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RESUMEN

En peces anuales, machos y hembras desarrollan conductas claramente diferentes durante el cortejo que
precede al desove. En base a ello, este trabajo propone que la existencia de dimorfismos en el encéfalo de
Austrolebias charrua podrian subyacer a las diferencias comportamentales desplegadas en ambos sexos. Por
lo tanto, se plantea la hipdtesis de que los encéfalos de A. charrua adultos presentan dimorfismos sexuales
anatémicos, que podrian encontrarse sustentados por diferencias en la proliferacién celular. Las glias radiales
(GR) que expresan aromatasa B (AroB, un complejo enzimatico capaz de aromatizar los andrdogenos
produciendo estrégenos) son progenitores neurales altamente proliferativos y podrian estar vinculadas a la
generacion de esta proliferacion diferencial. Los objetivos de este trabajo fueron, entonces, (1) determinar
la existencia de dimorfismos sexuales a nivel neuroanatémico y proliferativo en el cerebro anterior de A.
charruay (2) correlacionar la presencia de glias radiales que expresan AroB con las zonas proliferativas.

En primer lugar, se realizéd una comparacidén anatdmica y de las tasas proliferativas del bulbo olfatorio (BO),
I6bulos telencefalicos (TEL) y region predptica (POA), areas que han sido relacionadas con este tipo de
comportamientos. Se estimd el volumen de los encéfalos y de las areas seleccionadas mediante
reconstruccion tridimensional. Las tasas proliferativas fueron aproximadas a través de la cuantificacién de
nucleos positivos para un marcador de proliferacién (BrdU, tratamiento de una semana). Para detectar la
presencia de células madre y progenitores neurales en las zonas proliferativas se utilizaron diferentes
marcadores de estirpe celular detectados mediante inmunohistoquimica: vimetina (Vim) y AroB para
reconocimiento de glias radiales (GR) y HuC como marcador neuronal. Adicionalmente, se utilizd la técnica
histoquimica de NADPH diaforasa para la deteccién de GR AroB+.

El analisis anatémico del encéfalo y de cada regidon seleccionada mostré volimenes totales mayores en
machos que en hembras, tanto en valores absolutos como en relacion a su tamafio corporal. El estudio de la
proliferacién celular demostrd que, para ambos sexos, la regidn de mayor proliferacién fueron los BOs. Al
comparar entre sexos, los machos presentaron tasas proliferativas significativamente mayores en las tres
regiones analizadas. Las zonas de proliferacidn se ubicaron mayormente en la zona ventricular (ZV), donde
también se detectaron los somas de las GR AroB+, cuyas prolongaciones atraviesan el parénquima. La
colocalizacion de BrdU y AroB revela la presencia de GR con potencial proliferativo en la adultez. En las ZV
no hubo colocalizacidon de las GR con marcadores neuronales. En el parénquima nervioso, se observd
colocalizacion de BrdU y HuC, constatandose neurogénesis en la adultez.

Se especula que el habitat y el ciclo de vida particular de estos peces, estarian ejerciendo grandes presiones
sobre su comportamiento social y reproductivo y, por lo tanto, sobre las estructuras neurales que los
sustentan. La proliferacion neural, puede ser uno de los determinantes en el establecimiento vy
mantenimiento de estos dimorfismos.
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INTRODUCCION

A lo largo de la Historia, las diferencias comportamentales de machos y hembras han despertado el interés
de incontables investigadores, sobre todo cuando se trata de conductas sociales o sexuales. Con numerosos
descubrimientos, la investigacién ha pasado a centrarse sobre sus bases neurales y del desarrollo. Un
sinnimero de especies ha desarrollado comportamientos especificos de cada sexo, cuya importancia radica
en permitir el reconocimiento, apareamiento y cria de la progenie de forma exitosa (Dulac and Kimchi, 2007).

En este sentido, Jacobs (1996) plantea que el estudio de las diferencias entre sexos debe realizarse en
conjunto con andlisis evolutivos, con vista en la seleccidén sexual. Las demandas cognitivas asociadas con la
reproduccion podrian, potencialmente, determinar cambios dimérficos en diferentes estructuras del
cerebro, el sustento neural de las conductas.

Asi es que, en mamiferos, se ha descrito el llamado “cerebro social”, que incluye una red de nucleos
comprendidos principalmente en el telencéfalo y diencéfalo, siendo de particular importancia el area
predptica. Este concepto ha sido también extendido comparativamente a dreas homdélogas en otros
animales, como reptiles, aves y teledsteos. Los nodos principales de esta red han sido relacionados con
multiples comportamientos sociales, como la agresidn, cuidado parental y conductas reproductivas. Estas
regiones, ademads de encontrarse interconectadas, contienen, por definicion, receptores de hormonas
sexuales esteroideas (Revisado en O’Connell and Hofmann, 2011). Es entonces, que numerosos estudios se
han centrado en la bisqueda de estructuras cerebrales dimodrficas que puedan subyacer a los diferentes
comportamientos. El extensivo estudio en esta tematica ha llevado por un lado, al descubrimiento de muchas
especies que presentan dimorfismo sexual desde el nivel molecular hasta el anatémico y funcional,
permitiendo a la vez identificar a las hormonas gonadales como factores cruciales en la generacion de estos
dimorfismos (Cooke et al., 1998; Dulac and Kimchi, 2007).

Los estrégenos (hormonas esteroides clasicamente consideradas feminizantes) fueron inicialmente
caracterizados por su rol central en las funciones reproductivas, pero actualmente se conoce su participacion
en un gran numero de diferentes procesos, como la mineralizacion de los huesos, o su accion sobre el sistema
cardiovascular, o incluso en la generacidn y diferenciacidon de neuronas en el sistema nervioso (Revisado en
Diotel et al., 2010; y en Garcia-Segura, 2008).

En un comienzo, se creia que los estrégenos eran Unicamente producidos en las génadas por parte de la
enzima aromatasa, sin embargo, actualmente se ha demostrado que estas hormonas pueden ser producidas
activamente en otros tejidos esteroidogénicos, como las glandulas suprarrenales y en el sistema nervioso.
De hecho, uno de los principales productores seria el sistema nervioso central, que posee todas las enzimas
esteroidogénicas (Diotel et al., 2010).

El complejo aromatasa (formado por la citocromo P450 aromatasa, producto del gen CYP19, y la NADPH-
citocromo P450 reductasa) es la Unica enzima capaz de convertir los andrégenos C19, como ser la
testosterona, en estrégenos C18, como por ejemplo, el estradiol. Dadas las multiples funciones que
presentan los estrégenos, la aromatasa es una parte integral del desarrollo y funcionamiento de multiples
tejidos, como en particular, el sistema nervioso (Diotel et al., 2010; Forlano et al., 2006; Lephart, 1996). Por
lo tanto, al regular los niveles de estrégenos en el sistema nervioso central, la aromatasa estaria participando
en la diferenciacion sexual de diferentes regiones cerebrales, entre otras funciones. Esto ha llevado a la
postulacion de la “hipdtesis de la aromatizacion”, que plantea que la masculinizacion del cerebro de machos
se da por la aromatizacién de andrégenos a estrégenos, y no por la accidn directa de los andrégenos sobre



sus propios receptores (Revisado en Garcia-Segura, 2008). Los estrégenos podrian organizar una gran
variedad de acciones celulares claves en el sistema nervioso central, incluyendo la muerte y migracion
celular, formacion y eliminacién de sinapsis, diferenciacion celular, e incluso podrian influenciar el
comportamiento y proliferacién de células progenitoras en el cerebro embrionario y adulto y, por lo tanto,
la neurogénesis (Harding, 2004; Mouriec et al., 2008)

Muchos investigadores se han preguntado cuales pueden ser los procesos que se encuentran en la base de
los dimorfismos. Uno de ellos podria ser la proliferacion neural y la neurogénesis modulada por hormonas.
Es asi que, tanto en especies de aves y peces, como en mamiferos, se han observado dimorfismos sexuales
en la capacidad neurogénica. Por lo tanto, pueden relacionarse los comportamientos diferenciales con la
plasticidad neuroanatémica de cada sexo (Ampatzis et al., 2012).

