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RESUMEN

El receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR), uno de los principa-
les receptores de los aminoacidos excitatorios, ha sido involu-
crado en el control de la secrecion de la hormona luteinizante
(LH) al facilitar la liberacion de la hormona liberadora de la hor-
mona luteinizante (LHRH). La capacidad del NMDAR para es-
timular la liberacién de la LHRH esta significativamente com-
prometida en animales castrados. En este estudio se plantea-
ron tres objetivos: Primero, estandarizar las condiciones 6pti-
mas para re-amplificar el ADN de la subunidad-1 del NMDAR
(NMDAR-1) en ovino. Segundo, determinar si existe diferencia
en la distribucion del ADN de la NMDAR-1 en los diferentes
cuadrantes hipotalamicos del ovino no castrado y finalmente,
determinar si las hormonas sexuales testiculares estan involu-
cradas en la expresion del NMDAR en el hipotalamo. EI ADN
de la NMDAR-1 procedente de cuatro cuadrantes del hipotala-
mo (cuadrantes dorsal-rostral, ventral-rostral, dorsal-caudal, y
ventral-caudal) fue amplificado mediante la técnica de RT-
PCR. Las condiciones 6ptimas encontradas para amplificar el
ADN de la NMDAR-1 fueron 1,5 mM CIMg2, 100 nM de los oli-
gonucleotidos iniciadores y 59°C como temperatura de hibrida-
cion. No se observo efecto del cuadrante del hipotalamo sobre
la expresion del ADN de la NMDAR-1 en el hipotalamo del ovi-
no no castrado. La castracion redujo (P < 0,05) la expresién
del ADN para el NMDAR-1, comparado con la de animales no
castrados. Estos resultados sugieren que el NMDAR-1 se en-
cuentra distribuido ampliamente en el hipotalamo del ovino.
Ademas, a través de estos resultados se puede presumir que
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la expresion del receptor NMDA en el hipotalamo del ovino
esta afectada por las hormonas sexuales esteroideas.

Palabras clave: Receptor NMDA, ovino, ADN patrén, RT-
PCR, hormonas testiculares.

ABSTRACT

The N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR), one of the exci-
tatory amino acid receptors, has been implicated in the control
of luteinizing hormone (LH) secretion through facilitation of lu-
teinizing hormone releasing-hormone (LHRH). Interestingly,
the ability of NMDAR to stimulate LHRH release is significantly
compromised in castrated animals. The present study had
three aims. Firstly, to standardize the optimal conditions used
to amplify the DNA for NMDAR subtype-1 (NMDAR-1) in the
sheep. Second, to determine whether a difference exists in the
distribution of DNA for NMDAR-1 in different hypothalamic re-
gions in intact male sheep. Finally, to determine if testicular
steroid hormones are involved in NMDA receptor expression in
the hypothalamus. The DNA of NMDAR-1 was amplified by
RT-PCR in four quadrants of the hypothalamus (dorsal-rostral,
ventral-rostral, dorsal-caudal, and ventral-caudal quadrant) of
intact and castrated male sheep. The optimal conditions to am-
plify the DNA of NMDAR-1 were 1.5 mM MgCl,, 100 nM of
primers and 59°C annealing temperature. In experiment 1,
there was no effect of quadrant on the DNA expression of
NMDAR-1 in the hypothalamus of the intact male sheep. Ex-
periment 2 revealed that castration reduced (P < 0.05) the ex-
pression of DNA for NMDAR compared to that in intact males.
Taken together, these data suggest that NMDAR-1 is widely
expressed in the hypothalamus of male sheep. Furthermore
these experiments suggest that testicular steroid hormones are
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involved in the regulation of NMDAR-1 expression at the DNA
level, which allows understanding of its involvement in the
modulation of different activities including reproduction.

Key words: NMDA receptor, sheep, template DNA, RT-PCR,
testicular steroid hormones

INTRODUCCION

Los aminoéacidos L-glutamato y aspartato, principales
aminoacidos excitatorios (AAEs) del sistema nervioso de los
mamiferos, han sido involucrados en la regulacion de diversas
funciones del organismo animal. Estos aminoacidos participan
en los procesos de transmision nerviosa del tipo excitatorio y
en la plasticidad sinaptica. El L-glutamato ejerce sus funciones
a través de diferentes receptores capaces de formar canales
ibnicos. Los receptores del L-glutamato han sido clasificados
de acuerdo a sus propiedades farmacolégicas y electrofisiolo-
gicas en dos grandes grupos: receptores ionotropicos y meta-
botrépicos [21]. Los receptores ionotrépicos se encuentran
subdivididos a su vez en receptores N-metil-D-aspartato
(NMDAR) y en receptores no N-metil-D-aspartato [22]. Los
NMDAR son complejos proteicos heteroméricos compuestos
de dos tipos de subunidades, la subunidad-1 (NMDAR-1) y la
subunidad-2 (NMDAR-2). La subunidad-1 del receptor NMDA
(NMDAR-1) es esencial para el funcionamiento del receptor
[14], mientras que la subunidad-2, la cual puede a su vez tener
cuatro diferentes tipos (NMDAR-2A, NMDAR-2B, NMDAR-2C y
NMDAR-2D), sélo participa en la modulacion de las funciones
de la subunidad-1 [21]. Las subunidades-2 solo potencian la
respuesta de la subunidad-1 ante los agonistas del NMDA o
del L-glutamato, afectando la sensibilidad por el Mg?* o alte-
rando la efectividad de las sustancias antagonistas [13, 24].

