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Neil Gaiman; 

 The Sandman: Fables and Reflections1  

 Make Good Art2 

 

 

“It is sometimes a mistake to climb; it is always a mistake never 
even to make the attempt. If you do not climb, you will not fall. 

This is true. But is it that bad to fail, that hard to fall?”1  

Go and make interesting mistakes, make amazing mistakes, make 
glorious and fantastic mistakes. Break the rules. Leave the 

world more interesting for you being here.2 

https://www.goodreads.com/author/show/1221698.Neil_Gaiman
https://www.goodreads.com/work/quotes/181895
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RESUMEN 

La sinapsis es la unión funcional de dos neuronas que permite el intercambio de 
información entre ellas. Existen dos tipos de sinapsis: la eléctrica y la química. 
Durante la comunicación eléctrica un flujo de iones pasa de una neurona a otra a 
través de canales especializados en la membrana celular. En la comunicación 
química la neurona pre-sináptica libera mensajeros químicos, denominados 
neurotransmisores, que modifican la actividad de la neurona post-sináptica.  

En 1957, Eccles enuncia el “Principio de Dale”, el cual establece la idea de que una 
neurona libera únicamente un neurotransmisor. Años después, Owman (1964), 
Jaim-Etcheverry y Zieher (1969) reportan la capacidad de las neuronas de poseer 
más de un neurotransmisor (coexistencia), y Burnstock (1976) publica la hipótesis 
de la cotransmisión, señalando la capacidad de las neuronas de sintetizar, 
almacenar y liberar más de un neurotransmisor. Estos hallazgos llevaron a la 
reformulación del Principio de Dale, estipulando que una neurona libera el mismo 
juego de transmisores desde todos sus botones sinápticos. Desde entonces, se ha 
aceptado de forma general la coexistencia del mismo grupo neurotransmisores en 
los botones de una neurona, sin considerar la posibilidad de que estos puedan 
segregarse. 

En 1990, Sossin y colaboradores desafían el principio de Dale y publican la primera 
evidencia de segregación, al hallar en neuronas de Aplysia californica que el 
precursor de ELH (Egg-laying hormone) es proteolizado en péptidos que son 
distribuidos en distintas vesículas, las cuáles son segregadas espacialmente en 
diferentes procesos. A partir de esta publicación, surgen varios estudios que 
reportan segregación de neurotransmisores en el sistema nervioso central y 
periférico de mamíferos. 

Las neuronas preganglionares simpáticas (NPS), ubicadas en el núcleo 
intermediolateral de la médula espinal, co-expresan principalmente acetilcolina 
(ACh) y diferentes neuropéptidos, como mENK (metionina encefalina). Asimismo, 
se ha reportado la existencia de una subpoblación de neuronas simpáticas 
preganglionares que co-expresan VAChT (transportador vesicular de ACh) y 
GAD65/67(descarboxilasa de ácido glutámico) (Ito et al, 2005,2007). Lindh et al 
(1986) y Morales et al (1995) hallaron en nervios de NPS la presencia de botones 
positivos a mENK pero negativos a ACh, siendo las primeras evidencias de 
segregación de neurotransmisores en estas neuronas. 

En el laboratorio del Dr. Morales se ha estudiado la segregación en neuronas 
simpáticas (Sámano et al, 2012), y se ha encontrado que las NPS del ganglio 
cervical superior (GCS) de rata co-expresan ACh con diversos neuropéptidos en 



sus somas, pero en sus procesos axonales los péptidos se segregan de ACh 
(Sámano, 2009). 

 Además, se halló que la segregación de neurotransmisores es un fenómeno 
plástico, al ser susceptible a cambios del entorno sináptico (Vega et al, 2013). En 
otros estudios en el laboratorio se ha encontrado que las NPS tienen la capacidad 
de segregar ACh y GABA (dos neurotransmisores clásicos) en distintas 
varicosidades y que esta segregación no es homogénea, si no que sigue un 
gradiente caudo-rostral (Elinos et al, 2016). 

Con el objetivo de confirmar la plasticidad de la segregación de neurotransmisores 
y develar la relevancia fisiológica que en el GCS pueda tener, en este proyecto, se 
plantea analizar, a través de técnicas de inmunofluorescencia, los cambios en la 
segregación de neurotransmisores en ratas sometidas a estrés (un estado de 
hiperactividad simpática).  

Para validar la eficacia del modelo de inducción de estrés por exposición al frio, se 
analizaron, a través de RT-PCR y western blot, los niveles de expresión de tirosina 
hidroxilasa (TH) en médula adrenal (MA). Nuestros resultados de aumento en los 
niveles de TH (mRNA y proteína) en MA, así como una disminución en la masa 
corporal de ratas confirman la eficacia de este modelo en la inducción de estrés.  

Los datos obtenidos hasta el momento señalan un aumento notable tanto en la 
segregación de GABA-ACh (GABA marcado a través de GAD67 y ACh a través de 
VAChT), así como en la de mENK y ACh; y mayor expresión de mENK en GCS de 
ratas sometidas a estrés. Estos resultados sugieren que los cambios en la función 
del sistema simpático que subyacen al estrés podrían estar correlacionados con 
cambios en la expresión y segregación de neurotransmisores en el GCS de la rata. 
El aumento en la segregación de GABA y mENK, así como el aumento en la 
presencia de mENK, así como el aumento en la segregación de GABA, podrían 
señalar un mecanismo que intenta contrarrestar el estado de hiper-actividad 
neuronal que se origina como consecuencia del estrés. 
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INTRODUCCIÓN 

La función principal de las neuronas es recibir, modificar y transmitir mensajes. Esto 

es logrado a través de uniones funcionales denominadas sinapsis; existen dos tipos: 

la eléctrica y la química (Figura 1).  

En la comunicación eléctrica un flujo de corriente pasa de una neurona a otra a 

través de canales especializados en la membrana celular (uniones comunicantes). 

