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RESUMEN

Los aminoacidos excitatorios (AAEs), L-glutamato y aspartato,
son considerados las principales sustancias enddégenas neu-
roactivas involucradas en la transmision excitatoria. El receptor
N-metil-D-aspartato (NMDAR) es uno de los principales recep-
tores de los AAEs. Este receptor estimula la secrecién de la
hormona luteinizante (LH) al facilitar la secrecion de la hormona
liberadora de las gonadotrofinas (GnRH). En este estudio se
plantearon dos objetivos: Estandarizar la técnica de Western
blot para identificar la subunidad-1 del NMDAR (NMDAR-1) en
hipotalamo del ovino; y determinar si existe diferencia en la dis-
tribucién de la NMDAR-1 en los diferentes cuadrantes hipotala-
micos (cuadrantes dorsal-rostral, ventral-rostral, dorsal-caudal, y
ventral-caudal) del ovino. Se utilizaron 100 g de proteina total
para identificar la NMDAR-1 en el hipotalamo ovino. Se eviden-
cié un efecto del cuadrante o porcién del hipotalamo ovino so-
bre la expresion proteica de la NMDAR-1. En particular, el cua-
drante dorsal-rostral (31,5567 densidad optica + 13,0831;
P<0,05) expresd mas cantidad del receptor que el cuadrante
ventral caudal (17,1517 densidad optica + 13,0831; P<0,05) y
que el cuadrante ventral-rostral (16,4683 densidad optica +
13,0831; P<0,05). Estos resultados demuestran que el receptor
NMDA se expresa mas en la region rostral del hipotalamo del
ovino, area en la cual se encuentran distribuidos los cuerpos ce-
lulares y axones de las neuronas productoras de GnRH. Estos
resultados sugieren la participaciéon de la via glutamatérgica en
la regulacién de la reproduccion de los ovinos.
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ABSTRACT

The excitatory amino acids (EAAs), L-glutamate and aspartate,
are considered the major endogenous neuroactive substances
involved in excitatory neurotransmission. The N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAR) is one of the main excitatory amino
acid receptors. Exogenous activation of the NMDAR results in
the release of gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) from
the hypothalamus and subsequent release of luteinizing hor-
mone (LH) from the anterior pituitary. The present study had two
aims: to standardize the optimal amount of total protein required
to identify the NMDAR subtype-1 (NMDAR-1) in the hypothala-
mus of the sheep; to determine whether a difference exists in
the distribution of NMDAR-1 in different hypothalamic regions
(dorsal-rostral, ventral-rostral, dorsal-caudal, and ventral-caudal
quadrant) in male sheep. The optimal amount of total hypotha-
lamic protein required to visualize the NMDAR-1 was 100 ug.
There was an effect of quadrant on the expression of NMDAR-1
in the hypothalamus of the intact male sheep. In particular,
dorsal-rostral quadrant (31.5567 optical density + 13.0831) ex-
pressed more receptor than ventral-caudal quadrant (17.1517
optical density + 13.0831; P<0.05) and ventral-rostral quadrant
(16.4683 optical density + 13.0831; P<0.05). These data sug-
gest that NMDAR is more expressed in the rostral area of the
hypothalamus, where the cell bodies and axons of the GnRH
neurons are localized. Thus, these data allow suggest that glu-
tamatergic pathway potentially is involved in modulating the re-
productive activity in the ovine.
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INTRODUCCION