Durante mucho tiempo predomind el dogma que establecia que no se generaban nuevas neuronas en el
cerebro adulto (Gross, 2000; Zupanc, 2001a). En el desarrollo embrionario de todos los vertebrados, las
células neuroepiteliales se extienden radialmente, transformandose en glias radiales. Estas células presentan
un soma posicionado en la zona ventricular y un proceso radial, que se extiende atravesando el parénquima
nervioso, hasta contactar un vaso sanguineo o la superficie pial. Su proliferacién da lugar al surgimiento de
neuroblastos que migran radialmente guiados por las prolongaciones de la glia radial hasta alcanzar su
localizacién final donde se diferencian en neuronas y cumplen su rol funcional (Noctor et al., 2002).
Anteriormente, se creia que la zona ventricular proliferativa desaparecia para transformarse en la capa
ependimaria no proliferativa. Sin embargo, trabajos pioneros de Altman (1962) demostraron que existia
neurogénesis adulta en el cerebro de ratas. De igual modo se ha demostrado la existencia de neurogénesis
en un gran rango de organismos, desde invertebrados hasta humanos (Altman, 1962; Cayre et al., 2002;
Eriksson et al., 1998; Fernandez et al., 2011; Kaplan and Hinds, 1977; Sullivan et al., 2007). Estudios
comparativos han demostrado que las células progenitoras del sistema nervioso adulto corresponden a
células gliales. En el caso de mamiferos, las glias radiales desaparecen en la adultez, pero en otros
vertebrados, como aves y peces teledsteos, estas persisten durante toda la vida, actuando ya sea como
progenitores neurales, o como reguladores en los nichos neurogénicos (Garcia-Verdugo et al., 2002; Sullivan
et al., 2007). El crecimiento del sistema nervioso en la vida posnatal esta vinculado a la proliferacién celular
y neurogénesis en sitios especificos del cerebro (Lindsey and Tropepe, 2006). El estudio de la proliferacion
permite abordar su desarrollo a lo largo de la vida posnatal, por lo que el analisis de la poblacién celular
proliferativa brinda informacién, tanto sobre las zonas y la magnitud del crecimiento y probable
neurogénesis, como de las caracteristicas de las células progenitoras y de los diferentes mecanismos
regulatorios, que finalmente podrian subyacer a las diferencias observadas entre sexos en diferentes
especies.

Muchos investigadores han constatado la existencia de dimorfismos sexuales anatémicos y funcionales en
muchas dreas del encéfalo.

En roedores, se ha estudiado extensivamente el drea predptica medial (mPOA) como un modelo de
dimorfismo sexual. Esta drea se encuentra muy relacionada con los comportamientos sexuales y parentales
en ambos sexos. Dentro de la mPOA, se ha descrito un nucleo llamado nucleo dimérfico del area predptica,
gue presenta un mayor volumen en machos que en hembras, diferencia que ha sido observada incluso en
humanos (Revisado en Cooke et al., 1998). En estudios de proliferacién, se ha observado que estas
diferencias pueden establecerse por una desigualdad en la cantidad de células proliferativas en cada sexo,
que podria encontrarse modulada por las hormonas sexuales. La adicion de estas nuevas células podria
actuar como un mecanismo activo para mantener o establecer los dimorfismos estructurales y funcionales
en el cerebro (Ahmed et al., 2008).



También en roedores, se ha reportado un dimorfismo sexual en el bulbo olfatorio accesorio. Se ha observado
gue las ratas macho poseen mayor volumen y nimero de células mitrales que las hembras, diferencias que
son revertidas mediante castraciones o tratamientos hormonales. Estas evidencias sugieren que estos
dimorfismos podrian encontrarse organizados de forma diferente por la aromatizacion de esteroides
gonadales durante la etapa posnatal critica (Revisado en Segovia et al., 1999). El grupo de Peretto et al. (2001)
aportd evidencia de que un posible mecanismo para el establecimiento de estas diferencias es una
neurogénesis adulta o migracion diferencial hacia el bulbo olfatorio accesorio, ya que observaron mayor
densidad y cantidad de células proliferativas en machos que en hembras.

Los peces teledsteos

Los peces teledsteos, el mayor grupo de peces actinopterygios, se han convertido en un importante modelo
para el estudio de la neurogénesis (Lindsey and Tropepe, 2006; Torres-Pérez et al., 2017). Numerosas
investigaciones han demostrado que en peces adultos, persiste una gran capacidad proliferativa en multiples
regiones a lo largo de todo el encéfalo, desde el telencéfalo hasta la médula espinal (Fernandez et al., 2011;
Mouriec et al., 2008; Zupanc and Sirbulescu, 2011). Estas regiones proliferativas se encuentran en las paredes
ventriculares o zonas subventriculares (Zupanc, 2001b). Los peces teledsteos presentarian entonces, una
capacidad proliferativa notoriamente mayor que otros vertebrados, posiblemente debido a que estos peces
contintan creciendo durante toda su vida (Mouriec et al., 2008).

Como se mencioné anteriormente, las hormonas esteroideas podrian subyacer a la aparicidén vy
mantenimiento de dimorfismos sexuales en el sistema nervioso, a través de la accién de la enzima aromatasa.
Si bien se ha reportado la expresion de la enzima aromatasa en el cerebro de todos los grupos de vertebrados,
los peces poseen algunas particularidades frente a mamiferos y aves. En el genoma de peces teledsteos
existen dos genes codificantes para la aromatasa, que habrian surgido como genes paralogos luego de la
tercera duplicaciéon completa del genoma (3R), propia de estos teledsteos (Ohno, 1970) . Cada uno de estos
genes es regulado de forma diferente, generando asi dos formas enzimaticas funcional y estructuralmente
diferentes, que presentan especificidad de tejido: la aromatasa A (del gen cypl9a), expresada
predominantemente en las génadas, y aromatasa B (del gen cyp19b), que se expresa en el cerebro. A
diferencia de lo reportado en mamiferos y aves, en teledsteos la aromatasa B (AroB) del sistema nervioso se
expresa Unicamente en las glias radiales. Numerosos estudios han planteado que las glias radiales AroB-
positivas actuarian como células progenitoras capaces de dividirse y generar nuevas neuronas. Ademas, la
aromatasa es la Unica enzima capaz de producir estrégenos, y es posible que estos actien de forma local
regulando la proliferacién. Algunos autores han planteado que las grandes capacidades proliferativas
mantenidas a lo largo de toda la vida de peces teledsteos podrian relacionarse con la importante capacidad
de producir estréogenos, mediada por la alta expresion de la aromatasa en las células de la glia radial, es decir
de las células progenitoras (Revisado en Mouriec et al., 2008; y en Pellegrini et al., 2016).

Se ha observado una fuerte expresién de mensajeros para la enzima AroB en las zonas ventriculares de
bulbos olfatorios, telencéfalo y drea predptica, (Pellegrini et al., 2005) areas clave en el establecimiento de
comportamientos sociales y reproductivos.

La alta capacidad proliferativa y la importante expresién de AroB convierten a los peces teledsteos en
interesantes modelos para el estudio de la proliferacién, el establecimiento de dimorfismos sexuales del
sistema nervioso y su modulacidn por hormonas esteroideas. Con esto en mente, numerosos trabajos han
abordado esta tematica en teledsteos.



En el pez Salmo trutta, Kolm et al. (2009) encontraron mayores volimenes del encéfalo en machos que en
hembras. Ademas, los bulbos olfatorios mostraron tendencias similares, siendo sus volimenes mayores en
machos. Los autores plantean que las altas demandas cognitivas, asociadas a la reproduccion y la seleccién
sexual podrian ser una de las fuerzas que han moldeado las diferencias dimérficas de estas dreas. Es posible
que la mayor complejidad comportamental de los machos frente a la competencia intrasexual y la busqueda
de pareja sean fuertes presiones selectivas, que determinen un mayor volumen de las estructuras implicadas.

Grober et al. (1991) observaron que en el pez Thalassoma bifasciatum existen dimorfismos en el nimero de
neuronas productoras de hormona liberadora de gonadotrofinas (por su sigla en inglés GnRH) en el area
predptica (POA) -con un mayor numero en machos totalmente diferenciados, que en hembras- vy
demostraron que estas diferencias podian ser establecidas experimentalmente mediante tratamientos
hormonales con 11-ketotestosterona (andrégeno C19).

Ademas de las diferencias mencionadas en el parrafo anterior, se han apreciado dimorfismos en el POA y
otras dreas hipotalamicas en el pez medaka (Oryzias latipes). Melo y Ramsdell (2001) demostraron que el
POA de machos presentaba niveles de actividad de la enzima AroB significativamente mayores. Estos autores
plantean que, teniendo en cuenta la estrecha relacidn entre el POA y la hipdfisis, esta diferencia podria jugar
un importante rol en la modulacién -especifica para cada sexo- de la accién vy liberacién de factores
hipofisarios.

Los peces anuales como modelo de estudio

Los peces anuales son teledsteos de agua dulce que, debido a las particularidades en su desarrollo, ecologia,
fisiologia y evolucién, se han vuelto interesantes modelos de estudio en muchas areas. En relacion a lo
observado en otros vertebrados, poseen un ciclo de vida muy corto (menor a un afio), ya que habitan charcos
temporales que desaparecen en el verano de la regién Neotropical y en Africa (Berois et al., 2014; Loureiro
and Sa, 2015). La supervivencia de la especie depende de la generacién de embriones resistentes a la
desecacién, que permanecen enterrados en el sustrato durante la estacion seca, para luego eclosionar una
vez que el charco vuelve a inundarse al afo siguiente (Berois et al., 2012, 2014; Wourms, 1972). Es asi que
estos peces han desarrollado adaptaciones para la supervivencia de la especie, a pesar de tener un ciclo de
vida tan corto: un rapido crecimiento y maduracion sexual, alcanzando la madurez en pocas semanas (Berois
et al., 2014).

