
1 

 

 2do Congreso Virtual de Ciencias Morfológicas. 

 2da Jornada Científica Virtual de la Cátedra Santiago Ramón y Cajal.  

 

 

 

IMPACTO DEL ESTRES CRONICO SOBRE EL NPY ADRENAL EN 

RATAS GESTANTES 

 

Magdalena Bertorello Cuenca1, Alicia Rolando Giordano1, Débora Cots Negri1, 

Tomás Díaz Torres1, Fabrisio Alustiza Fedorak1, Andrea Bozzo Chiavassa1. 

1 Universidad Nacional de Río Cuarto, Argentina. 

 mbertorellocuenca@gmail.com 

RESUMEN 

El estrés crónico durante la gestación, puede alterar diversos factores y mecanismos que 

mantienen la homeostasis del organismo. El NPY tiene una función ansiolítica y está 

involucrado en la modulación de la respuesta al estrés. El objetivo de este trabajo fue 

determinar los efectos del estrés crónico sobre los niveles plasmáticos de corticosterona y 

estrógenos, y sobre la inmumarcación del NPY en la corteza adrenal de ratas gestantes .El 

estrés por inmovilización intermitente fue aplicado desde el cuarto día de la gestación 

hasta el sacrificio a los 12, 17 y 21 días de la gestación. Se combinaron técnicas de 

inmunomarcación, radioinmunoanálisis, análisis estereológico y cuantificación de imágenes 

en diferentes poblaciones de la corteza adrenal. En las ratas estresadas se presentó un 

incremento significativo en los niveles plasmáticos de corticosterona a los 12, 17 y 21 días 

de la gestación, de estrógenos a los 12 y 17 días de la gestación y una disminución del 

INPY en los días 12 y 17 de la gestación, mientras que en el día 21 no se presentaron 

diferencias significativas. Se puede concluir que el incremento de los niveles plasmáticos 

de corticosterona y estrógenos ejerce un efecto inhibitorio sobre la inmunomarcación del 

NPY adrenal a los 12 y 17 días de la gestación. 

 

INTRODUCCIÓN  

La exposición a eventos de estrés durante períodos como la gestación, puede 

desencadenar trastornos de ansiedad, depresión, y desbalances hormonales (Murray, 

2004). El estrés agudo es  necesario para que el organismo sea capaz de afrontar 

amenazas reales o imaginarias a corto plazo. Sin embargo, el estrés crónico puede alterar 

la respuesta inmune, la remodelación neuronal y ocasionar déficit de la memoria, que son 

algunas de las características que presentan los individuos depresivos (Sapolsky, 2000; 

Erickson et al., 2003; Morales-Medina et al., 2009). La mayoría de estos procesos, se 

asocian con alteraciones del eje hipotálamo-hipofiso-adrenal (HHA). La respuesta de este 
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eje frente a determinados estresores decrece progresivamente a medida que avanza la 

gestación. Sin embargo se comprobó que frente al estrés crónico las ratas gestantes no 

son capaces de adaptarse y en consecuencia los niveles plasmáticos de corticosterona 

(CORT) se mantienen elevados (Moozavi et al., 2011).  

Otras hormonas afectadas por el estrés son la prolactina (PRL) y los estrógenos (Angoa y  

Rivas 2006) que se incrementan proporcionalmente con la intensidad de los estímulos 

estresantes (Armario et al., 2012) y se ha descripto que la corteza adrenal presenta 

receptores específicos para estas hormonas (Glasow et al., 1996; Kuiper et al., 1997). El 

neuropéptido Y (NPY) es un péptido ansiolítico que está involucrado en la modulación de la 

respuesta al estrés y en desórdenes psiquiátricos (Adam y Epel, 2007). De acuerdo a los 

diferentes estímulos que recibe, la adrenal es capaz de actuar como un potente efector de 

respuestas celulares (Hoeflich y Bielohuby, 2009). Los circuitos neurológicos que utilizan 

como señal al NPY, se activan cuando el organismo atraviesa situaciones estresantes para 

regular su homeostasis (Thiele y Heilig, 2004).  

En ratas sometidas a estrés crónico se determinaron incrementos del NPY plasmático 

acompañados de la síntesis y secreción del NPY adrenal (Bernet et al., 1998). Tanto el 

NPY central como el adrenal interactúan con el eje HHA; a nivel central la expresión y la 

liberación 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 

crónico por inmovilización (IMO) durante la gestación (Mugnaini et al., 2006; Buljubacich 

et al., 2009; Bozzo et al., 2011; Bozzo et al., 2013). En trabajos previos, comprobamos 

que el estrés crónico por IMO aplicado durante la segunda mitad de la gestación 

incrementó el número de neuronas NPY inmunomarcadas en los encéfalos fetales, 

actuando como un sistema de alarma endógeno en condiciones de estrés prenatal 

(Buljubacich et al., 2009), pero no se demostró aún el efecto que tiene éste sobre el NPY 

adrenal en  ratas gestantes.  