Mientras que en la comunicación química la neurona pre-sináptica libera 

mensajeros químicos, denominados neurotransmisores, que modifican la actividad 

de la neurona post-sináptica (Levitán & Kaczmared, 2008b).  

 

Figura 1. Sinapsis química y eléctrica. Esquema representativo de algunos de los eventos que 

toman lugar durante la transmisión química y la eléctrica.  
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Sinapsis química 

Casi 35 años después de que se estableció el concepto de sinapsis (Sherrington, 

1897 & 1906), se demostró que, en las neuronas del Sistema Nervioso Periférico 

(SNP), la transmisión de información a través de la sinapsis podía ser mediada por 

una sustancia química (neurotransmisor) liberada desde una neurona para alterar 

la excitabilidad de otra neurona o músculo (Loewi, 1921, Valenstein, 2002; Levitán 

& Kaczmared, 2008).  En la década de los 50’s, este principio fue aceptado como 

cierto para el sistema nervioso central (SNC) gracias a la identificación de la 

serotonina y acetilcolina como neurotransmisores en cerebro (Twarog & Page, 

1954; Eccles et al, 1956). 

Los neurotransmisores (Nts) son moléculas sintetizadas en la neurona presináptica, 

almacenadas en vesículas en las terminales presinápticas, y liberadas por la acción 

de una estimulación nerviosa. Tras su liberación, los Nts actúan sobre receptores 

postsinápticos específicos, modifican el potencial de membrana de la neurona 

postsináptica, y finalmente son removidos o degradados después de su acción 

(Figura 1).    

Cada neurotransmisor tiene la capacidad de ser excitador o inhibidor, dependiendo 

del tejido donde actúe (Sámano et al, 2012). 

 

Cotransmisión 

En 1935 Sir Henry Dale enuncia que “una neurona es una unidad metabólica que 

opera en todas sus sinapsis bajo el mismo mecanismo de transmisión química”. Con 

base en estas palabras, en 1957, Eccles proclama el “Principio de Dale”, el cual 

establece la idea de que una neurona libera únicamente un neurotransmisor 

(Eccles, 1957). 

Años después, Owman (1964) y Jaim-Etcheverry & Zieher (1969) reportan la 

capacidad de los nervios adrenérgicos de la glándula pineal de almacenar 
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noradrenalina (NA) y 5 hidroxitriptamina (5HT) como resultado de la administración 

exógena de 5HT y utilizan por vez primera el término coexistencia. Posteriormente, 

Furshpan (1976), Landis (1976) Patterson y Chun (1974) publican evidencia directa 

de la presencia de más de un transmisor en una neurona, al encontrar la expresión 

de acetilcolina (ACh) y NA en neuronas simpáticas co-cultivadas con miocitos.  

En la década de los 70´s Burnstock encuentra que algunas neuronas adrenérgicas 

del SNP podían almacenar y liberar tanto NA como ATP y neuropéptido Y (NPY); y 

en 1976 publica la hipótesis de la cotransmisión, señalando la capacidad de las 

neuronas de sintetizar, almacenar y liberar más de un neurotransmisor (Burnstock, 

2004).Estos hallazgos condujeron a la reformulación del Principio de Dale, 

estipulando que una neurona libera el mismo juego de transmisores desde todos 

sus botones sinápticos (Figura 2B).  

Figura 2. Principio de Dale vs. Segregación de neurotransmisores.  Esquema representativo de 

la morfología típica de una neurona (A). El Principio de Dale, establece que las neuronas 

almacenan y liberan el mismo conjunto de neurotransmisores desde cada uno de sus botones 

sinápticos (B). Por otro lado, en C, se plantea la opción de que las neuronas distribuyan sus Nts 

de forma diferencial en sus distintos botones sinápticos, hipótesis conocida como Segregación. 
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Desde entonces, se ha aceptado de forma general la coexistencia del mismo grupo 

transmisores en los botones de una neurona, sin considerar la posibilidad de 

segregación (Figura 2C). 

 La aceptación de la hipótesis de la cotransmisión condujo a una nueva clasificación 

de los neurotransmisores. De acuerdo a su efecto en la célula blanco, los Nts se 

clasifican dentro de dos grandes familias: transmisores clásicos y cotransmisores. 

Los transmisores clásicos son moléculas capaces de transmitir una señal principal 

(producir una respuesta eléctrica en la célula blanco); mientras que los 

cotransmisores, son mensajeros que sin inducir necesariamente una respuesta 

eléctrica son capaces de potenciar o disminuir el efecto de los neurotransmisores 

clásicos (Burnstrock 1976). 

 

Segregación de neurotransmisores  

En 1990, Sossin y colaboradores desafían el principio de Dale y publican la primera 

evidencia de segregación, en ese trabajo encuentran que en neuronas de Aplysia 

californica el precursor de ELH (Egg-laying hormone) es proteolizado en péptidos 

que son distribuidos en distintas vesículas, las cuáles son segregadas 

espacialmente en diferentes procesos. A partir de esta publicación, surgen varios 

estudios que reportan segregación de neurotransmisores en el sistema nervioso 

central y periférico de mamíferos. 

En 1999, Blitz y Nusbaum encuentran en el cangrejo Cancer borealis que las 

neuronas del sistema nervioso estomatogástrico son capaces de liberar GABA y 

proctolina a diferentes blancos. Marder (1999) se basa en el trabajo de Blitz y 

propone 3 posibilidades de almacenamiento y liberación de múltiples transmisores, 

entre ellas la segregación. 

En 2000 Rayport y colaboradores hallan que tanto in vitro como in vivo las neuronas 

dopaminérgicas del área ventral tegmental (VTA) segregan dopamina y glutamato, 

mostrando por primera vez evidencia de segregación de dos transmisores clásicos 
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en el SNC (Rayport, 2001). En 2005, el grupo de Nishimaru publicó evidencia de 

segregación de Nts clásicos en SNP al encontrar segregación de ACh y glutamato 

en motoneuronas espinales (Nishimaru et al, 2005). 