El género Austrolebias de peces anuales pertenece a la Familia Rivulidae. Presenta aproximadamente 42
especies distribuidas extensamente en las cuencas La Plata-Parana y Patos-Merin (Revisado en Loureiro et
al., 2015).

Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que los peces anuales del género Austrolebias
(Cyprinodontiformes, Rivulidae) poseen una activa proliferacién neural y neurogénesis en numerosas zonas
a lo largo de todo el encéfalo (Fernandez et al., 2011; Rosillo et al., 2016, 2010; Torres-Pérez et al., 2017),
pudiendo incluso identificarse 20 zonas proliferativas (Torres-Pérez, en preparacion). Fernandez et al. (2011)
encontraron altas tasas proliferativas en el bulbo olfatorio, torus longitudinalis y cerebelo en tres especies
de Austrolebias. Torres-Pérez et al. (2017) observaron proliferacidn a lo largo de todo el encéfalo, incluyendo
importantes areas comprendidas en la red del cerebro social, como el drea predptica, el telencéfalo y los
bulbos olfatorios. Rosillo et al. (2016) y Torres-Pérez et al. (2017) han caracterizado una importante presencia
de poblaciones heterogéneas de células de la glia radial en las zonas ventriculares y proliferativas del cerebro
de Austrolebias charrua, sugiriendo un rol de estas células como células progenitoras neurales. Su alto



potencial proliferativo convierte, entonces, a estos peces en buenos modelos para el estudio de la
neurogénesis posnatal.

Las Austrolebias constituyen también un buen modelo para el estudio de diferencias entre sexos, tanto las
comportamentales, como las proliferativas. Importantes dimorfismos sexuales han sido reportados en la
mayoria de los peces anuales neotropicales. En Austrolebias, los machos suelen ser de mayor tamafio y
poseer una coloracion mas llamativa que las hembras (Berois et al., 2014; Garcia et al., 2008). Estos peces
presentan un complejo cortejo, en el que los machos generan un despliegue de varios comportamientos para
atraer a las hembras que, en cambio, podrian presentar un rol de evaluacién y seleccidon del macho. Se ha
demostrado que estas pueden responder a claves visuales y olfativas de los machos, y posiblemente utilicen
también informacién de otras modalidades sensoriales, por ejemplo, tactiles (Garcia et al., 2008; Passos et
al., 2013a, 2013b). Como se menciond anteriormente, la mayor complejidad de los comportamientos
reproductivos y la seleccion sexual actuando sobre los machos podrian responder a dimorfismos de las
estructuras relacionadas con estas conductas (Kolm et al., 2009).

Por lo expuesto, se han seleccionado para el presente trabajo a los peces anuales Austrolebias charrua. En
estos peces, se investigd la existencia de dimorfismos sexuales anatdmicos y proliferativos en el cerebro,
como posibles actores en el establecimiento de las diferencias comportamentales y fisioldgicas. Los
investigadores de nuestro laboratorio han observado diferencias anatdmicas entre cerebros de machos y
hembras (Fernandez, comunicacidn personal). Se ha decidido utilizar peces de una edad que no ha sido
investigada hasta el momento en nuestro laboratorio (adultos jovenes de entre cuatro y cinco meses de
edad), teniendo en cuenta que las diferencias de edad en Austrolebias suelen ser muy significativas debido
a su rapido desarrollo, corto ciclo de vida y constante proliferacién celular.

Hipdtesis

Dadas las diferencias corporales y comportamentales entre sexos descritas en Austrolebias charrua, sumadas
ala observacién preliminar de dimorfismos en la anatomia de sus encéfalos, se propone que areas cerebrales
vinculadas a aspectos comportamentales basicos para la reproduccién presenten dimorfismos en estos peces
anuales. Por lo tanto, se plantea la hipdtesis de que diferencias anatdmicas entre machos y hembras de A.
charrua podrian encontrarse sustentadas por diferencias, tanto en la localizacién de las células progenitoras,
como en la presencia de tasas proliferativas diferenciales entre ambos sexos. Las glias radiales que expresan
aromatasa B podrian ser progenitores neurales altamente proliferativos y estar vinculadas a la generacién
de esta proliferacion diferencial.

Objetivos
Objetivo General
Analizar comparativamente entre machos y hembras tres regiones cerebrales anteriores (bulbo olfatorio,

I6bulos telencefalicos y region predptica), en peces Austrolebias charrua de entre cuatro y cinco meses de
edad.



Obijetivos Especificos

Obtener ejemplares de los peces anuales A. charrua de una edad aproximada de entre cuatro y cinco
meses. Para esto se recolectaron del campo y se criaron ejemplares en el laboratorio.

Estudiar la neuroanatomia del encéfalo de machos y hembras de A. charrua a través de la reconstruccion
tridimensional por programas informaticos.

Determinar la presencia de células proliferantes mediente un pulso de bromodesoxiuridina (un marcador
celular, BrdU) y su deteccidn por técnicas inmunohistoquimicas.

Cuantificar los nucleos proliferativos.

Determinar estadisticamente si existen dimorfismos en las tasas proliferativas de las tres regiones del
cerebro anterior seleccionadas (bulbo olfatorio, telencéfalo y region predptica)

Detectar si la glia radial de machos y hembras de A. charrua expresan la enzima aromatasa B, mediante
técnicas de inmunohistoquimica y la técnica histoquimica NADPH diaforasa.
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METODOLOGIA

Cria y recoleccidn de los peces anuales

Con el fin de obtener ejemplares de peces anuales A.charrua de aproximadamente entre cuatro y cinco
meses de edad, se criaron peces en condiciones de laboratorio a partir de turbas y se recolectaron en el
campo.

La recoleccion de peces en el campo y la eclosion de embriones conservados en turbas se realizaron de
acuerdo al método propuesto por Papa, et al. (2015).

La eclosién de embriones fue guiada por Nicolas Papa en el acuario de Facultad de Ciencias, UdelaR, y se hizo
a partir de turbas generadas en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) en el afio
2017. Para esto, las turbas fueron humedecidas gradualmente en peceras por al menos 30 minutos. Luego
se adiciond agua hasta una altura de aproximadamente 2cm, con una temperatura mantenida de alrededor
de 20°Cy aireacidn. La mayor parte de los embriones suele eclosionar en las siguientes 24hs. Los alevines
fueron alimentados con nauplios de Artemia sp o microgusanos Panagrellus redivivus y la pecera fue
completada con agua. Luego los alevines recibieron un cambio de agua y alimentacién dos veces al dia por
aproximadamente 30 dias.

Cuando los alevines alcanzaron un mes de edad fueron alimentados diariamente con Daphnia sp. y gusanos
Tubifex sp. por aproximadamente cuatro meses y se transportaron y acondicionaron en el bioterio de
poiquilotermos del IIBCE. Se mantuvieron en peceras con aireacién, temperatura de 192C, conductividad del
agua alrededor de los 300mS y alimentados diariamente con Tubifex sp. y Daphnia sp. Estos ejemplares
fueron utilizados para la obtencién de resultados preliminares y para el entrenamiento y puesta a punto de
las diferentes técnicas que se utilizaron.

Los peces del campo fueron recolectados a fines de agosto del charco anual “El Podrido”, ubicado en la
entrada principal de La Coronilla, Rocha, Uruguay (33°53'46.8"S,53°30'56.1"W), mediante el uso de
calderines y golpeando el fondo barroso. Para este trabajo se pescaron individuos con una edad aproximada
de cuatro a cinco meses. Los peces capturados fueron transportados al bioterio del Instituto Clemente
Estable y acondicionados gradualmente (una semana de aclimatacién) para mantenerlos en condiciones de
laboratorio (temperatura de 192C, conductividad del agua de aproximadamente 300mS) y se alimentaron
diariamente con Daphnia sp. y gusanos Tubifex sp.

Se seleccionaron doce peces recoletados en el campo (seis hembras y seis machos) para este trabajo, de los
cuales diez (cinco hembras y cinco machos) fueron utilizados en experimentos de tratamiento de 5-bromo-
2-deoxyuridine (BrdU) y los dos restantes (un macho y una hembra) fueron utilizados para los experimentos
de NADPH diaforasa.

