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RESUMEN 

  La prolactina (PRL) es una hormona con funciones muy variadas, 

incluyendo la regulación de respuestas neuroendocrinas y emocionales al estrés. 

En el hipotálamo se ha descrito la presencia de la PRL, la cual además es 

parcialmente metabolizada en las llamadas vasoinhibinas (Vi), que son una familia 

de fragmentos amino-terminales con masa de 14 a 18 kDa y actividad 

antiangiogénica, cuyos efectos sobre las respuestas al estrés son desconocidas. En 

este trabajo mostramos que la administración intracerebroventricular de una Vi 

recombinante de 14 kDa correspondiente a los primeros 123 aminoácidos de la PRL 

humana, posee efectos ansiogénicos y depresivos en las pruebas conductuales de 

la plataforma elevada, el campo abierto y el nado forzado. Para investigar si la 

exposición al estrés tiene efecto sobre la producción de Vi en el hipotálamo, 

evaluamos el curso temporal de los niveles del RNAm de la PRL, y de las proteínas 

de PRL y Vi en extractos de hipotálamo de ratas expuestas a estrés por 

inmovilización por 30 min. Tanto los niveles del RNAm como de la proteína 

correspondientes a la PRL se elevaron significativamente a los 60 minutos y 

disminuyeron a niveles basales a los 360 min de iniciado el estímulo estresor. La 

elevación de la PRL hipotalámica no se correlacionó temporalmente con el aumento 

en la PRL sistémica, y tampoco fue afectada por el tratamiento con  bromocriptina, 

un agonista de los receptores D2 de la dopamina que inhibe la secreción de la PRL 

hipofisiaria. Si bien el estímulo estresor no modificó los niveles de una Vi endógena 

de 17 kDa en el hipotálamo, encontramos que la actividad enzimática capaz de 

convertir a la PRL hacia Vi disminuye de manera significativa en los animales 

estresados.  

Estos resultados demuestran que las Vi ejercen un efecto promotor de 

estados de ansiedad y depresión. Dado que bajo condiciones de estrés, aumenta la 

expresión de la PRL y disminuye su conversión hacia vasoinhibinas en el 

hipotálamo, es posible que las acciones recíprocas de la PRL y de las vasoinhibinas 

representen un mecanismo efectivo para regular las respuestas conductuales de 

ansiedad y depresión ante estímulos estresores. 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The hormone prolactin (PRL) regulates neuroendocrine and emotional stress 

responses. It is found in the hypothalamus, where the protein is partially cleaved to 

vasoinhibins, a family of N-terminal antiangiogenic PRL fragments ranging from 14 

to 18 kDa molecular masses, with unknown effects on the stress response. Here, 

we show that the intracerebroventricular administration of a recombinant 

vasoinhibin, containing the first 123 amino acids of human PRL and a 14 kDa 

molecular mass, exerts anxiogenic and depressive-like effects detected in the 

elevated plus-maze, the open field, and the forced swimming tests. To investigate 

whether stressor exposure affects the generation of vasoinhibins in the 

hypothalamus, the concentrations of PRL mRNA, PRL, and vasoinhibins were 

evaluated in hypothalamic extracts of virgin female rats immobilized for 30 min at 

different time points after stress onset. The hypothalamic levels of PRL mRNA and 

protein were higher at 60 min but declined at 360 min to levels seen in non-stressed 

animals. The elevation of hypothalamic PRL did not correlate with the stress-induced 

increase in circulating PRL levels, nor was it modified by blocking adenohypophyseal 

PRL secretion with bromocriptine.  A vasoinhibin having an electrophoretic migration 

rate corresponding to 17kDa was detected in the hypothalamus. Despite the 

elevation in hypothalamic PRL, the levels of this hypothalamic vasoinhibin were 

similar in stressed and non-stressed rats. Stress reduced the rate of cleavage of 

PRL to this vasoinhibin as shown by the incubation of recombinant PRL with 

hypothalamic extracts from stressed rats. These results suggest that vasoinhibins 

are potent anxiogenic and depressive factors and that stress increases PRL levels 

in the hypothalamus partly by reducing its conversion to vasoinhibins. The reciprocal 

interplay between PRL and vasoinhibins may represent an effective mechanism to 

regulate anxiety and depression. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 

La prolactina (PRL) pertenece a una familia hormonal derivada de un gen 

común donde su producto proteico puede ser sujeto a modificaciones 

postraduccionales, que incluyen  la glicosilación, la fosforilación y la proteólisis, 

entre otras (Sinha, 1995). Estas proteínas se producen principalmente en la hipófisis 

anterior, pero también en tejidos extrahipofisiarios como el inmune y el nervioso, así 

como en órganos periféricos, como la glándula mamaria y la placenta (Ben Jonathan 

et al., 1996). Aunado a sus diferentes sitios de producción y su diversidad 

estructural, las PRLs participan en una gran variedad de funciones que incluyen 

acciones sobre la reproducción, la osmoregulación y la regulación de la respuesta 

inmune, entre otras (Bole-Feysot et al., 1998, Clapp y Weiner, 1992). 

El sistema nervioso central (SNC) es un sitio productor y blanco de las PRLs. 

El RNA mensajero (RNAm) de la PRL se expresa en el SNC, principalmente en el 

hipotálamo, donde se ha detectado a la PRL y también a algunas de sus variantes 

moleculares como fragmentos inmunoreactivos que varían entre los 14 y 18 kDa 

(Ben Jonathan et al., 1996). La PRL actúa en el SNC para regular conductas 

reproductivas (sexual y maternal), inhibir la secreción de la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH), alterar la secreción de oxitocina (OXT) y vasopresina (VP), 

estimular la ingesta de agua y de alimentos, y modular la respuesta al estrés 

(Grattan, 2002). 

Diversos estímulos estresores estimulan la liberación adenohipofisiaria de la 

PRL a la circulación (Nicoll et al., 1960, Neill et al., 1970). También se ha descrito 

que esta hormona puede actuar sobre el SNC modulando la conducta de ansiedad 

y la activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal en respuesta al estrés (Torner et 

al., 2001). Sin embargo, aún no es claro si el efecto de la PRL sobre las respuestas 

al estrés obedece a la acción de la PRL sistémica incorporada al SNC vía sus 

receptores presentes en los plexos coroideos, o si también participa la PRL de 

origen cerebral. Tampoco es claro si en la respuesta al estrés participan isoformas 

moleculares de esta hormona, regulando la fisiología de la respuesta al estrés o las 

conductas que se derivan de la exposición a estímulos estresores. 



 

 

 

 

En el presente estudio se revisan aspectos generales de la biología de la PRL 

y de sus metabolitos, las vasoinhibinas, y de sus funciones en el SNC, 

particularmente la relación funcional con el estrés. La sección experimental aborda 

la posibilidad de que las vasoinhibinas tengan efectos sobre la conducta de 

ansiedad y depresión. Asimismo se investiga si el estrés regula la expresión de la 

PRL y su procesamiento a vasoinhibinas en el hipotálamo.  

 

2. PRL y Vasoinhibinas 

2.1   Estructura  

La PRL se encuentra codificada por un gen único que, en el humano se 

localiza en el cromosoma 6 y cuenta con 5 exones y 4 intrones. En su forma nativa, 

la PRL tiene una masa molecular de 23 kDa y consta de 199 residuos de aminoácios 

dispuestos en cuatro -hélices antiparalelas estabilizadas por 3 puentes disulfuro. 

Se han descrito diferentes variantes moleculares de la PRL que son principalmente 

producto de modificaciones postraduccionales tales como la proteólisis, la 

desamidación, la glicosilación, la fosforilación, la sulfatación y la dimerización o 

polimerización (Sinha 1995).  

Entre las variantes moleculares mejor caracterizadas de la PRL se 

encuentran las vasoinhibinas (Vi), una familia de fragmentos que contienen el 

extremo amino-terminal de la hormona. Las vasoinhibinas poseen masas 

moleculares que varían entre los 14 y los 18 kDa en función del sitio de corte de la 

PRL por distintas proteasas que incluyen a la catepsina D (Baldocchi et al., 1993), 

las metaloproteasas de matriz (MMP; Macotela et al., 2006), y la proteasa 

morfogenética de hueso-1 (BMP-1) (Fig. 1). La catepsina D es activa bajo pH ácido 

(pH 4-6) y puede generar vasoinhibinas en los gránulos de PRL durante su proceso 

de secreción hipofisiaria (Cruz-Soto et al., 2010), mientras que el procesamiento por  

MMP y BMP-1 ocurre bajo condiciones neutras probablemente en el ambiente 

extracelular en los órganos blanco (Macotela et al., 2006).  

 

 

 



 

 

 

 

 

 
Figura 1. Representación linear de la estructura de la PRL y de la vasoinhibina que 

resulta del corte proteolítico por metaloproteasas de matriz entre los aminoácidos 155 y 156 

de la PRL (Modficada de Macotela et al.,  2006).   

 

Se han identificado al menos tres isoformas del receptor de la PRL. Estas 

variantes moleculares son resultado del procesamiento alternativo del RNA 

mensajero. La región extracitoplasmática de unión a la PRL es idéntica en las tres 

isoformas, las cuales difieren en la extensión del dominio intracitoplasmático, por lo 

cual reciben las denominaciones de receptor corto (291 aminoácidos, 42kDa), 

intermedio (393 aminoácidos, 65kDa) y largo (591 aminoácidos, 80kDa) (Bole 

Feysot et al., 1998). Las tres isoformas son activas y tienen una distribución 

generalizada entre los diferentes tejidos si bien su proporción relativa y 

funcionalidad puede variar (Nagano et al., 1994, Devost et al., 1999). La forma corta 

del receptor ha sido descrita como predominante en hepatocitos, pero también está 

presente junto con la isoforma larga en el cerebro y en la glándula mamaria, y se ha 

propuesto que ambas isoformas pueden mediar el crecimiento hepático (Moreno-

Carranza et al.,  2013), la internalización de la PRL por el epitelio mamario y su 

transporte a la leche (BenJonathan et al., 1996), así como el transporte de la 

hormona hacia el líquido cefalorraquídeo (Walsh et al., 1987). La forma intermedia 

se ha reportado mayoritariamente en células del sistema inmune y de carcinoma 



 

 

 

 

mamario, y se ha asociado a acciones proliferativas de la hormona (Kline et al., 

1999), si bien puede señalizar a la par de la forma larga en sistemas in vitro 

(Campbell et al., 1994). La vía de señalización clásica de los receptores a la PRL 

es la vía JAK (cinasas de tirosina “Janus”) / STAT (transductores de señal y 

activadores de la transcripción). Intervienen las cinasas JAK 1, 2 y 3 y las STAT 1, 

3 y 5, siendo las principales JAK 2 y STAT 5  (BoleFeysot et al., 1998). La 

dimerización del receptor ocurre cuando una molécula de PRL se une a dos 

moléculas del receptor y es un requisito absoluto para que se inicie la transducción 

de la señal (Bole-Feysot et al.,  1998). 