Segregación de Nts en el ganglio cervical superior (GCS) 

Las neuronas preganglionares simpáticas (NPS), ubicadas en el núcleo 

intermediolateral de la médula espinal co-expresan ACh y diferentes neuropéptidos 

(metionina encefálina (mENK), péptido intestinal vasoactivo (VIP), péptido 

relacionado con el gen de calcitonina (CGRP)) (Figura 3C-3H), q   

Figura 3. Estructura e inervaciones del GCS. El primer panel del esquema la ubicación de las 

neuronas preganglionares simpáticas y los órganos inervados por las postganglionares. El 

segundo panel presenta evidencia de la expresión de ACh y otros Nts en neuronas 

preganglionares: fotomicrografías de inmunofluorescencia con marcadores para ChAT (A, C, E, 

G), GAD67 (B), m ENK (D), VIP (F) y CGRP (H) (3A y 3B: Elinos et al, 2016; 3C-3H: Sámano et al, 

2006) 
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Asimismo, se ha reportado la existencia de una subpoblación de neuronas 

preganglionares simpáticas que co-expresan VAChT y GAD65/67 (Ito et al, 2005, 

2007; Elinos et al, 2016; Fig. 3). Lindh et al (1986) y Morales et al (1995) hallaron 

en terminales nerviosas de NPS la presencia de botones positivos a mENK, pero 

negativos a ACh, siendo las primeras evidencias de segregación de 

neurotransmisores en estas neuronas. 

En el laboratorio del Dr. Morales se ha estudiado la segregación en neuronas 

simpáticas, y se ha encontrado que las NPS del GCS co-expresan ACh con diversos 

neuropéptidos en sus somas (neurotensina, mENK, somatostatina, CGRP y VIP), 

pero en sus procesos axonales los péptidos se segregan de ACh (Sámano et al, 

2006).  

Recientemente, Elinos y colaboradores (2016) encontraron que las NPS del GCS 

que coexpresan tanto ACh como GABA tienen la capacidad de segregar estos dos 

transmisores clásicos a distintas varicosidades. 

La segregación de Nts en GCS es un fenómeno plástico y responde a 

requerimientos sinápticos y a factores ambientales. Esto fue demostrado por Vega 

quién encontró que las NPS modifican la segregación de ENK- ACh en presencia o 

ausencia de neurotrofinas, tanto en condiciones in vitro (2010)  como in vivo (2015).  

Debido a que la segregación de neurotransmisores puede de sufrir cambios en 

función de alteraciones en el entorno sináptico, es de suponer que, en condiciones 

de disfunción simpática, se puedan encontrar cambios en los niveles de segregación 

que podrían ser los desencadenantes de las modificaciones de la función simpática. 

Estrés 

Un estado fisiopatológico de hiperfunción simpática es el estrés. El estrés es un 

estado de hiperfunción en el que, a través de la participación del hipotálamo, se 

genera un incremento en la actividad del sistema simpático. Se sabe que diferentes 

estresores inducen diferentes patrones de activación del sistema nervioso 

simpático. 
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El estrés además de alterar la síntesis de catecolaminas en el sistema 

simpatoadrenomedular, afecta la función del sistema simpatoneural el cual inerva la 

mayoría de los órganos. Es por lo tanto de esperarse que la presencia y la 

distribución intracelular de los transmisores que participan en la transmisión 

ganglionar simpática se encuentren alterada en el estrés. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Considerando la segregación entre Nts clásicos, así como su plasticidad en el GCS, 

resulta relevante develar la participación de estas propiedades neuronales en 

diferentes condiciones fisiopatológicas. Con ese objetivo, en este proyecto, se 

plantea analizar si existe alguna correlación entre cambios en la segregación de Nts 

y una condición fisiopatológica. En particular, se seleccionó una condición en la cual 

la actividad del SNS se encuentra exacerbada, como es el caso del estrés. 

 

 

HIPÓTESIS 

Los cambios en la función del sistema simpático que subyacen al estrés están 

correlacionados con cambios en la distribución y segregación de neurotransmisores 

en el GCS de la rata.  

 

 

OBJETIVO 

Analizar, a través de técnicas de inmunofluorescencia, los cambios en la 

segregación de GABA/ACh y mENK/ACh en neuronas presinápticas de GCS en 

ratas sometidas a estrés. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL

 

 

Sujeto Experimental 

Los experimentos se realizaron con ratas macho Wistar de 240-260 gramos de la 

Unidad de Modelos Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de 

acuerdo a los lineamientos de la Guía Ética para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de los EUA y aprobado el 4 de 

agosto de 2014 por nuestro Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales 

de Laboratorio (Protocolo No. 150) 
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Inducción de estrés por frío 

Ratas machos Wistar de 8 a 9 semanas (240-260g) fueron mantenidos a una 

temperatura de 5° C, en condiciones controladas de 12 h ciclo luz-oscuridad con 

alimento y agua ad libitum durante 5 días. 

RT-PCR 

La expresión de mRNA de tirosina hidroxilasa (TH), tanto en GCS como en médula 

adrenal (MA) fue analizada a través de RT-PCR en animales control, así como 

sometidos a estrés. 

