmunoreactividad del receptor 5-HT7 en la región parvocelular del 

NPV, área en donde se localizan neuronas que contienen CRF 

predominantemente (Sawchenko y col., 1984; Sawchenko y col.,1983) parece 

concordar con la baja densidad de inmunoreactividad de 5-HT presente en fibras 

nerviosas de esta área (Sawchenko y col.,  1983) y es consistente con la 

participación del receptor 5-HT7 sobre la activación del eje HPA inducida por 

estrés y la secreción hormonal, como lo indican los resultados endocrinos del 

presente trabajo. Queda por determinar si la inmunoreactividad del receptor 5-

HT7 colocaliza con neuronas que expresan el CRF y que presentan 

inmunoreactividad positiva para terminales nerviosas 5-HT que forman sinapsis 

axodendríticas y axosomáticas (Liposits y col., 1987). Aunque no queda claro si 

la reducción de la expresión del receptor 5-HT7 en el NPV tiene alguna 

implicación funcional, las observaciones de una insensible secreción de ACTH 
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en respuesta a un estímulo agudo de restricción de movimiento en las ratas 

sujetas a EC sugiere una disminución en la participación del receptor en el 

control serotonérgico sobre la secreción de ACTH vía liberación de CRF en el 

NPV hipotalámico (Holmes y col., 1982; Jones y col., 1976). Queda por 

determinar si los cambios de la expresión de receptor que se presentan en el 

NPV de ratas bajo EC están acompañados con una disminución en la liberación 

de CRF.  

Consistente con las presentes observaciones en las GA, en previos estudios se 

ha reportado la expresión del RNAm del receptor 5-HT7 en GA de rata, así como 

su proteína en las 3 zonas de la corteza adrenal (glomerular, fascicular y 

reticular) pero no en la medula (Contesse y col., 1999). En base a criterios 

farmacológicos, se ha sugerido que los receptores 5-HT7 median la secreción de 

aldosterona, lo cual concuerda con su presencia en células de la zona 

glomerular (Contesse y col., 1999); sin embargo, aún no se ha explorado su 

posible participación sobre la secreción de glucocorticoides. En este trabajo se 

reporta la presencia de escasa inmunoreactividad positiva para el receptor 5-HT7 

en la zona glomerular y fascicular de ratas CO (Figura 19 D). Estas 

observaciones sugieren una potencial participación de los receptores 5-HT7 

sobre la secreción de glucocorticoides y proveen evidencia de un posible 

mecanismo de sensibilización de la respuesta de CORT inducida por RMO que 

involucra un aumento en la expresión del receptor en las GA, asociado con un 

cambio opuesto en el NPV. 

De manera similar, a lo observado en el NPV y consistente con la idea de que la 

regulación a la baja de los receptores 5-HT7 podría deberse a la acción de los 

glucocorticoides, se han reportado importantes incrementos de la expresión del 

RNAm del receptor 5-HT7 en la región hipocampal CA3 de ratas 

adrenalectomizadas (Le Corre y col., 1997; Yau y col., 1997), efecto bloqueado 

con tratamiento sostenido de corticosterona (Yau y col.,  1997). Además, el 

tratamiento con dexametasona disminuyo la transcripción del receptor 5-HT7 en 

astrocitos corticales (Shimizu y col., 1997). En contraste con estas 

observaciones, algunos estudios sugieren la regulación a la alta del receptor 5-
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HT7, por ejemplo; una sesión aguda de estrés por RMO (60 min) indujo un 

incremento de la expresión del RNAm del receptor 5-HT7 en hipocampo (Yau y 

col., 2001), de igual manera la exposición a estrés crónico no predecible 

incremento su expresión en hipocampo e hipotálamo (Li y col., 2009) y la 

administración repetida de CORT (7 y 12 días) incremento la reactividad del 

circuito hipocampal a la activación del receptor 5-HT7 inducida por 5-CT, sin 

embargo no se detectaron efectos significativos del tratamiento sobre la unión 

del receptor 5-HT7  hipocampal (Tokarski y col., 2009). Todo esto implica que la 

regulación de los glucocorticoides sobre la expresión y/o función del receptor 5-

HT7 es compleja, con posibilidad de ser incrementada o disminuida su expresión. 