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos del estrés crónico sobre los niveles 

plasmáticos de corticosterona y de estrógenos y sobre la inmumarcación del NPY en la 

corteza adrenal de ratas a los 12, 17 y 21 días de la gestación. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales y condiciones de laboratorio 

Se utilizaron 30 ratas hembras albinas de la cepa Wistar, de 90 a 120 días de edad, de 

200 a 300 gramos de peso corporal al comienzo del experimento, mantenidas en 

condiciones estándar de bioterio, con fotoperíodo controlado (12 horas de luz) y 

administración de alimento y agua ad-libitum. Las instalaciones cumplieron con los 

requisitos de la disposición 6344/96 de la Administración Nacional de Medicamentos, 
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Alimentos y Tecnología Médica, Argentina. Para el experimento se siguieron las 

recomendaciones sobre la reducción, 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 Guía del NIH para el Cuidado y Uso de Animales 

de Laboratorio (NIH publicación Nº 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 día cero de la preñez fue 

establecido al visualizar espermatozoides en el fluido vaginal, a los fines del sacrificio 

programado. Las ratas preñadas se separaron en dos grupos: controles (RC) y 

experimentales (RE) que permanecieron aislados físicamente entre sí.  

 

Tratamiento experimental 

Al grupo RE se le aplicó sesiones de estrés por IMO en tubo, con el objetivo de restringir 

los movimientos del animal. Se utilizó un tubo de plástico perforado sujeto a una base de 

madera acolchada para el confort del animal. Las sesiones se realizaron a partir del 4to día 

de la gestación para evitar muertes embrionarias, con una duración de 45 minutos cada 

una, en días alternados y hasta el día previo del sacrificio. Este método fue adaptado en el 

bioterio de la Universidad Nacional de Río Cuarto, bajo las normas éticas para el manejo 

de animales de experimentación.  

El sacrificio de los animales se realizó por decapitación a los 12, 17 y 21 días de gestación. 

Se utilizaron 5 ratas por edad gestacional para cada grupo (RC y RE). Posteriormente a la 

decapitación, se extrajeron las adrenales, se fijaron en formol tamponado al 10% durante 

12 horas y se procesaron de acuerdo a la técnica histológica convencional. Se obtuvieron 

cortes alternados de la corteza adrenal de 5 μm cada uno usando un micrótomo 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 glándula pero a distinto nivel de la 

corteza. La identificación de las diferentes zonas de la corteza adrenal fue realizada de 

acuerdo a sus características histológicas. 

 

 

 

Detección de Corticosterona por Radioinmunoensayo  

Posteriormente al sacrificio de los animales de ambos grupos en los días de la gestación 

estudiados, se recolectó la sangre en tubos con heparina sódica. Se centrifugaron a 3000 

r.p.m. durante 15 minutos a 4º C. Posteriormente, se separó la fracción plasmática y se 

conservó a -20º C hasta el momento del análisis. Se utilizó un antisuero de conejo anti-
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corticosterona de Bioclin (Cardiff, UK) y el patrón de COR (4-pregnene-11, 21 diol-3, 20 

dione; Sigma, Boston, MA, USA). Las RE fueron sometidas a la última sesión de estrés 24 

horas previas al día de sacrificio establecido. Los niveles plasmáticos de CORT fueron 

medidos por radioinmunoensayo (Kreyet al., 1975) con un anticuerpo de oveja de alta 

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

 

Determinación del NPY adrenal 

Se utilizó un método inmunocitoquímico indirecto (Vectastain ABC elite kit 6200, Vector). 

Los cortes se desparafinaron e hidrataron, posteriormente se realizó el bloqueo de 

peroxidasas endógenas con peróxido de hidrógeno al 30% y el bloqueo de anticuerpos 

inespecíficos con suero de caballo (Vector) durante 30 minutos. Se utilizó un anticuerpo 

primario policlonal anti-NPY 1:500 (RXB, Merck Milipore, Billerica, USA) en cámara 

húmeda, 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 reveló con diaminobencidina (DAB-Vector). 

 

Análisis estereológico de imágenes 

De cada corte histológico de la corteza adrenal se digitalizaron de 10 a 12 imágenes de las 

zonas glomerular, fascicular y reticular de RC y RE. Se utilizó un microscopio Zeiss 

Axiophot con cámara digital Axio Vision Zeiss y software asociados (video Printer Sony 

3000 y análisis de imágenes estereológicas Scion Corp). Se procesó cada una de las 

imágenes, cuantificando las células positivas y negativas para NPY y se obtuvo el índice de 

NPY (INPY) como el cociente entre las células positivas y negativas y se multiplicó por 100. 