Para la extracción de GCS y MA, las ratas fueron anestesiadas con xilazina (10 

mg/kg i.m) y ketamina (100 mg/kg i.m). Inmediatamente después de la extracción, 

el tejido fue sumergido en nitrógeno líquido, para posteriormente ser triturado y 

homogenizado en trizol. El homogenado se centrifugó a 12,000 G 10’ a 4ºC, se 

recolectó el sobrenadante y se añadieron 200 µL de cloroformo por cada mL de 

trizol, se mezcló por inversión y se centrifugó a 12,000 G 10’ a 4ºC para separar las 

fases. Se removió y precipitó la fase acuosa superior para obtener el RNA total al 

adicionar 500 µL de isopropanol. Las muestras se incubaron 5’ a temperatura 

ambiente y fueron centrifugadas a 12,000 G 10’ a 4ºC.  El pellet de RNA fue lavado 

con 500 µL de etanol al 75% y posteriormente centrifugado durante 10’ a 12,000 G 

a 4ºC. Se disolvió el pellet de RNA en agua MQ estéril y se cuantificó el RNA total 

en Nanodrop. Las muestras fueron almacenadas a -70ºC. 

Para la retrotranscripción se utilizaron 1.5 µg de RNA total, 500 ng de random 

primers (Promega) y la transcriptasa reversa Superscript II (Life Technologies). La 

amplificación del cDNA se realizó con PCR Master Mix (Promega) con 

oligonucleótidos específicos diseñados para amplificar un fragmento de 645 pb del 

gen de TH y 236 pb del de actina, basados en el transcriptoma de Rattus 

Norvegicus.  

TH (645 bp); TM = 63°C 

5'- GAA GGG CCT CTA TGC TAC CCA -3' 
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5'- TGG GCG CTG GAT ACG AGA -3' 

Actina (236 bp); TM = 63°C 

5'- GAG ACC TTC AAC ACC CC -3' 

5'- GTG GTG GTG AAG CTG TAG CC -3' 

 

Para la amplificación de ambos fragmentos se utilizó el siguiente programa: 

    ºC     t 

  A  94   2’ 

  B  94   30’’ 

  C  63   30’’ 

  D  72   30’’ 

  E      A x 20 

  F                   72   7’ 

  G  4   ∞ 

Se realizó la electroforesis de los productos de PCR en un gel de agarosa al 1.5% 

a 110 V durante una hora. El gel fue teñido con Bromuro de Etidio y digitalizado 

usando el escáner láser Typhoon FLA 9500. La intensidad de las bandas fue 

analizada mediante el uso del procesador de imágenes Image J. 

Western Blot 

Las ratas fueron anestesiadas con xilazina (10 mg/kg i.m) y ketamina (100mg/kg 

i.m). En cada sujeto experimental se realizó la extracción tanto de GCS como de 

MA, inmediatamente tras la extracción el tejido fue sumergido en nitrógeno líquido, 

y posteriormente homogenizado en buffer de lisis. El homogenizado fue 

centrifugado a 12,000 G durante 15 min a 4ºC; el sobrenadante fue recuperado y 
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almacenado a -20ºC para posterior cuantificación de proteínas en Nanodrop por el 

método de BCA. 

La electroforesis se realizó a 20 mA cargando 15 µg de proteína por carril en un gel 

de acrilamida al 12.5 %. La transferencia a membranas de nitrocelulosa se realizó 

a 110 V durante 80 min.  

Las membranas se incubaron con PBS Tween 5% durante 2 hrs y posteriormente 

con el anticuerpo primario diluido en PBS Tween 5% durante 3 o 16 hrs. 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

 Antisuero Tipo de anticuerpo 

Acoplado 

a Dilución Procedencia 

Primarios 
α –TH Policlonal de ratón … 1:15000 Millipore  

α –Actina Policlonal de cabra … 1:1000 Sta Cruz 

Secundarios 
α –IgG de cabra  Burro HRP 1:10000 Bethyl 

α- IgG de ratón  Burro HRP 1:10000 Millipore 

 

Se hicieron lavados con PBS Tween 0.5% para eliminar los residuos del anticuerpo 

primario, después se incubó la membrana con el anticuerpo secundario (diluido en 

PBS Tween 5%) por 90 min. 

Inmunofluorescencia 

Los animales anestesiados profundamente con pentobarbital (10 mg/kg i.m) fueron 

perfundidos con una solución de para-formaldehído 2% y ácido pícrico 0.18% a 

través de la aorta ascendente. Se realizó la extracción de ambos GCS, así como de 

la porción correspondiente a los segmentos C8 a T4 de la médula espinal (ME). Se 

realizó la post-fijación y crioprotección (GCS: sacarosa 30%, ME: gradiente de 

sacarosa; 10, 20 y 30%). De cada ganglio se obtuvieron cortes longitudinales de 14 

µm de grosor en un Criostato a 20°C; los cortes fueron recuperados en laminillas 

hidrofílicas y procesados a temperatura ambiente en una atmósfera húmeda con 
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una técnica de rutina para inmunohistoquímica sencilla o doble. Debido a la baja 

eficiencia del anticuerpo primario contra el GAD67, y con el objetivo de aumentar la 

exposición del antígeno, los cortes fueron preincubados en solución de citratos 

Inmuno DNA Retriever” ([1:20]; Bio Sciences for the World, Santa Bárbara, CA, 

USA) durante una hora a 60 °C. El tejido fue incubado con solución de bloqueo (10% 

Suero de Albumina de Vaca) durante dos horas y, posteriormente, con los 

anticuerpos primarios correspondientes (diluidos en solución de bloqueo) durante 

16 hrs.  

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

 Antisuero Tipo de anticuerpo Acoplado a Dilución  Procedencia 

Primarios 

VAChT  Policlonal de cabra … 1:200  Immunostar 

GAD67 Policlonal de ratón … 1:200  Millipore 

ChAT Policlonal de cabra … 1:200  Chemicon 

ENK Policlonal de conejo … 1:100  Mililpore 

Secundarios 

α –IgG de cabra  Burro ALEXA-488 1:200  Jackson 

α- IgG de ratón  Burro ALEXA-594 1:400  Jackson 

α- IgG de conejo  Burro AlEXA-594 1:400  Jackson 

 

Se hicieron lavados con PBS Tx para eliminar el residuo del anticuerpo primario no 

ligado, después se incubaron los cortes con el anticuerpo secundario (diluido en 

PBS Tx) por 2 horas. 