En el caso del NPV de animales expuestos a EC la inmunoreactividad del 

receptor 5-HT7 disminuyo, sugiriendo una regulación a la baja del mismo, 

mientras que en la inmunoreactividad y la cantidad de proteína del receptor se 

incrementó en las GA, sugiriendo una regulación a la alta del mismo. No 

tenemos una explicación para estos cambios en el NPV y GA de los animales 

sometidos a EC. Sin embargo, es interesante que estudios clínicos hayan 

mostrado la presencia de receptores ilegítimos de membrana, incluyendo al 5-

HT7, involucrados en la producción de cortisol en hiperplasias 

adrenomacronodulares independientes de ACTH (AIMAHs) y adenomas que 

causan síndrome de Cushing (Louiset y col., 2006). Desafortunadamente los 

mecanismos implicados en esta expresión anormal de estos receptores son 

desconocidos, nuestros resultados en las GA sugieren una asociación entre el 

EC, el aumento de la expresión del receptor 5-HT7 en células adrenocorticales 

implicadas en la esteroidogénesis y la hipersecreción de CORT. Es importante 

mencionar que en adenomas adrenales humanos y en las AIMAHs la 5-HT 

promueve la secreción de cortisol con mayor eficacia y/o sensibilidad (Contesse 

y col., 2005), probablemente esto es debido a la expresión anormal de 

receptores 5-HT7 en las células adrenocorticales (Louiset y col., 2006).                

Se sabe que los GC ejercen sus acciones a nivel nuclear a través de 

mecanismos genómicos incluyendo tanto la activación transcripcional 

(transactivación) y la represión de la expresión génica (transrepresión) (Dejean y 
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Richard., 2013). Para lo cual el GC se une a su receptor citosólico que posee 

diferentes dominios funcionales, este complejo (GC/receptor) se une a 

secuencias específicas de DNA (glucocorticoid responsive elements o GRE) en 

el núcleo actuando como un factor transcripcional que puede activar o inhibir a 

determinados genes (Albert y col., 1996). Para dilucidar los mecanismos 

genómicos que son activados por los glucocorticoides que evocan los cambios 

en la expresión de los receptores 5-HT7, a la alta en las GA y a la baja en el 

NPV, es necesario realizar estudios que nos permitan evaluar si los factores de 

transcripción activados por los glucocorticoides (Dejean y Richard., 2013) son 

capaces de unirse al promotor o represor del gen del receptor 5-HT7. Aunque ya 

está descrita la organización genómica del gen del receptor 5-HT7 en el humano 

(Bard y col., 1993) y en el ratón (Gellynck y col., 2008), es necesario identificar si 

los elementos promotores y represores del gen contienen regiones que sean 

reconocidas por los factores de transcripción activados por los GC o al mismo 

receptor nuclear. Para lo cual es necesario hacer uso de estudios de reportes 

transcripcionales (Albert y col., 1996; Storring y col., 1999) en líneas celulares 

que expresen el receptor 5-HT7 como por ejemplo en células de glioblastoma 

humano (Mahé y col., 2004). Sin embargo, aunque no se cuenta con esta 

información, se sabe que el gen del receptor serotonérgico 5-HT1A contiene 

regiones ricas de reconocimiento a receptores de glucocorticoides (GR) y 

mineralocorticoides (MR) tanto en sus elementos activadores como represores 

de la trascripción y se sabe que al interactuar con ellos puede inhibir o 

incrementar la transcripción de este receptor. (Garlow y Ciaranello., 1995; Alber 

y col., 2011). Esto nos sugiere que el gen del receptor 5-HT7 también puede 

contener estas regiones ricas de reconocimiento para los GR y de esta manera 

explicar los cambios en la expresión del receptor en el NPV y las GA. En la 

misma dirección, en estudios previos en diferentes líneas celulares transfretadas 

con el receptor 5-HT2 y expuestas dexametasona se observó una inhibición de la 

transcripción del promotor del receptor 5-HT2 en la línea celular de fibroblastos 

