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resumen

La modulación de los sistemas cognitivos y emocionales dependen de una serie 
de conexiones ascendentes entre las que se encuentran las conexiones seroto-
ninérgicas (5ht) y también las peptidérgicas. La Relaxina-3 (rlN3) es un neuro-
péptido que se produce principalmente en el núcleo incertus (NI) en el tegmento 
pontino. Aunque los núcleos del rafe (principales centros que contienen neuro-
nas 5ht) reciben fibras originadas en el NI, las interacciones de rlN3 con el sis-
tema 5ht sólo han sido estudiadas en el desarrollo postnatal. Se ha hipotetizado 
que el sistema 5ht interacciona mutuamente con el rlN3. Se pretende conocer 
el sustrato anatómico de la proyección de rlN3 sobre los núcleos del rafe en 
ratas. Para ello, se realizará inmunofluorescencia cuádruple para analizar las 
relaciones anatómicas entre la rlN3, el transportador vesicular de glutamato 
(vGlut2), la 5ht y el transportador vesicular de gaBa (vgat). En este estudio se 
han cuantificado el número de posibles contactos de rlN3 sobre estructuras 5ht 
positivas y el número de contactos asociados a proyecciones gaBaérgicas y a 
proyecciones glutamatérgicas. Los resultados preliminares señalan la existencia 
efectiva de una importante proporción de fibras de rlN3 que contienen marcado-
res de vGlut2 y contactan con células positivas de 5ht; adicionalmente se ha 
asociado menor proporción al vgat. Por otra parte, la mayor parte de neuronas 
5ht presentan comarcaje con vGluT2. Los datos preliminares indican, por tanto, 
un papel relevante del sistema rlN3 en la funcionalidad de los sistemas 5ht.
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Abstract 

The modulation of cognitive and emotional systems depends on several ups-
tream connections such as serotonin (5ht) and peptidergic connections. Re-
laxin-3 (rlN3) is a neuropeptide that is mainly produced by the nucleus incertus 
(NI) in the pontine tegmentum. Although the raphe nuclei (major centers contai-
ning 5ht neurons) receive fibers originating from the NI, the interactions of rlN3 
with the 5ht system have only been studied in postnatal development. It has 
been hypothesized that the 5ht system interacts with the rlN3 system. We aim 
to understand the anatomical substrate of rlN3 projection on the raphe nuclei in 
rats. For this purpose, quadruple immunofluorescence will be performed to 
analyze the anatomical relationships of rlN3, vesicular glutamate transporter 
(vGlut2), 5ht and vesicular gaBa transporter (vgat). In this study we have quanti-
fied the number of possible rlN3 contacts on 5ht -positive structures and the 
number of these contacts associated with gaBaergic projections and glutamater-
gic projections. Preliminary results point to the effective existence of a significant 
proportion of rlN3 fibers containing vGlut2 markers and contacting 5ht -positive 
cells, a smaller proportion being associated with vgat. Moreover, the majority of 
5ht neurons are also vGluT2-positive. Preliminary data indicate, therefore, a 
relevant role of the rlN3 system in the functionality of 5ht systems.
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introducción 

El núcleo incertus (NI) del tegmento pontino está formado fundamentalmente por 
neuronas gaBaérgicas que co-expresan el neuropéptido rlN3 (Ma et al. 2007). Los datos 
referidos a la funcionalidad del sistema indican que ejerce una acción en la respuesta 
del estrés, en la ingesta de alimentos, el aprendizaje y memoria, la conducta social y la 
función neuroendocrina (García Díaz et al. 2021; Ryan et al. 2011; Smith et al. 2011).

La rlN3, también está presente en poblaciones más pequeñas de los núcleos del 
rafe pontinos (17,5% respecto al NI), la sustancia gris periacueductal medial y ventrolateral 
(27,5% respecto al NI), y la sustancia negra en su división lateral (17,5% respecto al NI) (Ma 
et al. 2017). Adicionalmente, las principales entradas al NI provienen de la línea media de 
la sustancia gris periacueductal, la corteza prefrontal, la habénula lateral, el núcleo interpe-
duncular, los núcleos del rafe medio (Mnr) y el hipotálamo lateral (Goto et al. 2001).