Como control, algunas secciones de tejido fueron procesadas por todos los pasos 

de incubación, sin la inclusión de los anticuerpos primarios. Finalmente, las 

secciones fueron cubiertas con medio de montaje para fluorescencia (Dako 

Fluorescente Mounting medium, Dako, Santa Clara, CA, USA) y examinados con 

un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse E600), equipado con los filtros 

apropiados para Alexa 488, Alexa 594 y Cy5. Cortes seleccionados con uno o dos 

marcajes fueron analizados posteriormente con un microscopio confocal LSM 5 

Pascal Zeiss equipado con un láser argon/Krypton. Las imágenes fueron capturadas 
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con un objetivo 40x (1.3 NA/Oil), las imágenes confocales fueron obtenidas 

utilizando por lo menos dos canales fotomultiplicadores separados, ya sea juntos o 

en corridas separadas. 

Evaluación de la expresión e inmunoreactividad 

Se examinaron entre 20 y 30 imágenes (obtenidas mediante muestreo aleatorio) por 

corte de GCS. Las imágenes fueron deconvolucionadas usando el programa de 

procesamiento de imágenes Metamorph. Mediante el uso de Image J se 

establecieron umbrales en los valores de intensidad para detectar los botones 

positivos a GAD67, ENK y VAChT.  

Posteriormente identificamos marcas específicas al seleccionar la densidad óptica 

(DO) que sobresale sobre la marca de fondo (p.e DO > promedio de la densidad 

óptica del fondo +2 DE). Cuantificamos el número de pixeles sobrelapados para 

cada marcador en las varicosidades con doble inmunomarca. La colocalización es 

presentada como la razón entre el porcentaje del área de las fibras que coexpresa 

las dos marcas, y el relativo al porcentaje del área de las fibras que sólo expresan 

un marcador. Es por ello que la razón de uno corresponde a la colocalización 

completa mientras que la de cero representa localización completamente 

independiente. La segregación de dos marcas fue representada como el porcentaje 

de varicosidades que expresan un marcador dado (p.e. GAD 67) que no expresan 

un segundo marcador (VAChT). Entonces, 100% de la segregación indica que 

ninguna de las varicosidades, en un corte con dos marcadores, expresan ambos 

marcadores, mientras que 0% indica que todas las varicosidades expresan a ambas 

marcas. 

Los datos fueron expresados como promedios ± SEM. El nivel de significancia para 

las diferencias entre los promedios fue evaluado por una t-student independiente. 

El nivel de significancia fue fijado a P <0.05. 
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RESULTADOS 

Pérdida de masa corporal en ratas sometidas a estrés 

Para confirmar el estrés de los 

animales, al inicio y al final del 

tratamiento de inducción de 

estrés se registraron tanto la 

masa del animal como la cantidad 

de alimento consumido. Nuestros 

datos muestran que después de 

5 días de ser expuestas a una 

temperatura de 5⁰C (con comida 

y agua ad libitum) el grupo 

experimental presentó una 

disminución de masa de 10 ± 2.3 

g; mientras que en condiciones 

control durante los 5 días 

correspondientes al tiempo de 

exposición al frío, los animales presentaron un aumento de 22 ± 3.3 g (Figura 4). 

Se confirmó que esta disminución en la masa corporal no es consecuencia de un 

cese en la ingesta de alimento dado que, a lo largo de los 5 días del tratamiento, 

cada individuo del grupo experimental consumió 136 ± 2.2 g de alimento. 

 

La expresión de TH aumenta en la MA de ratas sometidas a estrés 

A través de RT- PCR se analizaron los niveles de expresión del mensajero de TH y 

como control el de actina. En comparación con el grupo control (n=9) la relación 

entre la expresión del mensajero de TH y del de actina en el grupo sometido a estrés 

(n=11) aumentó en un 17.59% (Figura 5). 

Figura 4. Cambios en la masa corporal de ratas 
Wistar sometidas a estrés y su grupo control. Los 
resultados se muestran como Promedio ± Error.  
Estadística de prueba: t, α=0.05, gl=25, p<0.05 
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La expresión proteica de TH y actina fue evaluada a través de Western Blot. En 

ratas control el promedio de la relación entre la expresión de TH y actina fue de 

0.98± 0.06, y en el grupo sometido a estrés 1.63±0.06. 

Coincidiendo con varios estudios, nuestros datos muestran que en la MA de ratas 

sometidas a estrés hay un incremento estadísticamente significativo de la expresión 

de TH, tanto a nivel de mRNA como de proteína (Kvetnantsky & Sabban, 1993; Liu 

et al, 2005; Ulus & Wurtman, 1978). 

Figura 5. Cambios en la expresión de TH en MA como consecuencia de la inducción de estrés. 
Cambios en la expresión de RNA mensajero y proteína de TH. Los resultados se muestran 
como el Promedio ± SEM de la razón geométrica de la densidad óptica de TH y actina.  
Estadística de prueba: t, α=0.05, gl=17(mRNA) y 7(proteína), p<0.05 
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Co-expresión de ACh-GABA y ACh-ENK en neuronas preganglionares 

simpáticas  

 Con el objetivo de confirmar que las terminales analizadas en el GCS corresponden 

a neuronas que coexpresan ACh y mENK o ACh y GABA, a través de técnicas de 

inmunofluorescencia, se comprobó que todos los somas de las   NPS GABAérgicas 

son también inmunopositivas a ChAT (Figura 6). Debido al transporte anterógrado 

axonal, en médula espinal de ratas control no es posible la detección de GAD67 o 

mENK sin la administración de un inhibidor del transporte celular (ej. colchicina) 

(Elinos, 2016). Sin embargo, debido al incremento de GAD67 en los cuerpos 

celulares de las NPS en el grupo experimental, fue posible analizar la expresión de 

GAD67 en el soma de NPS, sin el uso de algún inhibidor del transporte celular 

(Figura 6C). Es posible que las condiciones de estrés inducidas en este trabajo 

incrementen la expresión de GAD67 en el cuerpo celular y que, a su vez, afecten el 

transporte axonal de esta enzima.  