La afinidad de los receptores es mayor por la forma nativa de la PRL (Kd = 

0.1 nM) con respecto a algunas de las isoformas de la hormona (Sinha, et al., 1995). 

Por ejemplo, la PRL en su forma glicosilada presenta una actividad de unión del 

50% con respecto a la PRL no glicosilada (Pellegrini et al., 1988,), y la capacidad 

de unión de las vasoinhibinas es aún menor (5%) que la de la PRL (Clapp et al., 

1992). Sin embargo, en el tejido nervioso se reportó una afinidad similar de las 

vasoinhibinas por el receptor de la PRL (Clapp et al., 1989). Es importante notar que 

las vasoinhibinas poseen efectos inhibitorios sobre los vasos sanguíneos que 

involucran receptores distintos a los receptores de la PRL. Las células endoteliales 

poseen sitios de unión saturables, de alta afinidad y específicos para vasoinhibinas 

que no interactúan con la PRL (Clapp y Weiner 1992 ) y no se han descrito efectos 

inhibitorios de la PRL sobre los vasos sanguíneos (Clapp et al., 2009). 

 

2.2 Funciones 

La PRL se describió originalmente por sus efectos sobre la producción de 

leche en la lactancia. Ahora se sabe que esta hormona ejerce una amplia gama de 

acciones biológicas que incluyen no sólo efectos dentro de la reproducción, sino 

también fuera de ella, como la osmoregulación, el crecimiento, la función inmune y 

la angiogénesis (Ben Jonathan et al., 1996, Clapp et al.,  2009). La diversidad 

funcional de la PRL se debe a la presencia generalizada de sus receptores en una 

gran cantidad de células blanco pero también se ve influida por el polimorfismo 

estructural de la hormona. 



 

 

 

 

Con respecto a los efectos sobre la lactancia, se conoce que la PRL estimula 

la proliferación, la diferenciación y la actividad secretora del epitelio mamario. Entre 

sus efectos lactogénicos se incluyen la estimulación de la síntesis y actividad de 

proteínas específicas de la leche (lactoalbúmina y la β-caseína) como de las 

responsables de la maquinaria biosintética conducente a la producción de 

componentes específicos de la leche tales como la lactosa, lípidos de cadena corta 

e intermedia, entre otros (Ben Jonathan et al., 1996, Freeman et al., 2000).   

Otras acciones de la PRL sobre la reproducción incluyen la estimulación del 

mantenimiento del cuerpo lúteo y la producción de progesterona al principio del 

embarazo (Freeman, 2000; Ben Jonathan et al., 2008), si bien la PRL también ejerce 

acciones luteolíticas. En roedores, el aumento en los niveles circulantes de la PRL 

que ocurre en la tarde del proestro son determinantes de la regresión del cuerpo 

lúteo en ciclos reproductivos no fértiles (Ben Jonathan et al., 2008). Además, la PRL 

inhibe la secreción de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). Esta 

acción la ejerce directamente sobre las neuronas GnRHérgicas (Milenkovic et al., 

1994), pero también indirectamente sobre neuronas kisspeptinérgicas reduciento la 

secreción de la kisspeptina, el principal estimulador  de la GnRH (Sonigo et al., 

2012). Estos efectos permiten explicar la inhibición de la ovulación que tiene lugar 

durante la lactancia. En machos, la PRL estimula la diferenciación de la próstata y 

de la vesícula seminal (Bole-Feysot et al., 1998) y puede actuar sobre las células 

de Leydig incrementando los receptores a la hormona luteinizante (LH) y 

disminuyendo la actividad de la enzima aromatasa con lo cual incrementa la 

producción de andrógenos (Bole-Feysot et al., 1998). 

Por otra parte, la PRL regula diversas conductas esenciales en eventos 

reproductivos, por ejemplo la conducta maternal.  Animales heterocigotos para el 

receptor de PRL (Lucas et al., 1998) o tratados con un antagonista de dicho receptor 

(Bridges et al., 2001) muestran una disminución en el cuidado de sus crías, mientras 

que el tratamiento con PRL puede inducir la conducta maternal en hembras vírgenes 

(Bridges et al., 1990). Además, se ha demostrado que la conducta materna es 

regulada en el área preóptica media (APOM), donde consistentemente se ha 

descrito un incremento en la expresión del receptor de la PRL durante la gestación 



 

 

 

 

y la lactancia (Pi et al., 1999, Bakowska et al., 1997). En relación con la conducta 

sexual, diferentes trabajos sustentan efectos inhibitorios de la PRL en hembras y 

machos. Por ejemplo, hembras tratadas con bromocriptina, un agonista 

dopaminérgico que inhibe la secreción hipofisiaria de la PRL, presentan una 

disminución en la frecuencia de lordosis (Dudley et al., 1982, Witcher et al., 1985), 

mientras que en ratas macho el tratamiento con PRL suprime la conducta de 

copulación (Doherty et al., 1985). 

Otras conductas reguladas por la PRL pueden incidir o no sobre procesos 

reproductivos. Por ejemplo, la conducta de ingesta de agua y de alimento se 

incrementa durante la gestación y la lactancia en asociación con la 

hiperprolactinemia (Moore et al., 1987), y se ha mostrado que la administración 

intra-cerebro-ventricular de la PRL (Noel et al., 1993) o su infusión en el hipotálamo 

(Foreman et al., 1990) producen un aumento en la ingesta de alimento. De hecho, 

en los núcleos paraventricular y ventromedial del hipotálamo, donde se integra la 

regulación de la ingesta de agua y alimento, se ha detectado la sobre-expresión del 

receptor de la PRL en estados de hiperprolactinemia  (Moore et al., 1989, Sauve et 

al., 2000). Además, durante la gestación y la lactancia se atenúa la conducta de 

ansiedad en respuesta al estrés (Hill et al., 2003) y la activación del eje hipotálamo-

hipofisis-adrenal (HPA) (Carter and Lightman, 1987). En apoyo a que esta 

atenuación de las respuestas al estrés pudieran involucrar a la PRL, se mostró que 

el bloqueo de la expresión del receptor de la PRL dentro del SNC aumenta los 

efectos del estrés sobre la generación de ansiedad y la activación del eje HPA 

(Torner et al., 2002). 

Otras acciones de la PRL que pueden o no asociarse con eventos 

reproductivos incluyen la regulación de la concentración iónica y el volumen 

sanguíneo (Nicoll, 1980) y efectos inmunomoduladores e inmunoestimuladores. En 

relación a estas últimas acciones, se conoce que los receptores de la PRL están 

presentes en diversos tipos de células del sistema inmune donde la PRL regula su 

proliferación, supervivencia y secreción de mediadores de inflamación (Yu-Lee 

2002). De hecho se ha propuesto que la PRL puede contribuir a la progresión de las 

enfermedades autoinmunes (McMurray, 2001) y ser uno de los factores que 



 

 

 

 

determina la predominancia de algunos de estos padecimientos en las mujeres 

(Whitacre 2001). 

La multiplicidad de funciones de la PRL pudiera también relacionarse a la 

capacidad que tiene esta hormona como molécula madre precursora de péptidos 

con actividades biológicas nuevas.  El ejemplo mejor documentado de esta 

posibilidad es el de las vasoinhibinas. Las vasoinhibinas, mas no la PRL, inhiben la 

formación de vasos sanguíneos (angiogénesis), la vasopermeabilidad, y la 

vasodilatación (Clapp et al., 2006).  En contraste, la PRL estimula la angiogénesis 

(Clapp et al., 2009). El antagonismo funcional PRL/vasoinhibinas también parece 

ocurrir sobre procesos inflamatorios. Las vasoinhibinas promueven la producción de 

óxido nítrico, un importante mediador de inflamación, vía la estimulación de la 

expresión de la sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS) en células de las vías 

respiratorias y este efecto es comparable al que ocurre en respuesta a la 

combinación de tres importantes citocinas proinflamatorias (TNF, IL-1 e INF) 

(Corbacho et al., 2000). En contraposición, la PRL inhibe la expresión de la iNOS 

que resulta del efecto conjunto de dichas citocinas (Corbacho et al., 2003). Estas 

acciones opuestas entre la PRL y las vasoinhibinas sugieren que la resultante final 

de los efectos de la PRL depende de los niveles de la PRL y de la actividad de 

proteasas capaces de convertirla hacia vasoinhibinas. Al respecto, es importante 

señalar que la PRL y las vasoinhibinas se producen no solamente por la hipófisis 

anterior sino también por múltiples tejidos extrahipofisiarios (Ben Jonathan 1996, 

Cruz-Soto et al.,  2009) 

 

2.3 Sitios de producción de PRL y vasoinhibinas 

La PRL se produce principalmente en células conocidas como lactotropos, 

ubicadas en  la hipófisis anterior. Su  síntesis también se ha podido confirmar en 

células del sistema nervioso, la decidua uterina, el epitelio de las glándulas 

mamaria, lacrimal y sudorípara, en diversos tipos celulares del sistema inmune, en 

el epitelio prostático y en células endoteliales vasculares (Ben Jonathan et al., 1996, 

Corbacho et al.,  2002). En estos tejidos se ha evaluado la expresión del RNAm 

pero también de la PRL en función de su masa molecular, inmunoreactividad y 



 

 

 

 

bioactividad en ensayos específicos. Además, la presencia de la PRL se ha 

detectado en diversos fluidos corporales que incluyen al suero, al líquido 

cefalorraquídeo, al líquido amniótico, a la leche, al líquido folicular, al humor acuoso 

y subrretiniano, entre otros (Ben Jonathan et al., 1996, Clapp et al.,  2009). 

La regulación de la síntesis y secreción de la PRL involucra distintos 

mecanismos que actúan tanto al nivel de la transcripción y traducción, sobre su 

proceso de secreción. La mayor parte del conocimiento acerca de los mecanismos 

de regulación de la producción y liberación de esta hormona, derivan de estudios 

fisiológicos y farmacológicos, que han evaluado los efectos de distintos agentes 

sobre la función adenohipofisiaria in vivo o bien sobre los lactotropos en cultivo. 

Estos estudios han permitido identificar factores externos y ambientales, 

hormonales hipotalámicos, ováricos y derivados de la glándula suprarrenal, así 

como factores parácrinos y autócrinos que actúan de manera orquestada para 

controlar la producción y secreción adenohipofisiaria de la hormona (Bole Feysot et 

al., 1998). Sin embargo poco se sabe acerca de los mecanismos de regulación de 

la producción de la PRL en las fuentes de producción extrahipofisiarias.  

Con respecto a las vasoinhibinas, estas se han detectado en la hipófisis 

anterior (Cruz-Soto et al., 2009), hipotálamo (DeVito et al., 1992), neurohipofisis 

(Clapp et al., 1994), endotelio vascular (Corbacho et al., 2002), condrocitos 

(Macotela et al.,  2006), retina (Aranda et al.,  2005), líquido amniótico (González et 

al.,  2009), líquido subrretiniano y en la circulación (Torner et al.,  1995, Triebel et 

al.,  2009).  