Los datos neuroanatómicos indican que el NI es el origen de un sistema de proyec-
ciones ascendentes que contacta sucesivamente con núcleos implicados en la generación 
del ritmo theta hipocámpico entre ellos, los núcleos del rafe, el núcleo supramamilar y el 
septum medial (Goto et al. 2001; Olucha Bordonau et al. 2003). El Ritmo Theta es un tipo de  
actividad sincrónica en el cerebro con una oscilación casi sinusoidal de baja frecuencia  
de 5 a 12 Hz, la cual está asociada a fenómenos de memoria y la potenciación a largo 
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plazo (Kocsis y Vertes 1997). De hecho, se ha demostrado que el NI y su sistema de pro-
yecciones mediante rlN3 son capaces de modular el ritmo theta (Ma et al. 2009; Núñez et 
al. 2006). Por otra parte, los núcleos del rafe parecen tener una acción antagónica sobre la 
actividad theta, ya que la estimulación del rafe mediano inhibe la actividad theta mientras 
que su inactivación la incrementa (di Prisco et al. 2002; Kocsis y Vertes 1996). Además 
de la evidencia del ritmo theta, existen pocos estudios acerca de las interrelaciones entre 
los sistemas rlN3 y 5ht. No obstante, en un trabajo sobre el desarrollo del NI se observó  
que la depleción de 5ht mediante clorofenilalanina provocaba una mayor expresión del gen de  
la rlN3 en el NI en el adulto joven (Miyamoto et al. 2008). Este dato sugiere que la función 
de las neuronas de rlN3 en el cerebro está influenciada por la actividad 5ht que ejercería 
una función limitadora del grado de desarrollo del NI. El hecho de que los dos sistemas 
controlen aspectos similares del comportamiento, sobre todo sobre aspectos emocionales, 
permite concluir que la interacción entre el sistema 5ht y el rlN3 permitiría realizar una serie 
de interajustes. Ya se ha observado la existencia de una proyección de 5ht sobre el NI que 
utilizaría receptores h1a (Miyamoto et al. 2008), sin embargo, el circuito recíproco desde el 
NI sobre los núcleos del rafe no ha sido analizado en detalle.

De este modo, el presente trabajo pretende analizar las interacciones de la rlN3 
con el sistema 5ht en los núcleos del rafe dorsal (dr) y Mnr, y estudiar su naturaleza 
gabaérgica y/o glutamatérgica.

método 
 

Animales

En este estudio se utilizaron 3 ratas adultas hembras Wistar de un peso entre 350-
450gr. Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité de Bienestar Animal de la 
Universitat Jaume I de Castellón (España). Todos los procedimientos fueron ajustados 
a la Directiva 86/609/cee de la Comunidad Europea sobre la protección de los animales 
utilizados para experimentación y otros fines científicos.

Fijación y seccionamiento del cerebro

Para la inmunofluorescencia se eutanasió a ratas no tratadas mediante una dosis 
letal de pentobarbital (Dolethal, 200 mg/kg i.p; Vetoquinol s.a., Madrid, España). Tras 
perder todos los signos de conciencia y los reflejos sensoriales, los animales fueron 
perfundidos transcardialmente con una solución salina (250 ml) seguida de fijador (pa-
raformaldehído al 4% en tampón fosfato (PB) 0,1 M, ph 7,4) durante 30 minutos (∼500 ml).  
A continuación, se extrajeron los cerebros del cráneo y se sumergieron en el mismo 
fijador durante 4 horas a 4ºc. Posteriormente, los cerebros se sumergieron en sacarosa 
al 30% en solución salina tamponada con fosfato (PBs) 0,01 M, ph 7,4, durante 48 horas 
a 4ºc, y se obtuvieron secciones coronales (40 μm) utilizando un micrótomo de conge-
lación (Leica sM2000r, Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania). Para cada cerebro, 
se obtuvieron 6 conjuntos de secciones y se almacenaron en una solución crioprotecto-
ra (30% de glicerol, 30% de etilenglicol y 40% de PBs 0,1 M, ph 7,4).
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Detección inmunofluorescente de marcadores neuronales