El receptor NMDA juega un papel clave en la transmi-
sién nerviosa del sistema nervioso central, esencialmente en
la induccién de la potenciacion del tipo de larga duracién, en la
adquisicion de la memoria, en el aprendizaje del humano, asi
como en algunos procesos fisiopatologicos asociados a la cito-
toxicidad tales como la neuro-degeneracioén del sistema ner-
vioso central (SNC). El receptor NMDA ha sido involucrado en
algunos desérdenes neurologicos tales como: Esquizofrenia,
enfermedad de Alzheimer, epilepsia, enfermedad de Parkinson
y accidentes cerebro-vasculares [13, 14, 22, 23, 26, 28].

El L-glutamato y sus receptores han sido localizados en
algunas areas o nucleos hipotalamicos involucrados en la re-
gulacién de la reproduccion y de ciertos procesos neuroendo-
crinos tales como pubertad, secrecion pulsatil de las hormonas
gonadotréficas, y conducta reproductiva en mamiferos. Se han
encontrado receptores de L-glutamato en algunos nucleos hi-
potalamicos tales como el ventromedial, paraventricular, su-
praquiasmatico, magnocelular, supradptico, arqueado, area hi-
potalamica lateral y eminencia media. Este aminoacido juega
un papel importante en la regulacion de la secrecion de la hor-

mona luteinizante (LH) desde la glandula pituitaria, a través de
la estimulacién de la secrecion de la hormona estimuladora de
la hormona luteinizante (LHRH) liberada por el nucleo peri-
ventricular del hipotalamo [2, 3, 5, 30]. El area pre-6ptica
(APQO) del hipotadlamo es considerada como la posible regién
donde el L-glutamato ejerce su accién sobre la secrecion de la
LHRH. El nucleo anteroventral-periventricular (AVPV) de la
APO envia informacién directa a las neuronas secretoras de
LHRH [1, 9, 10, 15, 18, 25]. La activacién exdgena de los re-
ceptores NMDA produce la liberacion de LHRH desde el hipo-
talamo y la subsiguiente liberacién de LH desde la glandula pi-
tuitaria en roedores [3, 30], primates y ovejas [5]. La adminis-
tracion del glutamato o alguno de sus anélogos tales como
NMDA (N-metil-D-aspartato) o NMA (N-metil-D, L-aspartato)
estimula la secrecién de LH en ratas, monos, ratones y hams-
teres. Kittok [16] evidencié que sélo los ovinos no castrados
respondieron con un incremento en la secrecion de la LH des-
pués de la administracion del analogo NMA, lo que hizo suge-
rir que la respuesta del hipotalamo ante el glutamato o sus
analogos requiere de la presencia de niveles circulantes de las
hormonas sexuales esteroideas. Estas hormonas estan siendo
estudiadas como uno de los posibles factores que regulan la
secrecion del L-glutamato en los terminales nerviosos del hipo-
talamo [6, 11, 12].

En esta investigacion se plantearon los siguientes objeti-
vos: Primero, estandarizar la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) para amplificar el acido desoxi-ribonuclei-
co (ADN) de la NMDAR-1 en el hipotalamo del ovino. Segun-
do, identificar en cuales porciones o cuadrantes del hipotalamo
de esta especie esta presente el ADN de la NMDAR-1 y final-
mente evidenciar si los esteroides testiculares afectan la ex-
presion del ADN de la NMDAR-1 del hipotalamo del ovino.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Experimento 1. Fueron empleados seis (6) ovinos ma-
chos post-puberales (6-7 meses de edad), no castrados, mes-
tizos de la raza Sulfolk. Los animales procedian de la seccién
de ovinos y caprinos de la Universidad de Nebraska-Lincoln,
EUA. Los animales fueron alimentados ad libitum con dietas
comerciales y sometidos a los planes sanitarios establecidos
para esa region.