de hámster chino (CCL39), mientras que en las células derivadas de la cresta 

neural de ratón (Neuro-2a), se estimuló la transcripción del receptor a través de 
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la activación del promotor. Estos datos indican que el GR puede inhibir o 

promover la transcripción del gen de receptores serotonérgicos y que esto 

depende del tipo celular (Garlow y Ciaranello., 1995). Por otro lado, la regulación 

a la baja del receptor 5-HT7 en el NPV, también puede ser mediada por 

internalización y degradación del receptor serotonérgico y no solo por represión 

de la expresión génica del mismo. Aunque se ha demostrado que la mayoría de 

los GPCR son degradados en los lisosomas después de la endocitosis, el 

receptor 5-HT7 puede ser objeto de degradación proteosomal en la membrana 

plasmática. Dado que se sabe que este receptor puede interaccionar con 

proteínas especificas en su parte terminal (cola carboxílica) y activar vías de 

tráfico celular que inducen su internalización (Guthrie y col., 2005). Por ejemplo, 

se ha establecido que los receptores 5-HT7 contienen dominios en su estructura 

como Cul3 que a su vez puede interactuar con la ubiquitina E3 ligasa (ROC1) y 

de esta manera mediar ubiquitinación del receptor 5-HT7 y desencadenar la 

degradación proteosomal del receptor serotonérgico (Matthys y col., 2012). Esto 

es compatible con estudios farmacológicos que inducen internalización del 

receptor 5-HT7 de manera dependiente o independiente de la interacción con un 

agonista y/o antagonista. (Guthrie y col., 2005). Aunque no se ha descrito un 

mecanismo molecular de degradación a través del cual los GC puedan inducir 

una regulación a la baja de los receptores serotonérgicos, se sabe que los GC 

son capaces de promover internalización al menos de un transportador de 

glucosa (Carter-Su y Okamoto., 1985). En este sentido, son necesarios más 

estudios para determinar si los GC disminuyen el número de receptores 5-HT7 

de la membrana plasmática promoviendo su internalización para su posterior 

degradación. De manera estricta, es importante dilucidar si los dominios 

susceptibles a ubiquitinación del receptor 5-HT7 pueden ser regulados por los 

GC, de ser así, los GC podrían también estar regulando la degradación del 

receptor 5-HT7 en el NPV. Para revelar nuevas interacciones entre los dominios 

susceptibles a ubiquitinación del receptor 5-HT7 y el RGC nuclear se bebe 

utilizar la técnica del doble híbrido en levadura, utilizando la cola C-terminal del 

receptor 5 HT7 como cebo y el cDNA del receptor de GC como presa y confirmar 
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la interacción con una Co-Inmunoprecipitación o bien una co-expresión vía 

Inmunofluorescencia en células transfectadas. A la fecha no hay estudios que 

evalúen el tiempo de vida media de los receptores 5-HT7. Sin embargo, se sabe 

que los receptores serotonérgicos 5-HT1A tienen una vida media de 15 días 

después de la supresión inducida por doxiciclina (bloqueador de la síntesis de 

proteínas; Richardson-Jones y col., 2010). Este dato es importante dado que en 

este periodo el 50% de estos receptores ya no están presentes en la membrana 

plasmática. Suponiendo que la vida media del receptor 5-HT7 sea relativamente 

igual al del 5-HT1A, y tomando en consideración que en el presente estudio se 

observó un decremento del 47% del receptor solo en el grupo de animales 

expuestos a EC y no en el grupo CO, podemos descartar que tal diferencia sea 

debida a los cambios genómicos normalmente observados en el receptor 5-HT7. 

 

19.7 Es la Serotonina adrenal responsable de la hipersecreción de 

Corticosterona inducida por RMO en los animales expuestos a EC.   