Para la detección de las proteínas de los marcadores neuronales, se utilizaron 6 
secciones de muestra por animal (n=3). Las secciones se enjuagaron 3 veces durante 
10 minutos en PBs y se sumergieron en un medio de bloqueo de PBst que contenía 4% 
de Nds (Normal Donkey Serum), 4% de Ngs (Normal Goat Serum) y 0,2% de Tritón X-100 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones se incubaron en una solución de 
anticuerpo primario que contenía Mouse anti-rlN3 (1:5; (Kizawa et al., 2003)), Rabbit anti-
5ht (1:8000; Sigma-Aldrich), Guinea Pig anti-vgat (1:500; Synaptic Systems), Chicken 
anti-VGlut2 IgY (1:250; Synaptic Systems), en PBst con 4% de Nds, 4% Ngs y 0,2% Triton 
X100 durante 48 horas a 4ºC. A continuación, las secciones se enjuagaron 3 veces du-
rante 10 minutos en PBs y para el marcaje cuádruple se incubaron en Alexa 488 Donkey 
anti-Rabbit IgG (1:200; Jackson ImmunoResearch), en Alexa 647 Donkey anti-Mouse IgG 
(1:200; Jackson ImmunoResearch), en Alexa 405 Goat anti-Chicken IgG (1:200; Biotium) 
y en Cy3 Goat anti-Guinea Pig IgG (1:200; Jackson ImmunoResearch) en PBst con 4% de 
Nds, 4% Ngs y 0,2% Triton x100 durante 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Las secciones se enjuagaron brevemente en PBs 0,01 M y se montaron en portaobjetos 
recubiertos de gelatina, se secaron al aire y se cubrieron con Mowiol.

Análisis Microscópico

El análisis de inmunofluorescencia se realizó con un microscopio confocal (Leica 
DMi8, Leica Microsystems cMs GmbH, Wetzlar, Alemania). Las imágenes se tomaron 
con un objetivo 63x. Se hizo stack de 20 imágenes a 0,5 μm para cada una de las regio-
nes. Las secciones seriadas de 0,5 μm se capturaron con el software Leica Confocal (V 
2.61). Para vGlut2, se utilizó el láser 405 nm para una emisión de 410-493nm. Para la 
5ht, se utilizó el láser 488 nm para una emisión de 493-553 nm. Para el vgat, se utilizó 
el láser 532 nm para una emisión de 566-641 nm. Para rlN3, se utilizó el láser 647nm 
para una emisión de 649-776 nm. 

Análisis de datos

Se analizaron los resultados con Graphpad Prism 9. La variable dependiente en el 
estudio era el comarcaje de rlN3con células 5ht positivas. Se aplicó el test de normali-
dad; en el caso de ser positivo se realizaron una serie de pruebas-t.

resultados 

Imágenes

La inmunofluorescencia con 5ht ha dado lugar a un marcaje en células dispersas 
que estaban en el dr y en el Mnr (véase Ilustración 1 (a) e Ilustración 3 (a)). Este mar-
caje nos ha mostrado una población heterogénea de células con somas circulares de 
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distintos tamaños. En algunas de las neuronas marcadas con 5ht fue posible observar 
las ramificaciones primarias y secundarias del árbol dendrítico en número variable. Por 
su parte, el marcaje de rlN3 da lugar a fibras con una trayectoria que se distribuye a lo 
largo de los núcleos del rafe mencionados (véase Ilustración 1 (B) e Ilustración 3 (B)). El 
marcaje de vgat, con una distribución granulada, dejaba una serie de espacios vacíos 
que correspondían a los cuerpos celulares positivos para 5ht (véase Ilustración 1 (d) e 
Ilustración 3 (d)). En cambio, el marcaje de vGlut2 dio lugar a una granulación presente 
por superposición en algunos cuerpos celulares de 5ht positivos (véase Ilustración 1 
(c) e Ilustración 3 (c)). Ambos casos se pueden observar en la ampliación de la imagen 
de la región marcada en rojo en la Ilustración 1 (a-e) e Ilustración 3 (a-e), donde obser-
vamos una única célula (véase Ilustración 2 (a-c) e Ilustración 4 (a-c)), donde se nos 
muestra la célula de 5ht con comarcaje de vGlut2 (véase Ilustración 2 (a) e Ilustración 
4 (a)), y podemos observar que el vgat deja el hueco libre a la célula de 5ht (véase 
Ilustración 2 (B) e Ilustración 4 (B)).

