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Resumen

Antecedentes: La aparición temprana de serotonina en el cerebro fetal y sus efectos en la morfogénesis cerebral apoyan su 
papel neurotrófico. Objetivo: Determinar la presencia de células serotoninérgicas y la expresión de triptófano-5-hidroxilasa (TPH), 
5-hidroxitriptamina (5-HT), transportador de serotonina (SERT), receptor 5-HT1A y Pet-1 durante el desarrollo de la corteza cere-
bral, tanto in situ como en cultivo de tejidos. Material y métodos: Se realizó estudio observacional descriptivo en ratas Wistar 
preñadas. La presencia del tapón se consideró el inicio de la gestación; en los días 13, 16 y 17 se practicaron cesáreas para 
obtener los fetos e inmediatamente se disecaron los cerebros para identificar células serotoninérgicas, TPH, 5-HT, SERT, 5-HT1A 
y Pet-1 en cultivo de tejido e in situ mediante inmunomarcaje detectado en un microscopio confocal. Resultados: Células y 
terminales serotoninérgicas fueron observadas en el mesencéfalo el día 17 de gestación y en cocultivos de neopalio los días 13 
y 16. También se observaron células inmunopositivas a TPH, 5-HT, SERT y Pet-1 en el neopalio en el día 12 del cultivo. Con-
clusiones: Se confirmó la presencia de células serotoninérgicas y otros elementos del sistema serotoninérgico en la corteza 
cerebral temprana, la cual puede ser transitoria y participar en los procesos de maduración cortical durante el desarrollo cerebral.

PALABRAS CLAVE: Corteza cerebral. Neuronas serotoninérgicas. Serotonina. Triptófano-5-hidroxilasa.

Confirmation of the presence of serotonergic cells in the fetal cerebral cortex in 
cultures and in situ

Abstract

Background: Early appearance of serotonin in the fetal brain and its effects on brain morphogenesis support its neurotrophic 
role. Objective: To determine the presence of serotonergic cells and the expression of tryptophan-5-hydroxylase (TPH), 5-hy-
droxytryptamine (5-HT), serotonin transporter (SERT), 5-HT1A receptor and Pet-1 during the development of the cerebral cortex, 
both in situ and in tissue cultures. Material and methods: A descriptive, observational study was carried out in pregnant Wis-
tar rats. The presence of the plug was regarded as the beginning of gestation. On days 13, 16 and 17, cesarean sections were 
performed to obtain the fetuses, and the brains were then immediately dissected to identify the presence of serotonergic cells, 
TPH, 5-HT, SERT, 5-HT1A and Pet-1 in tissue cultures and in situ by immunostaining detected on a confocal microscope. Re-
sults: Serotonergic cells and terminals were observed in the midbrain on day 17 of gestation, and in neopallium cocultures on 
days 13 and 16. TPH, 5-HT, SERT and Pet-1 immunopositive cells were also observed in the neopallium on day 12 of culture. 
Conclusions: The presence of serotonergic cells and other elements of the serotonergic system in the early cerebral cortex 
was confirmed, which may be transient and participate in cortical maturation processes during brain development.
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Antecedentes

Tanto 5-hidroxitriptamina (5-HT) como sus recepto-
res específicos unidos a canales iónicos o a cascadas 
metabotrópicas tienen diversas funciones en los pri-
meros períodos del desarrollo cerebral.1-3 En el 
Laboratorio de Neurontogenia el Centro de 
Investigación y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) 
se obtuvo información complementaria sobre el papel 
funcional de 5-HT en estructuras neuroblásticas, 
como los conos de crecimiento axonal del encéfalo 
de rata en el día 17 de gestación,4 la presencia de los 
receptores 5-HT1A y 5-HT1B

5 y la vía sintética de 5-HT, 
así como la presencia de un sistema liberador de 
5-HT dependiente de K+ y Ca++, y un sistema de cap-
tación dependiente de Na+.4,6 Durante el desarrollo 
cerebral también se ha descrito un aumento transito-
rio de la expresión del transportador de serotonina 
(SERT) y 5-HT en las terminales nerviosas de las 
áreas sensoriales de la corteza cerebral.7,8 La apari-
ción temprana de terminales serotoninérgicas en la 
corteza cerebral en maduración es particularmente 
intensa, especialmente en las áreas sensoriales, 
incluidas la visual, somatosensorial y auditiva.7,9,10 
Mazer11 informó que una disminución de las señales 
serotoninérgicas influye en el desarrollo normal y la 
maduración de la corteza cerebral al reducirse la 
densidad sináptica, con el consiguiente daño del 
desarrollo cognitivo. Asimismo, 5-HT desempeña un 
papel regulador en diversas áreas corticales a través 
de las terminales axónicas de las neuronas serotoni-
nérgicas ubicadas en los núcleos del rafe mesence-
fálico; hasta donde sabemos, esto último no se 
observó en la corteza cerebral en desarrollo de ratas. 
En el pez cebra se han observado células 5-HT en el 
área pretectal del prosencéfalo basal12,13 y se ha 
reportado la expresión transitoria de SERT y VMAT2.

