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RESUMEN

El estrés cronico durante la gestacion, puede alterar diversos factores y mecanismos que

mantienen la homeostasis del organismo. El NPY tiene una funcién ansiolitica y esta
involucrado en la modulacion de la respuesta al estrés. El objetivo de este trabajo fue
determinar los efectos del estrés cronico sobre los niveles plasmaéaticos de corticosterona y
estrégenos, y sobre la inmumarcacién del NPY en la corteza adrenal de ratas gestantes .EI
estrés por inmovilizacion intermitente fue aplicado desde el cuarto dia de la gestacién
hasta el sacrificio a los 12, 17 y 21 dias de la gestaciéon. Se combinaron técnicas de
inmunomarcacion, radioinmunoanalisis, analisis estereoldgico y cuantificacion de imagenes
en diferentes poblaciones de la corteza adrenal. En las ratas estresadas se presentd un
incremento significativo en los niveles plasméaticos de corticosterona a los 12, 17 y 21 dias
de la gestacion, de estrégenos a los 12 y 17 dias de la gestacion y una disminucion del
Iney €n los dias 12 y 17 de la gestacion, mientras que en el dia 21 no se presentaron
diferencias significativas. Se puede concluir que el incremento de los niveles plasmaticos
de corticosterona y estrégenos ejerce un efecto inhibitorio sobre la inmunomarcacion del

NPY adrenal a los 12 y 17 dias de la gestacion.

INTRODUCCION

La exposicibn a eventos de estrés durante periodos como la gestacion, puede
desencadenar trastornos de ansiedad, depresion, y desbalances hormonales (Murray,
2004). EIl estrés agudo es necesario para que el organismo sea capaz de afrontar
amenazas reales o imaginarias a corto plazo. Sin embargo, el estrés crénico puede alterar
la respuesta inmune, la remodelacién neuronal y ocasionar déficit de la memoria, que son
algunas de las caracteristicas que presentan los individuos depresivos (Sapolsky, 2000;
Erickson et al., 2003; Morales-Medina et al., 2009). La mayoria de estos procesos, se

asocian con alteraciones del eje hipotalamo-hipofiso-adrenal (HHA). La respuesta de este
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eje frente a determinados estresores decrece progresivamente a medida que avanza la
gestacion. Sin embargo se comprobd que frente al estrés cronico las ratas gestantes no
son capaces de adaptarse y en consecuencia los niveles plasmaticos de corticosterona
(CORT) se mantienen elevados (Moozavi et al., 2011).

Otras hormonas afectadas por el estrés son la prolactina (PRL) y los estrégenos (Angoa y
Rivas 2006) que se incrementan proporcionalmente con la intensidad de los estimulos
estresantes (Armario et al., 2012) y se ha descripto que la corteza adrenal presenta
receptores especificos para estas hormonas (Glasow et al., 1996; Kuiper et al., 1997). El
neuropéptido Y (NPY) es un péptido ansiolitico que esté involucrado en la modulacion de la
respuesta al estrés y en desordenes psiquiatricos (Adam y Epel, 2007). De acuerdo a los
diferentes estimulos que recibe, la adrenal es capaz de actuar como un potente efector de
respuestas celulares (Hoeflich y Bielohuby, 2009). Los circuitos neurolégicos que utilizan
como sefal al NPY, se activan cuando el organismo atraviesa situaciones estresantes para
regular su homeostasis (Thiele y Heilig, 2004).

En ratas sometidas a estrés cronico se determinaron incrementos del NPY plasmatico
acompafados de la sintesis y secrecion del NPY adrenal (Bernet et al., 1998). Tanto el
NPY central como el adrenal interactian con el eje HHA; a nivel central la expresion y la
liberacion del NPY aumentan la vulnerabilidad frente a un agente estresor (Hirsch y
Zukowska, 2012).

Actualmente existen escasos trabajos de modelos “in vivo” bajo condiciones de estrés
crénico por inmovilizacién (IMO) durante la gestacion (Mugnaini et al., 2006; Buljubacich
et al., 2009; Bozzo et al., 2011; Bozzo et al., 2013). En trabajos previos, comprobamos
que el estrés crénico por IMO aplicado durante la segunda mitad de la gestacion
incrementd el nimero de neuronas NPY inmunomarcadas en los encéfalos fetales,
actuando como un sistema de alarma endégeno en condiciones de estrés prenatal
(Buljubacich et al., 2009), pero no se demostré aun el efecto que tiene éste sobre el NPY
adrenal en ratas gestantes.