 

 

3. PRL, Vasoinhibinas y SNC 

3.1  Funciones 

Las diversas funciones de la PRL dentro del SNC se apoyan en la distribución 

generalizada de sus receptores, los cuales predominan en los plexos coroideos y 

en el hipotálamo (ver revisión Grattan & Kokay, 2008). Otras áreas del SNC donde 

se ha localizado el receptor de la PRL incluyen: el área periventricular de la región 

preóptica, el núcleo lecho de la estría terminal, la amígdala medial, el tálamo, la 



 

 

 

 

zona incerta, la habénula lateral, el órgano subfornical, la sustancia gris 

periacueductal, la sustancia nigra, el cuerpo estriado, la corteza (cingulada, motora 

y sensorial), el bulbo olfatorio y el área postrema (Pi et al., 1998, Bakowska et al., 

1997). Esta distribución amplia de los receptores de la PRL probablemente refleja 

la complejidad de las acciones de esta hormona, si bien el nivel de expresión es 

bajo en muchas de estas regiones y podría no tener una relevancia funcional 

significativa.  

Las acciones de la PRL sobre el SNC incluyen: la regulación de la secreción 

de neurotransmisores y neuropéptidos, la estimulación de la proliferación de 

neuronas y astrocitos, la regulación del ciclo sueño y vigilia, y la regulación de la 

expresión de diversas conductas (Grattan & Kokay,  2008). Un ejemplo del efecto 

de la PRL sobre la secreción de neurotransmisores es su acción sobre las neuronas 

dopaminérgicas tuberoinfundibulares (TIDA) en el núcleo arcuato del hipotálamo. 

La PRL estimula la secreción de dopamina por estas neuronas dando lugar a un 

mecanismo de retroalimentación negativa sobre su propia secreción. Este 

mecanismo se apoya también en el efecto inhibitorio de la PRL sobre la secreción 

del péptido intestinal vasoactivo (VIP), que al producirse por el hipotálamo y ser 

secretado al sistema portal hipotálamo-neurohipofisiario funciona como 

secretagogo de la PRL hipofisiaria (Ben-Jonathan, 1996). También se han descrito 

efectos inhibitorios de la PRL sobre la secreción de la GnRH y de las kisspeptinas 

por las neuronas que las producen (Milenkovic et al., 1994; Sonigo et al., 2012), 

como parte del mecanismo que media la infertilidad de la lactancia. La PRL también 

estimula la liberación de las neurohormonas oxitocina y vasopresina por explantes 

hipotálamo-neurohipofisiarios (Mejía et al., 2003). Consistentemente con todas 

estas acciones,  se ha descrito la presencia del receptor de la PRL en las neuronas 

TIDA (Arbogast Let al., 1997, Lerant A et al., 1998), en el núcleo arcuato (NARC) 

del hipotálamo y en los núcleos paraventricular y supraóptico (NSO) del hipotálamo 

donde también se encuentran neuronas que producen VIP, el cual ha sido descrito 

como otro neurotransmisor secretagogo de la PRL (Ben-Jonathan et al., 1996, Roky 

et al., 1996, Mejía et al.,1997). Asimismo se ha reportado la presencia del receptor 

corto de la PRL principalmente en las neuronas GnRHérgicas donde se ha 



 

 

 

 

investigado el efecto en la expresión y liberación de la GnRH en respuesta a la PRL 

(Milenkovic et al., 1994; Ben-Jonathan et al., 1996) 

El efecto que la PRL ejerce sobre la oxitocina se ha asociado al aumento de 

esta hormona durante la lactancia (Grattan, 2001), pero las implicaciones 

funcionales del efecto de la PRL sobre la secreción de vasopresina son menos 

claras. Al  respecto, recientemente se ha tenido evidencia de que las vasoinhibinas 

tienen propiedades vasoconstrictoras, a través de inhibir la producción de óxido 

nítrico endotelial, un importante relajador del músculo liso vascular (González et a., 

2004). Dado que la PRL, pero también las vasoinhibinas, estimulan la secreción de 

la vasopresina por el sistema hipotálamo-neurohipofisiario, este sería un 

mecanismo adicional para promover la vasoconstricción sistémica en respuesta a 

la PRL.  

Los efectos neurogénicos y de supervivencia de la PRL en el SNC han 

despertado un gran interés. Se demostró que esta hormona promueve la 

neurogénesis en la zona subventricular del hipocampo y la aportación de nuevas 

neuronas al bulbo olfatorio durante la gestación (Shingo et al., 2003), la proliferación 

de astrocitos en cultivo (De Vito et al., 1992) y la supervivencia de los fotorreceptores 

retinianos (Arnold et al., 2014). También se ha propuesto la posible participación de 

la PRL en la regulación del ciclo sueño-vigilia. La administración icv de PRL 

promueve la fase de movimientos oculares rápidos del sueño (MOR), mientras que 

la inmunoneutralización de las PRLs centrales con anticuerpos anti-PRL bloquea 

dicha fase del sueño (Ben-Jonathan, 1996). Consistentemente se reportó que la 

hipofisectomía suprime la fase MOR del sueño (Bodosi et al., 2000). 

Finalmente y como ya se mencionó, la PRL estimula la conducta maternal 

(Bridges et al., 1990; Lucas et al., 1998, Grattan & Kokay 2008), disminuye la 

conducta sexual (Dudley et al., 1982, Witcher et al., 1985, Doherty et al., 1985, 

Grattan & Kokay2008), promueve la conducta de ingesta de agua y alimento (Moore 

et al., 1989, Sauve et al., 2000; Grattan & Kokay 2008) y disminuye la conducta de 

ansiedad bajo condiciones de estrés (Torner et al., 2001, 2002, 2004).  

 Dado que el propósito de esta tesis es analizar la posible influencia de la 

conversión de PRL a vasoinhibinas sobre la conducta de ansiedad bajo condiciones 



 

 

 

 

de estrés, a continuación se revisan: el concepto de estrés, los antecedentes que 

ligan a la PRL con la conducta de ansiedad, y si los efectos centrales de esta 

hormona pudieran derivar de la PRL secretada por la hipófisis (sistémica) o por el 

SNC (local).     

 

4. ESTRÉS 

4.1 Definición 

Hans Selye introdujo el concepto de estrés como la respuesta a cualquier 

estímulo o agente que atenta contra la estabilidad del organismo (estresor),  ya sea 

de carácter interno o externo o de naturaleza física o química, y que se manifiesta 

en un síndrome de adaptación general, que involucra  tres fases:  

a) Fase de alarma: En donde el organismo se percata del agente nocivo, activa su 

sistema nervioso simpático y la corteza de las glándulas suprarrenales. 

b) Fase de resistencia o adaptación: En la que el organismo hace frente al estresor 

utilizando los recursos energéticos disponibles para sobrevivir la emergencia.  

c) Fase de desgaste: donde ante la imposibilidad del organismo para hacer frente 

al agente estresor se desarrollan múltiples patologías que incluso puede derivar 

en la muerte.  

Selye propuso al eje hipotálamo-hipófisis-adrenales (HHA) como el efector 

clave de la respuesta al estrés dada la aparente homogeneidad de su respuesta 

ante su activación por distintos estresores. Además, propuso que las distintas 

formas de estrés inducen dos tipos de respuesta, una general que implica la 

liberación de la ACTH y la corticosterona, y la individual mediada por factores tales 

como predisposición determinada genéticamente (Selye, 1950). 

Existe cierta tendencia en algunas especies o animales a tener altos niveles 

de reactividad a la exposición al estrés o a mostrar conductas de tipo ansiedad, así 

como cepas de animales criadas con una alta o baja reactividad al estrés, como 

ocurre con las ratas HAB (high anxiety related behaviors) o LAB (low anxiety related 

behaviors) (Landgraf, 2003). Ademas, entre el 30% y el 67% de las enfermedades 

psiquiátricas se han asociado con tendencia o vulnerabilidad en la regulación de 

genes como el subtipo 5HT1A del receptor a serotonina, el transportador de 



 

 

 

 

serotonina 5HTT, la enzima monoamino oxidasa-1 (MAO-1), la catecol-O-

metiltransferasa (COMT), y la colecistoquinina B (CCK-B), entre otros (Domschke 

K., et al., 2013).  

Sin embargo, Walter B. Cannon considerado uno de los iniciadores de las 

teorías fisiológicas del estrés, propuso el término “Reacción de Alarma” para 

explicar el aumento en la liberación de adrenalina en respuesta a la exposición ante 

cualquier estresor; también caracterizó la respuesta al estrés como generalizada e 

inespecífica y la denominó respuesta de huída o lucha (“fight or flight response”). 

Demostró que en esta respuesta tiene lugar la activación del sistema nervioso  

simpático en sus divisiones neural y sistémica, vía la liberación de  noradrenalina  

de terminales nerviosas y de adrenalina de la médula suprarrenal.  

En la actualidad el estrés es un concepto multidimensional, en el cual se 

considera como “un complejo repertorio de respuestas fisiológicas, tales como la 

activación del eje HHA y del eje simpático-adrenal, además de respuestas 

conductuales como la ansiedad, el miedo, la ira, etc., que se generan para restaurar 

la homeostasis amenazada” (Tsigos et al., 2002). 

Los denominados estresores se definen como aquellos estímulos que 

interrumpen la homeostasis del organismo (causan estrés). Sin embargo la 

clasificación de estos estímulos es compleja y dependiendo de dónde se originan 

se les denomina internos (hemorragia, hipoglucemia, etc) o externos (capaces de 

activar receptores sensoriales, visuales, olfatorios, mecánicos, etc). De acuerdo a 

su duración se clasifican como estresores agudos (exposición única y de tiempo 

corto) o crónicos (exposición prolongada, intermitente o continua). También se les 

clasifica de acuerdo a sus propiedades físicas (frío, calor, vibración) y psicológicas 

(sociales, emocionales) (Pacak et al., 2001).  

La activación del sistema nervioso simpático-adrenal, con la subsecuente 

liberación de noradrenalina y adrenalina, y la activación del eje HHA, cuyo producto 

final son los glucocorticoides circulantes, son consideradas como las principales 

respuestas a estímulos estresores. Sin embargo, diversos estudios han mostrado 

que estas respuestas neuroendocrinas varían entre diferentes tipos de estresores y 

que las diferencias se pueden reflejar en una activación diferencial de centros 



 

 

 

 

integradores hipotalámicos. Por ejemplo, usando como marcador de actividad 

neuronal al gen c-fos, se ha descrito que estresores como la inmovilización y los 

choques eléctricos, pero no el estrés por frío o por insulina, activan la subdivisión 

parvocelular del núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) directamente 

relacionada con la activación del eje HHA (Pacak et al., 1995).  