Los receptores del L-glutamato son los encargados de
mediar la neuro-transmisién excitatoria en el cerebro, siendo
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ademas importantes en la adquisicion de la memoria, el apren-
dizaje y en algunos deso6rdenes neuro-degenerativos [14, 16,
19, 23, 25, 26, 30]. Los receptores de este aminoacido han
sido clasificados de acuerdo a sus propiedades farmacologi-
cas y electrofisiologicas en dos grandes grupos: receptores io-
notropicos y metabotrépicos [24]. Los receptores ionotropicos,
estan subdivididos a su vez en receptores N-metil-D-aspartato
(NMDAR) y en receptores no N-metil-D-aspartato [21]. Los re-
ceptores NMDA son complejos proteicos heteroméricos com-
puestos de dos tipos de subunidades: la subunidad-1
(NMDAR-1) y la subunidad-2 (NMDAR-2) [8, 15, 16, 24, 26,
27]. La subunidad NMDAR-1 de la rata es un polipéptido com-
puesto de 938 aminoacidos que posee cuatro segmentos
trans-membranica junto a un segmento extra-membranica lar-
go [31]. La secuencia de aminoacidos del NMDAR-1 resulté
ser 99% idéntica entre las de rata y humano [7]. Se han en-
contrado receptores de L-glutamato en algunos nucleos hipo-
talamicos tales como el ventromedial, paraventricular, supra-
quiasmatico, magnocelular, supraoptico, arqueado, area hipo-
talamica lateral, eminencia media y area hipotalamica preopti-
ca [2, 6, 20]. Se ha propuesto que el glutamato, a través de
sus receptores NMDA, juega un papel importante en el control
de la reproduccion, la pubertad, la secrecién pulsétil de las
hormonas gonadotroficas, la conducta reproductiva y el estrés.
Este aminoéacido juega un papel determinante en la regulacién
de la secrecion de la hormona luteinizante (LH) desde la glan-
dula pituitaria, a través de la estimulacién de la secrecion de la
hormona liberadora de las gonadotrofinas (GnRH) por parte
del hipotalamo. El area preoptica (APO) del hipotalamo es con-
siderada como la posible regién donde los aminoacidos excita-
torios ejercen su accion sobre la secrecion de la GnRH [5, 11
12, 13]. La GnRH es producida por neuronas cuyos cuerpos ce-
lulares se encuentran ubicados a nivel de la APO del hipotala-
mo y sus axones terminan a nivel del hipotdlamo medio-basal y
la eminencia media. Activacién de los receptores NMDA me-
diante la administracién de L-glutamato ex6geno o sus analo-
gos, NMDA (N-metil-D-aspartato) o NMA (N-metil-D, L-asparta-
to), resultan en la liberacion de GnRH desde el hipotadlamo y
subsiguiente liberacién de LH desde la glandula pituitaria en
roedores [4, 32], primates [9] y en ovejas [3]. El nucleo antero-
ventral -periventricular (AVPV) de la APO es considerada una
region esencial para la retroalimentacion hormonal ejercida so-
bre las hormonas gonadotroficas, la cual esta mediada a través
de la via nerviosa. El nucleo AVPV parece enviar informacion
directa a las neuronas secretoras de GnRH [1, 11, 12, 17, 18,
29]. En esta investigacion se establecieron dos diferentes objeti-
vos: a. estandarizar la técnica de Western blot para identificar la
NMDAR-1; b. identificar en cual porciéon o cuadrante del hipota-
lamo del ovino se expresa la subunidad NMDAR-1.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon seis ovinos post-puberales (6-7 meses de
edad), machos enteros, mestizos del tipo cara negra de la raza

Sulfolk. Los animales procedian de la seccion de ovinos y ca-
prinos de la Universidad de Nebraska-Lincoln, EUA. Los ani-
males fueron alimentados ad libitum con dietas comerciales y
sujetos a los planes sanitarios establecidos para esa region.