14 
Lebrand14 propuso que la regulación de la corticogé-
nesis por 5-HT en ratas se produce mediante fibras 
tálamo-corticales apoyadas por receptores 5-HT1A y 
5-HT1B, así como SERT.15,16

Existen otros tipos de neuronas de aparición tem-
prana en la corteza cerebral en crecimiento, como las 
neuronas de Cajal-Retzius en la zona marginal, relacio-
nadas con la migración celular y el patrón de desarrollo 
celular de adentro hacia afuera de la corteza;17,18 así 
como las neuronas inmunopositivas GABAérgicas y la 
tirosina hidroxilasa en la corteza dorsolateral y medial 
que se identifican antes y después del nacimiento de 
la rata.19,20 Es probable que su expresión fenotípica esté 

regulada epigenéticamente, como en el sistema ner-
vioso periférico.21,22 Por lo tanto, las neuronas corticales 
pueden expresar transitoriamente algunas moléculas 
enzimáticas como tirosina hidroxilasa20 y otros neuro-
transmisores.23 La aparición temprana (días 10 y 11 de 
gestación) de neuronas GABAérgicas y noradrenérgi-
cas también se observa durante los períodos pre y 
posnatal. Su expresión en el cerebro en maduración 
puede ser transitoria y desempeñar un papel impor-
tante en la diferenciación de las células corticales.20

Conforme a los resultados mencionados, el pre-
sente trabajo se llevó a cabo con la intención de 
obtener más información sobre la presencia de célu-
las serotoninérgicas y la expresión de triptófano-5-hi-
droxilasa, SERT, 5-HT, el receptor 5-HT1A y Pet-1 en 
la corteza cerebral en desarrollo.

Material y métodos

Estudio observacional descriptivo en ratas Wistar 
hembras nulíparas con un peso de 200 ± 10 g. Las 
ratas se adaptaron durante dos semanas bajo las 
siguientes condiciones: 22 ± 2 °C de temperatura, 
luces encendidas de 7:00 a 19:00 horas, así como 
mínimo ruido y manipulación. Durante este período, 
los animales fueron alimentados con pélets (Purina) 
y agua ad libitum. Después de dos semanas, las ratas 
se aparearon con machos normales. La presencia de 
tapón se consideró como el día de gestación 1 y la 
edad gestacional se determinó con la distancia del 
cráneo a la rabadilla de los fetos. En los días de ges-
tación 13, 16 y 17 se realizó una cesárea bajo anes-
tesia (40 mg/kg de pentobarbital intraperitoneal. Los 
encéfalos se diseccionaron en dos regiones, es decir, 
el mesencéfalo y el neopalio, para determinar la pre-
sencia de células serotoninérgicas y la expresión de 
TPH, SERT, 5-HT, 5-HT1A y Pet-1 in situ y en cultivos 
organotípicos, mediante inmunofluorescencia con 
anticuerpos para cada molécula; la observación se 
llevó a cabo con microscopio confocal (Leica TCS 
SP2™, Leica Microsystems).

El Comité Interno de Ética del Centro de Investigación 
y de Estudios Avanzados (CINVESTAV), Instituto 
Politécnico Nacional, aprobó el protocolo experimental 
para el uso de animales de experimentación, de acuerdo 
con la norma oficial mexicana NOM-062-ZOO-1999.

Cultivos organotípicos

En general se siguió el método Stoppini.24 Los encé-
falos fueron colocados en agarosa de bajo punto de 
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fusión a 6 % en solución amortiguadora de fosfato salino 
(PBS). Se obtuvieron cortes de 300 μM con un vibratomo 
en la zona del mesencéfalo, siguiendo las coordenadas 
de Foster y Lavdas. Los días 13 y 16 se diseccionaron 
fragmentos del neopalio de entre 0.5 y 1.0 mm.25-27

Inmunomarcación y microscopia de 
fluorescencia

Los tejidos se lavaron en PBS con pH de 7.4, y se 
fijaron con paraformaldehído a 4 %. La inmunomarca-
ción se realizó con anticuerpos policlonales para 
5-HT1A, 5-HT y SERT (1:1000) o con anticuerpos mono-
clonales para la identificación de TPH, GFAP y Pet-1. 
Se emplearon anticuerpos secundarios fluorescentes 
(1:500) para isotiocianato de fluoresceína (Jackson IR), 
fluoresceína (Pierce), Alexa Fluor 568™ (Molecular 
Probes) y lisamina-rodamina (LRSC, Jackson IR). Se 
realizó microscopia confocal (Leica, TCS SP2) para 
identificar y localizar las moléculas marcadas.