Figura 6. Co-expresión de ChAT y GAD67 en NPS del grupo experimental. Fotomicrografía de 

inmunofluorescencia con marcadores para ChAT (B) y GAD67(C) realizada en cortes de médula 

espinal (C8 – T4). Las NPS, ubicadas en el núcleo intermedio lateral (A) co-expresan ACh y 

GAD67. Las fechas blancas señalan células inmunopositivas ChAT (B y D), mientras que las 

azules señalan células inmunopositivas a ambos marcadores (B, C, D). 
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De la misma manera, confirmamos que todos los somas de las NPS 

inmunopositivos a mENK son también inmunopositivos a ChAT (Figura 7) (Sámano, 

2009; Vega, 2015).  

Los resultados anteriores (Figura 6 y Figura 7) confirman que los botones 

analizados en el GCS corresponden a NPS que coexpresan ACh-GABA y ACh-

mENK (Elinos, 2016; Vega, 2015; Sámano, 2009). 

 

Cambios en la expresión de neurotransmisores en GCS de ratas sometidas a 

estrés  

Nuestros resultados muestran que, al comparar contra el control, en el modelo de 

inducción de estrés por exposición prolongada al frío no hay cambios significativos 

en la expresión de VAChT en terminales de neuronas preganglionares simpáticas 

Figura 7. Co-expresión de ChAT y ENK en NPS del grupo experimental. Fotomicrografía de 

inmunofluorescencia con marcadores para ChAT (B) y ENK (C) realizada en cortes de médula 

espinal (C8 – T4). Las NPS, ubicadas en el núcleo intermedio lateral (A) co-expresan ACh y ENK. 

Las fechas blancas señalan células inmunopositivas ChAT (B y D), mientras que las azules 

señalan células inmunopositivas a ambos marcadores (B, C, D). 
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(Figura 8G). Por otra parte, el análisis de la expresión de GAD67 muestra 

resultados contradictorios ya que, en comparación al control, en el grupo 

experimental se encontró un incremento en la expresión de GAD67 (Figura 6) en 

los somas de las neuronas preganglionares, sin embargo, no se encontraron 

cambios en la expresión de GAD67 en las terminales de estas neuronas (Figura  
8I).  

Figura 8. Cambios en la expresión de VAChT, ENK y GAD67 en terminales de NPS como 
consecuencia de la inducción de estrés. Porcentaje de la superficie de GCS inmunopositiva a 
VAChT (A y D), ENK (B y E) y a GAD67 (C y F). Los resultados se muestran como Promedio 
± SEM.  Estadística de prueba: t, α=0.05. gl=15 (G), 6 (H),19 (I), p<0.05 
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Además, nuestros datos revelan un aumento significativo de la expresión de mENK, 

el cual abarca el 0.5% ± 0.04 de la superficie del GCS examinada, 0.23% más que 

en terminales de NPS del grupo control (Figura 8H).  

Cambios en la segregación de neurotransmisores en GCS de ratas 

sometidas a estrés  

Figura 9. Cambios en la segregación de VAChT y GAD67 en terminales de NPS como consecuencia de 
la inducción de estrés. Fotomicrografía de inmunofluorescencia con marcadores para VAChT (A, D) y 
GAD67 (B, F) realizada en cortes de GCS. Las flechas blancas señalan botones inmunopositivos a 
VAChT,las flechas azules señalan botones inmunopositivos a GAD67 y las azul con blanco señalan 
botones positivos a ambos marcadores (C,F). El porcentaje de segregación (G) se obtuvo al obtener el 
complemento de la proporción de colocalización. La proporción de colocalización fue calculada mediante 
la cuantificación del área correspondiente a los botones en que colocalizan ambos marcadores. Los 
resultados se muestran como μ ± SEM. Estadística de prueba: t, α=0.05 gl=7, p<0.05 

G 
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En neuronas preganglionares simpáticas del grupo control se encontró segregación 

de GABA respecto a VAChT, al hallar que sólo el 66.6% del área correspondiente a 

la expresión de GAD67 es también positiva para la expresión de VAChT, es decir, 

sólo hay segregación del 34.4% (Figura 9).  

 

Figura 10. Cambios en la segregación de VAChT y mENK   en terminales de NPS como consecuencia de la 
inducción de estrés. Fotomicrografía de inmunofluorescencia con marcadores para VAChT (A, D) y mENK (B, 
F) realizada en cortes de GCS. Las fechas blancas señalan botones inmunopositivos a VAChT, las flechas 
azules señalan botones inmunopositivos a mENK y las azul con blanco señalan botones positivos a ambos 
marcadores (C, F). El porcentaje de segregación (G) se obtuvo al obtener el complemento de la 
proporción de colocalización. La proporción de colocalización fue calculada mediante la 
cuantificación del área correspondiente a los botones en que colocalizan ambos marcadores. Los 
resultados se muestran como μ ± SEM. Estadística de prueba: t, α=0.05, gl=6, p<0.05 
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Por otro lado, en NPS de ratas sometidas a estrés hay un aumento significativo en 

la segregación de GAD67 de VAChT; el valor control de 34.4% incrementó a el 

69.9% del área inmunopositiva a GAD67 no se expresa VAChT (Figura 9).  

Además, se halló que en NPS del grupo control la segregación de mENK respecto 

a VAChT (Figura 10), fue de 76 ± 0.05 %, mientras que la hallada en el grupo 

sometido a estrés presentó un aumento de casi el 10% ((85 ±0.04 %; Figura 10).  
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DISCUSIÓN  

Según reportes previos en la literatura (Kvetnantsky & Sabban, 1993; Liu et al, 2005; 

Ulus & Wurtman, 1978), el aumento en los niveles de TH (mRNA y proteína) en MA, 

así como una disminución en la masa corporal de ratas de nuestro grupo 

experimental, valida la eficacia de nuestro modelo en la inducción de estrés.  