Recoleccion de muestras de hipotalamo del ovino

Después de sacrificar todos los animales con una sobre-
dosis de pentobarbital sédico (100 mg/Kg e.v; Sleepaway, Fort
Dodge Labs, Inc, Ford Dodge, IA, EUA), los craneos fueron
abiertos y los hipotalamos fueron removidos y luego secciona-
dos en dos mitades: derecha e izquierda. Posteriormente,
cada mitad fue a su vez dividida en cuatro porciones o cua-
drantes a saber: dorsal-rostral (DR), ventral-rostral (VR), dor-
sal-caudal (DC) y ventral-caudal (VC). La porcién ventral fue
cortada de tal manera que la eminencia media fuese incluida
en el cuadrante ventral-rostral. Una vez divididos los tejidos,
fueron colocados en crio-viales, y congelados en nitrégeno li-
quido y almacenados a -70°C, hasta la posterior extracciéon de
la proteina total de cada muestra.

Extraccion de la proteina total del hipotalamo ovino

Todos los procedimientos de laboratorio se llevaron a
cabo a 4°C. Cada cuadrante o porcion hipotalamica fue homo-
geneizada individualmente (Polytron homogenizer, Kinematica
GmbH, Switzerland) con buffer de extraccion a razén de 6
mL/g tejido. Dicho buffer estuvo compuesto de: 50 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA, 500 mM KCI, 2 mM ditiotreitol
(DTT), y 0,05% coctel inhibidor de la proteasas (4-2-aminoetil-
benzenesulfonil fluoride, pepstatin A, trans-epoxysuccinil-L-
leucilamido 4-guanidino butano, bestatin, leupeptin y aprotinin;
Sigma, St. Louis, MO, EUA). El homogeneizado fue centrifuga-
do a 26.890 x g durante 15 min a 4°C y posteriormente filtrado
a través de gasas estériles. El filtrado se transfirié a un tubo de
1,5 mL para ser centrifugado a 26.890 x g durante 15 min a
4°C. El sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 26. 890 x
g durante 15min a 4°C y fue almacenado a — 80°C hasta la
subsiguiente cuantificacion de la proteina total.

Cuantificacion de la proteina total del hipotalamo ovino

Se determindé la concentracion proteica total de cada
muestra mediante métodos colorimétricos (BCA protein assay
kit; Pierce, Rockford, IL, EUA). Se cuantificaron tres diferentes
diluciones de las muestras de proteina total hipotalamica I: 1/1,
1/10 y 1/100, respectivamente.

Estandarizacion de la técnica de Western blot para
cuantificar la subunidad NMDAR-1 del hipotalamo ovino

Se preparé un mini-gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
sédico del tipo discontinuo (SDS-PAGE). Dicho gel contenia 5
y 10% de Bis-poliacrilamida en la porcion de anclaje y en la
porcién de resolucion, respectivamente. Se dispensaron en el
gel cuatro diferentes cantidades de proteina total (100 pg, 200
Mg, 400 pg y 600 ug), partiendo de una muestra de tejido hipo-
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talamico ovino con alta concentraciéon de proteina. Las bandas
proteicas fueron separadas mediante un sistema de electrofo-
resis vertical (GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg,
MD, EUA). Este procedimiento se realiz6 con la finalidad de
determinar la concentraciéon 6ptima de proteina requerida para
reaccionar con el primer anticuerpo y producir una banda pro-
teica bien definida y claramente cuantificable. Se emple6 una
concentraciéon de 100 pg/mL del primer anticuerpo (anti-
NMDAR-1 de humano producido en conejo), de acuerdo a las
recomendaciones de la casa productora (Santa Cruz Biote-
chnology, Santa Cruz, CA, EUA).