Experimento 2. Doce (12) ovejos machos post-pubera-
les (6-7 meses de edad), mestizos de la raza Sulfolk fueron
usados en este experimento. Los animales fueron sujetos a las
mismas condiciones mencionadas en el experimento 1 y se
distribuyeron aleatoriamente en uno de los dos grupos experi-
mentales. De los doce ovejos, seis fueron castrados a traves
de la técnica de colocacion de una banda elastica alrededor
del escroto, los otros seis animales no fueron castrados, man-
teniéndolos como animales controles. Veinte dias después, to-
dos los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
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pentobarbital sédico (100 mg/Kg e.v.; Fort Dodge, Fort Sodium
pentobarbital; Sleepaway, Fort Dodge Labs, Inc, Ford Dodge,
IA, EUA).

Recolecciéon de muestras

Después de sacrificar a los animales procedentes de
ambos experimentos, los craneos fueron abiertos y se remo-
vieron los hipotalamos de cada animal. Cada hipotalamo fue
seccionado en dos mitades, derecha e izquierda y cada uno
de estas a su vez divididas en cuatro porciones o cuadrantes,
dorsal-rostral (DR), ventral-rostral (VR), dorsal-caudal (DC) y
ventral-caudal (VC). La porcién ventral fue cortada de tal ma-
nera que la eminencia media fuese incluida en el cuadrante
ventral-rostral. Una vez seccionados los tejidos, estos se colo-
caron en cridviales y se congelaron en nitrégeno liquido para
finalmente almacenarlos a —70°C, hasta ser utilizados en la ex-
traccion del ARN total y en la amplificacion del ADN para la
NMDAR-1. La recoleccién y almacenamiento de los tejidos se
realiz6 en menos de 5 min para evitar asi la degradacién del
ARN de las muestras.

Procedimientos generales

Se extremaron los cuidados durante todos los procedi-
mientos de laboratorio para evitar contaminacion con las enzi-
mas ARNasas, las cuales degradan el ARN de las muestras.
Todas las superficies de trabajo fueron descontaminadas con
RNAase-ZAP (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) asi como los
equipos, materiales de plasticos, vidrios y micro-pipetas. To-
das las soluciones empleadas fueron preparadas con agua tra-
tada con dietil pirocarbonato (DEPC) el cual destruye las enzi-
mas ARNasas. Se emplearon guantes estériles durante todos
los procedimientos de laboratorio, para evitar cualquier conta-
minacién con RNAasas.

Extraccion del ARN total

El ARN total fue extraido de cada uno de los cuadrantes
de una mitad del hipotalamo de cada animal [4]. El tejido hipota-
lamico (300 mg) fue colocado en un vial que contenia Trizol-LS
(0,75 mL de Trizol por cada 100 mg de tejido, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) y homogeneizado (homogenizador Polytron,
Kinematica GmbH, Switzerland) durante 30 a 60 seg. El homoge-
neizado fue transferido a un tubo de microcentrifuga estéril e in-
cubado durante 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a
10.000 rpm por 10 min a 4°C y al sobrenadante se le afiadié clo-
roformo en una relaciéon de 200 pL de cloroformo por cada
100 mg de tejido. Se agitd la preparacion vigorosamente por
15 seg y luego se incubd por un periodo de 2 a 3 min a tempera-
tura ambiente. La preparacion se centrifugd a 12.000 rpm por
15 min a 4°C y luego el sobrenadante fue transferido a un tubo
estéril de 1,5 mL. El ARN total fue precipitado afiadiendo
375 pL de isopropanol por cada 100 mg de tejido. La prepara-
cion se incubd por 10 min a temperatura ambiente y centrifu-
garon a 12.000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue re-
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movido y el precipitado de ARN fue lavado con 1 mL de etanol
(70% v/v) por cada 100 mg de tejido. Los precipitados se deja-
ron a temperatura ambiente durante 30-60 min. Cada muestra
de ARN total fue finalmente reconstituida en 50 pL de
agua-tratada con DEPC y almacenada a —70°C.

