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IntroducciónIntroducción

Las orexinas A y B son neuropéptidos, que mediante sus receptores OX1 y OX2, fueron relacionados funcionalmente con la ingesta y el ciclo sueño/vigilia. Nosotros describimos su participación
en el eje reproductor. Así, informamos un incremento en la expresión de OX1 y OX2 en hipotálamo, hipófisis y ovario durante la noche del proestro de la rata. Dicho incremento se inhibe por
pretratamiento con Cetrorelix (CRX, antagonista de los receptores de GnRH) o Nembutal (barbitúrico que bloquea la liberación hipotalámica de GnRH), por lo que postulamos que los incrementos en
la expresión de OX1 y OX2 serían dependientes de GnRH y/o gonadotrofinas (1; 2).

MaterialesMateriales y  y MétodosMétodos
Para confirmar o desechar nuestra hipótesis de que el decapéptido regula a
OX1 y OX2 en  hipófisis y ovario, realizamos un grupo de experimentos in
vitro. Básicamente, cultivos primarios de adenohipófisis o de ovario fueron
incubados con distintos estímulos cuantificándose la expresión de los ARNm
de los receptores OX1 y OX2 por PCR en Tiempo Real en los tejidos y los
niveles hormonales por RIA en los medios.

Cultivos primarios:
a) Adenohipófisis: obtenidas de hembras adultas (60 días de edad) en
proestro (09.00 h). Luego de la decapitación, las hipófisis fueron
rápidamente removidas en frío, separadas las neurohipófisis y mantenidas en
buffer  Krebs-Ringer bicarbonato estéril, pH 7.4, sin Ca2+ ni Mg2+, con
glucosa 14 mM, aminoácidos esenciales 2%, vitaminas esenciales 1% y
glutamina 2 mM, BSA 1%.  Las glándulas fueron lavadas, cortadas en
pequeños trozos e incubadas en tripsina 0.2 % (GIBCO, NY) en el mismo
buffer, 10 min., 37oC, 95% O2-5 % CO2. Luego se incubaron 1 min. con
DNAsa I (1.2 mg/ml, Worthington, NJ). Se detuvo la digestión enzimática
con el agregado de suero fetal bovino como inhibidor de tripsina. Los
fragmentos fueron lavados, dispersados en células individuales por
trituración suave a través de pipetas Pasteur de plástico y filtrados a través
de una malla de nylon Nytex (160 m). La suspensión celular resultante fue
centrifugada a 250 g durante 10 min. Las células fueron resuspendidas en
medio Dulbecco modificado suplementado con suero equino 10 %, suero fetal
bovino 2.5 %, MEM aminoácidos no esenciales 1 % (GIBCO), fungizone
(GIBCO) y gentamicina (PPA Laboratories, Austria) estos dos últimos a 25
ng/ml. La concentración celular se determinó por lectura en  cámara de
Neubauer. La viabilidad celular se determinó por el método de exclusión de
Azul Tripán. Se sembraron aproximadamente 600.000 células por pocillo en
una placa de cultivo P24, se dejaron recuperar durante 3 días y luego de
lavar y cambiar el medio por DMEM (high glucose)-F12 (1:1 v/v), con 2.2 g/l
HCO3Na, 0.1% BSA, pH 7.4 (medio BIC-BSA 1%), se agregaron los estímulos:
buserelina (BUS: 1.10-7M), Cetrorelix (CRX: 1.10-7M), la combinación de
ambos (B/C) , Orexina A (OXA) y Orexina B (OXB)(10-9-10-11M) o medio
BIC BSA 1% como control (C). Las incubaciones se desarrollaron por 72
horas, con renovación de estímulos cada 24 horas. Luego, las placas de cultivo
fueron puestas en hielo, se recolectaron y congelaron los medios para la
posterior medición hormonal. Las células fueron lavadas con PBS estéril frío
y posteriormente se les agregó 300 l de TriZol para la obtención del ARN.
b) Células ováricas de hembras prepúberes (21-23 días) superovuladas (SPO)
por  tratamiento previo con 25 UI PMSG (Syntex, Buenos Aires) y 48 hs mas
tarde con 25 UI hCG (Elea, Buenos Aires); sacrificadas 5 días después de la
ultima inyección. Luego de la decapitación se extrajeron rápidamente los
ovarios, colocándolos en placas de Petri estériles con 1 ml de medio DMEM
(high glucose)-F12 (1:1 v/v), con HEPES 10 mM y suero fetal bovino (10%)
(medio 1). Se liberaron los ovarios del oviducto y de la grasa circundante y
cortaron en secciones menores de 1 mm. La digestión enzimática se realizó en
1 ml/60 mg de tejido del medio 1 con colagenasa (GIBCO BRL, Life
Technologies, New Cork, Estados Unidos) 0.1%, BSA 0.1% y DNAsa (0.008%);
se incubaron en estufa 10 min. a 37ºC. La suspensión fue filtrada a través de
una malla de nytex y centrifugada a 250g, 10 min. El precipitado se lavó dos
veces con medio 1 y se resuspendió luego en DMEM-F12 (1:1) con 2.2 g/l
HCO3Na, 1% de suero fetal bovino, pH 7.4 (medio 2). Se sembraron
aproximadamente 750.000 células por pocillo en 1 ml de medio 2, en placas de
24 pocillos pretratadas con colágeno para mejorar la adherencia. Las células
se dejaron recuperar en estufa 7 días. Luego se lavaron las células y se
reemplazó el medio por BIC BSA 1%. Los estímulos adicionados fueron: BUS
(1.10-7M), CRX (1.10-7M), la combinación de ambos (B/C), hCG (1.10-9M),
OXA y OXB (10-7-10-9M) o medio BIC BSA 1% como control (C). Los
estímulos fueron renovados cada 24 horas, luego de 48 hs se recolectó el
medio para la determinación de progesterona. Las placas fueron lavadas con
PBS estéril frío y posteriormente se les agregó 300 l de TriZol para la
obtención del ARN.