Cuantificacion de la NMDR-1 mediante la Técnica de
Western blot

Se cargd en el gel SDS-PAGE tres diferentes estanda-
res: el estandar pre-coloreado de proteinas (Bio-Rad Laborato-
ries, Hercules, CA, EUA), una muestra de los hipotalamos de
ratas y ratones (100 pg, como controles positivos) y una mues-
tra de musculo esquelético de carnero (100 pg, como control
negativo). Se verifico la cantidad de proteina total de cada
muestra cargada en cada hoyo del gel, con la coloracion de
Azul de Coomassie (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Dicha colo-
racion fue visualizada con un sistema de imagen infrarroja (Li-
cor Odyssey, Lincoln, NE, EUA). Se realiz6 la corrida electro-
forética del gel a 200 voltios, durante 3 horas. Las bandas pro-
teicas fueron transferidas desde el gel hacia una membrana de
nitrocelulosa (45 pm; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA), mediante un equipo de transferencia semi-seco (Ow/
Separation System, Portsmouth, NH, EUA). Para este procedi-
miento, se aplicaron 14 voltios durante 1,5 horas a 4°C. Se ve-
rifico la transferencia de bandas proteicas del gel a la membra-
na de nitrocelulosa, mediante la coloracion de Ponceau (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Se bloquearon las
membranas con solucion buffer Tris-Tween (2,42 g de Base
Tris + 29,24 g de NaCl + 0,5 mL Tween-20/ 1 L de H,0 destila-
da; TBST, pH 7,5) que contenia 5% de leche deshidratada y
descremada. Este procedimiento se realizé durante 1 hora a
4°C. Las membranas se incubaron con el primer anticuerpo
(200 pg/mL) durante 16-20 horas. Dicho anticuerpo es especi-
fico para la NMDAR-1 del humano (NMDAZH-300; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) y es producido en cone-
jos. Se lavaron las membranas tres veces con TBST durante 5
min para retirar los restos del primer anticuerpo. Posteriormen-
te, se incubaron las membranas durante 1 hora con un segun-
do anticuerpo, policlonal de cabra anti-conejo (Pierce,
Rockford, IL, EUA). Este anticuerpo fue usado a una dilucion
de 1:120,000. El segundo anticuerpo trae conjugada la enzima
peroxidasa. Las bandas proteicas inmuno-reactivas se visuali-
zaron mediante una reaccién de quimoluminiscencia (Signal?
West Pico; Pierce, Rockford, IL, EUA). Finalmente, las mem-
branas se expusieron a peliculas de rayos x durante 1,5 a 2
horas para visualizar las bandas proteicas respectivas.

Las peliculas de rayos x, conteniendo las bandas protei-
cas, fueron escaneadas (Hewlet Packard Scanjet 3970, Palo
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Alto CA, EUA) y almacenadas en imagenes de 811 x 614 pixe-
les (5,41 x 4,10 pulgadas). Las imagenes digitales fueron ana-
lizadas usando un programa de computacién, Imagen Scion
(Scion Image, Frederick, MD, EUA). Cada banda proteica fue
medida en un area especifica de 658 pixeles®. Dicho programa
transforma el valor en pixeles obtenido en un valor de densi-
dad optica, el cual viene determinado tanto por la densidad
como por el tamafio de cada banda proteica. La densidad 6pti-
ca del fondo de la membrana es substraida de la densidad de
la banda proteica.

Analisis Estadistico

Todos los andlisis fueron realizados usando el Sistema
de Analisis Estadistico (SAS 1999-2001), version 8,2 TS2MO
[34]. Los valores de densidad oOptica obtenidos de las bandas
de proteinas fueron analizados a través del procedimiento mix-
to del programa SAS. El modelo estadistico usado fue: Yijum =
M+ Qi + R; + Membranay + Animal (Membrana)y + €ijum, don-
de: Y es la variable respuesta (densidad de la banda proteica
o receptor NMDA), u es el promedio general de la variable res-
puesta, Q es el efecto del cuadrante hipotalamico, Membrana
es el efecto de membrana (aleatorio), Animal (Membrana) es
el efecto animal incorporado dentro del efecto membrana
(aleatorio) y ¢ es el efecto residual.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de la proteina total del hipotalamo ovino

Se utilizé una dilucion de 1/10 para la cuantificacion de
la proteina total de las muestras de tejido hipotalamico en
cada uno de los cuadrantes (DR, VR, DC, y VC) evaluados. El
promedio de concentracién proteica total encontrado en los di-
ferentes cuadrantes hipotalamicos fue de 26,366 pg/mL.