Los procedimientos se realizaron utilizando como guia los métodos planteados por Fernandez, et al. (2011)

y se encuentran aprobados por el Comité de Etica en el Uso de Animales del IIBCE y Facultad de Ciencias
(CEUA).
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Tratamiento con BrdU

La determinacion de células proliferantes en el encéfalo de A. charrua fue realizada proliferantes mediante
un pulso de bromodesoxirudina (un marcador de proliferacién celular, BrdU) y su deteccién fue hecha a
través de técnicas inmunohistoquimicas.

Para esto, diez peces fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis Unica (100 mg/kg de peso
corporal) de BrdU (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA) disuelto en solucidn salina 0.6% de cloruro de sodio.
La aplicacion de marcadores, como es el caso de los andlogos de timidina (como el BrdU), permiten la
deteccion de células proliferativas en diferentes tejidos. El BrdU se incorpora en la fase S del ciclo celular, es
decir, cuando las células se encuentran en divisién y, por lo tanto, su deteccidon por inmunohistoquimica
permite determinar células en proliferacién (Gratzner, 1982).

Fijacidn, diseccidn y obtencion de secciones histoldgicas

Una semana luego de la inyeccion de BrdU, los diez peces inyectados con BrdU se anestesiaron
profundamente agregando Eugenol 10% en una dilucién 1:1000 (Sigma, St. Louis, MO, USA) al agua de la
pecera hasta el cese del movimiento opercular y hasta que no se registro reflejo de escape. Los individuos
anestesiados fueron entubados por via oral con un flujo constante de agua durante la perfusién. Se expuso
la cavidad ventral, se introdujo una aguja intracardiacamente para la transfusion inicial de solucidn salina con
anticoagulante (citrato de sodio 1%) y vasodilatador (2%) para lavar el sistema vascular de sangre. A
continuacién, se perfundié la solucién fijadora de paraformaldehido (PAF) 10% (preparado en buffer fosfato
(PB) 0,1M, pH 7,2-7,4).

Luego de la perfusion los peces fueron medidos en su longitud total (desde el extremo rostral de la cabeza
hasta el extremo caudal de la aleta caudal).

Los encéfalos fueron disecados y mantenidos por 2hs en una solucién fijadora con PAF a 4°Cy luego fueron
transferidos a PB por una noche para lavar el fijador. Los encéfalos fueron mantenidos a 4°C hasta su
procesamiento en PB. Luego fueron encastrados en bloques de gelatina-albumina 1:2 (1,5 y 45 %
respectivamente, disueltas en solucion salina de Cloruro de Sodio 0,9%) y cortados a Vibratomo S100 (Leica
Buffalo Grone, IL, USA) de forma transversal y seriada con un grosor de 50um.

Un macho y una hembra fueron perfundidos y disecados con el mismo protocolo antes mencionado vy
procesados en el mismo dia para el tratamiento con NADPH diaforasa.

Reconstruccidn tridimensional

Con el propdsito de estudiar la neuroanatomia del encéfalo de machos y hembras de A. charrua, se estimaron
los volumenes del encéfalo y de las areas seleccionadas mediante reconstrucciones tridimensionales. Para
esto los cortes provenientes de cuatro peces (dos machos y dos hembras) fueron fotografiados de forma
seriada en microscopio de luz Nikon Eclipse E200. Las imagenes obtenidas fueron utilizadas para la
generacion de una reconstruccion tridimensional mediante el programa informatico Biovis3D (Montevideo,
Uruguay). En este programa se marcé el contorno de cada corte y se superpusieron para generar un modelo
tridimensional de cada encéfalo, lo que permitié obtener una estimacién de su volumen.

Se decidid seleccionar un criterio para establecer los limites anteriores y posteriores de los encéfalos
reconstruidos. Para esto se decidié utilizar, como limite anterior, el corte mas rostral que presentara tejido
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del bulbo olfatorio, mientras que el limite posterior se establecié como el primer corte caudal en el que ya
no se observd el cuarto ventriculo.

Una vez generado el modelo para el encéfalo completo, se marcaron los contornos de las areas de interés
para la determinacién de su volumen. Las dreas seleccionadas fueron el bulbo olfatorio (BO), l6bulos
telencefélicos (TEL) y regién predptica (POA). Estas fueron identificadas utilizando como guia un atlas
topoldgico del cerebro de pez cebra Danio rerio (Wulliman et al., 2012), del pez anual Notobranchius furzeri
(D’angelo, 2013) y de Austrolebias charrua (Torres-Pérez, en preparacién). En el caso de los |ébulos
telencefalicos se seleccionaron cortes que presentaran telencéfalo ventral y dorsal.

Inmunohistoguimica

Los cortes destinados ainmunohistoquimica para la visualizacién del BrdU incorporado fueron incubados por
45 min con HCI 2N y Triton X-100 0,3% disuelto en PB para desnaturalizar el ADN, exponer los antigenos del
BrdU y otorgar una mayor permeabilidad de la membrana celular para favorecer la penetrabilidad de
anticuerpos. Luego se hicieron tres lavados con PB (10 minutos cada uno con agitacion a temperatura
ambiente) y se incubaron los cortes con anticuerpos anti-BrdU por 24 a 48hs a 4°C. A continuacién se hicieron
otros tres lavados con PB y los cortes se incubaron con anticuerpos secundarios (Tabla 1).

Se seleccionaron cortes de dos encéfalos (un macho y una hembra) para combinar la marca de la proliferacion
celular brindada por el BrdU con anticuerpos para determinar estirpe glial o neuronal. Para la determinacion
de la expresion de la enzima aromatasa B en la glia radial de ambos sexos, se utilizaron anticuerpos anti
aromatasa B (AroB) y vimentina (Vim), mientras que el marcaje para detectar nuevas neuronas se realizé con
anticuerpos anti HuC.

Los cortes destinados a la inmunohistoquimica con los marcadores antes mencionados fueron lavados una
vez con PB durante 5 a 10 minutos y luego incubados por 48 hs con anticuerpos primarios. Finalizado este
tratamiento, los cortes se incubaron con anticuerpos secundarios por 1h (Tabla 1).

Tabla 1: Anticuerpos primarios (AC1) y secundarios (AC2) con sus respectivas diluciones para
inmunohistoquimica.

Diluci
Deteccién AC1 Marca y cégido :;]CI AC2 marca  Dilucidn
HUC  AntiHuc ~ APeam, ab78a67, ., Alexad88 Anti o 11000
Conejo, Policlonal Conejo
Anti-BrdU Hybridoma Bank, Alexa 488 Alexa

BrdU G3G4, Raton, 1:80 Abcam 1:1000

G3G4 546 Anti Ratén
monoclonal
AroB  AntiArop  /\pcam,abl06168, ..., Alexab33, Anti o 111000
Conejo policlonal Conejo
Vim Anti Vim Hybrld?ma Bank, 40E- 150 Alexa 48,8, Anti Abcam 1:200
C, Ratén monoclonal Raton
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Luego de ser incubados con los anticuerpos correspondientes, los cortes se montaron en portaobjetos con
Glicerol-DAPI (coloracién nuclear) para su visualizacién en el microscopio confocal.

Los cortes de inmunohistoquimica fueron visualizados y fotografiados mediante los microscopios confocales
Olympus FV300y Zeiss LSM 800 del IIBCE. Para la cuantificacidon se seleccionaron cuatro cortes de las regiones
de interés (BO, TEL y POA) y se fotografié uno de los hemicerebros de cada corte. Estas dreas fueron
identificadas mediante tincion por DAPI utilizando también como guia los atlas topolégicos.

Controles

Como control positivo de los anticuerpos para la AroB se perfundieron peces cebra Danio rerio (homdlogo
del anticuerpo) y Austrolebias charrua (heterdlogo del anticuerpo). Los cortes del encéfalo de ambas especies
fueron incubados con el anticuerpo primario y secundario. En los cortes de pez cebra se localizé la sefal
positiva restringida a las regiones descritas previamente en la bibliografia (Tong et al., 2009), mientras que
en A. charrua también se constato la sefial positiva en el encéfalo en forma localizada a estas regiones.

Como control negativo de la inyeccidén de BrdU se procesaron los cortes de cerebros de A. charrua que no
fueron inyectados. Como control positivo del revelado por inmunofluorescencia del BrdU, se utilizaron
muestras de tejido intestinal de rata y A. charrua, por ser tejidos con alta capacidad proliferativa.

Como control negativo de los anticuerpos de BrdU y AroB, a algunos cortes de encéfalo no se les realizd
incubacién con el anticuerpo primario, pero si con el secundario, y viceversa. Para el resto de los anticuerpos
se siguieron los mismos procedimientos de controles positivos y negativos, utilizando muestras de tejido
extraidas de A. charrua y de la especie utilizada por el fabricante para validar dichos anticuerpos.