Además de confirmar la segregación de GABA/ACh y de mENK/ACh en animales 

control, nuestros datos revelan un claro aumento en la segregación de GABA y 

mENK respecto a ACh. Estos resultados sugieren que los cambios en la función del 

sistema simpático que subyacen al estrés podrían estar correlacionados con 

cambios en la distribución y segregación de neurotransmisores como la ACh, mENK 

y GABA en las NPS de la rata. ‘ 

En un trabajo reciente del laboratorio se encontró una correlación entre los niveles 

de co-existencia vs segregación de ACh y GABA con los niveles de inhibición de la 

trasmisión ganglionar. A mayor coexistencia y menor segregación se encontró 

mayor inhibición (Elinos et al, 2016). Una explicación sugerida fue que al coexistir y 

posiblemente coliberarse el GABA con la ACh consigue inhibir más eficientemente 

la transmisión colinérgica. Por el contrario, la predominancia de segregación sobre 

co-existencia condiciona una menor inhibición, posiblemente porque el GABA 

liberado independientemente desde botones separados a los colinérgicos resulta 

menos eficiente para ejercer la inhibición de la transmisión ganglionar (Elinos et al, 

2016). De acuerdo a estas propuestas en el estrés agudo estudiado en este trabajo 

se generaría un aumento de la segregación de GABA y ACh lo que resultaría en 

una reducción del efecto inhibidor GABAérgico dando lugar a la hiperactividad 

simpática que caracteriza la condición de estrés.   

A pesar de que no se hallaron diferencias significativas en la presencia de ACh y 

GABA entre el grupo experimental y el control, si se halló un incremento significativo 

en la presencia de mENK en el grupo sometido a estrés. Este incremento en mENK 

(péptido opioide de naturaleza inhibitoria), podría señalar un mecanismo por el cual 

el sistema nervioso simpático intenta contrarrestar el estado de hiperactividad 
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neuronal que se origina como consecuencia del sometimiento a estrés (Ulus & 

Wurtman, 1978; Kvetnansky & Sabban, 1993, Kvetnansky et al, 2013).  

Estos resultados, además de evidenciar una correlación entre cambios en los 

niveles de segregación y condiciones fisiopatológicas como el estrés, aportan un 

nuevo ángulo de estudio para la patología del estrés, ya que presenta un 

mecanismo hasta ahora inexplorado en esta condición: la segregación de Nts. Sería 

de esperarse que la plasticidad de la segregación de neurotransmisores estuviera 

correlacionada con cambios en la actividad de las neuronas postganglionares y que 

estos cambios obedecieran a variaciones en las necesidades de los órganos blanco, 

sobre todos aquellos íntimamente relacionados con la respuesta a estresores 

físicos. 

La exposición prolongada o repetida al estrés ha sido reconocida como un factor de 

riesgo para el desarrollo de hipertensión, infarto al miocardio y depresión. Además, 

el estés es capaz de acelerar la progresión de otras patologías como la diabetes o 

el cáncer. (Chrousos & Gold, 1992, McEwen, 2002; Liu et al, 2005).  
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CONCLUSIONES 

-La eficacia del modelo de estrés por exposición al frío utilizado en este trabajo 

queda confirmada tanto por la pérdida de masa corporal como por el incremento en 

los niveles de TH (mRNA y proteína) en la MA del grupo experimental. 

 

-En el modelo de inducción de estrés por exposición al frío, las NPS presentan un 

incremento en la segregación de GABA/ACh y mENK/ACh. Mientras que el aumento 

en la segregación de mENK/ACh es de tan sólo el 10%, el aumento en la 

segregación de GABA y ACh (cuyos valores se duplicaron en condiciones de estrés) 

pudiera favorecer una reducción del efecto inhibitorio GABAérgico que contribuiría 

a generar la hiperfunción simpática que caracteriza al estrés. 

 

-En GCS de ratas sometidas a estrés no hay cambios significativos en la expresión 

de ACh y GABA, pero si en la expresión del cotransmisor inhibitorio ganglionar 

mENK. Este aumento pudiera ser parte de un mecanismo para contrarrestar el 

estado de hiperactividad neuronal resultado del estrés. 

Nuestro trabajo muestra al estudio de la presencia y distribución intracelular de 

neurotransmisores como una nueva vertiente para el análisis de la fisiopatología del 

estrés.  
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ANEXOS 

Sistema Nervioso Periférico 

El sistema nervioso de los vertebrados tiene dos divisiones principales: el sistema 

nervioso central (SNC) y el periférico (SNP). Mientras que el SNC consta de un 

encéfalo que es continuo con la médula espinal, el SNP está formado por receptores 

sensoriales, nervios aferentes que llevan la señal sensorial al SNC y en la parte 

motora por los nervios que conducen las señales del SNC a los órganos efectores 

(Figura A1). El SNP, a su vez, se divide en somático y autónomo.  

La división somática del 

SNP controla la respuesta 

del cuerpo ante cambios en 

el ambiente externo. 

Mientras que los nervios y 

receptores que mantienen 

la homeostasis constituyen 

la división autónoma. 

La división autónoma 

regula principalmente la 

presión arterial, la función 

cardíaca, las secreciones 

exocrinas y la motilidad 

gastrointestinal. Esta tiene 

tres tipos de vías eferentes: 

entérica, simpática (Figura A2) y parasimpática. 

La división entérica está conformada por neuronas localizadas en la pared intestinal, 

y controla la motilidad, secreción y absorción intestinal. 