El incremento de los niveles basales de 5-HT y 5-HIAA, así como la relación 5-

HIAA/5-HT en la GA sugieren la participación local del sistema serotonérgico 

sobre la secreción de CORT bajo condiciones de EC. La participación de este 

sistema serotonérgico vía activación de receptores 5-HT7 adrenocorticales 

(incrementados en la GA de animales expuestos a EC) podría explicar las híper-

respuestas de CORT inducidas por RMO que fueron sensibles al tratamiento con 

el antagonista de los receptores 5-HT7 (SB-656104) en animales sometidos a 

EC. Estos datos sugieren que la 5-HT podría ser producida localmente en 

células adrenocorticales de manera independiente de las células cromafines 

(Holzwarth y Brownfield., 1995; Verhofstad y Jonsson, 1983) y de mastocitos 

(Hinson y col., 1989), principales fuentes de 5-HT en la GA y que regulan la 

síntesis y secreción de glucocorticoides. Es importante mencionar que los 

mastocitos modulan la secreción de glucocorticoides a través de mecanismos 

vasculares o interacciones célula-célula (Hinson y col., 1989) y estos son 

degranulados en respuesta a estrés agudo por RMO al menos en la dura madre 

y en la piel (Singh y col., 1999; Theoharides y col., 1995). En adicción, la 
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degranulación farmacológica de mastocitos en las GA incrementa los niveles de 

5-HT y CORT en plasma (Kaida y col., 2010). Nuestros experimentos no nos 

permiten excluir la posible participación de 5-HT proveniente de mastocitos 

sobre la secreción de CORT inducida por RMO, debemos recalcar que la 

inmunohistoquímica y los datos de HPLC de la 5-HT fueron realizados sin la 

exposición a RMO agudo, esto hace que la posibilidad previamente descrita sea 

poco probable.    

Dado el obvio incremento de la inmunoreactividad positiva para 5-HT en la 

corteza (y aparentemente también en la medula) adrenal de animales bajo EC, 

es importante clarificar el mecanismo que desencadena este incremento. 

Estudios previos muestran que las células cromafines son capaces de sintetizar 

5-HT a partir de L-triptófano en GA de rana (Delarue y col., 1992), mientras que 

en otro estudio reportan que el L-triptófano y un inhibidor de la TPH (H22/54) no 

modificaron los niveles de 5-HT en las GA (Verhofstad y Jonsson, 1983). Sin 

embargo, la administración de L-triptófano promueve un marcado incremento en 

la inmunoreactividad de 5-HT en la medula adrenal de animales pretratados con 

reserpina sugiriendo la posible actividad de la TPH en GA de rata (Holzwarth y 

Brownfield., 1985). Nuestros resultados negativos de W-B sobre la expresión de 

la TPH en las GA sugieren que la TPH no está presente en el tejido o bien que la 

metodología no pudo detectarla. En este sentido, la TPH tiene dos isoformas 

moleculares (TPH 1 y TPH2) localizadas primordialmente en la periferia y en el 

sistema nervioso centras respectivamente (Walther y col, 2003), es importante 

mencionar que el anticuerpo empleado en el presente trabajo es específico para 

la isoforma TPH 1. Aunque se esperaba que esta isoforma se expresara en las 

GA dado que se ha reportado su regulación a la alta bajo condiciones de estrés 

(Abumaria y col., 2008), aún queda la posibilidad de que la TPH 2 pueda estar 

presente y sea regulada por el EC en las GA. Son necesarios experimentos con 

anticuerpos específicos para explorar esta posibilidad. De manera alternativa, 

también es posible que la 5-HT pueda ser sintetizada dentro de la corteza 

adrenal vía descarboxilación del  5-hidroxi-triptófano (Verhofstad y Jonsson, 

1983), a través de la enzima L-amino ácido descarboxilasa (Burns y col., 1996). 
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Cualquiera que sea el mecanismo involucrado, los resultados sugieren una 

interesante relación entre EC, incremento de la 5-HT adrenocortical y la 

hipersecreción de CORT. Notablemente, una relación similar entre el incremento 

de 5-HT y la secreción de cortisol, han sido observados en sub-poblaciones de 

células productoras de glucocorticoides de tejidos tumorales de GA humanas 

(Contesse y col., 2005) 

 

20 CONCLUSIONES 

Los resultados del presente estudio revelaron una interesante asociación entre el 