 

5.  RESPUESTA AL ESTRÉS  

         5.1  Activación del sistema nervioso autónomo 

El sistema nervioso autónomo gobierna principalmente el control de las 

funciones viscerales no conscientes del organismo, se encuentra compuesto por 

dos divisiones: la simpática y la parasimpática. El hipotálamo es el sitio integrador 

de las principales aferentes al sistema autónomo, recibe información procedente de 

vías sensoriales y viscerales y desencadena la activación del sistema nervioso 

simpático. Esta regulación comienza cuando las neuronas preganglionares 

simpáticas de la médula espinal, reciben la información procedente del hipotálamo 

a través de vías autónomas descendentes que provienen del NPV (o del núcleo del 

tracto solitario (NTS) localizado en el bulbo raquídeo), de ahí la información es 

transmitida hasta la cadena ganglionar simpática  paravertebral, mediante sinapsis 

con las neuronas postganglionares, que liberan noradrenalina en los distintos 

órganos blanco. Por otra parte, las neuronas preganglionares simpáticas estimulan 

a la médula adrenal para la liberación de adrenalina a la circulación, la cual ejerce 

sus efectos sobre el corazón y el músculo esquelético. 

Como resultado de la liberación de adrenalina se puede obtener energía 

rápidamente. La adrenalina ejerce efectos metabólicos en el hígado donde estimula 

la glucogenólisis, lo cual conduce a un aumento de la glucosa en sangre, que puede 

ser utilizada en los tejidos que más la demanden. Además, la adrenalina y la 

noradrenalina aumentan la frecuencia cardiaca y respiratoria,  la presión sanguínea, 

y la generación de sudor. Estos cambios facilitan la rápida circulación de la sangre 

y con ella el aporte de glucosa y oxígeno tanto a los músculos con funciones 

motoras, como al cerebro, y reducen la circulación en otras partes del organismo 

menos relevantes para la respuesta al estrés, como el sistema digestivo. Así, en 



 

 

 

 

condiciones de amenaza hacia el organismo, los músculos de las extremidades 

disponen de la energía necesaria para realizar algún esfuerzo, así como la irrigación 

facilita al cerebro algunas funciones como la percepción o la atención que pueden 

facilitar una reacción rápida y eficaz  (Sandi, 2002). 

 

           5.2  Activación del eje HHA 

En la subdivisión media dorsal parvocelular del NPV del hipotálamo se 

encuentran neuronas que sintetizan a la hormona liberadora de la corticotropina 

(CRH) y que representan la vía final común para la activación del eje HHA. También 

se han descrito neuropéptidos secretados por la división parvocelular del NPV tales 

como la oxitocina y la VP que regulan la producción de la CRH (Aguilera et al., 1993, 

Herman 1995, Wotjak et al., 1996), y pueden, en el caso de la VP secretada por 

estas neuronas al sistema portal hipotálamo-hipofisiario, estimular la secreción de 

la corticotropina (también llamada hormona adrenocorticotrópica o ACTH (Aguilera 

et al., 1992,1993). 

 La CRH es transportada vía proyecciones neuronales a la lámina externa de 

la eminencia media, donde es secretada al sistema portal hipotálamo-hipofisiario 

(Merchenthaler et al., 1982), hasta alcanzar la hipófisis anterior, donde la CRH 

estimula la síntesis y la liberación de la ACTH a la sangre periférica. El principal 

órgano blanco de la ACTH es la corteza de la glándula adrenal, donde estimula la 

secreción de glucocorticoides (cortisol en seres humanos o corticosterona en la rata) 

por parte de las regiones fascicular y reticular. Los glucocorticoides tienen efectos 

catabólicos importantes que resultan en la conversión de proteína y glucógeno a 

glucosa (gluconeogénesis) en el músculo. También disminuyen la utilización celular 

de glucosa en tejidos que no la necesitan en ese momento como los del sistema 

digestivo. Además aumentan la movilización de ácidos grasos y glicerol del tejido 

adiposo, incrementando su concentración en sangre, lo que favorece su utilización 

en la síntesis de glucosa. Como resultado de todos estos efectos, los 

glucocorticoides mantienen la concentración de glucosa en sangre necesaria para 

contender con situaciones de estrés y deprivación de alimento, a costa de disminuir 

la proteína y grasa del cuerpo (Kaplan, 1996).  



 

 

 

 

Además de las influencias intranucleares, el  NPV integra aferencias de 

centros superiores (corteza y sistema límbico) y recibe proyecciones 

catecolaminérgicas del tallo cerebral, de  órganos circunventriculares y de áreas del 

sistema límbico (núcleo del lecho de la estría terminal, septum, hipocampo y 

amígdala). Las vías catecolaminérgicas excitatorias provenientes del tallo cerebral 

ejercen un efecto activador del eje HHA en el NPV, el cual también  integra 

información que proviene de aferencias medulares y del tallo, y es responsable de 

respuestas reactivas (Herman et al., 2003)   

 

         5.3  Conducta de ansiedad 

La respuesta de ansiedad ha sido abordada bajo el enfoque de los efectos 

de diferentes sustancias capaces de estimularla o de inhibirla, denominadas como 

ansiogénicas y ansiolíticas, respectivamente. Los ensayos conductuales son 

estudiados en roedores y diseñados de tal forma que logran crear situaciones de 

conflicto entre la capacidad innata de exploración y el estrés causado por la novedad 

de la prueba o los espacios de la misma. Si bien las definiciones operacionales del 

estado de ansiedad dependen del experimentador, en términos generales la 

ansiedad se define con base a la actividad locomotora, la exploración,  piloerección,  

defecación, y otros patrones conductuales que presentan los animales durante el 

ensayo. Por ejemplo, en la plataforma elevada o “plus maze”, descrita por Pellow 

en 1985 (Pellow, 1985), se han validado muchas sustancias ansiogénicas o 

ansiolíticas, que coinciden con sus efectos en otras pruebas conductuales de 

ansiedad como la prueba de campo abierto descrito por Walsh en 1976 (Walsh, 

1976), o el ensayo de “holeboard” descrita por Lister en 1990 (Lister, 1990).  

En humanos la ansiedad se delimita a través de las pautas establecidas por 

el Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales de la Asociación 

Americana de Psiquiatría (DSM-IV), donde se define ansiedad como una sensación 

de apremio, de intranquilidad o desasosiego psicológico derivado de la anticipación 

del peligro (DSM-IV referencia). Estas sensaciones se han asociado con 

manifestaciones fisiológicas relevantes tales como un incremento en la presión 

arterial, la taquicardia, la hipertermia, y la liberación elevada de glucocorticoides, así 



 

 

 

 

como con la expresión de patrones conductuales estereotipados en animales como 

conductas de defensa que incluyen la respuesta de parálisis, evitación, escape, 

acicalamiento, defecación y pilo-erección. 

Dentro de las estructuras centrales que se ha propuesto que regulan la 

conducta de ansiedad se encuentra el septum y el circuito de Papez (circuito 

formado por el hipocampo, cuerpos mamilares, tálamo anterior y corteza del 

cíngulo). El núcleo amigdalino juega un papel fundamental en conductas 

emocionales (Steimer, 2002). Se ha descrito como un núcleo de asociación y relevo 

de diversas emociones, además de que esta región recibe diferentes conexiones 

recíprocas con estructuras corticales y con el sistema ascendente noradrenérgico 

que responde a diversos estresores. En general estas estructuras están 

íntimamente relacionadas con respuestas emocionales, cognitivas, autonómicas y 

endócrinas (Millan, 2003). Notablemente, el NPV que constituye la vía final común 

para la secreción de la CRH, responsable de promover la secreción de la ACTH por 

la hipófisis (Aguilera, 1994), y donde se localizan neuronas  responsables de la 

activación del sistema nervioso simpático, también participa en la integración de la 

respuesta de ansiedad al estrés (Millan, 2003). 

 

6. PRL, ESTRÉS Y ANSIEDAD 

Desde hace muchos años se sabe que diversos estresores (choque 

hiperosmótico, frío, choques eléctricos, restricción por movimiento, quemaduras, 

entre otros) inducen la liberación de la PRL a la circulación sistémica (Nicoll et al., 

1960, Neill et al., 1970). Las implicaciones funcionales del aumento de la PRL 

circulante en respuesta al estrés no son claras, si bien se han propuesto varias 

posibilidades. Por ejemplo, dadas las acciones estimuladoras del sistema inmune 

de la PRL (McMurray,  2001), se propuso que la secreción de esta hormona podría 

contrarrestar las acciones inmunodepresoras de los corticoides liberados en 

respuesta al estrés (Yu-Lee,  2002).  

Por otra parte, Torner y colaboradores propusieron que la PRL puede 

modular las respuestas conductuales y neuroendocrinas del estrés y que esta 

acción la ejerce directamente sobre el SNC. Así, este grupo de investigadores 



 

 

 

 

demostró que la administración intracerebroventricular (icv) de oligonucleótidos 

antisentido capaces de bloquear la expresión del receptor de la PRL incrementa la 

potencia de estresores emocionales (“plataforma elevada” o inmovilización) para 

producir ansiedad y para estimular la secreción de la ACTH a la circulación (Torner 

et al., 2001). Consistentemente, mostraron que la administración icv de la PRL 

reduce la conducta de ansiedad y los niveles circulantes de la ACTH en respuesta 

a dichos estresores (Torner et al., 2001). 

En base a las observaciones anteriores, se sugirió que los altos niveles 

circulantes de la PRL que tienen lugar durante la lactancia podrían contribuir a 

explicar la reducida reactividad del eje HHA en esta fase del ciclo reproductor 

(Torner et al., 2004). Así, en animales experimentales y en humanos en estados 

hiperprolactinémicos fisiológicos (gestación y lactancia) diversos estímulos 

estresantes (inmovilización, nado forzado, plataforma elevada, inyecciones 

hipertónicas, éter, estrés psico-social, choques eléctricos, ruido, cirugías, etc.) 

ejercen un efecto menor sobre la expresión del RNAm de la CRH y la concentración 

circulante de glucocorticoides que en individuos con niveles sistémicos basales de 

PRL (Thoman et al., 1970, Lightman et al., 1989, da Costa et al., 1996,  Windle et 

al., 1997, Neumann et al., 1998, 2000, Altemus et al., 2001). Además, en el NPV se 

expresa tanto el receptor de la PRL como la propia PRL y  las vasoinhibinas (Clapp 

et al., 1994). Por lo tanto, la PRL y las vasoinhibinas de origen sistémico, pero 

también neuronal, pudieran influir sobre la respuesta central a estímulos estresores. 

 

7. Origen sistémico y neural de la PRL 

Se desconoce si la PRL, la cual como hemos dicho es capaz de modular las 

acciones del estrés, es de origen sistémico o bien de origen neural. Se ha observado 

que el estrés incrementa los receptores a la PRL en los plexos coroideos (Fujikawa 

et al., 1995), y que estos receptores son capaces de internalizar a la PRL sistémica 

al líquido cefalorraquídeo (Grattan y Kokay, 2008). Además, se ha observado que 

la concentración de la PRL en el líquido cefalorraquídeo se correlaciona con el 

aumento de la PRL circulante, ya sea en respuesta al estrés (Walsh et al., 1987), o 



 

 

 

 

subsecuente al tratamiento con un antagonista dopaminérgico (Felicio y Bridges, 

1992).  