En el estudio se contabilizó las fibras de rlN3 que presentaban comarcaje con 
las células de 5ht positivas (véase Ilustración 2 e Ilustración 4). Posteriormente, se 
contabilizaron las fibras de rlN3 con comarcaje con 5ht, y de estas fibras de rlN3 cua-
les presentaban comarcaje con vGglut2 (véase Ilustración 2 (a) e Ilustración 4 (a), con 
vgat (véase Ilustración 2 (B) e Ilustración 4 (B)) o con ambos (véase Ilustración 2 (c) e 
Ilustración 4 (c)).

Ilustración 1 
Imagen de una región del dr. (a) Marcaje de células 5ht positivas (en verde) en una sección de 0,5 μm. (b) 

Marcaje de fibras de rln3 (en rojo) en máxima proyección de 10 μm. (c) Marcaje de vGlut2 (en blanco)  
en una sección de 0,5 μm. (d) Marcaje de vgat (en cian) en una sección de 0,5 μm. (e) Marcaje de células  

de 5ht positivas junto con fibras de rln3 en máxima proyección de 10 μm (f) Triple marcaje de células  
de 5ht positivas, fibras de rln3 y de vgat en máxima proyección de 10 μm
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Ilustración 2 
Imagen de la célula señalada en las imágenes d, e y f de la Ilustración 1. (a) Marcaje de células 5ht positivas 
junto con rln3 y vGlut2 en una sección de 0,5 μm (b) Marcaje de células 5ht positivas junto con rln3 y vgat  

en una sección de 0,5 μm (c) Marcaje cuádruple en la misma célula en una sección de 0,5 μm

 

Ilustración 3 
Imagen de una región del MnR. (a) Marcaje de células 5ht positivas (en verde) en una sección de 0,5 μm. (b) 

Marcaje de fibras de rln3 (en rojo) en máxima proyección de 10 μm. (c) Marcaje de vGlut2 (en blanco)  
en una sección de 0,5 μm. (d) Marcaje de vGAT (en cian) en una sección de 0,5 μm. (e) Marcaje de células  

de 5ht positivas junto con fibras de rln3 en máxima proyección de 10 μm (f) Triple marcaje de células  
de 5ht positivas, fibras de rln3 y de vgat en máxima proyección de 10 μm
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Ilustración 4 
Imagen de la célula señalada en las imágenes d, e y f de la Ilustración 3. (a) Marcaje de células 5ht positivas 

junto con rln3 y vGlut2 en una sección de 0,5 μm (b) Marcaje de células 5ht positivas junto con rln3  
y vgat en una sección de 0,5 μm (c) Marcaje cuádruple en la misma célula en una sección de 0,5 μm

Datos

Las imágenes realizadas con el objetivo 63x en el microscopio confocal mostra-
ron la presencia de entre 211 y 604 fibras por mm² de rlN3 que presentaban comarcaje  
con células 5ht positivas. De estas fibras de rlN3 se ha observado que aproximada-
mente la mitad de ellas presentaban comarcaje con vGlut2 en el dr. En el Mnr este 
comarcaje con el vGlut2 llega a ser el 92% del total de fibras de rlN3 con comarcaje 
con 5ht, donde se observó que oscilaba en torno a 105 y 539 contactos por mm². 
Respecto al comarcaje de rlN3 y vgat se observó en torno a un 50% menos respecto 
al vGlut2, con una variabilidad que oscilaba entre los 23 y 399 contactos por mm². 
Por lo tanto, se ha observado una diferencia respecto al número de contactos que 
presenta el vGlut2 con la rlN3 frente al número de contactos del vgat con la rlN3, 
donde se han visualizado un mayor número de contactos del vGlut2 (véase Tabla 1 e 
Ilustración 5).