Resultados

La Figura 1A muestra células inmunopositivas a 
5-HT y proyecciones axonales en el mesencéfalo en 
cocultivo con neopalio; solo se observaron células 
inmunopositivas a 5-HT en el neopalio en cocultivo 
con mesencéfalo a los 13 días de gestación 
(Figura 1B). Además, se identificaron células de neo-
palio no cultivadas positivas a TPH y células de neo-
palio en cocultivo positivas a 5-HT1A (Figuras 1C y 1D).

En cuanto a las células de neopalio en cocultivo 
inmunopositivas a TPH y SERT, se observó la colo-
calización de ambas moléculas en las mismas células 
el día 13 de gestación (Figura 2A). Asimismo, 5-HT 
coexiste con SERT en las mismas células de neopalio 
en cocultivo con mesencéfalo (Figura 2B).

La Figura 3A muestra que TPH y 5-HT coexisten 
en la misma célula en neopalio en cocultivo, así como 
que células inmunopositivas a 5-HT también se colo-
calizan con células inmunopositivas a TPH en neopa-
lio no cultivado en el día 13 de edad gestacional 
(Figura 3B).

En la Figura 4A, el anticuerpo GFAP, un marcador 
glial, fue positivo junto con el anticuerpo TPH, com-
partiendo la misma ubicación celular en tejido de 
corteza fetal cultivado e in situ (Figura 4B). Además, 
GFAP coexiste con 5-HT en la misma célula de neo-
palio estudiado in situ (Figura 4C).

Es importante destacar que, como se esperaba, en 
la Figura 5A se puede observar positividad a Pet-1 en 

células mesencefálicas cocultivadas e in situ en el 
rafe fetal en el día 17 de gestación, la cual coexistió 
con la positividad a otros marcadores de 5-HT. Lo 
mismo se observó en el neopalio el día 16 de gesta-
ción, tanto en cocultivo como in situ (Figura 5B).

En la Figura 6A se observan células 5-HT positivas 
con fibras ya ramificadas después de nueve días de 
cultivo; estas fibras no se observaron el día 11 de 
cultivo (Figura 6B).

Discusión

Como lo presentó nuestro grupo en un artículo 
anterior, inesperadamente se observaron células 
inmunopositivas a 5-HT en la corteza cerebral en 
maduración de ratas, tanto en cocultivo con tejido 
mesencefálico como en tejido de neopalio no cultivado, 
así como en tejido de neopalio analizado in situ.27 Estas 
células podrían tener un fenotipo serotoninérgico tran-
sitorio y su presencia en la corteza cerebral primitiva 
podría apoyar los procesos corticogenéticos, porque 
exhiben toda la maquinaria biosintética de 5-HT.27 5-HT 
es uno de los neurotransmisores más abundantes 
y cruciales en el cerebro de mamíferos y humanos y 
es fundamental en el desarrollo cerebral prenatal y 
posnatal.1

En una etapa inicial, estas células serotoninérgicas 
revelaron un rasgo diferenciador de tipo neuronal, 

Figura 1. A: células inmunopositivas a 5-HT y proyecciones axonales 
en cocultivo de mesencéfalo con neopalio. Escala: 75 μm. B: células 
inmunopositivas a 5-HT en neopalio en cocultivo. Escala: 5 μm C: célu-
las no cultivadas positivas a TPH en neopalio. Escala: 20 μm D: células 
positivas a 5-HT1A en neopalio en cocultivo. Escala: 75 μm. Las puntas 
de flecha indican células y las flechas, proyecciones.
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Figura 2. A: TPH (verde) y SERT (rojo) coexisten en células de neopalio en cocultivo (amarillas). B: 5-HT (verde) también coexiste con SERT 
(rojo) en las mismas células (amarillo) de neopalio en cocultivo con mesencéfalo. Escala: 75 μm. Las puntas de flecha indican células.

B

A

Figura 3. A: 5-HT (roja) coexiste con TPH (verde) en la misma célula (amarilla) de neopalio en cocultivo con mesencéfalo. Escala: 75 μm. 
B: coexistencia de TPH (verde) y 5-HT (rojo) en la misma célula (amarillo) de neopalio no cultivado. Escala: 35 μm. Las puntas de flecha indican 
células.