Por otra parte, recientemente se reportó que la hiperprolactinemia o el 

tratamiento icv con PRL aumentan los niveles sistémicos de OT y VP vía la 

activación de la producción de óxido nítrico en neuronas del SON y del NPV (Vega 

et al., 2010). Estas acciones podrían repercutir sobre la activación del eje HHA. La 

VP y la OT regulan la secreción de la CRH por neuronas parvicelulares del NPV 

(Sawchenko et al., 1992), pero también pueden actuar sobre sus receptores en la 

hipófisis anterior estimulando a los corticotropos a sintetizar y liberar ACTH (Herman 

et al., 1989).   

Si bien parece no haber duda de que la PRL sistémica puede ser 

transportada al cerebro, múltiples evidencias apoyan la producción de la PRL en el 

cerebro, particularmente en el hipotálamo, donde la inmunoreactividad a la PRL no 

desaparece en respuesta a la hipofisectomía (Torner et al., 1995; Grattan y Kokay, 

2008). Por otra parte, estudios de perfusión (push-pull) mostraron la liberación de la 

PRL en el PVN y en el área media preóptica en respuesta a un período de estrés 

por inmovilización (Torner et al., 2004). Estos hallazgos son consistentes con el 

reporte que muestra la presencia de la PRL inmunoreactiva dentro de vesículas de 

secreción en neuronas hipotalámicas (Mejia et al., 1997), y con la secreción  de 

PRL-dependiente de calcio por fragmentos de hipotálamo incubados in vitro o por 

explantes del sistema hipotálamo-neurohipofisiario (Torner et al., 1995). Más 

directamente, se demostró la expresión del RNA mensajero de la PRL por la 

reacción en cadena de la polimerasa y por hibridación in situ en el hipotálamo y en 

otras regiones del cerebro (DeVito et al., 1992, Clapp et al., 1994; Roselli et al., 

2008). De hecho, también se demostró que el RNA mensajero de la PRL aumenta 

en el hipotálamo de ratas lactantes bajo condiciones de estrés (Torner et al., 2002; 

Torner et al.,  2004). Finalmente, se reportó que el sistema hipotálamo-

neurohipofisiario produce y secreta vasoinhibinas (Clapp et al., 1994), que las 

vasoinhibinas son secretadas por fragmentos de hipotálamo en cultivo (De Vito, et 

al., 1987; Torner et al., 1995), y que el tratamiento con estrógenos puede reducir la 



 

 

 

 

conversión de la PRL hacia vasoinhibinas en extractos neurohipofisiarios de 

animales ovariectomizados (Torner et al., 1999).  

 El hecho de que el hipotálamo y, en particular el NPV, produzca y secrete a 

la PRL y  a las vasoinhibinas, y que dicha producción puede incrementarse bajo 

condiciones de estrés, sugiere que estas hormonas  también podrían actuar 

localmente a manera de neuropéptidos sobre la integración de las respuestas al 

estrés que se llevan a cabo en este núcleo hipotalámico. 

 

 

           8.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

La PRL actúa en el SNC reduciendo las respuestas neuroendócrinas y 

conductuales del estrés. Estos efectos pueden resultar tanto de la PRL sistémica 

una vez que se incorpora al cerebro vía sus receptores en los cuerpos coroideos, 

como de la PRL que  es sintetizada en el cerebro y puede actuar como un 

neuropéptido modulando las respuestas al estrés. Sin embargo, estas acciones de 

la PRL podrían involucrar mecanismos adicionales. Se conoce que la PRL es 

convertida proteolíticamente hacia vasoinhibinas en el hipotálamo, y que estos 

péptidos frecuentemente ejercen efectos opuestos a los de la PRL. La PRL estimula 

la angiogénesis mientras que las vasoinhibinas son antiangiogénicas. La PRL tiene 

efectos anti-inflamatorios sobre tipos celulares donde las vasoinhibinas son 

proinflamatorias. Sin embargo, tanto la PRL como las vasoinhibinas estimulan la 

secreción de VP por el sistema hipotálamo-hipofisiario. 

Dado que las vasoinhibinas están presentes en el hipotálamo y tienen efectos 

que pueden diferir o no de los ejercidos por la PRL, en esta tesis investigamos si las 

vasoinhibinas afectan la conducta de ansiedad y si su generación se modifica bajo 

condiciones de estrés. 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

           9.   HIPÓTESIS 

Las vasoinhibinas modifican la conducta de ansiedad y su generación 

hipotalámica se altera bajo condiciones de estrés. 

 

 10.  OBJETIVOS 

OBJETIVO 1  

Determinar si la administración icv de vasoinhibinas tiene efecto sobre 

conductas de tipo ansiedad (en la plataforma elevada en cruz y el campo abierto) o 

de depresión (en el nado forzado) 

OBJETIVO 2 

Determinar si el estrés por inmovilización modifica la expresión de la PRL en 

el hipotálamo y los niveles sistémicos e hipotalámicos de la PRL y de las 

vasoinhibinas.  

OBJETIVO 3 

Determinar si el estrés por inmovilización modifica la actividad de las 

proteasas hipotalámicas capaces de generar vasoinhibinas a partir de la PRL.  

         

 11. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Reactivos 

En las pruebas conductuales se utilizó Vasoinhibina recombinante de 14 kDa, 

con los primeros 123 aminoácidos de la secuencia de la PRL humana y un extremo 

de 7 histidinas, generadas como se describe en Galfione et al., 2003. 

En los ensayos de corte, y como estándar en los ensayos de Western blot, 

se utilizó PRL de rata, la cual fue obtenida del National Hormone and Pituitary 

Program (NHPP) y donada  por el Dr. A.F. Parlow (Universidad de Harbor California, 

Centro Médico los Ángeles, Los Ángeles, CA)  

La PRL cortada en el extremo carboxilo-terminal y una vasoinhibina de 16kDa 

conteniendo los 145 aminoácidos de la PRL de rata fueron usadas como estándar 

en los Western blots, y estas proteínas fueron generadas por proteólisis enzimática 



 

 

 

 

de la PRL antes referida con extractos de glándula mamaria enriquecidos en 

Catepsina D, como se ha reportado previamente (Clapp et al., 1987) 

 

Animales 

Se emplearon ratas hembra vírgenes adultas de la variedad Wistar (210-

250grs) en fase de diestro, mantenidas bajo condiciones controladas de 

temperatura (22-24°C) y de luz/oscuridad (12/12), con acceso libre al agua y al 

alimento. La fase de diestro fue seleccionada de acuerdo a estudios previos que 

reportan que en esta fase se detecta la menor expresión del RNA mensajero de la 

PRL en el NPV y en el NSO, de manera que presumiblemente podría observarse 

mejor la influencia del estímulo estresor sobre dicho transcrito (Torner et al., 1999). 

Las etapas del ciclo estral se monitorearon diariamente mediante su citología 

vaginal. Además, los animales fueron manipulados diariamente durante al menos 4 

días antes del experimento intentando mimetizar la maniobra experimental, con la 

finalidad de reducir el estrés para el día del experimento. 

La justificación de usar ratas hembras en los experimentos se basa en la gran 

influencia que tiene la PRL sobre conductas reproductivas en las hembras (Grattan 

& Kokay, 2008). Para su sacrificio fueron anestesiadas mediante su exposición a un 

ambiente saturado de CO2 y decapitadas posteriormente. 

El comité de Bioética del instituto de Neurobiología de la UNAM aprobó el 

manejo experimental de los animales. 

 

Introducción de las cánulas guía y microinyección 

Se implantaron bilateralmente cánulas guía estereotáxicamente bajo 

anestesia (70% ketamina y 30% xilacina 1.0 µl/gr, i.p). Las cánulas se prepararon 

con agujas de acero romas (0.7 x 30 mm), las cuales se colocaron en las 

coordenadas que corresponden a los ventrículos laterales [antero-posterior 0.5mm, 

medio lateral 1mm, dorsoventral 3.2mm] (Paxinos, 1986) de manera bilateral y se 

aseguraron con cemento acrílico mediante dos tornillos insertados en el hueso del 

cráneo. Los experimentos se realizaron 5 días después de la cirugía, tiempo en que 

los animales fueron manipulados diariamente simulando el proceso de inyección. 



 

 

 

 

Se inyectaron 4 l  de vehículo (25nM Hepes, 0.01% Triton, 0.1% glicerol, pH 7.4) 

o 250 ng/l  de la Vi recombinante. La vasoinhibina recombinante corresponde a los 

primeros 123 aminoácidos de la PRL humana que definen una masa molecular de 

14 kDa y fue generada en células de insecto de acuerdo al método previamente 

descrito por nuestro laboratorio (Galfione et al., 2003). Las ratas se colocaron en el 

cuarto de evaluación 24 horas antes del experimento para todas las pruebas 

conductuales. Todos los experimentos se realizaron entre las 12 y las 14 hrs. 

Además, el día anterior al experimento se colocó un inyector dentro de  la cánula 

guía, de tal forma que el posible rompimiento celular que conlleva la introducción de 

este no afectara las infusiones experimentales. En todos los casos la inyección fue 

con un flujo de 2 μl/min y una vez finalizada la infusión se esperaron 30 segundos 

para retirar el microinyector con el objeto de facilitar la difusión de la hormona. 

 

Plataforma elevada  

La plataforma elevada o laberinto en cruz es una prueba validada para 

evaluar la conducta de ansiedad y se llevó a cabo de acuerdo al método descrito 

(Torner et al., 2001). Brevemente, la plataforma elevada está compuesta de dos 

brazos abiertos  (50 cm largo X 15 cm ancho) y dos brazos cerrados (50 cm largo X 

10 cm ancho X 40 cm de alto),  que se cruzan en el medio y que se elevan 75 cm 

del suelo (Pellow et al., 1985). Los animales son colocados individualmente en la 

intersección de los brazos con la cara dirigida hacia los brazos cerrados y la prueba 

tiene una duración de 5 minutos. La conducta fue videograbada y un observador 

ciego al tratamiento registró tanto el número de entradas como el tiempo de 

permanencia en cada brazo. Una entrada se consideró “completa” si y solo si la rata 

colocaba las cuatro extremidades fuera de la intersección y dentro del brazo. 

Después de la prueba los animales fueron regresados a su jaula individual. La 

plataforma elevada se limpió con jabón inodoro entre cada animal.  

Los animales tienden a tener una conducta exploratoria y si se encuentran 

bajo condiciones de estrés o muy ansiosos, esta conducta se ve abatida y 

permanecen más tiempo en donde se consideran seguros, que en este caso 

corresponde a los brazos cerrados. De acuerdo a estos criterios se estima que un 



 

 

 

 

mayor tiempo en los brazos cerrados corresponde a un aumento en la conducta de 

ansiedad (Pellow et al., 1985) 

 

Campo abierto  

La prueba del campo abierto se llevó a cabo en una caja poligonal (90cm X 

90cm X 40cm)  delineada con 3 X 3 cuadrantes en el suelo cada uno de 30 cm X 30 

cm. Una luz colocada por encima de la caja ilumina el cuadrante medio de la caja. 