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos del estrés crénico sobre los niveles
plasmaticos de corticosterona y de estrégenos y sobre la inmumarcacién del NPY en la

corteza adrenal de ratas a los 12, 17 y 21 dias de la gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Animales y condiciones de laboratorio

Se utilizaron 30 ratas hembras albinas de la cepa Wistar, de 90 a 120 dias de edad, de
200 a 300 gramos de peso corporal al comienzo del experimento, mantenidas en
condiciones estandar de bioterio, con fotoperiodo controlado (12 horas de luz) y
administracion de alimento y agua ad-libitum. Las instalaciones cumplieron con los

requisitos de la disposicion 6344/96 de la Administracion Nacional de Medicamentos,



Alimentos y Tecnologia Médica, Argentina. Para el experimento se siguieron las
recomendaciones sobre la reduccion, el refinamiento y el reemplazo de animales de
laboratorio (Russell y Burch, 1959). Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con los principios y procedimientos de la Guia del NIH para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (NIH publicacion N°© 85-23, revisado 1985, http://www.nih.gov/sigs/
bioética).

Las ratas se ciclaron por medio de colpocitogramas en fresco y fueron apareadas durante
el proestro con un macho de la misma cepa durante 18 horas. El dia cero de la prefiez fue
establecido al visualizar espermatozoides en el fluido vaginal, a los fines del sacrificio
programado. Las ratas prefiadas se separaron en dos grupos: controles (RC) y

experimentales (RE) que permanecieron aislados fisicamente entre si.

Tratamiento experimental

Al grupo RE se le aplicé sesiones de estrés por IMO en tubo, con el objetivo de restringir
los movimientos del animal. Se utilizé un tubo de plastico perforado sujeto a una base de
madera acolchada para el confort del animal. Las sesiones se realizaron a partir del 4 dia
de la gestacion para evitar muertes embrionarias, con una duracién de 45 minutos cada
una, en dias alternados y hasta el dia previo del sacrificio. Este método fue adaptado en el
bioterio de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, bajo las normas éticas para el manejo
de animales de experimentacion.

El sacrificio de los animales se realiz6 por decapitaciéon a los 12, 17 y 21 dias de gestacion.
Se utilizaron 5 ratas por edad gestacional para cada grupo (RC y RE). Posteriormente a la
decapitacion, se extrajeron las adrenales, se fijaron en formol tamponado al 10% durante
12 horas y se procesaron de acuerdo a la técnica histolégica convencional. Se obtuvieron
cortes alternados de la corteza adrenal de 5 um cada uno usando un micrétomo Reichert-
Young 2065 y fueron montados en portaobjetos tratados con adhesivo Vectabond (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA). Se procesaron tres portaobjetos por animal,
montados cada uno con tres cortes de la misma glandula pero a distinto nivel de la
corteza. La identificacion de las diferentes zonas de la corteza adrenal fue realizada de

acuerdo a sus caracteristicas histoldgicas.

Deteccion de Corticosterona por Radioinmunoensayo

Posteriormente al sacrificio de los animales de ambos grupos en los dias de la gestacion
estudiados, se recolectd la sangre en tubos con heparina sddica. Se centrifugaron a 3000
r.p.m. durante 15 minutos a 4° C. Posteriormente, se separ6 la fraccion plasmatica y se

conservo a -20° C hasta el momento del analisis. Se utilizé un antisuero de conejo anti-



corticosterona de Bioclin (Cardiff, UK) y el patron de COR (4-pregnene-11, 21 diol-3, 20
dione; Sigma, Boston, MA, USA). Las RE fueron sometidas a la ultima sesiéon de estrés 24
horas previas al dia de sacrificio establecido. Los niveles plasmaticos de CORT fueron
medidos por radioinmunoensayo (Kreyet al., 1975) con un anticuerpo de oveja de alta

especificidad (TECNOLAB). Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron 8,8%.

Determinacion del NPY adrenal

Se utiliz6 un método inmunocitoquimico indirecto (Vectastain ABC elite kit 6200, Vector).
Los cortes se desparafinaron e hidrataron, posteriormente se realiz6 el blogueo de
peroxidasas endoégenas con peroxido de hidréogeno al 30% y el bloqueo de anticuerpos
inespecificos con suero de caballo (Vector) durante 30 minutos. Se utiliz6 un anticuerpo
primario policlonal anti-NPY 1:500 (RXB, Merck Milipore, Billerica, USA) en camara
himeda, durante 20 horas a 4° C, como segundo anticuerpo una anti-inmunoglobulina
biotinilada y el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain ABC elite kit 6200,

Vector). Se revel6 con diaminobencidina (DAB-Vector).

Analisis estereologico de imagenes

De cada corte histolégico de la corteza adrenal se digitalizaron de 10 a 12 imagenes de las
zonas glomerular, fascicular y reticular de RC y RE. Se utiliz6 un microscopio Zeiss
Axiophot con camara digital Axio Vision Zeiss y software asociados (video Printer Sony
3000 y analisis de iméagenes estereoldgicas Scion Corp). Se procesd cada una de las
imagenes, cuantificando las células positivas y negativas para NPY y se obtuvo el indice de
NPY (Inpy) cOomo el cociente entre las células positivas y negativas y se multiplicé por 100.

Se utilizé para el conteo celular el programa Image J 1.46, con la aplicaciéon cell counter.

Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el software Infostat 2010. Se realiz6 ANOVA de una
via para la comparacién de las medias obtenidas de las determinaciones de los niveles
plasmaticos de CORT y estrégenos entre los grupos y ANOVA de tres vias para evaluar el
efecto del tratamiento, dia de la gestacibn y zona de la corteza adrenal y sus
interacciones. En los casos en que se observaron diferencias significativas, se realizé un
test a posteriori (DGC). Las diferencias fueron consideradas significativas si p<0.05

(Pagano y Gauvreau, 2000).

RESULTADOS
Los resultados obtenidos en la determinaciéon de los niveles plasméaticos de CORT
demostraron que las RE tuvieron un incremento estadisticamente significativo en relacién

a sus controles del mismo dia de la gestacién, en todos los tiempos estudiados. En las RE



los niveles plasmaticos de estrogenos se presentaron en mayor concentracion en el dia 12
(p= 0.007) y en el dia 17(p= 0.032) de la gestacion, con respecto a las RC. En el dia 21
de la gestacidon no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos.

La distribucion de la inmunomarcacion del NPY presentdé un patrén semejante en la
corteza adrenal de RC y RE en los tres dias de gestacion estudiados. Las células NPY
positivas fueron observadas en las zonas reticular y fasicular, mientras que no se
presentaron en la zona glomerular (Figura 1).

El ANOVA trifactorial evidencié una interaccion triple (p=0,02) en el l\py entre las zonas,
los grupos y los dias de gestacion estudiados. El analisis a posteriori (DGC) revel6 que en
la zona fascicular se presentd una disminucion significativa del Iyry en RE con respecto a
RC a los 12 dias (p<0,05), mientras que a los 17 y 21 dias de la gestaciéon no se
presentaron diferencias significativas. Por otro lado, en la zona reticular se observé una
disminucion significativa de Iypy en RE con respecto a RC en el dia 17 (p<0,05) y en los

dias 12 y 21 de la gestacion no se presentaron diferencias significativas (Figura 2)

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La glandula adrenal responde continuamente a estimulos repetidos y transitorios como las
situaciones de estrés. ElI NPY adrenal estd involucrado en la respuesta adaptativa al
estrés, frente a estas situaciones se producen alteraciones en los niveles del ARNm NPY y
del péptido en la glandula (Wang y Whim, 2013). Segun Hinson et al. (1995) la
concentracién del NPY adrenal es inversamente proporcional a la intensidad del estrés; a
mayor intensidad se produce una disminucién en los niveles del NPY. En concordancia, en
este trabajo se encontré que el NPY adrenal presentdé una disminucion en las zonas
fascicular y reticular en ratas estresadas a los 12 y 17 dias de la gestaciéon. Asimismo, en
ratas estresadas se observd una disminucidn de la proliferaciéon en las zonas fascicular y
reticular en los mismos dias de la gestacién (Bozzo et al., 2011).

En condiciones de estrés se comprobd que la PRL provoca un incremento de los niveles
plasmaticos de CORT (Mera et al., 2006), los que podrian ejercer un efecto indirecto en la
disminucion del Iypy en los dias 12 y 17 de la gestacién.

En estudios recientes se demostré que los estrogenos actlan inhibiendo la liberacién del
NPY (Dwayne et al., 2010; Dhillon y Belsham, 2011). En este modelo experimental
observamos que los niveles plasméticos de estrégenos se presentaron en mayor
concentracion en el dia 12 y 17 de la gestacion en las ratas estresadas con respecto a sus
controles, lo que estaria relacionado con la disminucién del Iypy adrenal.

El incremento de los niveles de la ACTH produce una disminucion del NPY adrenal,
evidenciando que el eje HHA es capaz de regular indirectamente la liberacion del NPY a

través de los glucocorticoides (Hirsch y Zukowska, 2012). En las ratas estresadas



observamos un incremento en los niveles plasmaticos de CORT en todos los dias de la
gestacion estudiados, lo que estaria relacionado con la disminuciéon del Iypy adrenal en los
dias 12 y 17 de la gestacion. En el dia 21 determinamos que las concentraciones de CORT
se mantuvieron elevadas, sin embargo no evidenciamos diferencias significativas en la
inmunomarcacion del NPY entre los grupos. Esto podria deberse al enmascaramiento de
los receptores de glucocorticoides en respuesta al incremento sostenido de la CORT
(Mizoguchi et al., 2001).

Se puede concluir que la exposicion crénica al estrés y la consecuente hiperactividad del
eje HHA con niveles plasmaticos incrementados de CORT, acompafiado de niveles
plasmaticos elevados de estrégenos, provocan alteraciones en la expresion del NPY
adrenal. Estos factores podrian estar involucrados en el aumento de la susceptibilidad a

desordenes psiquiatricos como la depresion en condiciones de estrés cronico.
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Figura 2: indice de NPY en la zona fascicular de la corteza
adrenal de ratas gestantes. Las diferencias significativas se
indican con asteriscos (* p<0.05).
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Figura 3: indice de NPY en la zona reticular de la corteza
adrenal de ratas gestantes. Las diferencias significativas se
indican con asteriscos (* p<0.05).