La prueba de normalidad en todos los casos fue positiva, por lo que posteriormen-
te se realizaron pruebas-t para rlN3 -5ht (p=0,6 df=2), para rlN3 -5ht -vGlut2 (p=0,07 
df=2), rlN3 -5ht - vgat (p=0,26 df=2). Estos resultados muestran una clara tendencia en 
rlN3 -5ht -vGlut2 que requerirán de una ampliación de la muestra para futuros estudios 
anatómicos.
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Tabla 1 
Densidad de contactos de rlN3 con 5ht por mm²

RLN3-5HT RLN3-5HT-VGlut2 RLN3-5HT-VGAT

Dorsal raphe nucleus 451 228 123

Median raphe nucleus 539 498 287

Nota: Densidad de contactos por mm².

discusión y conclusiones

Los datos obtenidos son el resultado de un estudio preliminar sobre un número 
reducido de ejemplares que apuntan a la existencia de contactos entre fibras de rlN3 y 
neuronas positivas para 5ht. Existe también una asociación entre estos contactos y el 
marcaje característico de los sistemas gaBaérgico y glutamatérgico. 

En cuanto a los resultados observados, se puede observar como las células de los 
núcleos del rafe reciben proyecciones de rlN3. Esta proyección se sitúa especialmente 
en dendritas o en soma de las células 5ht positivas, y estaría asociada al transportador 
vesicular de glutamato. Sin embargo, el marcaje obtenido con el vGlut2 es relativamente 
disperso y aunque en ocasiones parece efectivamente asociado a estructuras neurona-
les, también es posible observarlo sin estar asociado a ellas, por lo que podría contener 
elementos inespecíficos. Por contra, el marcaje con vgat presenta en todos los casos 
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una apariencia granular que deja espacios no marcados que se corresponden con los 
cuerpos celulares de las neuronas 5ht y otros tipos celulares, por lo que se considera 
un marcaje específico asociado a la transmisión gaBaérgica. Es necesario realizar aná-
lisis posteriores para discriminar la especificidad de estos sistemas de detección.

El carácter gaBaérgico de las proyecciones ya fue señalado en los primeros tra-
bajos de conexiones (Olucha Bordonau et al. 2003). También se ha demostrado su 
asociación con el péptido rlN3 (Ma et al. 2007). Dado el papel demostrado de la partici-
pación de rlN3 como activador del ritmo theta, esta acción podría ser el resultado de la 
inhibición de los núcleos del rafe cuya acción es antagónica al NI. El antagonismo entre 
los sistemas rlN3 y 5ht abre la posibilidad de un uso terapéutico mediado por rlN3. Los 
sistemas potenciadores de la transmisión 5ht han sido ampliamente utilizados como 
antidepresivos (di Giovanni et al. 2016; Mogha et al. 2012). También se han obtenido 
datos de un efecto ansiolítico y antidepresivo de la transmisión mediada por la rlN3 
(Ryan et al. 2013).

Resulta necesario en pasos sucesivos determinar la presencia de marcadores 
sinápticos como sinaptofisina en las fibras de rlN3 de los núcleos del rafe, así como 
comprobar el patrón de colateralización sobre el septum medial y el hipocampo. Datos 
recientes indican que efectivamente los núcleos del rafe constituyen una población 
heterogénea de neuronas organizadas en conjuntos discretos, y que cada uno de ellos 
desarrolla acciones específicas (Paquelet et al. 2022). El NI y sus proyecciones sobre los 
núcleos del rafe podrían contribuir a esta subdivisión de compartimentos funcionales. 

Entre los siguientes objetivos también está el realizar una inmunofluorescencia 
con 5ht, rlN3, ctB (Cholera Toxin B) y FluoroGold (Fg), en una muestra de ratas Wistar 
infundidas con los trazadores retrógrados ctB y Fg en diferentes regiones. Otro de los 
pasos futuros a realizar para poder comprobar la hipótesis planteada es provocar un 
aumento de 5ht mediante la administración de prozac y observar los efectos en la 
expresión del gen de la rlN3, ya que como se ha podido observar en los estudios de 
(Miyamoto et al. 2008) la depleción de 5ht provocaba el aumento de la expresión del 
gen de la rlN3. Así pues, sería interesante ver si provoca el efecto contrario, es decir, 
una disminución de la expresión del gen de la rlN3. En el caso de tener un efecto, un 
paso final sería la administración de agonistas de rlN3 para observar si el aumento de  
la rlN3 tiene un efecto sobre el sistema 5ht en los núcleos del rafe, con el objetivo  
de confirmar que el sistema 5ht y el sistema rlN3 son de interacción mutua.
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