Estandarizacion de la Técnica de Western Blot para
cuantificar la subunidad NMDAR-1 del hipotalamo ovino

Se seleccion6 la cantidad de 100 pg de proteina total hi-
potalamica (FIG. 1), como la cantidad optima de proteina a ser
utilizada, que permitié visualizar e identificar la banda proteica
de la subunidad NMDAR-1, como una banda bien definida y
de aproximadamente 115 kDa (kilo-daltons) de masa molecu-
lar. Aunque el anticuerpo usado es especifico para la subuni-
dad NMDAR-1 de humano, debido a que el receptor es alta-
mente homologo entre especies filogenéticamente distantes
como el humano vy el raton [25, 31], se asume que este anti-
cuerpo deberia ser capaz de reconocer la subunidad
NMDAR-1 del ovino. Ademas, el anticuerpo usado para reco-
nocer la subunidad NMDAR-1 en el hipotalamo del ovino, no
detectd la presencia de la subunidad NMDAR-1 en el musculo
esquelético del ovino, siendo empleado dicho tejido como el
control negativo (FIG. 2). La masa molecular de esta banda
coincide con el reportado por la casa comercial productora del
anticuerpo. Ademas, investigaciones sobre este receptor en
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FIGURA 1. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE WES-
TERN BLOT PARA LA SUBUNIDAD NMDAR-1 DEL RECEP-
TOR NMDA EN EL HIPOTALAMO DEL OVEJO/ STANDARIZA-
TION OF WESTERN BLOT ANALYSIS FOR NMDAR-1 RECEPTOR IN
THE HYPOTHALAMUS OF MALE SHEEP.

C+ C- DR VR DC VC DR VR DC VC DR VR DC VC

15kDa > e s — - s -

FIGURA 2. MUESTRA REPRESENTATIVA DE UN WES-
TERN BLOT PARA LA CUANTIFICACION DE LA SUBUNI-
DAD NMDAR-1 DEL RECEPTOR EN CUATRO DIFERENTES
CUADRANTES DEL HIPOTALAMO DEL OVINO/ A REPRE-
SENTATIVE WESTERN BLOT ANALYSIS FOR NMDAR-1RECEPTOR IN
FOUR DIFFERENT HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF MALE SHEEP.

roedores y usando este mismo anticuerpo, han identificado
una banda proteica con un peso molecular similar al anterior
mencionado [26, 33]. Adicionalmente, estudios sobre la expre-
sion del receptor NMDA en el hipotalamo de diferentes espe-
cies de mamiferos domésticos, han reportado dicho receptor
como una banda proteica de aproximadamente 115 kDa [10,
13, 14, 21, 22, 28].

Se cargaron cuatro (4) diferentes concentraciones de
proteina total del hipotalamo (100 yg 200 ug, 400 ug y 600
Mg). Proteina del hipotalamo de la rata fue usada como control
positivo (C+), mientras que el control negativo fue preparado
con proteina del musculo esquelético del ovino, en el cual no
se expresa este receptor. La flecha negra sefiala el peso mole-
cular especifico (aproximadamente 115 kDa) de la banda pro-
teica de la subunidad NMDAR-1.

Los cuatro cuadrantes del hipotalamo son identificados
como: dorsal-rostral (DR), ventral-rostral (VR), dorsal-caudal
(DC), y ventral-caudal (VC), respectivamente. Igual cantidad
de proteina (100 pg/mL) de cada muestra problema se dispen-
s6 en cada pozo del gel. Proteinas totales del hipotalamo de la
rata fueron usadas como controles positivos (C+), mientras
que el control negativo fue preparado con proteina total del

musculo esquelético del ovino. La flecha negra sefiala el peso
molecular especifico (aproximadamente 115 kDa) de la banda
proteica de la subunidad NMDAR-1.