Cuantificacion de nucleos marcados con BrdU

Para cuantificar los nucleos proliferativos marcados con BrdU, usando el microscopio confocal, se realizd un
apilado de imdagenes de 20 um del espesor total de los cortes seleccionados, tomando imagenes cada 2 um.
La herramienta FluoView (Olympus, Tokio, Japdn) permite el apilado de todos los planos, sobre este apilado
se cuantificaron los nucleos marcados con BrdU.

Cuando la superficie del corte era mayor que el campo del microscopio con el aumento utilizado, se tomaron
varias fotografias, empleando los mismos parametros para cada una, y luego se utilizé el programa
informatico Photoshop (Adobe Systems; Mountain View, CA) para componer la imagen completa.

Los nucleos BrdU positivos de cada corte fueron cuantificados manualmente mediante el programa
informatico de libre acceso FlJI (Schindelin et al., 2012; https://fiji.sc/). Este programa permitié también la
estimacion del drea de cada corte utilizado para la cuantificacion, y a partir de esa area pudo calcularse una
estimacion del volumen cuantificado (con 20um de profundidad).

Andlisis estadistico de los datos

Para la determinacion estadistica de posibles diferencias en las tasas proliferativas de machos y hembras en
las regiones seleccionadas se realizaron los siguientes andlisis. Se realizd una suma de los nucleos
cuantificados para cada individuo (cinco machos y cinco hembras) en los cuatro cortes utilizados para cada
region. A continuacidn, se realizé un promedio con estos datos para cada sexo. Estos fueron comparados
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mediante un test de Mann-Whitney y graficados en el programa GraphPad Prism (GraphPad Software v6,
San Diego, California USA, www.graphpad.com).

El nimero total de nicleos BrdU positivos para cada corte fue dividido por el volumen del corte para estimar
las tasas proliferativas. Los valores obtenidos fueron procesados estadisticamente mediante los programas
informaticos GraphPad Prism y PAST (Hammer et al., 2001; https://folk.uio.no/ohammer/past/).

En primer lugar, se tested la normalidad de los datos mediante el test de D'Agostino y Pearson y Shapiro-
Wilk de ambos programas. Ademas, se realizé un test de Levene para determinar si los desvios estandar (SD)
de los datos eran significativamente diferentes.

Segun lo obtenido en estas pruebas estadisticas, se utilizaron los siguientes tests de t no pareados:

- Cuando los datos podian ser considerados normales y su desvio estandar (SD) no era
significativamente diferente, se utilizd un test de t paramétrico. Este fue el caso para las tasas
proliferativas del BO y POA.

- Cuando los datos no se ajustaban a la normalidad, pero sus SD no eran significativamente diferentes,
como en el caso del TEL, se utilizé un test de Mann-Whitney.

NADPH diaforasa

Para la deteccién de la expresidn de la enzima AroB en ambos sexos, se utilizé también la técnica de NADPH
diaforasa. Para esto, los encéfalos de dos peces (un macho y una hembra) fueron utilizados para la
visualizacidon de la actividad NADPH diaforasa. El complejo aromatasa se encuentra formado por la citocromo
P450 aromatasa, producto del gen CYP19b, y la NADPH-citocromo 450 reductasa. (Diotel et al., 2010; Forlano
et al., 2006; Lephart, 1996). La presencia del dominio NADPH reductasa permite que la enzima AroB sea
detectada mediante la técnica de NADPH diaforasa. Asimismo, se ha detectado la colocalizacién de AroB por
inmunohistoquimica y marcaje por NADPH-diaforasa (Torres-Pérez, en preparacion).

Para esto, los encéfalos destinados a esta técnica fueron procesados de la forma antes mencionada el mismo
dia de su perfusion, con la diferencia de que el lavado con PB luego de su fijacidn se realizé durante una hora.
Una vez obtenidos los cortes, se siguid el protocolo planteado por Valtschanoff et al. (1992). Los cortes se
incubaron con una soluciéon compuesta de: 5ml Buffer Tris con 12uL de Tritdn X-100 (0,3%), luego se adiciond
una mezcla de Nitro Azul de Tetrazolio (2mg) y beta-NADPH (5mg) en agua bidestilada. Estos cortes fueron
finalmente mantenidos en estufa a 37°C de 2 a 18 hs. Los cortes fueron observados en lupa para determinar
el momento en el que el marcado era el esperado. Luego los cortes fueron retirados de la solucién y lavados
varias veces con PB. A continuacion, los cortes se montaron en portaobjetos con glicerol y se observaron y
fotografiaron en microscopio de luz Nikon Eclipse E200.

Esquematizacion

La reconstruccion tridimensional y los cortes transversales se utilizaron también para realizar esquemas
generales del encéfalo y de las areas seleccionadas.

Ademas, de forma esquematica, en estos cortes se representaron las areas en donde se observé mayor

cantidad de nucleos proliferativos marcados con BrdU y células de la glia radial marcadas con la técnica de
NADPH diaforasa.
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RESULTADQOS

Reconstruccién tridimensional

Con el propdsito de estimar los volimenes del encéfalo y de las areas seleccionadas, se realizaron
reconstrucciones tridimensionales de cuatro encéfalos (dos machos y dos hembras de la misma edad). Enla
Fig. 1 se muestran dos de los encéfalos reconstruidos (uno de cada sexo).

HEMBRA

HEMBRA

Fig. 1: Arriba: Se muestran las fotografias de dos encéfalos de A. charrua de cada sexo (Barra de
calibracién=2mm). Abajo: Se muestran las reconstrucciones tridimensionales de los encéfalos completos
de A. charrua en el programa Biovis3D a partir de fotos tomadas de cortes transversales para cada sexo.
Se muestran las vistas desde los tres planos (lzquierda: lateral, centro: superior, derecha: frontal).

Se decidid seleccionar un criterio para establecer los limites anteriores y posteriores de los encéfalos
reconstruidos para la aproximacién de los volimenes totales. Una vez establecidos estos criterios, se estimo
el volumen del encéfalo completo para dos machos y dos hembras mediante las reconstrucciones (Fig. 2B).
Los cerebros de los machos presentaron volumenes mayores que los de las hembras, con un promedio de
5.62 mm?3, mientras que las hembras presentaron un promedio de 4.02 mm?3(Tabla 2; Fig. 3Ay B).

Este programa, ademas, permitié realizar las reconstrucciones de las areas seleccionadas (BO, TELy POA; Fig.
2) y estimar sus volumenes. El andlisis comparativo de los volumenes promedio, mostré mayores valores en
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las tres regiones en los machos, con respecto a las hembras. En machos, se observaron volimenes promedio
para el BO, TELy POA de 0.098 mm?3, 0.554 mm?3y 0.046 mm?, respectivamente, mientras que en las hembras,
estos fueron de 0.081 mm?, 0.423 mm?y 0.028 mm? (Tabla 2;Fig. 3Cy D).

Fig. 2: A) Reconstruccidn tridimensional mediante el programa Biovis3D de las areas seleccionadas en un
encéfalo como ejemplo (Azul: bulbo olfatorio, verde: Iébulos telencefalicos, violeta: regidn predptica). B)
Reconstruccidn tridimensional mediante el programa Biovis3D del encéfalo completo. C) Corte
longitudinal de la reconstruccion del encéfalo completo superpuesto con las areas seleccionadas (Azul:
bulbo olfatorio, verde: I6bulos telencefalicos, violeta: regidon predptica, naranja: encéfalo completo)

Tabla 2: Se indica para cada encéfalo reconstruido el sexo (M: macho, H: hembra), el tamafio corporal del
animal (medida del pez del extremo anterior de la cabeza al extremo mas caudal de la cola en el momento
de la perfusion) y los volimenes estimados mediante el programa Biovis3D de las areas seleccionadas
(BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: region predptica) y del encéfalo completo. Ademas,
se indica el promedio para cada sexo de las medidas presentadas.

Sexo Tamaiio Volumen BO Volumen TEL  Volumen POA V,olumen
corporal (mm) (mm3) (mm3) (mm3) encéfalo (mm3)
M 41 0.112 0.610 0.052 5.608
M 39 0.084 0.498 0.039 5.634
Promedio 40 0.098 0.554 0.046 5.621
H 41 0.092 0.485 0.030 4.234
H 38 0.071 0.361 0.025 3.810
Promedio 39 0.081 0.423 0.028 4.022
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Fig. 3: Volumenes estimados mediante la reconstruccion tridimensional en el programa Biovis3D de cuatro
individuos de ambos sexos. (M: macho, H: hembra). A) Volimenes del encéfalo completo de cada pez. B)
Volumenes promedio del encéfalo completo para cada sexo. C) Volumenes de las regiones seleccionadas
de cada pez (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: region predptica). D) Volumenes
promedio de las regiones seleccionadas para cada sexo

Teniendo en cuenta que no se observaron importantes diferencias en los tamafios corporales de los peces
(Tabla 2), pero si en los volimenes de los encéfalos, se decidié estudiar si existian diferencias en las
relaciones del volumen del encefalo respecto al tamafio corporal. Se graficé el volumen total del encéfalo
con respecto a su longitud corporal. Se observé que en el caso de los machos, los volimenes totales eran
mayores en relacién a sus longitudes corporales que en las hembras (Fig. 4). Este resultado muestra que el
crecimiento del encéfalo de los machos seria mayor en relacion al tamafio corporal que el de las hembras.

