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Resumen

Se estudi6é inmunohistoquimicamente la presencia de la subunidad-1 del receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR-1) en
neuronas productoras de la hormona liberadora de las hormonas gonadotroficas (GnRH) en muestras de hipotala-
mo fijadas en parafina, provenientes de cinco ovejos no castrados. Se evaluaron diferentes condiciones para las
inmunoreacciones: sin y con recuperacién antigénica (térmica y enzimatica), diferentes diluciones de anticuerpos
primarios (anti-NMDAR-1 y anti-GnRH), tiempos de incubacién de anticuerpos y sistemas de amplificaciéon y revela-
do. Se evalu6 la recuperaciéon térmica (recuperador Dako pH 6 y recuperador citrato pH 4) y la recuperacién enzima-
tica (incubacién con tripsina). Las diluciones de anticuerpos primarios fueron; 1/100 para anti-GnRHy 1/25y 1/50
para anti-NMDAR-1, respectivamente. Los resultados se analizaron segiin una escala de cruces que estimo cualitati-
vamente la intensidad del inmunomarcaje de los tejidos. Se seleccionaron la recuperacién antigénica térmica con
citrato, dilucion 1/25 del anticuerpo anti-NMDAR-1 y tiempo de incubacién de 12 h, como condiciones 6ptimas para
las inmunoreacciones con el anticuerpo anti-NMDAR-1. Usando estas condiciones se detect6 la presencia de la
NMDAR-1 en membrana plasmatica y citoplasma de las células reactivas de la region preoptica hipotalamica. Para el
anticuerpo anti-GnRH, hubo buen marcaje con dilucién 1/100 del anticuerpo, sin recuperacién antigénica e incuba-
cion durante 1 h y aplicacion del sistema de revelado con peroxidasa. Los resultados demuestran la posibilidad de
usar muestras de tejido hipotalamico parafinado de ovinos para estudios inmunohistoquimicos del receptor NMDA.
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Abstract

A study was conducted to demonstrate the presence of the N-methyl-D-aspartate receptor subunit-1 (NMDAR-1) in
gonadotropin releasing hormone (GnRH) neurons, in samples of hypothalamus fixed with paraffin from five non-cas-
trated sheep. Different conditions for immune-reactions were assessed: with and without antigenic recovery (thermal
and enzymatic); several primary antibody (anti-NMDAR-1 and anti-GnRH) dilutions, antibody incubation times; and
amplification and development systems. Thermal (Dako recovering, pH 6 and citrate, pH 4), and enzymatic recove-
ries (tripsin incubation) were tested. The dilutions for primary antibodies were: 1/100 for anti-GnRH; and dilutions
for NMDAR-1 were 1/25 and 1/50, respectively. Results were analyzed using a cross scale, allowing the estimation of
the immune-labeling intensity of the structures studied. The thermal antigenic recovery with citrate (pH 4), a 1/25
dilution of the antibody against the NMDAR-1, and a 12 h incubation time were selected as the optimum conditions to
perform the immune-reactions with anti-NMDAR-1 antibody. Under these conditions, it was possible to detect the pre-
sence of NMDAR-1 at the plasma membrane level and in the cytoplasm of the reactive cells of the hypothalamic pre-
optic region. Regarding the anti-GnRH antibody, a good labeling of the immunoreactions was observed with a 1/100
dilution of the primary antibody without antigenic recovery, 1 h incubation; and carried out with the development
system using peroxidase. The results show the likelihood of using paraffin-dipped samples of sheep hypothalamus
for the immune-histochemical study of the NMDA receptor.
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Introduccion

El receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR), pertene-
ce a la familia de los receptores del glutamato. Estos
receptores son canales catidnicos tetraméricos que
incluyen las subunidades NMDAR-1, NMDAR-2 y posi-
blemente NMDAR-3 (Zarain-Herzberg y col., 2005). La
subunidad NMDAR-1 es esencial para la conformacion
funcional del receptor (Monyer y col., 1992, Karp y
col., 1993), mientras que la NMDAR-2 y NMDAR-3 solo
juegan un papel modulador (Zarain-Herzberg y col.,
2005). Se han encontrado receptores de L-glutamato
en algunos nucleos hipotalamicos tales como el ven-
tromedial, paraventricular, supraquiasmatico, mag-
nocelular, supradptico, arcuato, area hipotalamica
lateral y eminencia media (Urbanski y col., 1994;
Brann y Mahesh, 1997; Mahesh y col., 1999; Eyigor y
col., 2001). Este aminoacido juega un papel impor-
tante en la regulacion de la secrecion de la hormona
luteinizante (LH), mediante la estimulacion de la se-
crecion de la hormona estimuladora de la liberacion
de las hormonas gonadotropicas (GnRH), liberada por
el niucleo periventricular del hipotalamo a través de
las terminaciones nerviosas (Urbanski y Ojeda, 1987;
Gay y Plant, 1987; Carbone y col., 1992; Bucholtz y
col., 1996; Yin y col., 2006). El area predptica (APO)
del hipotalamo es considerada como la posible region
donde el L-glutamato ejerce su accion sobre la se-
crecion de la GnRH. El nucleo anteroventral-periventri-
cular (AVPV) del APO envia informacién directa a las
neuronas secretoras de GnRH (Brann, 1995; Kus y
col., 1995; Guy Simerly, 1997; Guy col., 1999; Kia
y col., 2002; Ottem y col., 2002). La activacion exdge-
na de los receptores NMDA produce la liberacién de
GnRH desde el hipotalamo y la subsiguiente libera-
cion de LH desde la glandula pituitaria en roedores
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(Urbanski y Ojeda, 1987; Carbone y col., 1992), pri-
mates (Gay y Plant, 1987) y ovejas (Bucholtz y col.,
1996). El incremento de la secreciéon de LH inducida
por administracion de un analogo del N-metil- D, L-
aspartato (NMA) fue completamente bloqueado por
una administracion previa de un antagonista de la
GnRH en ratones machos (Strobl y col., 1993) y en
monos (Gay y Plant, 1987). El grado de distribucion de
la NMDAR:-1 sobre las neuronas productoras de GnRH
en el hipotalamo depende de la especie animal, edad,
sexo, estado reproductivo, etc (Gore y col., 1996;
Gore y col., 2000). Yin y col. (2006), evaluaron la lo-
calizacion ultra-estructural de las NMDAR-1 en las ter-
minaciones nerviosas de las neuronas productoras de
GnRH de las ratas, detectando extensa colocalizacion
de la GnRH y de la NMDAR-1 en las mismas vesiculas
localizadas a nivel de los terminales neurosecretores.
Gu y col. (1999) evaluaron la localizacion sub-celular
de la NMDAR-1 en las neuronas del AVPV de la rata