EC y la desregulación endócrina que involucra la hipersensibilización de CORT y 

una plana respuesta secretora de ACTH inducida por RMO. Estas alteraciones 

endócrinas parecen estar de acuerdo, al menos en parte, con el incremento de la 

expresión y función del receptor 5-HT7 adrenocortical, así como la mayor 

actividad neuronal y concentración de 5-HT en las GA. Es importante mencionar 

que los estudios neuroendocrinos fueron realizados en ratas estresadas de 

manera aguda tanto en animales CO como bajo condiciones de EC, y que los 

otros estudios se evaluaron en ausencia del estresor agudo. Entonces cabe la 

posibilidad de que los cambios en la secreción hormonal podrían no estar 

ligados directamente con los efectos del EC sobre la función y/o expresión del 

receptor 5-HT7. Los resultados con el SB-656104 sugieren que el bloqueo 

farmacológico de receptores 5-HT7 adrenocorticales, posiblemente regulados a 

la alta por la exposición a EC, podrían ser de beneficio terapéutico en 

enfermedades relacionadas con el estrés, donde se presenta una disrupción de 

la respuesta endocrina. Estos datos también invitan a especular sobre la 

interpretación del uso de bloqueadores de receptores 5-HT7 en comparación con 

los inhibidores de la recaptura de 5-HT (Mnie-Filali y col., 2011), los cuales 

podrían incluir acciones bloqueadoras a nivel de receptores 5-HT7 

adrenocorticales involucrados en la hipersecreción de cortisol. Finalmente, la 

incrementada actividad neuronal de 5-HT en las glándulas adrenales como 

resultado de la exposición a EC implica una estrecha relación entre el EC y la 

disrupción del sistema serotonérgico desencadenando una mayor producción y/o 
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liberación de la indolamina, al menos en las GA. La dilucidación de la naturaleza 

de esta relación, la cual no parece involucrar la expresión de la TPH 1, requiere 

de más investigaciones. Los resultados en paralelo de estos hallazgos en 

animales bajo EC y los estudios clínicos en humanos (Contesse y col., 2005; 

Louiset y col., 2006) son ciertamente prometedores para el uso potencial de un 

bloqueador de los receptores 5-HT7 en el tratamiento de alteraciones 

neuroendocrinas comúnmente observadas en enfermedades relacionadas con el 

estrés.       

 

20.1 Consideraciones finales 

En la presente tesis hemos caracterizado el papel del receptor serotonérgico  5-

HT7 en la respuesta endocrina al estrés  agudo y crónico inducida por RMO, 

dejando constancia de la importante interacción entre el sistema endocrino y 

serotonérgico. Hemos determinado que la participación activadora del receptor 

5-HT7 sobre el eje HPA se desenmascara bajo condiciones de EC y al parecer 

es de naturaleza periférica, estos resultados contribuyen a dilucidar mecanismos 

centrales y periféricos que controlan la actividad endocrina así como la 

modulación que ejerce la 5-HT en los mismos. En su conjunto, estos resultados 

dilucidan el funcionamiento y activación del eje HPA bajo condiciones repetidas 

de estrés y en particular, mejoran el conocimiento de los efectos y mecanismos 

de acción de 5-HT sobre las células adrenocorticales. 

 

21 PERSPECTIVAS 

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta tesis doctoral las 

perspectivas de futuros trabajos se orientan en la siguiente dirección: En un 

primer plano se requieren trabajos destinados a completar los aspectos más 

finos de localización morfológica del receptor 5-HT7 presente en las glándulas 

adrenales, en concreto dilucidar la ubicación y tipo de célula en la que el 

receptor se expresa así como la región específica de expresión.  Dentro de las 

opciones se encuentran la contra-tinción de lípidos, mastocitos, así como 

estudios de microscopía electrónica para su exacta ubicación. Otro punto 
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interesante a explorar es la caracterización farmacológica del receptor 5-HT7 

sobre la liberación de corticosterona en estudios “in vitro” así como los 

mecanismos locales involucrados en dicha regulación y si el receptor se co-

expresa con neuronas del NPV que contienen CRF. 
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