
Resumen

Se estudió inmunohistoquimícamente 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 hipotála-
mo fijadas en parafina, provenientes de cinco ovejos no castrados. Se evaluaron diferentes condiciones para las
inmunoreacciones: sin y con recuperación antigénica (térmica y enzimática), diferentes diluciones de anticuerpos
primarios (anti-NmDAr-1 y anti-gnrh), tiempos de incubación de anticuerpos y sistemas de amplificación y revela-
do. Se evaluó la recuperación térmica (recuperador Dako ph 6 y recuperador citrato ph 4) y la recuperación enzimá-
tica (incubación con tripsina). las diluciones de anticuerpos primarios fueron; 1/100 para anti-gnrh y 1/25 y 1/50
para anti-NmDAr-1, respectivamente. los resultados se analizaron según una escala de cruces que estimó cualitati-
vamente la intensidad del inmunomarcaje de los tejidos. Se seleccionaron la recuperación antigénica térmica con
citrato, dilución 1/25 del anticuerpo anti-NmDAr-1 y tiempo de incubación de 12 h, como condiciones óptimas para
las inmunoreacciones con el anticuerpo anti-NmDAr-1. usando estas condiciones se detectó la presencia de la
NmDAr-1 en membrana plasmática y citoplasma de las células reactivas de la región preóptica hipotalámica. para el
anticuerpo anti-gnrh, hubo buen marcaje con dilución 1/100 del anticuerpo, sin recuperación antigénica e incuba-
ción durante 1 h y aplicación del sistema de revelado con peroxidasa. los resultados demuestran la posibilidad de
usar muestras de tejido hipotalámico parafinado de ovinos para estudios inmunohistoquímicos 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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Introducción 

El receptor N-metil-D-aspartato (NmDAr), pertene-
ce a la familia de los receptores del glutamato. Estos
receptores son canales catiónicos 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 conformación
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 núcleos hipotalámicos tales como el ven-
tromedial, paraventricular, supraquiasmático, mag -
nocelular, supraóptico, arcuato, área hipotalámica
la teral y eminencia media (ur banski y col., 1994;
brann y mahesh, 1997; mahesh y col., 1999; Eyigor y
col., 2001). Este aminoácido jue ga un papel impor-
tante en la regulación de la secreción de la hormona
luteinizante (lh), mediante la estimulación de la se -
creción de la hormona estimuladora de la liberación
de las hormonas gonadotrópicas (gnrh), liberada por
el núcleo periventricular del hipotálamo a través de
las terminaciones nerviosas (urbanski y ojeda, 1987;
gay y plant, 1987; Carbo ne y col., 1992; bucholtz y
col., 1996; Yin y col., 2006). El área preóptica (Apo)
del hipotálamo es considerada como la posible re gión
donde el l-glutamato ejerce su acción sobre la se -
creción de la gnrh. El núcleo anteroventral-periventri-
cular (AVpV) del Apo envía información directa a las
neuronas secretoras de gnrh (brann, 1995; Kus y
col., 1995; gu y Si merly, 1997; gu y col., 1999; Kia
y col., 2002; ottem y col., 2002). la activa ción exóge-
na de los receptores NmDA produce la liberación de
gnrh desde el hipotálamo y la subsiguiente libera-
ción de lh desde la glán dula pituitaria en roedores