mediante inmunoreacciones, y encontraron un denso
plexo en las sinapsis axonales sobre los procesos den-
driticos marcados o no, con las inmunoreacciones.
Ademas, evidenciaron inmunoreacciones post-sinap-
ticas para la NMDAR-1 en las dendritas. Yin y col.
(2006) reportaron que las subunidades NMDAR-1
estan colocalizadas en o sobre las grandes y densas
agrupaciones de vesiculas en los neuroperfiles y ter-
minales nerviosos en la eminencia media. Estudios
enfocados sobre la translocacion y plasticidad sinapti-
ca en el hipocampo indican que las subunidades del
NMDAR son probablemente sintetizadas y ensambla-
das en el reticulo endoplasmatico y luego transporta-
das a través del aparato de Golgi, hasta la membrana
post-sinaptica (Pérez Otano y Ehlers, 2004). La distri-
bucién y colocalizacion de los receptores del L-gluta-
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mato han sido ampliamente evaluadas empleando la  Cada bloque fue colocado en un porta muestra, para
técnica de inmunocitoquimica (Gu y col., 1999; ser nuevamente colocado en solucién amortiguadora
Adams y col., 2001; Chakraborty y col., 2003; Yiny de formol al 10% v/v durante 72 h. Luegdo, las mues-
col., 2006) usando como segundo anticuerpo ya sea tras fijadas fueron finalmente incluidas en parafina.
una inmunoglobulina G biotilinada/reacciéon de la en-
zima peroxidasa (Gu y col., 1999; Adams y col., 2001;
Chakraborty y col., 2003) o una Inmunoglobulina-G
conjugada con tiocianato de fluoresceina (Gore y col.,
2000). Esta técnica inmunocitoquimica requiere que Se determinaron las condiciones 6ptimas de las
los tejidos a evaluar sean perfundidos por largos pe - jnmunoreacciones para dos anticuerpos: el anticuer-
riodos, asi como del uso de grandes volumenes de g policlonal anti subunidad-1 del receptor NMDA de
soluciones crioprotectoras para mantener la inmuno-  pymano producido en conejo (H-300: sc-9058; Santa
reactividad y la morfologia de las muestras de tejidos, cyyz Biotechnology, CA, EUA); y el anticuerpo poli -
por lo que el uso de muestras parafinadas empleadas  onal anti GnRH del ovejo producido en conejo (NB-
en la técnica de inmunohistoquimica podria represen-  »00555; Novus Biologicals Inc, Littleton, CO, EUA).
tar una alternativa para la evaluacion de este receptor  p,.o ello, se probaron ambos anticuerpos en mues-
en muestras de tejido nervioso. La técnica de inmuno- 44 de tejido hipotalamico, las diferentes condiciones
histoquimica requiere que el tejido a evaluar este pre- e recuperacion antigénica, las diferentes diluciones
viamente fijado, siendo el formol tamponado neutro 4 |65 anticuerpos primarios utilizados, los diferentes
al 10% el fijador universal usado. Este fijador induce tiempos de incubacion de los anticuerpos primarios y
la formacion de enlaces intermoleculares entre las | <ctemas de amplificacion y revelado. Los epito-