La duración de la prueba fue de 5 min cuantificándose el número de entradas al 

cuadrante central y el número de bolos fecales como índice de ansiedad. Las 

entradas a los cuadros periféricos no iluminados se utilizaron como índice de 

locomoción y exploración. Las evaluaciones se tomaron por un observador ciego al 

tratamiento de acuerdo al método reportado (Carola et al 2002). 

 

Nado forzado  

Esta prueba evalúa estrategias activas o pasivas que la rata utiliza para 

contender con situaciones de estrés y el efecto de drogas anti-depresivas (Marti & 

Armario, 1993). Cada rata es colocada en un cilindro de acrílico (50 cm de 

profundidad X 30 cm de diámetro) que contiene agua hasta una altura de 35 cm y a 

una temperatura de 21 oC. El nado forzado se grabó por 10 min y un observador 

ciego al tratamiento cuantificó: 1) el tiempo de nado activo, definido como el 

movimiento intenso de las cuatro extremidades, donde el tren anterior rompe la 

superficie del agua o araña la pared del cilindro; 2) tiempo de nado, definido como 

el desplazamiento exploratorio a través de la superficie o el fondo del cilindro 

moviendo las cuatro extremidades; 3) tiempo de flotación, definido como una 

conducta esencialmente inmóvil con movimientos ocasionales para mantenerse a 

flote con la nariz fuera del agua; y 4) la latencia en comenzar a flotar. La menor 

latencia y el mayor tiempo de flotación se consideran parámetros que indican mayor 

conducta depresiva. 

 

 

 



 

 

 

 

Inmobilización 

El estrés por inmovilización se considera una combinación de estrés físico y 

psicológico. Dos de dichos componentes estresores son la disminución de la 

temperatura del cuerpo y la molestia/ansiedad asociada con la incapacidad del 

movimiento. Las respuestas máximas se aprecian en los primeros 30 minutos de la 

inmovilización y la magnitud de la respuesta disminuye después de una exposición 

crónica a dicha maniobra experimental que refleja habituación y fatiga de los 

sistemas efectores de los estresores (Pacak et al., 1995, 1997, 2001). 

En el presente trabajo se utilizó el estrés por inmovilización dado que  en 

estudios previos se había observado que este procedimiento estimula la expresión 

de la PRL en el hipotálamo (Torner et al., 2004). Los animales se inmovilizaron por 

30 min a través de introducirlos en unos embudos de plástico suave (DecapiCones, 

Braintree Scientific Inc., Braintree, MA) con un orificio frontal para respirar. Un grupo 

de ratas se sacrificó (decapitación posterior a sedación por exposición a una 

atmósfera saturada de CO2) inmediatamente después de terminar el período de 

inmovilización, mientras que otros grupos fueron devueltos a sus jaulas para 

posteriormente ser sacrificados mediante el mismo procedimiento a los 60 o a los 

360 minutos después de iniciar el estrés por inmovilización. Otros animales se 

inyectaron intraperitonealmente con 5 mg/Kg  de bromocriptina (Parlodel, Novartis 

Pharmaceuticals Inc., Basel, Switzerland) 24 horas antes y una hora antes de iniciar 

o no el período de estrés por inmovilización. La sangre se obtuvo por decapitación 

y el suero se congeló inmediatamente a -70 oC. Los hipotálamos se aislaron a través 

de un corte rostral al quiasma óptico, dos cortes a los márgenes laterales de la 

eminencia media, un corte caudal a los cuerpos mamilares y un corte bajo toda la 

zona a una profundidad de 2 mm.  Los hipotálamos se congelaron inmediatamente 

y se mantuvieron a -70 oC por no más de dos días al cabo de los cuales el tejido 

congelado se pulverizó en nitrógeno líquido y se dividió en dos alícuotas: una para 

ser evaluada inmediatamente por qPCR y la otra se mantuvo congelada hasta ser 

evaluada por Western blot.  

 

 



 

 

 

 

Western Blot 

Los hipotálamos fueron extraídos y homogenizados en buffer de lisis (0.5% 

Igepal, 0.1% SDS, 50mM Tris, 150 mM NaCl, 1µg/ml aprotinina, y 100 µg/ml PMSF, 

pH 7.4) y analizados para PRL por RIA y para PRL y Vi por Western blot. 

Sesenta µg de proteína total fueron procesados por electroforesis en geles 

de 15% SDS-PAGE, transferidos y revelados mediante incubación con un antisuero 

anti-PRL (α-PRL, C-1, 1:250) o con un anticuepo monoclonal dirigido contra el 

extremo N-terminal de la PRL (N-Term, INN-1; 1:100) (Dueñas et al., 1999; Aranda 

et al., 2005). Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados a fosfatasa alcalina 

(Bio-Rad Laboratorios, Hercules, CA) y las densidades ópticas de las bandas 

inmunorreactivas se analizaron mediante el programa Quantity One (Bio-Rad). 

 

Radioinmunoensayo (RIA) para PRL  

El RIA se llevó a cabo mediante el método convencional utilizando reactivos 

provistos por el Programa Nacional de Hormonas y Pituitaria (NHPP) de los EUA y 

el Dr. A.F.Parlow (Harbor-University of California, Los Angeles Medical Center, Los 

Angeles, CA), utilizando la preparaciones rPRL-I-6 y rPRL-RP-3 de la PRL de rata.  

 

qPCR 

 El RNA total fue extraído de los hipotálamos pulverizados en TRIZOLl 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) por 10 seg. La retrotranscripción se realizó con 1 µg de 

RNA total y el estuche High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystem, Foster City, CA). Los productos de la PCR se detectaron y cuantificaron 

mediante el método de SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, 

MA) en 10 µl de reacción final conteniendo templado y 0.5 µM de cada par de 

oligonucleótidos para Prl: sentido 5’ TTATTGCCAAGGCCATCAAT-3´ y antisentido 

5´-TGAAACAGAGGGTCATTCCA-3´; y para el gen casero Gapdh: sentido 5´ 

GTCCACTGGCGTCTTCACCA-3´ y antisentido 5´GTGGCAGTCATGGCATGGAC-

3´. Los parámetros fueron 10 min a 95 ºC, seguidos de 35 ciclos de amplificación 

(10 seg a 95ºC 30 seg a la temperatura específica de hibridación de los oligos y 30 



 

 

 

 

seg a 72ºC). Los resultados se analizaron mediante el método 2-CT y los ciclos de 

amplificación se normalizaron contra los del gen casero Gapdh.  

 

Ensayo de Corte de la PRL 

     La actividad de las enzimas capaces de cortar a la PRL en vasoinhibinas 

se analizó a través de incubar 200 ng de PRL recombinante de rata (adquirida del 

NHPP y del Dr. A.F. Parlow) en 5 µl de buffer de incubación (0.05M Tris-HCl, 0.15M 

NaCl, y 0.01M CaCl2. pH 7.0) con diferentes cantidades de proteína de lisados de 

hipotálamo de animales estresados o no estresados en un volumen final de 20 µl 

por 24h a 37ºC. 

 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante el programa Sigma STat 7.0 

(Systat Software Inc., San José, CA). Los datos se presentan como promedios   

error estándar de la media. Las diferencias entre dos o más grupos se analizaron 

mediante la prueba de la t de Student no pareada o por análisis de varianza 

(ANOVA) de una cola, seguido por la prueba post hoc, respectivamente. La pruebas 

de Newman–Keuls  o Fisher para el análisis conductual y las pruebas  de Tukey o 

de Holm-Sidak para los análisis de proteínas y RNA.  La significancia se estableció 

para valores de p ≤ 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

12.   RESULTADOS  

 

I.  Las Vi estimulan la conducta de ansiedad y depresión  

La administración icv de una vasoinhibina recombinante aumentó la conducta 

tipo ansiedad en la plataforma elevada, tal como lo indica la disminución en el 

tiempo de permanencia en los brazos abiertos (Fig. 2). Esta disminución no se debe 

a una reducción en la locomoción de los animales dado que el número de entradas 

a los brazos cerrados, considerada como índice de locomoción (Pellow et al., 1985) 

fue similar entre los animales tratados o no con vasoinhibinas (Fig. 2).  

 

 
 

Figura 2. Las Vi estimulan la conducta de ansiedad. La Vi recombinante o el vehículo (Veh) 
se administraron  icv 10 min antes de la exposición a la plataforma elevada, una prueba convencional 
para evaluar la conducta de ansiedad. Las barras representan promedios ± errores estándar. El 
número de animales se indica en el paréntesis. Se muestran las significancias estadísticas 

 

 



 

 

 

 

El tratamiento  con Vi también resultó en una mayor conducta de ansiedad 

en la prueba conductual de campo abierto. En los animales que recibieron Vi icv, se 

observó una disminución significativa del número de cruces en el cuadrante medio 

iluminado y un mayor número de bolos fecales en comparación con los animales 

tratados sólo con el vehículo (Fig. 3). De manera consistente con la falta de efectos 

de las Vi sobre la locomoción, no se observaron diferencias en la entrada a los 

cuadros periféricos entre los grupos (Fig. 3). 

 

 
 

Figura 3. Las Vi estimulan la conducta de ansiedad. La  Vi recombinante o el vehículo (Veh) 
se administraron  icv 10 min antes de la exposición al campo abierto, una prueba convencional para 
evaluar la conducta de ansiedad y la locomoción. Las barras representan promedios ± errores 
estándar. El número de animales se indica en el paréntesis.  

 
 

Finalmente, se analizó el efecto de administrar Vi icv en la prueba de nado 

forzado, la cual ha sido descrita para evaluar estados conductuales de depresión. 

En esta prueba se observó que las Vi estimulan la expresión de la conducta de tipo 



 

 

 

 

depresiva, ya que disminuyó la latencia y el tiempo de flotación comparada con ratas 

control (Fig. 4). No hubo efectos en el tiempo de nado activo (107 + 19 vs. 111 + 9 

seg para los grupos tratados con vasoinhibina y el vehículo, respectivamente; 

p=0.836)  ni en el de nado de desplazamiento o exploratorio (477 + 19  vs. 480 +10 

seg, para los grupos tratados con la vasoinhibina y el vehículo, respectivamente; 

p˰=0.202). 

 

 
 
Figura 4. Parámetros conductuales de la prueba de nado forzado. Se observa la latencia de 

flotación y el tiempo. La  Vi recombinante o el vehículo (Veh) se administraron  icv 10 min antes de 
colocarlas en el cilindro de nado  Las barras representan promedios ± errores estándar. El número 
de animales se indica en el paréntesis. 