Tratamiento con la enzima ADNasa |

Antes de convertir el ARN total a su banda complemen-
taria de ADN, las muestras fueron tratadas con la enzima
ADNasa en presencia de un inhibidor de la enzima ribonuclea-
sa (40 U/uL), para evitar cualquier potencial contaminacion
con ADN gendmico y la degradacién del ARN. Se prepard una
solucién madre, la cual contenia agua-tratada con DEPC, 10 X
del buffer de la ADNasa, 1 U ADNasa | (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) y 40 U del inhibidor de la ribonucleasa (MBI Fer-
mentas, Enzymatic™, Hanover, MD, EUA). Luego se mezcla-
ron 10 L de la solucion madre con 10 pyL de cada muestra de
ARN, para ser luego incubado a 37°C por 15 min. La enzima
ADNasa fue removida a través del procedimiento de extrac-
cién con fenol/cloroformo [29]. Se agregaron 180 pL de agua-
tratada con DEPC y 180 pL de fenol acido (pH 4,5): cloroformo
en una proporcion (1:1), mezclando con micropipeta. Esta
mezcla fue centrifugada a 4.000 rpm por 5 min a 4°C. La capa
acuosa fue transferida a un nuevo tubo estéril de 0,5 mL y lue-
go se le afadi6 igual volumen de cloroformo, mezclandose
para luego centrifugar a 4.000 rpm por 5 min a 4°C. La capa
acuosa fue igualmente conservada y se le agregaron dos volu-
menes de isopropanol mezclandose durante algunos minutos
para luego ser centrifugada a 13.000 rpm por 10 min a 4°C. Los
pelets fueron lavados con etanol (70% v/v) y luego secados por
10 a 15 min a temperatura ambiente. Finalmente los pelets
fueron resuspendidos en 50 yL de agua-tratada con DEPC e
incubados a 60°C para garantizar que el ARN quedase disuel-
to en la fase acuosa.

Cuantificacion de ARN total

El ARN fue cuantificado en ng/mL con un fluorémetro
TD-700 (Turner Designs, Sunnyvale, CA, EUA) usando isotio-
cianato de fluoresceina. Las muestras fueron incubadas a
60°C durante 5 a 10 min ladas con una micropipeta. De la
muestra de ARN, 1 pL fue mezclado con 9 pL de agua-tratada
con DEPC (dilucién 1:10). Un pL de la dilucién 1:10 fue diluido
en 1 mL del compuesto usado para cuantificar el ARN total
(Ribogreen; Molecular Probes, ICN, Eugene, OR, EUA) La
mezcla fue incubada durante 2 a 3 min a temperatura ambien-
te, luego fue colocada en el fluorbmetro para ser cuantificada.
La concentracion de ARN total fue expresada en pg/uL [27].

Preparacion de la cadena complementaria del ADN
(ADN-c) que codifica para la NMDAR-1

La sintesis de la primera cadena complementaria del
ADN (ADN-c) para la NMDAR-1, fue realizada en un volumen
total de reaccién de 20 pL. Primero se prepard una solucién
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que contenia 2 pL de la solucién de ARN total mezclado con
2 pL (0,5 mg/mL) de un oligonucleétido iniciador (Oligo (dT)1s:
Promega, Madison, WI, EUA), completando el volumen hasta
10 pL con agua-tratada con DEPC. La mezcla fue incubada a
65°C durante 5 min. Se afiadieron 10 yL de una segunda mez-
cla, la cual estuvo compuesta de 1 X del buffer de la enzima
transcriptasa reversa, 10 mM ditiotreitol (DTT), 40 U de la enzi-
ma transcriptasa Il reversa (GIBCO, Grand Island, NY, EUA),
5 U de un inhibidor de la enzima ARNasa (Promega, Madison,
WI, EUA) y 500 uM de cada uno de los nucleétidos (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP). Finalmente se incub6 en el termocicla-
dor (MJ Research, ICN. Waltham, MA, EUA) por 10 min a
25°C, durante 60 min a 42°C y finalmente por 15 min a 70°C.
Todas las muestras de ADN-c de la NMDAR-1 fueron almace-
nadas a —20°C.

Pruebas de calidad del ADN-c

La calidad del ADN-c producido fue evaluada a través
del uso de un par de oligonucledétidos iniciadores que amplifi-
can el ADN de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidroge-
nasa (GsPDH-1 y 2). La PCR fue llevada a cabo en un volu-
men total de reaccién de 50 pL. Dicho volumen contenia 1 uL
de ADN-c (40 ng/pL), 1,5 mM de CIMg2 1 pM de cada oligonu-
cleétido iniciador (progresivo 5 ACCACAGTCCATGCCATCAC
3’ y reverso 3’ ATGTCGTTGTCCCACCCACCT 5’), 1 mM de
los desoxinucledtidos dNTPs (Sigma, St. Louis MO, EUA),
0,4 U de la enzima polimerasa y 1X del buffer de la enzima
(GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg, Maryland,
EUA). El termociclador fue programado para que llevara a
cabo un proceso de desnaturalizacion inicial a 94°C durante
2 min, seguido por 29 ciclos, con una desnaturalizacion a 94°C
por 1,5 min, hibridaciéon a 58°C por 3 min, extensiéon a 72°C
por 4 min y con un periodo de polimerizacion final de 72°C por
10 min. Los productos PCR procedentes de las muestras pro-
blema, asi como de los controles positivos (hipotalamo de ra-
tas) y negativos (musculatura esquelética de ovinos) fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1% y corridos
a 100 voltios durante 30 min. El gel fue tefiido con bromuro de
etidio (0,5 mg/mL) lo cual permitié visualizar los productos de
PCR bajo luz ultravioleta (Hitachi Genetic Systems, Alameda,
CA, EUA). Los productos PCR amplificados tienen un peso
molecular de 496 pares de bases (pb), como ha sido reportado
previamente para otras especies mamiferas [30].