projcemz.:\s., lo cual podria Pro)’ocar la al.terac‘lon (_je la pes de los antigenos que se deseaban revelar (recep-
antigenicidad de algunos epitopes de interés (Riera, tor NMDA y GnRH) se recuperaron antigénicamente,

1999). El grado de alte.ra(:lon de los epltope§ produci- bien sea por via térmica o enzimatica. Se prob6 la
da por el formol es directamente proporcional a la P
L. L x R recuperacion térmica: Recuperador Dako pH 6 y recu-
duracién de la fijacion. La recuperacion antigénica . .. R
T . perador citrato pH 4, y la recuperacion enzimatica
podria disminuir este efecto (Evers y Uylings, 1997; . . - o
) . . (incubacion con tripsina). En cuanto a las diluciones
Shiurba y col., 1998). Como consecuencia de lo arri- . . .
. , de los anticuerpos primarios probadas fueron: para el
ba expuesto, este trabajo se plantes evaluar el uso de . . .
cortes de hipotalamo de ovejos incluidos en parafina anti-GnRH 1/100, mientras que para el anti-receptor
P J p " NMDA diluciones evaluadas fueron 1/25y 1/50, res-

para demostrar mediante inmunoreacciones, la pre- . . . . .
. . . pectivamente. Los tiempos de incubacién de los anti-
sencia de la subunidad-1 del receptor N-metil-D-aspar- . . .
cuerpos primarios ensayados tanto para el anti-GnRH
tato en las neuronas productoras de GnRH, lo cual se .
., . . . . . como para el anti-NMDA fueron: 1 h, 12 h (toda una
realizo a través de la determinacion de las condicio- . e e
. . . o noche) y 48 h. En cuanto a los sistemas de amplifica-
nes optimas de las inmunoreacciones, utilizando los . Lo
. . . . cion y revelado ensayados estos fueron los siguientes:
anticuerpos policlonales anti-NMDAR-1 y anti-GnRH. o i .
Envision-fosfatasa alcalina-rojo permanente y En-
visién-peroxidasa-diaminobencidina. Se trabajaron
Materiales y métodos con secciones de 2-3 pm del hipotalamo, colocadas
sobre laminas portaobjetos impregnadas con Poli-L-
lisina diluida 1/10, para mejorar la adhesion de las
Se emplearon 5 ovejos mestizos adultos (7-12 me - secciones al vidrio. Las secciones asi obtenidas se
ses de edad). Los animales fueron mantenidos en las  desparafinaron en forma secuencial en una bateria
instalaciones del Bioterio de la Facultad de Ciencias de xilenos (Xileno I, 11, III, IV y V), incubando las la-
Veterinaria de la UCV, y tratados de acuerdo al Proto-  minas durante 5 min en cada Xileno. Posteriormente,
colo de Bioética de la Facultad. La alimentacion con-  las secciones desparafinadas se hidrataron en una
sisti6 de heno y alimento concentrado comercial y  bateria de etanoles (etanol I, 11, 111, IV y V) y agua
agua ad libitum. Los animales se sacrificaron median - corriente (agua I, 1l y IlI), incubando las laminas du-
te la administracion de una sobredosis de pentotal rante 5 min en cada bano. En el primer caso, las sec-
sodico (100 mg/Kg e.v; Fort Dodge Lab, Sleepway, ciones se incubaron durante 35 min a 98 °C en
IA, EUA) e inmediatamente después, se procedié ala soluciones recuperadoras de citrato pH 4 o Dako pH
extraccion de los hipotalamos. Las muestras de hipo- 6, precalentadas a 98 °C en una vaporera (Marca
talamos fueron fijadas en solucién amortiguadora de  Oster). Una vez culminada la recuperacion, las lami-
formol neutro al 10% v/v durante 48 h. Posteriormen - nas conteniendo las secciones se enjuagaron con
te, cada hipotalamo fue cortado en tres bloques (1, 2,  buffer Tris-salino, que contenia Tween 20 (TBST) du-
3 en direccion rostral-caudal) de 50 mm x lcm x lem.  rante 3 min. Posteriormente, se procedié a bloquear
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la enzima peroxidasa enddgena con una solucion de  cuerpo anti- receptor NMDA sin recuperacién o con
peroxido de hidrogeno al 3% en metanol durante 30  recuperaciéon antigénica con Dako o usando la enzi-
min, en el caso de que se estuviese usando el revela- ma tripsina, se obtuvieron marcajes leves (Tabla I y
do con diaminobencidina. Cuando se utilizé la biotina  Figuras 1 al 4). Taylor y col. (1996) evidenciaron que
endogena (Dako Biotin Blocking System, lab), el blo-  la recuperacion antigénica a través de una digestion
queo tuvo una duracion de 20 min y se usé6 en este  enzimatica no solo digiri6 los enlaces causados por
caso el revelado con Rojo permanente. Las posibles  |a fijacion con formol, sino que también rompi6 las
interacciones hidrofobicas de los anticuerpos con las  uniones normales de las proteinas nativas, pudiendo
proteinas en los tejidos se bloquearon por incuba-  causar la reduccién de la intensidad o pérdida de la
cion con una solucién bloqueante de proteinas jnymunoreactividad. Se probo la recuperacion anti-
(Dako Protein Block Serum-Free, Ready to Use) du -  g¢njca térmica con citrato a pH 4, dilucion del an-
rante 10 min. Las laminas procesadas, se incubaron ticuerpo anti-receptor NMDA de 1/25 y tiempo de

en distintos tiempos con las diluciones de los anti-  jhcubacion de 12 h (toda la noche), seleccionando-
cuerpos primarios en solucion diluyente de anticuer-

se éstas como las condiciones O6ptimas para el an-
pos (Zymed, Lab). Los excesos de anticuerpos se