 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

II. Efecto del estrés por inmovilización sobre la expresión del 

RNA mensajero de PRL en el hipotálamo y los niveles 

sistémicos e hipotalámicos de PRL y de Vasoinhibinas  

 

Para investigar si el estrés induce un aumento en los niveles de la PRL y de 

las vasoinhibinas en el hipotálamo, sometimos a ratas hembras a un periodo de 30 

minutos de estrés por inmovilización y realizamos mediciones de los niveles de la 

PRL circulante (Fig. 5A). De manera consistente con lo ya reportado, después de 

los 30 minutos de inmovilización, los niveles circulantes de la PRL se elevaron hasta 

6 veces con respecto al control (p<0.001) y regresaron a su estado basal a los 60 

minutos del inicio de la exposición al estrés. El tratamiento con bromocriptina, un 

agonista dopaminérgico de los receptores D2 de la dopamina, previno ese 

incremento (Fig. 5). 

Dado que se ha descrito que la PRL es capaz de entrar al cerebro a través 

de sus receptores presentes en los plexos coroideos (Walsh et al. 1987), analizamos 

por RIA los niveles de la PRL hipotalámica y su relación con los niveles de la PRL 

sistémica. En contraste con el aumento en los niveles circulantes de la PRL, en el 

hipotálamo no encontramos cambios al finalizar los 30 minutos de exposición al 

estrés, sin embargo la PRL hipotalámica aumentó a los 60 min (p<0.001) y a los 360 

min (p<0.02) post-estrés. El incremento en los niveles de la PRL hipotalámica no 

fue bloqueado por la administración de bromocriptina. (Fig. 5B). 

Más aún, analizamos la síntesis del RNA mensajero de la PRL en extractos 

hipotalámicos de animales controles y animales estresados (Fig. 5C). Encontramos 

que a los 60 min post-estrés se observa un aumento significativo (p<0.021), el cual 

se abate a los 360 min post-estrés, lo cual es consistente con los datos reportados 

previamente (Torner et al., 2004) y apoya la posible síntesis central de la hormona 

por efecto del estrés. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

Figura 5. El estrés aumenta los niveles de la PRL hipotalámica a través de estimular su 
síntesis local pero no su incorporación a partir de la circulación. Los niveles de la PRL fueron 
evaluados mediante RIA en el suero (A) y en extractos hipotalámicos (B) antes (Control) o después 
(Estrés) de 30, 60 y 360 min de exposición a 30 minutos de estrés por inmovilización, en ausencia (-
) o en presencia (+) de bromocriptina (Bromo), un inhibidor de la secreción hipofisiaria de PRL.. 
Evaluación por PCR cuatitativo del RNA mensajero de la PRL en el hipotálamo de ratas control y 
estresadas (C). Las barras indican los promedios ± errores estándar. Los números dentro de los 
paréntesis indican el número de muestras analizadas en cada grupo. N.S., no significativo. 

 

Para poder discriminar entre la PRL y las vasoinhibinas, los niveles 

hipotalámicos de ambas proteínas se evaluaron mediante la técnica de Western 

Blot, usando anticuerpos policlonales que reconocen a la molécula completa de la 

PRL (α-PRL) y el anticuerpo monoclonal INN-1 (N-Term) que reacciona con el 

extremo N-terminal de la PRL, que es la parte de la molécula de PRL presente en 

las vasoinhibinas (Fig. 6). Los lisados hipotalámicos contienen proteínas 

inmunorreactivas de 23 y de 17 kDa que muy probablemente corresponden a la PRL 

y a una vasoinhibina, respectivamente, ya que las dos son detectadas por los 

anticuerpos α-PRL (Fig. 6A) y el anticuerpo N-Term (Fig. 6B). La PRL y la 

vasoinhibina se cuantificaron en blots revelados con el anticuerpo α-PRL después 

de normalizar los valores contra la cantidad del control de carga, la -tubulina (Fig. 

6C). De manera consistente con los datos obtenidos en el RIA se observó un 

aumento en los niveles de la PRL hipotalámica a los 60 min de iniciado el estímulo 

estresor que disminuyó posteriormente (Fig. 6C). En contraste, los niveles de 

vasoinhibinas fueron similares en los hipotálamos de ratas estresadas y control.  



 

 

 

 

 

 
Figura 6. La exposición al estrés incrementa los niveles hipotalámicos de la PRL pero no de 

las vasoinhibinas (Vi). Los animales fueron expuestos (Estrés) o no (Control) a un periodo de 30 min 

de  estrés por inmovilización y sacrificadas 60 o 360 min después del inicio del estrés. Western blots 

representativos de los extractos hipotalámicos revelados con el anticuerpo policlonal α-PRL (A) o 

con el anticuerpo monoclonal N-Term (B). Los números a la izquierda denotan las posiciones de 

marcadores de peso molecular.  (C) Cuantificación por densitometría de las bandas de PRL y Vi en 

extractos de hipotálamo procesados por Western blots revelados con el  α-PRL. Los valores 

densitométricos fueron normalizados por el control de carga, la β–tubulina. Las barras son promedios 

 errores estándar. Los números dentro del paréntesis indican el número de ratas de cada grupo. 

N.S, no significativo.  

 

 

 

 



 

 

 

 

III. El estrés por inmovilización disminuye la actividad de las 

proteasas que cortan PRL hacia vasoinhibinas en el 

hipotálamo 

 

Para entender cómo es que el estímulo estresor genera un aumento  en la 

PRL hipotalámica que no se traduce en más vasoinhibinas,  analizamos si la 

actividad de las enzimas capaces de generar vasoinhibinas a partir de la PRL 

disminuye bajo condiciones de estrés. Para esto una preparación de PRL 

recombinante se incubó con tres concentraciones diferentes de proteína de 

extractos hipotalámicos obtenidos de animales no estresados o bien de ratas  

sometidas a un período de estrés por inmovilización y sacrificadas 60 o 360 minutos 

después de haber iniciado dicho estrés (Fig. 7). El análisis por Western blot reveló 

que la incubación de la PRL con los extractos hipotalámicos resulta en la conversión 

parcial de la hormona a una vasoinhibina de 17 kDa y dicha conversión fue 

dependiente de la concentración de proteína en los extractos. La incubación de la 

PRL con extractos hipotalámicos provenientes de animales estresados y 

sacrificados 60 minutos post-inicio del estrés redujo la cantidad de vasoinhibinas 

generadas (p = 0.25), y este efecto se revirtió al cabo de los 360 minutos post-estrés 

(Fig. 7B). 

 



 

 

 

 

 
Figura 7. La exposición al estrés disminuye la actividad de proteasas capaces de cortar PRL 

hacia vasoinhibinas (Vi) en el hipotálamo. (A) Análisis por Western blot de Vi generadas cuando 200 

ng de PRL recombinante es incubada a pH 7.0 con las cantidades indicadas de proteína de extracto 

hipotalámico (EH) obtenido de ratas expuestas o no (Control) a un periodo de 30 min de estrés por 

inmovilización y sacrificadas 60 o 360 min después de iniciado el estrés. (B) Las bandas de Vi 

generadas cuando 200 ng de la PRL recombinante fue incubada a pH 7 con 20 g de proteína de 

los EH se evaluaron  mediante densitometría y los resultados se expresaron como un porcentaje de 

las bandas evaluadas después de la incubación con la misma cantidad de proteína de los EH de las 

ratas control. Las barras son promedios  errores estándar. Los números dentro del paréntesis 

indican los el número de muestras analizadas en cada grupo. N.S, no significativo.  

 

 

13. DISCUSIÓN 

Cada vez es más claro que las acciones de la PRL sobre los vasos 

sanguíneos dependen de su procesamiento proteolítico hacia vasoinhibinas, una 

familia de péptidos con efectos opuestos a los de la PRL sobre la angiogénesis y la 

inflamación (Clapp et al., 2009). En el presente estudio extendemos los efectos 

contrarios de las vasoinhibinas a la promoción de respuestas conductuales al estrés. 

Mostramos por primera vez que la administración icv de vasoinhibinas incrementa 



 

 

 

 

conductas tipo ansiedad y depresión y que la exposición a un período agudo de 

estrés disminuye la conversión de PRL a vasoinhibinas en el hipotálamo. 

 

 La administración icv de una vasoinhibina recombinante incrementó las 

respuestas de ansiedad y depresión en la plataforma elevada, el campo abierto y el 

nado forzado, pruebas convencionales para la evaluación de los efectos de agentes 

ansiolíticos y anti-depresivos (Marti & Armario, 1993; Carola et al 2002).  Como se 

espera para una substancia ansiogénica, la vasoinhibina disminuyó el tiempo de 

permanencia en los brazos abiertos y el número de entradas al cuadrante medio 

iluminado en la plataforma elevada y en el campo abierto, respectivamente. Estos 

parámetros conductuales indican una mayor aversión a áreas expuestas, no-

protegidas. Estas alteraciones conductuales no se deben a una posible interferencia 

con la movilidad del animal por el tratamiento con la vasoinhibina, ya que no se 

observaron cambios en parámetros convencionales de locomoción (número de 

entradas a los brazos cerrados de la plataforma elevada o a los cuadrantes 

periféricos del campo abierto). Más aún, en la prueba del nado forzado, las ratas 

tratadas con la vasoinhibina mostraron una menor latencia de flotación y un mayor 

período de inmovilidad. Estos parámetros reflejan una conducta depresiva que ha 

sido validada con sustancias tales como las benzodiacepinas, el alcohol y los 

barbitúricos, conocidos depresores del SNC ( Kitada et al., 1981). 

La dosis empleada de la vasoinhibina (1 g) fue similar a la que se ha 

utilizado para evaluar los efectos ansiolíticos de la PRL (Torner et al 2001) y se 

seleccionó para poder comparar las potencias relativas de ambos péptidos. Sin 

embargo, muy probablemente se trata de una dosis farmacológica y pudiera implicar 

el que las vasoinhibinas actúen como antagonistas del receptor de la PRL. Las 

vasoinhibinas carecen de la hélice 4, que comprende varios de los residuos que 

conforman el sitio 1 de unión de la PRL a su receptor y que es requerido para su 

dimerización y activación (Bole-Feysot et al., 1998). Al respecto,  existen evidencias 

de que las vasoinhibinas se unen débilmente a los receptores de la PRL (Clapp et 

al., 1989) y de que pueden funcionar como agonistas parciales de la hormona en 

bioensayos específicos (Clapp et al., 1988). Sin embargo, el efecto de las 



 

 

 

 

vasoinhibinas también puede ser independiente de su unión a los receptores de la 

PRL. Se han reportado sitios de unión saturables y de alta afinidad (Kd = 1-10 nM) 

para las vasoinhibinas, que son diferentes a los receptores de la PRL, en 

membranas de células endoteliales (Clapp & Weiner, 1992) y del cerebro (Clapp et 

al., 1989). No obstante, estos posibles receptores de las vasoinhibinas no han sido 

identificados químicamente y se desconoce si son los responsables de mediar sus 

acciones vasculares, inflamatorias, ansiogénicas y depresivas. De hecho, es posible 

que los efectos de las vasoinhibinas en el SNC involucren sus acciones vasculares. 