Amplificacion del ADN-c que codifica la NMDAR-1

La reaccion de amplificacién se realizé usando la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa combinada con
Trascripcion Reversa (RT-PCR) en un volumen total de 35 pL
[23]. Se construy6 una posible secuencia de los oligonucledti-
dos iniciadores especificos para amplificar la cadena comple-
mentaria del ADN de la NMDAR-1 del ovejo, mediante el uso
del programa BLAST [17]. Este programa permite acceder al
Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI), para
emplear las secuencias nucleotidicas de un gen reportado

para otras especies en la elaboracién de la posible secuencia
de este gen en una especie que no es conocida por este Ban-
co de Genética. Se disefiaron un par de oligonucleétidos ini-
ciadores, Glut-R-1388 y Glut-R-2200, para re-amplificar la
NMDAR-1 del hipotalamo ovino. El iniciador GlutR-1388
(5’AACGACCACTTCACTCCCAC 3'), tiene una longitud de 20
nucleotidos, que corresponde a una porcion del receptor ino-
tropico del Homo sapiens, desde el nucleétido 1388 hasta el
nucle6tido 1408. El iniciador GlutR-1388 (3’GCCATTGTAGAT-
GCCCACTT %’), tiene una longitud de 20 nucleétidos que co-
rresponde a una porcion del receptor inotropico del Homo sa-
piens, desde el nucleétido 2180 hasta el nucledtido 2200. Se
evaluaron las condiciones 6ptimas con las cuales los iniciadores
son mas eficientes en la re-amplificacion del NMDAR-1. Se pro-
baron cuatro diferentes concentraciones de CIMg2: 1,0; 1,5; 2,0
y 2,5 mM. Se evaluaron tres temperaturas de hibridacién: 55, 57
y 59°C. Finalmente, se evaluaron tres diferentes concentracio-
nes de los iniciadores: 100, 200 y 300 nM. Después de optimi-
zar el proceso de amplificaciéon del ADN de la NMDAR-1, se
procesaron los diferentes cuadrantes hipotalamicos, tanto de
animales no castrados como de animales castrados o no.

Analisis estadisticos

En ambos experimentos, se realizd una prueba de
Fisher, para evaluar si la expresion del ADN patron o molde
para la NMDAR- 1 fue afectado por las regiones o los diferen-
tes cuadrantes hipotalamicos evaluados [20].

RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizacion de la RT-PCR con los oligonucleétidos
iniciadores Glut-R-1388 y Glut-R-2200.

Después de extraer el ARN de los cuatro cuadrantes del
hipotalamo de los ovejos no castrados (FIG. 1) y de evaluar la

DR VR DC VC DR VR DC VC

28§ ) -_----__I--
4 —'
18 S \ P g— — — . —

DR representa el cuadrante dorsal rostral, VR representa el cuadrante ven-
tral rostral, DC representa el cuadrante dorsal caudal y VC representa el
cuadrante ventral caudal del hipotalamo de dos ovinos. 28 y 18 S represen-
tan las fracciones del ARN ribosomal de células eucariotas, extraido del teji-
do hipotalamico ovino.

FIGURA 1. ARN TOTAL EXTRAIDO DE CUATRO CUA-
DRANTES DEL HIPOTALAMO DE OVINOS NO CASTRA-
DOS / EXTRACTION OF TOTAL RNA PERFORMED ON FOUR QUA-
DRANTS OF THE HYPOTHALAMUS OF MALE SHEEP.
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calidad del ADN-c obtenido mediante la expresion de la enzi- dio de 150 ng/uL, 5 unidades de la enzima polimerasa (Prome-
ma G3PDH (FIG. 2), fueron estandarizadas las condiciones 6p- ga, Madison, WI, EUA), 1,5 mM de CIMg2, 200 pM de dNTP,
timas de la reaccion de RT-PCR para el par de oligonucleoti- 1X del buffer libre de CIMg2 y 200 nM de cada uno de los oli-
dos iniciadores Glut-R-1388 y Glut-R-2200 disefiados. Para la gonucleoétidos iniciadores del receptor NMDA (FIG. 3). Las
amplificacion del ADN de la NMDAR-1 en forma o6ptima se re- condiciones térmicas del termociclador para amplificar la
quirié lo siguiente: 3 yL de ADN-c a una concentracién prome- NMDAR-1, consistieron de un periodo de desnaturalizaciéon de
Ovinos
24 98 128 Controles

DR VR DCVCDRVRDCVCDRVRDCVCDRVR DC VC + + -

DR representa el cuadrante dorsal rostral, VR representa el cuadrante ventral rostral, DC representa el cuadrante dorsal caudal y VC representa el cuadrante
ventral caudal del hipotalamo de cuatro ovinos. Controles positivos (hipotalamo de ratas y ratones), y Control negativo (mUsculo esquelético de ovino). El estan-
dar del ADN con bandas desde 10.000 hasta 100 pares de bases (pb).