a - ticuerpo anti-receptor NMDA (Tabla I y Figura 5).
eliminaron por lavados con solucion TBST. La ocu-  atoretti y col. (1992), Baas y col. (1994) y Hazelbag

rrenc.if?l fle las. reacci.o’nes antigeno-anticue.rpo S€ y col. (1995) utilizaron el buffer citrato en la recupe-
amplificé por incubacion durante 1 h con el sistema 4, antigénica no enzimatica, demostrando que
LSAB2 (Dako) en el caso de revelado con fosfatasa este buffer es una solucién titil para una gran canti-

alcalina y el sistema EnVision (Dako) o Sul?erPlcture dad de los antisueros empleados en la rutina diag-
(Zymed), en el caso del revelado con peroxidasa. Las nostica. A través de las inmunoreacciones, se pudo

re‘a}caones _se revelaron incubando las. ?GCCIOHCS de detectar la presencia de la NMDAR-1 tanto a nivel de
tejido, previamente lavadas con solucion TBST, con frs . .
la membrana plasmatica como a nivel del citoplas-

los sustratos cromogénicos de Perdxido de hidroégeno- ) . . f s
ma de las células reactivas de la region preoptica

dlamlnoben(:l(‘lma © Rojo per'manen.te. El contraste hipotalamica (Figuras 1, 3 y 5). Estos resultados coin -
nuclear se llevé a cabo por 3 inmersiones profundas . .
ciden con los reportados por Yin y col. (2006), los

cen Hemat(?xﬂma de Harris (Sigma, St'. Louis MO.' cuales detectaron las subunidades del NMDA-R en
EUA), segquido por lavados en agua corriente, deshi- ) . .
vesiculas secretoras de los terminales nerviosos de

dratacion en una bateria de 5 etanoles, aclarado en . .
las neuronas productoras de GnRH en la eminencia

una bateria de 5 xilenos y montaje con medio de . . .

. media. Las condiciones ensayadas con el sistema de
montaje permanente. L L

amplificacion y revelado basado en la fosfatasa al-
calina para detectar GnRH, determinaron mucha
coloracién de fondo por lo cual se descart6 para los
proximos ensayos (Figura 6). En el caso de las inmu-
Se utilizaron secciones seriadas de 2-3 pm de la noreacciones realizadas con el sistema de revelado
porciéon (bloque) mas craneal del hipotdlamo de los  usando la enzima peroxidasa, se obtuvo un marcaje
animales, para realizar las diferentes inmunoreaccio- intenso con el anticuerpo anti-GnRH a la dilucion de
nes. Las secciones histolégicas coloreadas fueron 1/100, sin recuperacion antigénica e incubaciéon

INMUNOHISTOQUIMICA PARA EL NMDAR-1
Y NEURONAS PRODUCTORAS DE GnRH

observadas en un microscopio de luz blanca. durante 12 h. Por esta razon, se decidié modificar
s6lo el tiempo de incubacién del anticuerpo prima-
DISENO EXPERIMENTAL rio, llevandolo a 1 hy fijando las demas condiciones

antes descritas (Figura 7). De lo anterior, se puede
concluir que las condiciones 6ptimas a las cuales
trabajan los anticuerpos primarios policlonales eva-
luados en muestras de tejidos parafinados son: re-
cuperacion antigénica térmica con citrato a pH 4,
dilucion de 1/25 y tiempo de incubacion de 12 h,
para el receptor NMDA y sistema de revelado usando
la enzima peroxidasa, dilucion de 1/100, sin recu-
peracion antigénica e incubacion durante 1h, para
Resultados y Discusion las neuronas GnRH, respectivamente. Ademas, los
resultados anteriores demuestran la posibilidad de
usar muestras de tejido parafinado en el estudio in-
En el caso de las inmunoreacciones con el anti- munohistoquimico del receptor NMDA.