Las vasoinhibinas actúan sobre las células endoteliales inhibiendo su vasodilatación 

(Gonzalez et al., 2004), y varios estudios han correlacionado las conductas de 

ansiedad y depresión con la atenuación del flujo sanguíneo cerebral (Rauch et al., 

2006; Giardino et al., 2007) debida a la disfunción endotelial (Park and Pepine, 

2010). 

El hecho de que las vasoinhibinas ejerzan efectos opuestos a los efectos 

ansiolíticos y antidepresivos de la PRL (Torner et al., 2001) indica que la PRL 

contiene en su molécula la capacidad tanto de inhibir como de estimular las 

respuestas emocionales del estrés y, por ende, que su procesamiento proteolítico 

influye sobre la resultante final de sus acciones. Por lo tanto, la conversión de la 

PRL a vasoinhibinas permitiría explicar resultados controversiales que asocian 

niveles elevados de PRL con altos niveles de ansiedad en la rata (Torner & 

Neumann, 2002) o con la mayor ansiedad que se ha reportado en pacientes con 

prolactinomas (Reavley et al., 1997). 

Para investigar la posible relación entre la PRL y las vasoinhibinas y la 

respuestas emocionales al estrés analizamos el efecto del estrés por inmovilización 

sobre los niveles hipotalámicos de estas moléculas. Encontramos que la 

inmovilización eleva los niveles de la PRL circulante y de la PRL hipotalámica 

medidas por el RIA, si bien  con una dinámica diferente. La diferencia temporal entre 

la elevación temprana y tardía de la PRL circulante e hipotalámica, respectivamente, 

bien pudiera reflejar el tiempo requerido para el transporte de la PRL circulante al 

cerebro. En apoyo a esta posibilidad, se reportó que la administración del 

antagonista dopaminérgico, domperidona, induce un aumento inmediato de la PRL 



 

 

 

 

circulante que es seguido 30 a 40 minutos después por la elevación de la hormona 

en el líquido cefalorraquídeo (Felicio & Bridges, 1992). Sin embargo, los niveles de 

la PRL hipotalámica no necesariamente dependen de su concentración en la 

circulación. Nuestro trabajo mostró que el tratamiento con bromocriptina, un 

agonista dopaminérgico, inhibe la elevación en los niveles circulantes de la PRL 

inducidos por la inmovilización pero no modifica el efecto de dicho estrés sobre la 

concentración hipotalámica de la hormona.  Además, se ha reportado que el estrés 

por exposición a éter, si bien produce un patrón de PRL en la circulación similar al 

inducido por la inmovilización (Reichlin, 1988), no modifica los niveles de PRL en el 

líquido cefalorraquídeo (Barbanel et al., 1986). A este respecto, nuestro trabajo 

confirmó un reporte previo (Torner et al., 2004) que muestra que el estrés por 

inmovilización estimula la expresión del RNA mensajero de la PRL en el hipotálamo, 

por lo que también es posible que la síntesis local contribuya al aumento retardado 

de la PRL hipotalámica en respuesta al estrés. 

 

Sin embargo, cabe mencionar que la síntesis neuronal de la PRL es aún 

controversial. No se ha demostrado la expresión del RNA mensajero de la PRL por 

hibridación in situ en neuronas de roedores. Empero, con el uso de esta técnica se 

reportó la síntesis local de PRL en el núcleo paraventricular y en otras áreas del 

hipotálamo del cerebro adulto y fetal de la oveja (Roselli et al., 2008), si bien no se 

demostró la identidad neuronal de las células positivas. Desconocemos si en 

nuestro estudio, las células que expresan PRL en el hipotálamo corresponden a 

neuronas o a otro tipo celular (glía, endotelio, células inmunes circulantes).  

El RIA esencialmente cuantifica a la PRL íntegra, ya que las vasoinhibinas 

tienen una baja inmunorreactividad  (2%) en este ensayo (Clapp et al., 1988). En 

ausencia de un análisis cuantitativo, el único método para evaluar los niveles de 

vasoinhibinas es por Western blot y densitometría óptica, un método 

semicuantitativo. Esto es una limitante importante del estudio ya que este método 

difícilmente valora diferencias pequeñas (pero importantes) en los niveles de estos 

péptidos. Sin embargo usando  Western blots pudimos confirmar que el estrés 

aumenta los niveles de la PRL en el hipotálamo, como lo determinó el RIA, y esto 



 

 

 

 

apoya su uso  para evaluar cambios de la hormona y de sus isoformas moleculares 

por efecto del estrés. 

En contraste a la PRL, los niveles de las vasoinhibinas en el hipotálamo no 

se modificaron por efecto del estrés. La elevación  de los niveles sistémicos de PRL 

resulta en la acumulación de vasoinhibinas en la retina (Arnold et al., 2010), el hecho 

de que esto no ocurra en el hipotálamo pudiera deberse a que por efecto del estrés 

se inhibe la actividad de las proteasas generadoras de vasoinhibinas a partir de PRL 

en esta estructua.  Al respecto, encontramos que la actividad de dichas proteasas 

que se reduce a los 60 minutos y se restablece a los 360 minutos después de 

iniciada la inmovilización.  Si bien, ya se reportó la presencia en el hipotálamo de 

proteasas dependientes de un pH ácido capaces de generar vasoinhibinas se 

reportó previamente (DeVito et al., 1992), pero esta es la primera demostración de 

que la actividad de las enzimas convertidoras  puede llevarse a cabo a pH neutro 

en el hipotálamo.  Desconocemos la naturaleza de estas proteasas neutras, pero 

es posible que incluyan a las metaloproteasas de matriz (MMP), dado que las MMP 

son capaces de generar vasoinhibinas a partir de PRL (Macotela et al., 2006), y se 

ha demostrado que el estrés por inmovilización inhibe su expresión en el cerebro 

(Lee et al., 2009). En resumen, nuestros hallazgos son consistentes con que el 

estrés incrementa los niveles de PRL en el hipotálamo, tanto a través de promover 

la expresión local de la PRL como de reducir su conversión hacia vasoinhibinas. 

Dentro del hipotálamo, se ha reportado la presencia de PRL y de 

vasoinhibinas en el sistema hipotálamo-neurohipofisiario, el área preóptica media, 

el área periventricular, y el núcleo arcuato (Clapp et al., 1994, Ben-Jonathan et al., 

1996, Grattan & Kokay, 2008). Subcelularmente, las vasoinhibinas se encuentran 

localizadas en gránulos de secreción en dendritas, en el citoplasma alrededor del 

núcleo y en las terminales axónicas, desde donde la despolarización con alto 

potasio (56 mM) estimula su liberación por exocitosis (Torner et al., 1995, 2004; 

Mejía et al., 1997). Más aún, el estrés por inmovilización promueve la liberación de 

PRL en el núcleo paraventricular y el área preóptica media (Torner et al., 2004), 

estructuras importantes para la activación del eje HHA vía la inhibición de las 

neuronas liberadoras de la CRH (Torner et al., 2001, 2002). No obstante, aún se 



 

 

 

 

desconoce cuál podría ser la participación de la PRL y de las vasoinhibinas 

hipotalámicas en la regulación de las respuestas emocionales inducidas por el 

estrés. 

El núcleo central de la amígdala (CeA) juega un papel preponderante en la 

generación de conductas de ansiedad, depresión y temor vía sus proyecciones al 

tallo cerebral y estructuras hipotalámicas (Debiec 2005, Schulkin, 2006; Walker and 

Davis, 2008). Terminales axónicas que se originan de los núcleos magnocelulares 

del paraventricular (NPV) y supraóptico (NSO), liberan oxitocina (OXT) en el CeA 

para suprimir el miedo (Knobloch et al., 2012). Es posible que una conexión similar 

permita la liberación de PRL y vasoinhibinas en el CeA. La PRL y las vasoinhibinas 

se han reportado en el NPV y NSO (Clapp et al., 1994); además fibras 

inmunoreactivas para PRL se han descrito en CeA y el tratamiento con colchicina 

indica que estas fibras se originan en el hipotálamo (Siaud et al., 1989). Sin 

embargo, adicionalmente a los cuerpos coroideos, la mayor concentración de 

receptores a PRL se localiza en el hipotálamo incluyendo las neuronas 

magnocelulares del NPV y el NSO (Ben Jonathan et al., 1996, Mejía et al., 2003, 

Grattan & Kokay, 2008). Por lo tanto, también es posible que la PRL y las 

vasoinhibinas actúen sobre dichos sistemas magnocelulares estimulando la 

secreción de OXT y VP en el CeA y el NPV,  donde se conoce que ambos 

neuropéptidos pueden regular la conducta de ansiedad de forma opuesta (Debiec, 

2005, Blume et al., 2008, Viviani & Stoop, 2008). En apoyo a esta idea, la PRL 

estimula la liberación de la OXT y de la VP a la circulación a través de estimular la 

actividad de la óxido nítrico sintetasa neuronal en las neuronas magnocelulares del 

NPV y NSO (Vega et al., 2010), y las vasoinhibinas promueven la liberación de VP 

por explantes hipotálamo-neurohipofisiarios (Mejía et al., 2003). 

Los efectos del sistema PRL-vasoinhibinas en las respuestas al estrés 

pudieran ser particularmente relevantes durante la gestación y la lactancia, cuando 

se conoce que las respuestas fisiológicas y emocionales al estrés se encuentran 

atenuadas (Torner & Neumann, 2002). De hecho, dicha atenuación se ha atribuido 

a las acciones anti-estrés de la PRL y de la OXT (Neumann et al., 2000) y estos 

efectos se consideran adaptaciones del cerebro materno que benefician el 



 

 

 

 

desarrollo y cuidado de las crías bajo situaciones adversas (Torner & Neumann, 

2002, Schulkinm, 2006, Grattan & Kokay, 2008). No obstante, también es posible 

que la disminución de la reacción al estrés resulte peligrosa para la supervivencia 

de los progenitores. Al respecto, la capacidad dual del sistema PRL/vasoinhibinas 

para inhibir y estimular la ansiedad  y la depresión representaría un mecanismo 

eficiente para ajustar las respuestas al estrés y maximizar la reproducción y la 

supervivencia. Más aún, la PRL también atenúa los efectos del estrés en el macho 

(Torner et al., 2001), de manera que el sistema PRL/vasoinhibinas también podría 

operar para ajustar las respuestas al estrés fuera de los eventos ligados a la 

reproducción en las hembras.  

 

14. CONCLUSIONES 

 

En el presente estudio demostramos que la PRL, una hormona con acciones 

ansiolíticas y antidepresivas, puede tener efectos ansiogénicos y depresivos cuando 

es procesada proteolíticamente hacia vasoinhibinas en el hipotálamo y que dicho 

procesamiento puede disminuir bajo condiciones de estrés. Estos hallazgos 

muestran un mecanismo eficiente para el ajuste fino de las respuestas emocionales 

bajo condiciones de estrés. Se requiere de más investigación para poder entender 

los mecanismos que regulan la conversión de la PRL a vasoinhibinas y la influencia 

de ambas proteínas sobre los componentes específicos que median las respuestas 

conductuales y fisiológicas debidas al estrés.   
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