(urbanski y ojeda, 1987; Carbone y col., 1992), pri-
mates (gay y plant, 1987) y ovejas (bucholtz y col.,
1996). El incremento de la secreción de lh inducida
por administración de un análogo del N-metil- D, l-
aspartato (NmA) fue completamente bloqueado por
una administración previa de un antagonista de la
gnrh en ratones machos (Strobl y col., 1993) y en
mo nos (gay y plant, 1987). El grado de distribución de
la NmDAr-1 sobre las neuronas productoras de gnrh
en el hipotálamo depende de la especie animal, edad,
sexo, estado reproductivo, etc (gore y col., 1996;
go  re y col., 2000). Yin y col. (2006), evaluaron la lo -
ca lización ul tra-estructural de las NmDAr-1 en las ter-
minaciones nerviosas de las neuronas productoras de
gnrh de las ratas, detectando extensa colocali zación
de la gnrh y de la NmDAr-1 en las mismas vesículas
localizadas a nivel de los terminales neurosecretores.
gu y col. (1999) evaluaron la localización 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-
dríticos marcados o no, con las inmunoreacciones.
Ade más, evidenciaron inmunoreacciones post-sináp -
ticas para la NmDAr-1 en las dendritas. Yin y col.
(2006) reportaron que las subunidades NmDAr-1
están colocalizadas en o sobre las grandes y densas
agrupaciones de vesículas en los neuroperfiles y ter-
minales ner viosos en la eminencia media. Estudios
enfocados sobre la translocación y plasticidad sinápti-
ca en el hipocampo indican que las subunidades del
NmDAr son probablemente sintetizadas y ensambla-
das en el retículo endoplasmático y luego transporta-
das a través del aparato de golgi, hasta la membrana
post-sináptica (pérez otano y Ehlers, 2004). la distri-
bución y colocalización de los receptores del l-gluta-
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mato han sido ampliamente evaluadas empleando la
téc nica de inmunocitoquímica (gu y col., 1999;
Adams y col., 2001; Chakraborty y col., 2003; Yin y
col., 2006) usando como segundo anticuerpo ya sea
una inmunoglobulina g biotilinada/reacción de la en -
zima peroxidasa (gu y col., 1999; Adams y col., 2001;
Chakraborty y col., 2003) o una inmunoglo bu lina-g
conjugada con tíocianato de fluoresceína (gore y col.,
2000). Esta técnica inmunocitoquímica requiere que
los tejidos a evaluar sean perfundidos por largos pe -
rio dos, así como del uso de grandes volúmenes de
soluciones crioprotectoras para mantener la inmuno-
reactividad y la morfología de las mues tras de tejidos,
por lo que el uso de muestras parafinadas empleadas
en la técnica de inmunohistoquímíca podría represen-
tar una alternativa para la evaluación de este receptor
en muestras de tejido nervioso. la técnica de inmuno-
histoquímica requiere que el tejido a evaluar este pre-
viamente fijado, siendo el formol tamponado neutro
al 10% el fijador universal usado. Este fijador induce
la formación de enlaces intermoleculares entre las
proteínas, lo cual podría provocar la alteración de la
an tigenicidad de algunos epítopes de interés (riera,
1999). El grado de alteración de los epitopes produci-
da por el formol es directamente proporcional a la
duración de la fijación. la recuperación antigénica
podría disminuir este efecto (Evers y uylings, 1997;
Shiurba y col., 1998). Como consecuencia de lo arri-
ba expuesto, este trabajo se planteó evaluar el uso de
cortes de hipotálamo de ovejos incluidos en parafina,
para demostrar mediante inmunoreacciones, la pre-
sencia de la subunidad-1 del receptor N-metil-D-aspar-
tato en las neuronas productoras de gnrh, lo cual se
realizó a través de la determinación de las condicio-
nes óptimas de las inmunoreacciones, utilizando los
anticuerpos policlonales anti-NmDAr-1 y anti-gnrh.

Materiales y métodos

TomA DE muESTrAS

Se emplearon 5 ovejos mestizos adultos (7-12 me -
ses de edad). los animales fueron mantenidos en las
instalaciones del bioterio de la Facultad de Cien cias
Veterinaria de la uCV, y tratados de acuerdo al pro to -
colo de bioética de la Facultad. la alimentación con-
sistió de heno y alimento concentrado comercial y
agua ad libitum. los animales se sacrificaron me dian -
te la administración de una sobredosis de pen  total
sódico (100 mg/Kg e.v; Fort Dodge Lab, Sleepway,
IA, EuA) e inmediatamente después, se procedió a la
extracción de los hipotálamos. las muestras de hipo-
tálamos fueron fijadas en solución amortiguadora de
formol neutro al 10% v/v durante 48 h. posterior men -
te, cada hipotálamo fue cortado en tres bloques (1, 2,
3 en dirección rostral-caudal) de 50 mm x 1cm x 1cm.

Cada bloque fue colocado en un porta muestra, para
ser nuevamente colocado en solución amortiguadora
de formol al 10% v/v durante 72 h. luego, las mues-
tras fijadas fueron finalmente incluidas en parafina.