RT- PCR cuantitativa en tiempo real:
Obtención de ARN y preparación de ADNc: El ARN total fue aislado
utilizando el método del reactivo de TRIzol. La concentración de ARN fue
determinada por absorbancia a 260 nm y su pureza fue evaluada por la
relación de absorbancias a 260 nm/280 nm (>1.8). Los ARN se guardaron
congelados a -70°C hasta su análisis.
Luego de una digestión del ADN genomico por tratamiento con
desoxirribonucleasa I (Ambion, Austin, TX), se obtuvo ADNc a partir de 1 g
de ARN total en presencia de 10 mM de MgCl2, 50 mM de buffer Tris-HCl
(pH 8.6), 0.5 mM de deoxy-NTPs, 1 mM de DTT, 1 U/ l de inhibidor de
RNAsas RnaseOUT (Invitrogen, CA), 0.5 g de oligo-(deoxythymidine)15
primer (Biodynamics, Buenos Aires), y 20 unidades de transcriptasa reversa
MMLV (Epicentre, Madison, WI). Para verificar el tratamiento con ADNasa,
se omitió la transcriptasa reversa en los controles. La ausencia de
fragmentos de ADN amplificados por PCR en estos controles indico el
aislamiento de ARN libre de ADN genómico.
PCR: Se diseñaron primers sentido y antisentido basados en la secuencia
publicada en GeneBank de los ADNc de PPO, OX1 y OX2, y ciclofilina
utilizando el software Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Los oligonucleotidos se obtuvieron de Invitrogen. Las secuencias de los
primers fueron las siguientes:
OX1 sentido GCCTGCCAGCCTGTTAGTG,
OX1 antisentido CAAGGCATGGCCGAAGAG,
OX2 sentido GAAAGAATATGAGTGGGTCCTGATC,
OX2 antisentido CAGGACGTTCCCGATGAGA,
Ciclofilina sentido GTGGCAAGATCGAAGTGG,
Ciclofilina antisentido TAAAAATCAGGCCTGTGG
Las mediciones cuantitativas de los ADNc de OX1, OX2 y ciclofilina se
llevaron a cabo mediante PCR utilizando SYBR green I como fluoróforo
(Invitrogen). La reacción de PCR consistió en 100 ng de ADNc, 0.4 M de
primers, 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 3 mM MgCl2, 0.2 mM deoxy-NTPs, y
1.25 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) en un volumen final de 25 l. Luego de
una desnaturalización a 95ºC por 5 min., el producto de cDNA fue
amplificado por 40 ciclos, cada uno de los cuales consistió en una
desnaturalización a 95ºC por 15 seg., apareamiento a 62ºC por 30 seg. y
extensión a 72ºC por 30 seg. Los productos acumulados de ADN fueron
monitoreados por el sistema de detección del equipo ABI7500 (Applied
Biosystems), y los resultados fueron registrados y guardados continuamente
y en tiempo real durante la reacción. Estos resultados fueron posteriormente
validados mediante curvas de disociación de los productos de PCR, generadas
al final de la corrida mediante el aumento de la temperatura de las muestras
desde 60 hasta 95ºC, mientras se registraba la fluorescencia de los
productos. La pureza de los productos fue confirmada posteriormente por
electroforesis en geles de poliacrilamida. Cada muestra  fue analizada por
duplicada junto con standards específicos y controles sin molde para
monitorear contaminación con ADN.
Los cálculos del número de copias iniciales de ARNm en cada muestra se
realizaron de acuerdo al método del ciclo en el que se alcanza el umbral de
detección (cycle threshold, CT). El CT de cada muestra fue calculado como el
umbral de fluorescencia (Rn) utilizando el programa ABI7500 sequence
detection system, con una línea de base automática. Para todos los pares de
primers diseñados, se confirmó la linealidad de la señal de la RT-PCR
utilizando un rango de diluciones seriadas de un ADNc de referencia que
cubría la cantidad de ARNm esperada en las muestras experimentales, y se
obtuvo una clara correlación lineal entre la cantidad de ADNc y el CT en al
menos 40 ciclos de RT-PCR.
Para cada gen de interés, la expresión relativa fue normalizada con la del gen
control endógeno (ciclofilina) utilizando el método de la curva Standard,
descrito por el fabricante. Los resultados se expresan como unidades
arbitrarias (UA) para la comparación entre muestras. La UA se define como
el nivel de expresión relativa a una muestra correspondiente a un pocillo
elegido al azar, que no recibió estímulos (muestra calibradora).