Considerando el resultado anterior, se buscaron también si existian diferencias en la relacién entre el tamafio
de cada regidn de interés y el tamafio total del encéfalo. Para esto, se realizé una division del volumen de
cada area del cerebro por el volumen total. En este caso, no se observaron grandes variaciones en las
relaciones. En el caso del BO y TEL, el tamafio relativo promedio es ligeramente mayor en hembras, mientras
gue en el POA, es ligeramente mayor en machos (Fig. 5).
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Fig. 4: Se indica el volumen total del encéfalo de cuatro peces de ambos sexos en funcién del tamafio
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Fig. 5: Se muestran los volumenes relativos de las dreas de estudio para cuatro peces de ambos sexos (M:
macho, H: hembra). A) Volumenes relativos para cada pez. B) Volumenes relativos promedio para cada
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Fig. 6: Seindica el volumen de las areas de estudio para dos peces de cada sexo en funcidn del tamafio
corporal de cada uno (longitud total). (M: macho, H: hembra). A) Volumen del bulbo olfatorio en
funcion del tamafio corporal. B) Volumen de los ldbulos telencefdlicos en funcidon del tamafio
corporal. C) Volumen de la region predptica en funcién del tamafio corporal.

Si bien no se encontraron diferencias del volumen de cada regién analizada en relacién al tamafo del
encéfalo entre sexos, se buscd estudiar si estas areas habrian crecido de forma alométrica en cada sexo. Para
esto se compard la relacion del tamafio corporal, pero en este caso, con el volumen de cada region de interés
(BO, TEL y POA). En este caso, se observo, al igual que en el caso del encéfalo completo, que los machos
presentan un mayor volumen de las tres regiones en relacion a su longitud total.

Andlisis de la proliferacién celular en el cerebro de machos y hembras

Cuantificacion de nucleos BrdU positivos

Para esto, se realizaron los controles positivos y negativos de la técnica de inmunohistoquimica. Los controles
para el anticuerpo anti AroB mostraron que no existian falsos positivos debido a la interaccidn inespecifica
del anticuerpo secundario con otras estructuras o epitopes. Los controles realizados para los demas
anticuerpos utilizados, mostraron la distribucion especifica descrita en la bibliografia y en ningln caso los
anticuerpos secundarios presentaron reacciones cruzadas con epitopes en los tejidos analizados, visibles con
los laseres especificos para cada fluoréforo.

Mediante la aplicaciéon de la técnica de inmunohistoquimica se logré detectar la presencia de células
proliferativas BrdU+ a lo largo de todo el encéfalo de A. charrua de ambos sexos de entre cuatro y cinco
meses de edad. La cuantificacién de los nucleos permitid el calculo de las tasas proliferativas para cada
region. Los nucleos BrdU+ fueron identificados por fluorescencia en el microscopio confocal. El analisis
comparativo de dichas imdagenes con las fotografias tomadas con luz transmitida permitié discriminar los
nucleos BrdU+ de los eristrocitos (por su morfologia y posicidn).

Los valores presentados en la Tabla 3 muestran que existe una diferencia en la cantidad de nucleos
proliferativos BrdU+ presentes en ambos sexos: los machos presentaron una cantidad promedio
significativamente mayor que las hembras en las tres regiones analizadas (Fig. 7), con un nimero promedio
aproximado de 118, 225 y 76 nucleos en el BO, TEL y POA, respectivamente, mientras que las hembras
presentaron 61, 127 y 42 para las mismas zonas. Ademas, de acuerdo con lo observado anteriormente en
las reconstrucciones tridimensionales (Tabla 2), los volimenes de los cortes seleccionados en machos fueron
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mayores que los de hembras. En el caso de los machos, existié una gran variacidn de la cantidad de ntcleos

cuantificados.

Tabla 3: Se muestran los valores promedio de ntcleos proliferativos BrdU+ para cada region (BO: bulbo
olfatorio, TEL: Iébulos telencefélicos, POA: region predptica) separado por cada sexo (M: macho, H:
hembra), su desvio estandar (SD), error estandar (SEM) y el volumen total de los cortes cuantificados

Region Numero de nticleos SD SEM Volumen (mm?3)
BO M 118.4 66.05 29.54 0.010
BOH 61.2 19.34 8.65 0.008
TELM 224.8 47.28 21.15 0.042
TELH 126.8 19.20 8.59 0.036

POA M 76.0 21.18 9.47 0.009
POAH 42.0 13.93 6.23 0.008
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Fig. 7: Grafica del promedio £ SEM de nucleos proliferativos BrdU+ para cada regién (BO: bulbo olfatorio,
TEL: lébulos telencefalicos, POA: regidn predptica) y sexo (M: macho, H: hembra). Se indican las
diferencias significativas (BO H vs BO M: p=0.0317; TELH vs TEL M: p=0.0079; POA H vs POA M: p=0.0317,

*=p<0.05, **=p<0.01).

Los datos de las tasas proliferativas de cada corte analizados estadisticamente y se calcularon sus promedios,
SD y SEM (Tabla 4). Se observé que los machos presentaron una tasa proliferativa significativamente mayor
gue las hembras en todas las regiones estudiadas. En ambos sexos, las mayores tasas proliferativas fueron
detectadas en el BO, seguidas de las calculadas en el POA y finalmente la del TEL (Fig. 8).
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Tabla 4: Promedio (nicleos/mm3), desvio estandar (SD) y Error estandar de la media (SEM) de las tasas
proliferativas para cada regidn (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: region predptica) y
sexo (M: macho, H: hembra).

.. Promedio
Region (ntcleos/mm?) SD SEM
BO M 11394 6811 1523
BOH 7760 3942 881.4
TELM 5732 2599 581.1
TELH 3616 1412 315.7
POA M 8375 3322 742.8
POAH 5522 3300 738
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Fig. 8: Grafica del promedio + SEM de las tasas proliferativas (nucleos/mm?3) para cada regién (BO: bulbo
olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: regidn predptica) y sexo (M: macho, H: hembra). Se indican las
diferencias significativas (BO H vs BO M: p=0.0458; TEL H vs TEL M: p=0.0024; POA H vs POA M: p=0.0097,
*=p<0.05, **=p<0.01).

Teniendo en cuenta las diferencias observadas, se analizd la proporcidon que representa cada regién en el
total de las tasas proliferativas obtenidas. Utilizando las tasas proliferativas promedio para cada regién (Tabla
4) no se observan practicamente diferencias entre ambos sexos (Fig. 9). El BO constituyé en machos y
hembras, el 45% y 46%, respectivamente. Mientras que, en el caso del TEL, su proliferacidon correspondid al
22% en machos y 21% en hembras y el POA, en ambos sexos, el 33%. Es decir, que las proporciones entre las

22



tasas proliferativas entre regiones en ambos sexos son muy similares, que se ajusta a lo observado en la Fig.
5.

Machos Hembras

= BO =TEL =POA

Fig. 9: Se muestra la proporcidn entre las tasas proliferativas de cada regién para cada sexo (BO: bulbo
olfatorio, TEL: I6bulos telencefélicos, POA: regién predptica).

Localizacion de los nucleos BrdU+

Los nucleos proliferativos marcados con BrdU se localizaron ampliamente a lo largo de todo el encéfalo de
A.charrua de ambos sexos. Estos nucleos se ubicaron en su gran mayoria sobre la superficie ventricular o
muy cercananamente con una pequefia cantidad de nucleos BrdU+ en el parénquima.

En el BO, se observé que la mayoria de los nucleos BrdU+ se encontraban en la zona ventricular. En las
secciones mas rostrales del BO, los nucleos se encontraron en una menor densidad. En algunos casos se
encontraron nucleos distribuidos de forma mas espaciada en las zonas mas rostrales. Pero en todos los casos,
la mayor concentracion de nucleos se observé en las zonas ventriculares de la capa celular interna (ICL) y en
la zona de la transicion entre el BO y el TEL, con una menor cantidad de nucleos en la zona de la capa
glomerular (GL) y en la capa celular externa (ECL) (Fig. 10).