Cuantificacion de la subunidad NMDAR-1 en diferentes
cuadrantes hipotalamicos del ovino

En esta investigacion se evidencio un efecto del cuadran-
te o porcidn hipotalamica evaluada sobre la expresiéon de la su-
bunidad NMDAR-1 (P<0,05; TABLA I). En particular el cuadran-
te dorsal-rostral (DR: 31,5567 densidad optica + 13,0831) ex-
pres6 mayor cantidad de la sununidad NMDAR-1que el cua-
drante ventral caudal (VC: 17,1517 densidad optica + 13,0831;
P<0,05) y que el cuadrante ventral-rostral (VR: 16,4683 densi-
dad optica + 13,0831; P<0,05), respectivamente. Como se men-
ciond previamente, la porcion dorsal rostral del hipotalamo del
ovino deberia incluir el APO, como se observa en otras espe-
cies. La APO es considerada como la region del hipotalamo
donde el L-glutamato ejerce su accién sobre la secrecion de la
GnRH. El nucleo AVPV del APO envia informacion directa a las
neuronas secretoras de la LHRH [1, 11, 12, 17, 18, 29]. Kus y
col. [18] evidenciaron expresion de la NMDAR-1 en nucleos es-
pecificos del hipotalamo, tales como el nucleo supra-6ptico, su-
praquiasmatico, ventromedial y la region arqueada del hipotala-
mo de la rata macho. Hsu y col. [13] cuantificaron la expresion
del NMDAR en el APO de ratas hembras y machos neonatos,
mediante el analisis de Western blot. Similarmente, Mahesh y
col. [20] empleando esta técnica, detectaron la presencia de la
NMDAR-1 en el hipotalamo de la rata hembra. El hipotalamo
expresa los subtipos NMDAR-1, NMDAR-2A y NMDAR-2B del
receptor NMDA, los cuales han sido co-localizadas en el cuerpo
celular de las neuronas productoras de la GnRH en el APO/ hi-
potalamo anterior de ratas hembras, en diferentes momentos de
su ciclo de vida reproductiva [22].

Partiendo de los resultados obtenidos, se puede sugerir
que la NMDAR-1 se expresa mas en determinada area del hi-
potalamo del ovino. Dichas area incluye ciertos nucleos hipota-

TABLA |
CUANTIFICACION DE LA SUBUNIDAD NMDAR-1
MEDIANTE EL ANALISIS DE WESTERN BLOT EN EL
HIPOTALAMO DEL OVEJO/ NMDAR-1 QUANTIFICATION BY
WESTERN BLOT ANALYSIS IN THE HYPOTHALAMUS
OF MALE SHEEP.

Cuadrante ° Densidad®
DR 31,5567 ¢
VR 16,4683 ¢
DC 23,4333
vVC 17,1517 °

2 Cuadrante del hipotalamo: dorsal-rostral (DR), ventral-rostral (VR),
dorsal-caudal (DC), y ventral-caudal (VC). ® Densidad optica de la
banda de la subunidad NMDAR-1; Prueba de los cuadrados minimos;
Error estandar 13,0831. ® ¢ Valores promedios de densidades Opticas
de la banda de la subunidad NMDAR-1 de los cuadrantes con igual
letra difieren (P<0,05).
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lamicos, los cuales participan activamente en el mecanismo
regulatorio de la secrecion de las hormonas gonadotroficas.
Por lo que estos resultados nos permiten sugerir la participa-
cion de la via glutamatergica en la regulacion de la actividad
reproductiva del ovino.

CONCLUSIONES

La subunidad NMDAR-1 se expresa mas en el area ros-
tral del hipotalamo del ovino, la cual incluye ciertos nucleos hi-
potalamicos involucrados en la regulacion de la secrecion de
la LH a través de la regulacién de la GnRH. Dichos resultados
sugieren la participacion de la via glutamatérgica, en la regula-
cion de la actividad reproductiva en esta especie.
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