FIGURA 2. TRANSCRIPCION REVERSA DEL ARN PARA PRODUCIR ADN-c DE LA ENZIMA G;PDH EN CUATRO
CUADRANTES DEL HIPOTALAMO DEL OVINO NO CASTRADO / REVERSE TRANSCRIPTION OF RNA CONDUCTED TO OBTAIN c-DNA

M1 M2 C+ M2

10.000 pb
6.000 pb
3.000 pb

800 pb
700 pb
600 pb
500 pb

100 pb
55°C 57°C 59°C 55°C 57°C 55°C 57°C 59°C 59°C

C -

10.000 pb
6.000 pb
4.000 pb

800 pb
700 pb

100 pb 55°C 57°C 59°C

Se evaluaron tres temperaturas de hibridacion: 55, 57 y 59°C en dos muestras (M1 y M2) de hipotalamos de ovinos. La evaluacién de la tercera temperatura de
hibridacion, 59°C en la muestra 2 (M2), fue descargada en el canal 9 de la parte superior del gel. Se empleo 1,5 mM de CIMg2y 200 nM del oligonucleétidos ini-
ciadores como concentraciones optimas para la reaccion de RT-PCR. Control positivo (hipotalamo de rata), y Control negativo (musculo esquelético de ovino).
El estandar del ADN posee bandas desde 10.000 hasta 100 pares de bases (pb).
FIGURA 3. OPTIMIZACION DE LA REACCION RT-PCR CON EL PAR DE OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES USADOS
PARA REAMPLIFICAR EL ADN MOLDE PARA LA NMDAR-1 DEL HIPOTALAMO DEL OVINO NO CASTRADO / OPTIMIZATION

OF RT-PCR REACTION WITH THE SET OF PRIMERS USED TO AMPLIFY THE TEMPLATE DNA OF THE NMDAR-1 IN THE HYPOTHALAMUS
OF MALE SHEEP.
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95°C durante 3 min seguido de 34 ciclos. Cada ciclo estuvo Ampilificaciéon del ADN patrén para la NMDAR-1

conformado por una fase de desnaturalizaciéon a 95°C por del hipotalamo del ovino no castrado
30 seg, un proceso de Hit')ridacic')n a 58°C por.1 min seg’uido En el experimento 1 se identificd la amplificacion del ADN
por un perlodo”de extension a 72 C por 1,5 min y un periodo patron de la NMDAR-1 en los cuatro cuadrantes del hipotalamo
final de extension de 72°C por 10 min. de ovejos no castrados. El tamario de la banda de ADN de la
Las condiciones optimas requeridas para la amplifica- NMDAR-1 fue de aproximadamente 800 pb (FIGS. 3 y 4.) al
cion del ADN de la NMDAR-1 del hipotalamo del ovino me- comparar con el marcador de peso molecular de ADN (MBI Fer-
diante la reaccion de RT-PCT, coinciden con las reportadas mentas, Enzymatic™, Hanover, MD, EUA). Este valor coincidio
para este receptor para las ratas y ratones [13, 14]. Ishii y col. con el peso molecular reportado en el Banco de genes (NCBI),
[13] encontraron que la mejor temperatura de hibridacién en informacién usada en la elaboracion de los oligonucle()tidos ini-
el termociclador fue de 55°C. En nuestros experimentos esta ciadores para la NMDAR-1, asi como también coincide con el
temperatura amplificé inespecificamente algunos productos peso molecular del ADN de la NMDAR-1 de rata [21, 22, 28].
PCR, por '0. que se selec'c.ioné una temperatura.de ’5900 La expresién del ADN de la NMDAR-1 no fue afectada
coma la 6ptima para amplificar la NMDR-1 del hipotalamo por la region o tipo de cuadrante hipotaldmico evaluado en el
ovino. ovejo no castrado (TABLA 1). Las porciones hipotalamicas cau-
Ovinos
24 98 128
10.000 pb
8.000 pb
5.000 pb
3.000 pb
800 pb
600 pb
500 pb
100 pb

DRVRDC VCDRVRDC VCDRVRDCVC + -

DR=cuadrante dorsal rostral, VR= cuadrante ventral rostral, DC= cuadrante dorsal caudal y VC= cuadrante ventral caudal del hipotalamo de tres ovinos. Control posi-
tivo (hipotalamo de ratas), y Control negativo (tejido muscular esquelético de ovino). El estandar del ADN con bandas desde 10.000 hasta 100 pares de bases (pb).