También en el TEL la mayoria de los nucleos BrdU+ se ubicaron en la zona ventricular, con una mayor
concentracion en la zona ventral dorsal (Vd) de la pared ventricular. En esta zona en particular, incluso se
observan nucleos que se han alejado de la pared ventricular, siendo estos posiblemente correspondientes a
neuroblastos migratorios. También se observé que en la superficie pial del telencéfalo dorsal existia una
presencia de nucleos marcados, pero en menor cantidad y de forma claramente mads espaciada que en la
zona ventral, en la zona dorso medial (Dm), posterior (Dp) y dorsolateral (DI). Sélo un pequefio nimero de
nucleos BrdU+ se observaron en el parénquima (Fig. 11).

En el caso de la POA, también se observd algo similar: la mayoria de los nicleos BrdU+ se encontraban
distribuidos en toda la zona ventricular rostrocaudal, desde la zona anterior del nucleo parvocelular
predptico (PPa) hasta el nicleo magnocelular (PM) de la regién dorsal, y también el ndcleo supraquiasmatico
de la region ventral. Ademas, se observd un menor nimero de nucleos en el parénquima (Fig. 12).
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Fig. 10: A) Esquema lateral del cerebro de A.charrua. Se indican las zonas de interés en color). En naranja
se indican las posiciones aproximadas a las que corresponden los cortes mostrados en B y C. Bi y Ci)
Ejemplos de corte transversal representativos del bulbo olfatorio fotografiados mediante microscopia
confocal. En verde se observan los nticleos marcados BrdU+. Bii y Cii) Esquema de los cortes presentados
en Biy Ci, respectivamente. Se indica en verde de forma esquematica las zonas en donde se observaron
la mayoria de los nucleos en la mayoria de los peces (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA:
region predptica, TO: Tectum Optico, LV: luz ventricular, ICL: capa celular interna, ECL: capa celular
externa, GL: capa glomerular). Barra de calibracién = 100um.



Fig. 11: A) Esquema lateral del cerebro de A.charrua. Se indican las zonas de interés en color). En naranja
se indican las posiciones aproximadas a las que corresponden los cortes mostrados en B. Bi) Corte
transversal representativo de los ldbulos telencefalicos fotografiado mediante microscopia confocal. En
verde se observan los nucleos marcados BrdU+. Bii) Esquema del corte presentados en B. Se indica en
verde de forma esquematica las zonas en donde se observaron la mayoria de los nucleos en la mayoria de
los peces (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: regidn predptica, TO: Tectum dptico, TelV:
ventriculo telencefalico, Vv: Region ventral del telencéfalo ventral, Vd: Regidén dorsal del telencéfalo
ventral, Dm: Regidn medial del telencéfalo dorsal, Dd: Regién dorsal del telencéfalo dorsal, DI: Regidn
lateral del telencéfalo dorsal, Dp: Region posterior del telencéfalo dorsal). Barra de calibracién = 100pum.
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Fig. 12: A) Esquema lateral del cerebro de A.charrua. Se indican las zonas de interés en color). En naranja
se indican las posiciones aproximadas a las que corresponden los cortes mostrados en By C. Biy Ci) Cortes
transversales de la region predptica fotografiada mediante microscopia confocal. En verde se observan
los nucleos marcados BrdU+. Bii y Cii) Esquema de los cortes presentados en Biy Ci, respectivamente. Se
indica en verde de forma esquemadtica las zonas en donde se observaron la mayoria de los nucleos en la
mayoria de los peces (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: regién predptica, TO: Tectum
Optico, NO: nervio Optico, PP: nucleo parvocelular, PM; nldcleo magnocelular, SC: nucleo
supraquiasmatico, DiV: ventriculo diencefalico). Barra de calibraciéon = 100um.
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Deteccion de la glia radial AroB+

La ubicacion de los nucleos proliferativos en las zonas ventriculares, sugiere la presencia de células
progenitoras, siendo posibles candidatas, las glias radiales que expresan la enzima AroB. Estas células, han
sido relacionadas con la proliferacién en numerosos estudios, por lo que se analizd su localizacién en A.
charrua mediante técnicas histoquimicas (NADPH-diaforasa) e inmunohistoquimicas.

Tincion por NADPH-diaforasa

La tincidon por NADPH-diaforasa ha sido utilizada clasicamente para la deteccidén de neuronas oxido nitrico
positivas. Sin embargo, en este trabajo se ha utilizado esta técnica para la deteccién del complejo enzimatico
AroB en glias radiales, ya que se encuentra formado por la citocromo P450 aromatasa y la NADPH-citocromo
P450 reductasa. La presencia del dominio NADPH reductasa permite que la enzima AroB sea detectada
mediante la técnica de NADPH diaforasa. Asimismo, se ha detectado la colocalizacién de AroB por
inmunohistoquimica y marcaje por NADPH-diaforasa.

Mediante esta la técnica se identifico la presencia de glias radiales en el encéfalo de estos peces. Las células
de la glia radial fueron identificadas ademas por su localizacion en las paredes de los ventriculos y por su
morfologia. Utilizando como guia la bibliografia, se identificaron como glias radiales aquellas células
marcadas con NADPH-diaforasa que presentaron un nucleo pequeno localizado en la pared ventricular (o de
forma muy cercana) con un largo proceso citopldsmico que se extiende radialmente hacia la pia madre (Tong
et al., 2009).

En el BO, se observé un marcado prominente de posibles glias radiales con su soma en la superficie
ventricular de la ICL, sobre todo en la zona de transicion entre el BO-TEL. Estas células extendian sus procesos
de forma aproximadamente paralela a la transicién BO-TEL y hacia el centro del BO, atravesando la ECL y
alcanzando la GL (Fig. 13)

En el TEL, se observd la presencia de glias radiales marcadas con la técnica de NADPH diaforasa a lo largo de
toda la superficie ventricular. La mayor densidad de estas se encontrd en la zona ventricular Vd. También se
observo la presencia de glia radial en la superficie ventricular posterior y lateral del telencéfalo dorsal, pero
estas no se encontraron distribuidas de forma uniforme a lo largo de la superficie ventricular evertida, sino
gue agrupadas en pequefios numeros (Fig. 14).

En el caso de la POA también se observé que la glia radial NADPH diaforasa+ se ubicd Unicamente en la
superficie ventricular, también en algunos casos de forma discontinua, principalmente en los nicleos PP y
PM (Fig. 15).

Al comparar la localizacion de los nucleos BrdU+ con la localizacidn de la glia radial NADPH diaforasa + (Fig.

16) se observé que ambas zonas estas coinciden, sugiriendo una posible relacidn de estas glias radiales en la
proliferacién celular.

27



LV

Fig. 13: Ay B) Corte transversal representativo del bulbo olfatorio de A. charrua con tincion de NADPH-
diaforasa. i) Se indica con un recuadro la zona fotografiada con mayor aumento en ii. La punta de flecha
sefiala las células marcadas con esta técnica, que presentan una morfologia y localizacién consistente con
las células de la glia radial. C) Esquematizaciéon de los cortes transversales presentados en Ay B. Se indica
en violeta de forma esquematica las zonas en donde se observé mayormente el marcaje de posibles
células de la glia radial. (LV: luz ventricular, ICL: capa celular interna, ECL: capa celular externa, GL: capa

glomerular).
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Fig. 14: A y B) Corte transversal representativo de los |6bulos telencefalicos de A. charrua con tincién de
NADPH-diaforasa. i) Se indica con un recuadro la zona fotografiada con mayor aumento en ii, iii y iv. Se
indica con una punta de flecha células marcadas con esta técnica, que presentan una morfologia y
localizacidn consistente con las células de la glia radial. C) Esquematizacion de los cortes transversales
presentados en A y B. Se indica en violeta de forma esquematica las zonas en donde se observod
mayormente el marcaje de posibles células de la glia radial. (TelV: ventriculo telencefalico, Vv: Regién
ventral del telencéfalo ventral, Vd: Regidon dorsal del telencéfalo ventral, Dm: Region medial del
telencéfalo dorsal, Dd: Region dorsal del telencéfalo dorsal, DI: Regidn lateral del telencéfalo dorsal, Dp:
Region posterior del telencéfalo dorsal).
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Fig. 15: Ay C) Corte transversal representativo de la region predptica de A. charrua con tincion de NADPH-
diaforasa. i) Se indica con un recuadro la zona fotografiada con mayor aumento en ii. Se indica con una
punta de flecha células marcadas con esta técnica, que presentan una morfologia y localizacién
consistente con las células de la glia radial. B y D) Esquematizacién de los cortes transversales presentados
en Ay C respectivamente. Se indica en violeta de forma esquemética las zonas en donde se observd
mayormente el marcaje de posibles células de la glia radial. (NO: nervio déptico, PP: nucleo parvocelular,
PM: nucleo magnocelular, SC: ntcleo supraquiasmatico, DiV: ventriculo diencefalico).
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Fig. 16: Esquemas de los cortes transversales presentados en las figuras anteriores, de cada una de las tres
regiones seleccioandas. A la izquierda de cada esquema se indica en verde de forma esquematica las zonas
en donde se observaron la mayoria de los nucleos en la mayoria de los peces. A la derecha de cada
esquema se indica en violeta las zonas en donde se observé mayormente el marcaje de posibles células
de la glia radial (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, POA: region predptica, NO: Nervio éptico
LV: luz ventricular).