Los resultados obtenidos en cada una de las con-
diciones ensayadas se evaluaron segun una escala de
cruces, permitiendo estimar cualitativamente la inten-
sidad del inmunomarcaje de las estructuras tisulares
estudiadas, para de esta forma establecer cuales eran
las condiciones 6ptimas para este par de anticuerpos
primarios evaluados.

ESTANDARIZACION DE LAS INMUNOREACCIONES
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Tabla |

Evaluacion de las inmunoreacciones bajo diferentes condiciones para la NMDAR-1
en muestras de hipotalamo de ovejos no castrado (enteros)

Condicion Fondo Niicleo Neurona Neurona Neuropilo Vasos Células
(soma) (Ax6n) sanguineos Epéndimo
(muisculo liso)
Sin ++ +++ Grumos Nissl +++ + +++ ++
recuperacion (+++) (Membrana
antigénica y apical)
dilucién 1:25
Sin ++ +++ Grumos Nissl ++ + ++ +++
recuperacion (++) (Membrana
antigénica y apical)
dilucién 1:50
DAKO pH 6,8 +++ +++ Grumos Nissl ++ ++ +++ +++
y dilucién (++) (Membrana
1:25 apical)
DAKO pH 6,8 +++ ++ Grumos Nissl ++ + +++ +++
y dilucién (++) (Membrana
1:50 apical)
Citrato pH 4 +++ +++ Grumos Nissl +++ + +++ ++++
y dilucién (+++) (Membrana
1:25 apical)
Citrato pH 4 ++ +++ Grumos Nissl +++ + +++ +++
y dilucién (+++) (Membrana
1:50 apical)
Tripsina +++ +++ Grumos Nissl ++ + +++ ++
diluciéon (++) (Membrana
1:25 apical)
Tripsina +++ +++ Grumos Nissl ++ + + +
dilucion (++) (Membrana
1:50 apical)

Escala de intensidad de marcaje: 0 + ++ +++ ++++

Figura 2. Inmunoreacciones en muestra de hipotalamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, recuperacion anti-
génica con Dako y dilucion de 1:25. 40X. La flecha senala el
receptor NMDA en la membrana plasmatica. Contraste
nuclear con Hematoxilina de Harris.

't gl b 2% SN TR, s S e
Figura 1. Inmunoreacciones en muestra de hipotalamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, sin recuperacion
antigénica y dilucion de 1:25. 20X. La flecha senala el
receptor NMDA en la membrana plasmatica e intracitoplas-
matico. Contraste nuclear con Hematoxilina de Harris.
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Figura 3. Inmunoreacciones en muestra de hipotalamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, recuperacion anti-
génica con Dako y diluciéon de 1:50. 40X. La flecha senala el
receptor NMDA en la membrana plasmatica e intracitoplas-
matico. Contraste nuclear con Hematoxilina de Harris.

Figura 4. Inmunoreacciones en muestra de hipotalamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, con recuperaciéon
antigénica con Tripsina, diluciéon de 1:50. 20X. La flecha
seinala el receptor NMDA en la membrana plasmatica.
Contraste nuclear con Hematoxilina de Harris.

Figura 5. Inmunoreacciones en muestra de hipotalamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, dilucién de 1:20,
con recuperacion antigénica con citrato. 40 X. La flecha
senala el receptor NMDA en la membrana plasmatica e intra-
citoplasmatico. Contraste nuclear con Hematoxilina de
Harris.

22

Figura 6. Inmunoreacciones en muestra de hipotalamo del
ovejo con anticuerpo anti-GnRH, dilucién de 1:100, incuba-
do durante 48 h, y usando fosfatasa alcalina. 40X. La flecha
seifala la neurona productora de la GnRH. Contraste nuclear
con Hematoxilina de Harris.

Figura 7. Inmunoreacciones en una muestra de hipotalamo
del ovejo con anticuerpo anti-GnRH, incubado durante 1 h,
y usando Dako y peroxidasa-diaminobencidina. 40X. La fle-
cha seiala la neurona productora de la GnRH. Contraste
nuclear con Hematoxilina de Harris.
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