FIGURA 4. TRANSCRIPCION REVERSA DEL ARN PARA PRODUCIR EL ADN MOLDE PARA LA NMDAR-1 EN CUATRO
CUADRANTES DEL HIPOTALAMO DEL OVINO NO CASTRADO (EXP. 1) / REVERSE TRANSCRIPTION OF RNA WAS CONDUCTED
TO OBTAIN TEMPLATE DNA FOR THE NMDAR-1 OF FOUR HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF MALE SHEEP (EXP. 1).

TABLA |
EXPRESION DEL ADN MOLDE PARA LA SUBUNIDAD-1 DEL RECEPTOR NMDA DE CUATRO CUADRANTES
DEL HIPOTALAMO DEL OVINO NO CASTRADO / EXPRESSION OF DNA TEMPLATE FOR NMDA RECEPTOR SUBUNIT-1
IN FOUR HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF MALE SHEEP

Animales no castrados (n) Cuadrante DR Cuadrante VR Cuadrante DC Cuadrante VC
24 No Si Si Si
98 Si No Si No
128 Si No Si Si
139 Si Si Si Si
79 No No Si Si
191 Si No No Si

Si = Presencia de la banda de 800 bp. No = Ausencia de la banda de 800 bp.
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dales tanto dorsales como ventrales, expresaron con mayor fre-
cuencia el ADN para este receptor, lo cual fue un resultado
inesperado. Las razones por las cuales no se pudo detectar di-
ferencia en la re-amplificacién del ADN para la NMDAR-1 en las
porciones hipotalamicas evaluadas pueden ser diversas. Para
la localizacion y posterior extraccion del hipotalamo, se conté
con referencias anatomicas tales como el quiasma 6ptico y los
cuerpos mamilares. Sin embargo, la falta de referencias anaté-
micas para la diseccién de los cuatro cuadrantes (DR, VR, DC
y VC) o porciones del hipotalamico evaluadas, asi como de un
equipo de estéreo-taxis, dificultd la precision de las diseccio-
nes a nivel del cerebro de estas especies. Se traté de incluir el
75% de la porcion ventral en el cuadrante VR, lo que deberia
incluir el hipotdlamo medio ventral y la eminencia media. Las
variaciones entre animales pudieron afectar la localizacion de
estas referencias. Las regiones de interés pudieron estar ubi-
cadas en un cuadrante en un determinado animal pero en el

1 43

cuadrante adyacente en otro animal. Ademas, el numero de
animales usado pudo no haber sido suficiente para detectar
una pequefia diferencia entre cuadrantes en la expresion del
ADN para la NMDAR-1 en el hipotdlamo del ovino. Finalmen-
te, la NMDAR-1 se expresa en muchas células neuronales a
lo largo del cerebro de los mamiferos 13, 22 por estar involu-
crado en diferentes procesos fisiologicos tales como transmi-
sion nerviosa del sistema nervioso central, induccién de la
potenciacion del tipo de larga duracion necesaria para el pro-
ceso de aprendizaje y la adquisicién de la memoria asi como
también en procesos fisio-patoldgicos [13, 14, 22, 23, 26, 28].

Amplificacion del ADN patron para la NMDAR-1
del hipotalamo del ovino castrado y no castrado
En el experimento 2, se evalu6 el efecto de las hormonas

sexuales esteroideas sobre la expresion del ADN patrén de la
NMDAR-1 en el hipotalamo del ovino macho (FIGS. 5a y 5b).

Ovinos

116 149

DR VR DC VCDR VR DC VC DR VR DC VC DR VR DC VC

10.000 pb
8.000 pb
5.000 pb
3.000 pb
1.000 pb

800 pb
600 pb
500 pb
300 pb
200 pb
100 pb

—
e
—
=.
[=1]

190

Ovinos

194 Controles

DR VR DC VC DR VR DC VC - “F

10.000 pb
8.000 pb
5.000 pb
3.000 pb
2.000 pb
1.000 pb

800 pb |
600 pb
500 pb
300 pb
200 pb
100 pb

DR= cuadrante dorsal rostral, VR= cuadrante ventral rostral, DC= cuadrante dorsal caudal y VC= cuadrante ventral caudal del hipotalamo de seis ovinos. Control po-
sitivo (hipotalamo de ratas), y Control negativo (mUsculo esquelético de ovino). El estandar del ADN con bandas desde 10.000 hasta 100 pares de bases (pb).