Figura A1. División del sistema nervioso de vertebrados. Las 

flechas negras indican la dirección del flujo de información 
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La mayoría de los órganos se encuentran inervados tanto por nervios simpáticos 

como parasimpáticos; en general, los sistemas simpático y parasimpático tienen 

efectos antagónicos. En muchos casos, los nervios simpáticos operan para 

estimular órganos y movilizar energía, en especial en respuesta al estrés; por otro 

lado, los nervios parasimpáticos propician la conservación y restauración de energía 

En el sistema nervioso autónomo la vía eferente usa un sistema de relevo de dos 

neuronas entre el SNC y el órgano efector. La primera neurona, denominada 

neurona preganglionar, tiene su cuerpo y dendritas dentro del SNC y su axón (parte 

de un nervio periférico), establece sinapsis con una neurona postganglionar. Las 

Figura A2 Sistema Nervioso Simpático (Solomon, 2008). 
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dendritas y el soma de esta neurona yacen en el ganglio autonómico, fuera del SNC; 

finalmente su axón hace sinapsis con el órgano efector (Sámano, 2009; Solomon et 

al, 2013).  

Estrés 

En general, el estrés ha sido definido como una modificación en el entorno que 

cambia o amenaza con cambiar un estado fisiológico dinámico y optimo existente. 

(Barret et al, 2010) 

En 1936, Selye describe el agrandamiento adrenal, la ulceración gastrointestinal y 

la involución timicolinfatica como respuestas evocadas por cualquier estresor. En 

1989, Vigas propone que las respuestas al estrés son especificas a cada tipo de 

estresor, modificando la teoría del estrés de Selye. 

En general, los estresores pueden dividirse en cuatro categorías: 

-Físicos. Calor, radiación, ruido, vibración, estresores químicos, dolor e 

inmovilización. 

-Psicológicos. Inducen cambios en la conducta, tales como Ansiedad, miedo 

o frustración. 

-Sociales.  

-Estresores que ocasionan disrupción de la homeostasis metabólica y 

cardiovascular. Ejercicio, ortostasis, hipoglicemia y hemorragia. 

La figura A3 describe la respuesta general del organismo ante el estrés, sin 

embargo, es importante considerar que diferentes estresores inducen diferentes 

patrones de activación del sistema nervioso simpático.  

El estrés crónico puede conducir a un incremento en los niveles de glucocorticoides 

y a una activación prolongada del sistema nervioso simpático. Además, ha sido 

asociado con la acumulación de grasa visceral, con la diabetes tipo II, y con 

trastornos cardiovasculares. (Kvetnansky et al, 2013; Solomon et al  2013). 
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Figura A3 Respuesta general al estrés (Solomon, 2008). 
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Sistema Nervioso Simpático y Estrés 

El sistema nervioso simpático no sólo regula las respuestas cardiovasculares y 

metabólicas ante el estrés, sino que también presenta alteraciones bajo situaciones 

de estrés.  

En contraste con el concepto de sistema unitario simpatoadrenal de Canon, que 

establecía que la médula adrenal y el sistema nervioso simpático funcionan como 

unidad, existen varios sistemas catecolaminérgicos que son regulados por varios 

estresores. El sistema periférico simpático consiste de  

a) Sistema simpatoadrenomedular 

b) Sistema simpatoneural 

c) Sistema autocrino/paracrino DOPA/dopamina 

d) Sistemas catecolaminérgicos no neurales 

El estrés altera la síntesis de catecolaminas en el sistema simpatoadrenomedular, 

MA, a través de tres enzimas clave: hidroxilasa de tirosina (TH), dopamina beta 

hidroxilasa (DBH) y feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT). Las enzimas de la 

vía de síntesis de las catecolaminas son inducidas a través de distintas vías de 

señalización en respuesta a estresores de corto y largo plazo (exposición al frío o 

inmovilización). 

La MA produce alrededor del 80% de adrenalina y el 20% de noradrenalina. Las 

células cromafines de la MA están inervadas por las neuronas preganglionares 

simpáticas de la columna intermediolateral, principalmente por los segmentos 

torácicos T5 y T9. La MA responde a estresores como inmovilización, hipoglicemia, 

shock y miedo.  

Después de ser sometidos a repetidas exposiciones del mismo estresor, los niveles 

de catecolaminas regresan a niveles basales e incluso se establecen niveles 

basales más altos.  
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El principal transmisor del sistema simpatoneural es la adrenalina, Las neuronas 

postganglionares del sistema simpatoneural inervan la mayoría de los órganos y 

producen y liberan noradrenalina. El sistema simpatoneural está implicado en 

muchas respuestas fisiopatológicas al estrés como la hipertensión o las arritmias 

cardiacas. El sistema simpatoneural responde a estresores como la exposición al 

frio, ejercicio, hipotensión, hemorragia, dolor e hipovolemia. 

El mecanismo de liberación y síntesis de catecolaminas es similar en la MA y las 

terminales nerviosas simpáticas. La síntesis de catecolaminas es dependiente de la 

actividad de la enzima TH (Tyrosine hydroxilase). La ACh liberada desde las 

terminas preganglionares simpáticas se une a receptores nicotínicos, conduciendo 

a la despolarización de la membrana, incrementando su permeabilidad a Na. Esto 

resulta en un incremento del influjo de Ca, permitiendo que las vesículas que 

contienen catecolaminas se fusionen con la membrana celular de las células 

cromafines/simpáticas y liberen su contenido en el espacio extracelular. Después 

de la exocitosis las catecolaminas que escapan de la recaptura y el metabolismo 

local, difunden a la circulación y constituyen la posa circulante de catecolaminas.  

Un aspecto importante a considerar es que la respuesta del organismo ante el 

mismo estresor fisiológico no siempre es la misma, sino que es influenciada por 

muchos factores, incluyendo diferencias individuales, factores genéticos y 

experiencia previa con el mismo u otro estresor. (Liu et al, 2005; Kvetnansky et al, 

2013) 
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