ESTANDArizACióN DE lAS iNmuNorEACCioNES

EN muESTrAS DE hipoTálAmo

Se determinaron las condiciones óptimas de las
inmunoreacciones para dos anticuerpos: el anticuer-
po policlonal anti subunidad-1 del receptor NmDA de
humano producido en conejo (h-300: sc-9058; San ta
Cruz Biotechnology, CA, EuA); y el anticuerpo po li -
clonal anti gnrh del ovejo producido en conejo (Nb-
200555; Novus Biologicals Inc, Littleton, CO, EuA).
para ello, se probaron ambos anticuerpos en mues-
tras de tejido hipotalámico, las diferentes condiciones
de recuperación antigénica, las diferentes diluciones
de los anticuerpos primarios utilizados, los diferentes
tiempos de incubación de los anticuerpos primarios y
los sistemas de amplificación y revelado. los epíto-
pes de los antígenos que se de sea ban revelar (recep-
tor NmDA y gnrh) se recuperaron antigénicamente,
bien sea por vía térmica o en  zimática. Se probó la
recuperación térmica: re cuperador Dako ph 6 y recu-
perador citrato ph 4, y la recuperación enzimática
(incubación con tripsina). En cuanto a las diluciones
de los anticuerpos primarios probadas fueron: para el
anti-gnrh 1/100, mientras que para el anti-receptor
NmDA diluciones evaluadas fueron 1/25 y 1/50, res-
pectivamente. los tiempos de incubación de los anti-
cuerpos primarios ensayados tanto para el anti-gnrh
como para el anti-NmDA fueron: 1 h, 12 h (toda una
no  che) y 48 h. En cuanto a los sistemas de amplifica-
ción y revelado en sayados estos fueron los siguientes:
Envisión-fosfatasa alcalina-rojo permanente y En -
visión-peróxidasa-diaminobencidina. Se trabajaron
con secciones de 2-3 μm del hipotá lamo, colocadas
sobre láminas portaobjetos impregnadas con poli-l-
lisina diluida 1/10, para mejorar la adhesión de las
secciones al vidrio. las secciones así obtenidas se
desparafinaron en forma secuencial en una batería
de xilenos (Xileno i, ii, iii, iV y V), incubando las la -
minas durante 5 min en cada Xileno. poste rior  men te,
las sec ciones desparafinadas se hidrataron en una
batería de etanoles (etanol i, ii, iii, iV y V) y agua
corriente (agua i, ii y iii), incubando las láminas du -
rante 5 min en cada baño. En el primer caso, las sec-
ciones se incubaron durante 35 min a 98 °C en
soluciones recuperadoras de citrato ph 4 o Dako ph
6, precalentadas a 98 °C en una vaporera (marca
oster). una vez culminada la recuperación, las lá mi -
nas conteniendo las secciones se enjuagaron con
buffer Tris-salino, que contenía Tween 20 (TbST) du -
rante 3 min. pos  te riormente, se procedió a bloquear
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la enzima peroxidasa endógena con una solución de
peróxido de hidrógeno al 3% en metanol durante 30
min, en el caso de que se estuviese usando el revela-
do con diaminobencidina. Cuando se uti lizó la biotina
endógena (Dako Biotin Blocking System, lab), el blo-
queo tuvo una duración de 20 min y se usó en este
caso el revelado con rojo per ma  nente. las posibles
interacciones hidrofóbicas de los anticuerpos con las
proteínas en los tejidos se bloquearon por incu  ba -
ción con una so lución bloqueante de proteínas
(Dako Protein Block Serum-Free, Ready to Use) du -
rante 10 min. las lá minas pro cesadas, se incubaron
en distintos tiempos con las diluciones de los anti-
cuerpos primarios en solución diluyente de anticuer-
pos (zymed, lab). los ex cesos de anticuerpos se
eliminaron por lavados con solución TbST. la ocu-
rrencia de las reacciones antígeno-anticuerpo se
amplificó por incubación durante 1 h con el sistema
lSAb2 (Dako) en el caso de revelado con fosfatasa
alcalina y el sistema EnVisión (Dako) o Superpicture
(zymed), en el caso del revelado con pe roxidasa. las
reacciones se revelaron incubando las secciones de
tejido, previamente lavadas con so lu  ción TbST, con
los sustratos cromogénicos de peróxi do de hidrógeno-
diaminobencidina o rojo permanente. El contraste
nuclear se llevó a cabo por 3 in mersiones profundas
en hematoxilina de harris (Sig ma, St. Louis MO,
EuA), seguido por la vados en agua corriente, deshi-
dratación en una batería de 5 etanoles, aclarado en
una batería de 5 xilenos y montaje con medio de
mon taje permanente. 

iNmuNohiSToQuÍmiCA pArA El NmDAr-1 
Y NEuroNAS proDuCTorAS DE gnrh

Se utilizaron secciones seriadas de 2-3 μm de la
porción (bloque) más craneal del hipotálamo de los
animales, para realizar las diferentes inmunoreaccio-
nes. las secciones histológicas coloreadas fueron
observadas en un microscopio de luz blanca. 

DiSEño EXpErimENTAl

los resultados obtenidos en cada una de las con-
diciones ensayadas se evaluaron según 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 óptimas para este par de anticuerpos
pri marios evaluados.