FIGURA 5A. TRANSCRIP(;I()N REVERSA DEL ARN PARA PRODUCIR EL ADN MOLDE PARA LA NMDAR-1 EN CUATRO
CUADRANTES DEL HIPOTALAMO DEL OVINO NO CASTRADO (EXP. 1) /| REVERSE TRANSCRIPTION OF RNA WAS CONDUCTED TO
OBTAIN TEMPLATE DNA FOR THE NMDAR-1 OF FOUR HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF MALE SHEEP (EXP. 1).
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Nuevamente, no se evidencio efecto del tipo de cuadrante o la do del hipotadlamo de la rata macho. En el ovino, el nucleo an-
porcién del hipotalamo sobre la expresién del ADN patrén para tero-ventral-peri-ventricular (AVPV) del APO del hipotalamo
el receptor NMDA (TABLAS lla y lIb). La castracion disminuyé asi como los nucleos arqueado y ventro-medial (NA-NVM), po-
en forma significativa la expresién del ADN para este receptor, seen un gran numero de receptores estrogénicos y androgéni-
especificamente en los cuadrantes hipotalamicos DR, VR y cos [7, 19] lo cual podria explicar la participacién de las hormo-
DC (P < 0,05), comparado con la misma region de los anima- nas sexuales esteroideas sobre la expresion del receptor
les no castrados. Estos resultados hacen suponer que el re- NMDA en el hipotalamo del ovino.

ceptor NMDA se encuentra regulado por factores producidos

por el testiculo, uno de los cuales podria ser la hormona tes-

tosterona. Las hormonas testiculares esteroideas afectaron la CONCLUSIONES

expresion del receptor NMDA en ratas [8, 15, 31]. Kus y col.

[18] encontraron expresion de la NMDAR-1 en los nlcleos su- El ADN del receptor NMDA se distribuye ampliamente
pra-6ptico, supra-quiasmatico, ventro-medial y nucleo arquea- en las diferentes porciones evaluadas del hipotalamo del ovino

Ovinos
8 44 107 111

DR VRDCVC DRVR DCVC DR VR DC VC DR VR DCVC

10.000 pb
8.000 pb
800 pb
600 pb
500 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Ovinos

164 180 Controles

DR VRDC VCDRVRDCVC C- C+C+C+

10.000 pb
8.000 pb
4.000 pb
1.000 pb
800 pb
500 pb
300 pb

DR= cuadrante dorsal rostral, VR= cuadrante ventral rostral, DC= cuadrante dorsal caudal y VC= cuadrante ventral caudal del hipotalamo de seis ovinos. Con-
troles positivo (hipotalamo de ratas y ratén), y Control negativo (-) (mUsculo esquelético del ovino). El estandar del ADN con bandas desde 10.000 hasta 100 pa-
res de bases (pb).

FIGURA 5B. TRANSCRIPCIO!\I REVERSA DEL ARN PARA PRODUCIR EL ADN MOLDE PARA LA NMDAR-1 EN CUATRO
CUADRANTES DEL HIPOTALAMO DEL OVINO CASTRADO (EXP. 1) / REVERSE TRANSCRIPTION OF RNA WAS CONDUCTED
TO OBTAIN TEMPLATE DNA FOR THE NMDAR-1 OF FOUR HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF CASTRATED MALE SHEEP (EXP. 2).

TABLA lla
EXPRES’I(')N DEL ADN MOLDE PARA LA SUBUNIDAD-1 DEL RECEPTOR NMDA DE CUATRO CUADRANTES
DEL HIPOTALAMO DEL OVINO NO CASTRADO / EXPRESSION OF DNA TEMPLATE FOR NMDA RECEPTOR SUBUNIT-1 IN FOUR
HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF MALE SHEEP

Animales no castrados (N) Cuadrante DR Cuadrante VR Cuadrante DC Cuadrante VC
1 Si Si Si Si
43 Si Si Si Si
116 Si Si Si Si
149 Si Si Si Si
190 Si Si Si Si
194 Si Si Si Si

Si = Presencia de la banda de 800 bp. No = Ausencia de la banda de 800 bp.
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TABLA Ilb
EXPRESI('?N DEL ADN MOLDE PARA LA SUBUNIDAD-1 DEL RECEPTOR NMDA DE CUATRO CUADRANTES
DEL HIPOTALAMO DEL OVINO CASTRADO / EXPRESSION OF DNA TEMPLATE FOR NMDA RECEPTOR SUBUNIT-1 IN FOUR
HYPOTHALAMIC QUADRANTS OF CASTRATED MALE SHEEP

Animales castrados Cuadrante DR Cuadrante VR Cuadrante DC Cuadrante VC
8 No No Si No
44 No No No Si
107 No No No No
111 Si No Si Si
164 Si Si No Si
180 No Si No No

Si = Presencia de la banda de 800 bp.

no castrado. La castracion redujo drasticamente la expresion
de la NMDAR-1 en el hipotalamo, sugiriendo la participacion
de las hormonas sexuales esteroideas en la regulacién de la
expresion del receptor NMDA en el hipotalamo del ovejo.
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