Determinaciones hormonales:
En alícuotas de 10 l de medio de cultivos de células adenohipofisarias se
determinó LH y FSH por RIA. Para el cultivo SPO, se tomaron 300 l de
medio y se midió progesterona por RIA.

Análisis Estadístico:
Los cultivos se repitieron cinco veces. El número de pocillos de cada grupo
experimental varió entre 6 y 12. Las diferencias se analizaron por ANOVA en
un sentido seguido por el test a posteriori de Tukey HSD para N desiguales
(Statistica v 5). Los datos fueron transformados en los casos en que el test
para homogeneidad de varianzas y/o de normalidad así lo requirieron. En
todos los casos los resultados fueron considerados significativos cuando
p<0.05.

ResultadosResultados

ConclusionesConclusiones

La estimulación con La estimulación con buserelinabuserelina incrementa la expresión de los receptores OX1 y OX2 en células incrementa la expresión de los receptores OX1 y OX2 en células
adenohipofisariasadenohipofisarias. Este efecto es bloqueado por CRX.. Este efecto es bloqueado por CRX.
OrexinaAOrexinaA A incrementa significativamente la expresión de los receptores OX1 y OX2 en hipófisis, y A incrementa significativamente la expresión de los receptores OX1 y OX2 en hipófisis, y
eestimula la liberación de LH pero no de FSH.stimula la liberación de LH pero no de FSH.
Orexina B estimula la liberación de LH y FSH adenohipofisarias.Orexina B estimula la liberación de LH y FSH adenohipofisarias.
En celulas SPO, buserelina incrementa la expresión del receptor OX1, pero no actua sobre OX2. EsteEn celulas SPO, buserelina incrementa la expresión del receptor OX1, pero no actua sobre OX2. Este
efecto es bloqueado por CRX.efecto es bloqueado por CRX.
La estimulación con La estimulación con hCGhCG eleva la expresión de OX2 en SPO, pero no tiene efectos sobre OX1. eleva la expresión de OX2 en SPO, pero no tiene efectos sobre OX1.
Orexinas A y B estimulan la liberación de Progesterona al medio en cultivos SPO.Orexinas A y B estimulan la liberación de Progesterona al medio en cultivos SPO.
Las orexinas y sus receptores jugarían un importante rol en la integración entre apetito y reproducción.Las orexinas y sus receptores jugarían un importante rol en la integración entre apetito y reproducción.
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Efectos de buserelina y orexinas sobre la expresión de
los receptores OX1 y OX2 en células adenohipofisarias

Efectos de BUS sobre la liberación
hormonal en células adenohipofisarias

Efectos de BUS y hCG sobre la expresión de OX1 y OX2 en células lúteas (SPO)

Efectos de BUS sobre la liberación de progesterona
en células SPO

Figura 1. Expresión de los receptores OX1 y OX2 en células adenohipofisarias estimuladas 72h
con buserelina 10-7M (BUS), Cetrorelix 10-7M (CRX) y la combinación de ambos estímulos (B/C),
medida por PCR en tiempo real. UA: unidades arbitrarias. (*: p<0.001)
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Figura 2. Expresión de los receptores OX1 y OX2 en células adenohipofisarias estimuladas 72h
con Orexina A 10-9M (OXA) y Orexina B 10-9M (OXB), medida por PCR en tiempo real. UA:
unidades arbitrarias. (*: p<0.05)
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Figura 3. Niveles de LH y FSH en medio de
cultivo de células adenohipofisarias estimuladas
72h con BUS, CRX y B/C, medidos por RIA. (*:
p<0.05)
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Figura 4. Niveles de LH y FSH en medio de cultivo de células adenohipofisarias estimuladas 30 minutos con Orexina A 10-11M (OXA -11), 10-9M (OXA
-9) y Orexina B 10-11M (OXB -11), 10-9M (OXB -9); medidos por RIA. (*: p<0.05, distinto de control)
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Figura 5. Expresión del receptor OX1 y OX2 en células SPO estimuladas 48h con BUS, CRX, B/C y hCG 10-9M medida por PCR en tiempo real. UA:
unidades arbitrarias. (*: p<0.05)

Efectos de las orexinas sobre la liberación de
progesterona en células SPO

Figura 6. Niveles de progesterona en medio de cultivo de células SPO
estimuladas 48 h con BUS, CRX, B/C y hCG 10-9M, medidos por RIA. (*:
p<0.05)

Figura 7. Niveles de progesterona en medio de cultivo de células SPO
estimuladas 48 h con Orexina A 10-9M (OXA -9) y 10-7M (OXA -7); y
Orexina B 10-9M (OXB -9) y 10-7M (OXB -7), medidos por RIA. (*:
p<0.05, distinto de control)
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