B

A
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como la formación temprana de fibras nerviosas 
(Figura 6A). Sin embargo, posteriormente estos ras-
gos ya no se observaron (Figura 6B), lo que sugiere 
su posible participación en un proceso de desdiferen-
ciación. También se han encontrado presencias tem-
pranas de células serotoninérgicas in situ en los días 
16 y 17 de gestación. Curiosamente, algunas de estas 
células también expresaron el fenotipo glial GFAP 
(Figura 4), lo que sugiere un papel de las células glia-
les en esta etapa. Otras células también expresaron 

el dominio específico de transformación de eritroblas-
tos; el factor de transcripción Pet-1 es un componente 
del complejo genético que genera el fenotipo 5-HT.28 
La red molecular de este fenotipo está compuesta no 
solo por Pet-1, sino también por NAx2.2, Lmx1b, fac-
tor B y GATA3, que constituyen la vía molecular para 
la especificación del fenotipo de las células que 
expresan 5-HT.28,29 Pet-1 es, según Hendricks et al.28 
un marcador temprano y preciso de las neuronas 
centrales que sintetizan 5-HT. Los sitios de unión de 

Figura 4. A: las células positivas a GFAP (verde) también exhiben TPH (rojo) y la coexistencia de ambos marcardores (amarillo) en neopalio en 
cocultivo con mesencéfalo. Escala: 75 μm. B: se puede observar GFAP y TPH coexistiendo (amarillo) en las células de neopalio no cultivadas. 
Escala: 30 μm. C: las células gliales, con el marcador positivo para GFAP (verde) también exhiben 5-HT (rojo) en neopalio no cultivado. Escala: 
30 μm. Las puntas de flecha indican células.

C

B

A



Boyzo-Montes de Oca A et al. Células serotoninérgicas en la corteza cerebral fetal

395

Pet-1 están ubicados en áreas clave de los genes que 
expresan las principales moléculas específicas de 
5-HT, donde Pet-1 ejerce su función reguladora. Estos 
datos respaldan el uso de Pet-1 como un marcador 
más viable para las neuronas que expresan el feno-
tipo 5-HT (Figura 5).28

Se sabe que también aparecen otros tipos de células 
monoaminérgicas durante un período temprano de 
maduración cerebral en embriones de rata. Antes del 

día 10 de vida fetal se pueden identificar células dopa-
minérgicas y GABAérgicas, que probablemente tam-
bién estén implicadas en la neurogénesis.19,20,30 Las 
neuronas serotoninérgicas también aparecen en los 
primeros períodos de la gestación neural (días de ges-
tación 11 y 12) y forman los núcleos del rafe mesen-
cefálico.15 Sin embargo, como se informó y confirmó 
anteriormente,27 las células 5-HT también aparecen en 
la corteza cerebral en desarrollo de las ratas en periodo 
fetal. La interrupción prenatal de 5-HT puede provocar 
una alteración del desarrollo del cerebro fetal y un 
mayor riesgo de trastornos psiquiátricos durante la 
infancia y la edad adulta. La alteración de la señaliza-
ción 5-HT se ha asociado a diversos trastornos neuro-
lógicos como depresión, ansiedad, psicosis, espectro 
autista, restricción del crecimiento fetal y trastorno por 
déficit de atención e hiperactividad.31-35

Con los datos actuales podemos concluir que las 
células que llevan el fenotipo serotoninérgico están 
presentes en la corteza cerebral inmadura y que 
demuestran características neuronales o gliales. 
Sugerimos que estas células podrían apoyar la dife-
renciación cortical y que su presencia es transitoria. 
Alternativamente pueden pertenecer a las llamadas 

Figura 5. A: las células inmunopositivas a Pet-1 (rojas) también son positivas a 5-HT (verde), en mesencéfalo en cocultivo con neopalio. Ambas 
marcas coexisten en las mismas células (amarillo). B: se pueden observar Pet-1 (rojo) y 5-HT (verde) coexistiendo en células cocultivadas de 
neopalio (amarillo). Escala: 50 μm. Las puntas de flecha indican células.

B

A

Figura 6. Neopalio en cocultivo con mesencéfalo. A: las células posi-
tivas a 5-HT se muestran con fibras ya ramificadas (nueve días de 
cocultivo). B: en una etapa posterior no se observaron estas fibras 
(11 días de cocultivo). Escala: 50 μm. Las puntas de flecha indican 
células.

BA
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“células cuasi serotoninérgicas”, cuya función y carac-
terísticas aún no están definidas.27
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