Se utilizó para el conteo celular el programa Image J 1.46, con la aplicación cell counter.  

 

Análisis Estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el software Infostat 2010. Se realizó ANOVA de una 

vía para la comparación de las medias obtenidas de las determinaciones de los niveles 

plasmáticos de CORT y estrógenos entre los grupos y ANOVA de tres vías para evaluar el 

efecto del tratamiento, día de la gestación y zona de la corteza adrenal y sus 

interacciones. En los casos en que se observaron diferencias significativas, se realizó un 

test a posteriori (DGC). Las diferencias fueron consideradas significativas si p<0.05 

(Pagano y Gauvreau, 2000). 

 

RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en la determinación de los niveles plasmáticos de CORT 

demostraron que las RE tuvieron un incremento estadísticamente significativo en relación 

a sus controles del mismo día de la gestación, en todos los tiempos estudiados. En las RE 
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los niveles plasmáticos de estrógenos se presentaron en mayor concentración en el día 12 

(p= 0.007) y en el día 17(p= 0.032) de la gestación, con respecto a las RC. En el día 21 

de la gestación no se presentaron diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos.  

La distribución de la inmunomarcación del NPY presentó un patrón semejante en la 

corteza adrenal de RC y RE en los tres días de gestación 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 evidenció una interacción triple (p=0,02) en el INPY entre las zonas, 

los grupos y los días de gestación estudiados. El análisis a posteriori (DGC) reveló que en 

la zona fascicular se presentó una disminución significativa del INPY en RE con respecto a 

RC a los 12 días (p<0,05), mientras que a los 17 y 21 días de la gestación no se 

presentaron diferencias significativas. Por otro lado, en la zona reticular se observó una 

disminución significativa de INPY en RE con respecto a RC en el día 17 (p<0,05) y en los 

días 12 y 21 de la gestación no se presentaron diferencias significativas (Figura 2) 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

La glándula adrenal responde continuamente a estímulos repetidos y transitorios como las 

situaciones de estrés. El NPY adrenal está 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 glándula (Wang y Whim, 2013). Según Hinson et al. (1995) la 

concentración del NPY adrenal es inversamente proporcional a la intensidad del estrés; a 

mayor intensidad se produce una disminución en los niveles del NPY. En concordancia, en 

este trabajo se encontró que el NPY adrenal presentó una disminución en las zonas 

fascicular y reticular en ratas estresadas a los 12 y 17 días de la gestación. Asimismo, en 

ratas estresadas se observó una disminución de la proliferación en las zonas fascicular y 

reticular en los mismos días de la gestación (Bozzo et al., 2011).  

En condiciones de estrés se comprobó que la PRL provoca un incremento de los niveles 

plasmáticos de CORT (Mera et al., 2006), los que podrían ejercer un efecto indirecto en la 

disminución del INPY en los días 12 y 17 de la gestación.  

En estudios recientes se demostró que los estrógenos actúan inhibiendo la liberación del 

NPY (Dwayne et al., 2010; Dhillon y Belsham, 2011). En este modelo experimental 

observamos que los niveles plasmáticos de estrógenos se presentaron en mayor 

concentración en el día 12 y 17 de la gestación en las ratas estresadas con respecto a sus 

controles, lo que estaría relacionado con la disminución del INPY adrenal. 

El incremento de los niveles de la ACTH produce una disminución del NPY adrenal, 

evidenciando que el eje HHA es capaz de regular indirectamente la liberación del NPY a 

través de los glucocorticoides (Hirsch y Zukowska, 2012). En las ratas estresadas 
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observamos un incremento en los niveles plasmáticos de CORT en todos los días de la 

gestación estudiados, lo que estaría relacionado con la disminución del INPY adrenal en los 

días 12 y 17 de la gestación. En el día 21 determinamos que las concentraciones de CORT 

se mantuvieron elevadas, sin embargo no evidenciamos diferencias significativas en la 

inmunomarcación del NPY entre los grupos. Esto podría 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 exposición crónica al estrés y la consecuente hiperactividad del 

eje HHA con niveles plasmáticos incrementados de CORT, acompañado de niveles 

plasmáticos elevados de estrógenos, provocan alteraciones en la expresión del NPY 

adrenal. Estos factores podrían estar involucrados en el aumento de la susceptibilidad a 

desordenes psiquiátricos como la depresión en condiciones de estrés crónico. 
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