Resultados y Discusión

ESTANDArizACióN DE lAS iNmuNorEACCioNES

En el caso de las inmunoreacciones con el anti-

cuerpo anti- receptor NmDA sin recuperación o con
re cuperación antigénica con Dako o usando la enzi-
ma tripsina, se obtuvieron marcajes leves (Tabla i y
Fi gu ras 1 al 4). Taylor y col. (1996) evidenciaron que
la recuperación antigénica a través de una digestión
en zimática no solo digirió los enlaces causados por
la fijación con formol, sino que también rompió las
uniones normales de las proteínas nativas, pudiendo
causar la reducción de la intensidad o pérdida de la
inmunoreactividad. Se probó la recuperación an ti -
génica térmica con citrato a ph 4, dilución del an -
ticuerpo anti-receptor NmDA de 1/25 y tiempo de
incubación de 12 h (toda la noche), seleccionándo-
se éstas como las condiciones óptimas para el an -
ticuerpo anti-receptor NmDA (Tabla i y Figura 5).
Ca toretti y col. (1992), baas y col. (1994) y hazelbag
y col. (1995) utilizaron el buffer citrato en la recupe-
ración antigénica no enzimática, demostrando que
este buffer es una solución útil para una gran canti-
dad de los antisueros empleados en la rutina diag-
nóstica. A través de las inmunoreacciones, se pudo
detectar la presencia de la NmDAr-1 tanto a nivel de
la membrana plasmática como a nivel del citoplas-
ma de las células reactivas de la región preóptica
hipotalámica (Figuras 1, 3 y 5). Estos resultados coin -
 ciden con los reportados por Yin y col. (2006), los
cuales detectaron las subunidades del NmDA-r en
vesículas secretoras de los terminales nerviosos de
las neuronas productoras de gnrh en la eminencia
media. las condiciones ensayadas con el sistema de
amplificación y revelado basado en la fosfatasa al -
calina para detectar gnrh, determinaron mucha
coloración de fondo por lo cual se descartó para los
próximos ensayos (Figura 6). En el caso de las inmu-
noreacciones realizadas con el sistema de revelado
usando la enzima peroxidasa, se obtuvo un marcaje
intenso con el anticuerpo anti-gnrh a la dilución de
1/100, sin recuperación antigénica e incubación
durante 12 h. por esta razón, se decidió modificar
sólo el tiempo de incubación del anticuerpo prima-
rio, llevándolo a 1 h y fijando las de más condiciones
antes descritas (Figura 7). De lo anterior, se puede
concluir que las condiciones óptimas a las cuales
trabajan los anticuerpos primarios policlonales eva-
luados en muestras de tejidos parafinados son: re -
 cu peración antigénica térmica con citrato a ph 4,
di lución de 1/25 y tiempo de incubación de 12 h,
para el receptor NmDA y sistema de revelado usando
la enzima peroxidasa, dilución de 1/100, sin re cu -
pe ración antigénica e incubación durante 1h, para
las neuronas gnrh, respectivamente. Además, los
resultados anteriores demuestran la posibilidad de
usar muestras de tejido parafinado en el estudio in -
mu nohistoquímico del re ceptor NmDA. 
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Tabla i

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

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

Condición Fondo Núcleo Neurona Neurona Neuropilo Vasos Células
(soma) (Axón) sanguíneos Epéndimo

(músculo liso)

Sin ++ +++ grumos  Nissl +++ + +++ ++ 
recuperación (+++) (membrana
antigénica y apical)

dilución 1:25

Sin ++ +++ grumos Nissl ++ + ++ +++ 
recuperación (++) (membrana
antigénica y apical) 

dilución 1:50

DAKo ph 6,8 +++ +++ grumos Nissl ++ ++ +++ +++
y dilución (++) (membrana 

1:25 apical)

DAKo ph 6,8 +++ ++ grumos Nissl ++ + +++ +++
y dilución (++) (membrana

1:50 apical) 

Citrato ph 4 +++ +++ grumos Nissl +++ + ++++ ++++
y dilución (+++) (membrana

1:25 apical) 

Citrato ph 4 ++ +++ grumos Nissl +++ + +++ +++
y dilución (+++) (membrana 

1:50 apical)

Tripsina +++ +++ grumos Nissl ++ + +++ ++
dilución (++) (membrana

1:25 apical)

Tripsina +++ +++ grumos Nissl ++ + + + 
dilución (++) (membrana

1:50 apical)

Figura 1. Inmunoreacciones en muestra de hipotálamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, sin recuperación
antigénica y dilución de 1:25.  20X. La flecha señala el
receptor NMDA en la membrana plasmática e intracitoplas-
mático. Contraste nuclear con Hematoxilina de Harris.

Figura 2. Inmunoreacciones en muestra de hipotálamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, recuperación anti-
génica con Dako y dilución de 1:25. 40X. La flecha señala el
receptor NMDA en la membrana plasmática. Contraste
nuclear con Hematoxilina de Harris.



Figura 3. Inmunoreacciones en muestra de hipotálamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, recuperación anti-
génica con Dako y dilución de 1:50. 40X. La flecha señala el
receptor NMDA en la membrana plasmática e intracitoplas-
mático. Contraste nuclear con Hematoxilina de Harris.

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

Figura 4. Inmunoreacciones en muestra de hipotálamo del
ovejo con anticuerpo anti-receptor NMDA, con recuperación
antigénica con Tripsina, dilución de 1:50. 20X. La flecha
señala el receptor NMDA en la membrana plasmática.
Contraste nuclear con Hematoxilina de Harris.

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