Tincidn por inmunohistoquimica de marcadores gliales y neuronales

Mediante inmunohistoquimica, se analizd la colocalizacidn de los nucleos BrdU+ con marcadores de glias
radiales y de estirpe neuronal, y, ademas, de las glias radiales AroB +.

Mediante el marcado con anticuerpos anti vimentina, un marcador de glias radiales, se observd una
colocalizacién con la AroB, confirmandose asi por primera la presencia de este complejo enzimatico en las
glias radiales de Austrolebias charrua (junto con los resultados obtenidos por Torres-Pérez, en preparacion),
de acuerdo a lo previamente observado en la literatura para otras especies (Fig. 17).
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Fig. 17: A) Esquema del corte transversal presentado de BO. Se indica en un recuadro naranja la localizacion
de las imagenes presentadas en B-F. B-F) Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de un corte
transversal donde se aprecia la transicion BO-TEL, tratado con anticuerpos para diferentes marcadores. B)
Imagen confocal para el marcador AroB. Se indica con una punta de flecha la presencia de células marcadas
con la morfologia y localizacidn ventricular (en la transicion BO-TEL), correspondientes a glias radiales. C)
Imagen confocal para el marcador Vim. Se indica con una punta de flecha las mismas células que en B, también
con la misma morfologia y localizacién ventricular correspondiente a glias radiales. D) Imagen confocal para el
marcador de proliferacion BrdU, que se localizé principalmente en la zona ventricular o subventricular. E)
Imagen confocal del marcador nuclear DAPI. F) Imagen confocal superpuesta de los marcadores antes
mencionados. Se observa la colocalizacidn de AroB y Vim. Ademas, los nucleos BrdU se encuentran distribuidos
en la vecindad de las zonas AroB+ (BO: bulbo olfatorio, TEL: I6bulos telencefalicos, LV: luz ventricular)

Ademas, mediante la deteccién con anticuerpos anti AroB y anti marcadores de estirpe neuronal (HuC) se
observé que existia una clara diferenciacidn entre las zonas positivas para cada marcaje en las tres regiones
seleccionadas del encéfalo. Las zonas AroB+ se ubicaron en la superficie ventricular o de forma muy cercana.
En el caso del telencéfalo, las zonas AroB+ también se ubicaron en la zona dorsal -correspondiente a una
zona de caracteristicas ventriculares generadas en el desarrollo por la eversién ventricular en teledsteos. Se
observd que las posibles GR AroB+ solian encontrarse, al igual que en el caso de la tincién por NADPH
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diaforasa, de forma agrupada y discontinua a lo largo de la pared ventricular. Por otro lado, el marcado con
HuC comienza a observarse principalmente al alejarse de la zona ventricular hacia la zona subventricular y el
parénquima, encontrandose claramente expresado en zonas AroB negativas. Mediante estos marcados,
ademas, se observo que los nucleos BrdU+ se ubicaban sobre todo en la zona ventricular y muchas veces en
las zonas AroB+, donde se ha descrito la proliferacidn, pero también en la zona marcada con marcadores
neuronales, indicando que, en la ventana temporal de estudio, las células que han proliferado, posiblemente
hayan migrado, e incluso podrian haberse diferenciado a neuronas, demostrando la presencia de
neurogénesis (Fig. 18, Fig. 19).

En el caso del BO, se observaron células marcadas con anticuerpos para AroB de gran tamafio sobre todo en
la transicidn BO-TEL, cuyos procesos se extendian de forma paralela a la transicién o hacia el interior del BO,
y a lo largo de la zona ventricular (Fig. 17).

En el caso del telencéfalo, las GR AroB+ se ubicaron en la zona ventricular dorsal, agrupadas en pequefio
numero, extendiendo sus procesos hacia el parénquima (Fig. 20). También se observé una importante

expresion de AroB en la zona ventricular ventral (Fig. 19)

En el caso del POA, las glias AroB+ se ubican claramente en la zona ventricular, de una forma, similar a la
observada en el BO y TEL, extendiendo sus procesos hacia el parénquima del tejido (Fig. 18).

Finalmente, mediante este marcado por inmunohistoquimica, se logré detectar la colocalizacidon de AroB y
BrdU (Fig. 21).
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Fig. 18: A) Esquema del corte transversal presentado de la POA. Se indica en un recuadro naranja la localizacion
de las imagenes presentadas en B-F. B-F) Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de un corte
transversal donde se aprecia la POA, tratado con anticuerpos para diferentes marcadores. B) Imagen confocal
para el marcador AroB. Se indica con una punta de flecha la presencia de células marcadas con la morfologia
y localizacion ventricular correspondientes a glias radiales. C) Imagen confocal para el marcador HuC. Se indica
con una punta de flecha hueca la zona de localizacién de células HuC+ con un ntcleo marcado con BrdU en el
parénquima. D) Imagen confocal para el marcador de proliferacion BrdU, que se localizé principalmente en la
zona ventricular o subventricular, con algunos nicleos marcados en el parénquima E) Imagen confocal del
marcador nuclear DAPI. F) Imagen confocal superpuesta de los marcadores antes mencionados. Se observa la
presencia de nucleos BrdU+ en la cercania de la pared ventricular, donde se ubicaron las células AroB+ (Ndtese
gue se encuentran en en una zona de gran densidad celular, donde la sefial es dificil de discernir en la imagen
superpuesta). Ademas, se observa la presencia de un nucleo BrdU+ en la zona de expresion del marcador
neuronal HuC (POA: regidn predptica, NO: nervio dptico, LV: luz ventricular, TEL: I6bulos telencefalicos)
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Fig. 19: A) Esquema del corte transversal presentado del TEL ventral. Se indica en un recuadro naranja la
localizacidn de las imagenes presentadas en B-F. B-F) Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de
un corte transversal donde se aprecia el TEL, tratado con anticuerpos para diferentes marcadores. B) Imagen
confocal para el marcador AroB. Se indica con una punta de flecha la presencia de una célula marcadas con la
morfologia y localizacion ventricular correspondiente a glias radiales. C) Imagen confocal para el marcador
HuC. D) Imagen confocal para el marcador de proliferaciéon BrdU, que se localizé principalmente en la zona
ventricular. E) Imagen confocal del marcador nuclear DAPI. F) Imagen confocal superpuesta de los marcadores
antes mencionados. Se observa la presencia de nucleos BrdU+ en la cercania de la pared ventricular, donde se
ubicaron las células AroB+. (TEL: Iébulos telencefalicos, LV: luz ventricular)
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Fig. 20: A) Esquema del corte transversal presentado del TEL dorsal. Se indica en un recuadro naranja la
localizacién de las imédgenes presentadas en B-F. B-F) Imdgenes obtenidas mediante microscopia confocal de
un corte transversal donde se aprecia el TEL, tratado con anticuerpos para diferentes marcadores. B) Imagen
confocal para el marcador AroB. Se indica con una punta de flecha la presencia de células marcadass con la
morfologia y localizacién ventricular correspondientes a glias radiales. C) Imagen confocal para el marcador
HuC. D) Imagen confocal para el marcador de proliferaciéon BrdU, que se localizé principalmente en la zona
ventricular. Se marca con una punta de flecha la localizacién de nucleos proliferativos en la cercania de células
AroB+. E) Imagen confocal del marcador nuclear DAPI. F) Imagen confocal superpuesta de los marcadores
antes mencionados. Se observa la presencia de nucleos BrdU+ en la cercania de la pared ventricular, donde se
ubicaron las células AroB+. (TEL: I6bulos telencefalicos, LV: luz ventricular).
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Fig. 21: Demostracién de la colocalizacién de AroB (rojo) y BrdU (verde). Imagen obtenida mediante
microscopia confocal de la zona ventral del bulbo olfatorio caudal. Se muestran en la parte inferior y derecha
de la figura los planos ortogonales que demuestran la colocalizaciéon de ambas sefiales. Barra de calibracion:

20pm
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Dimorfismos anatdmicos y proliferativos

Algunos autores han postulado que los dimorfismos a nivel neural podrian explicarse, tanto por la accién de
hormonas gonadales, como también por la influencia de factores genéticos, informaciéon sensorial y
diferentes presiones selectivas (Dulac and Kimchi, 2007).

Con esto en mente, se propuso estudiar la existencia de dimorfismos anatémicos en los encéfalos de
Austrolebias charrua. Se constatd asi una diferencia de los volimenes promedio entre sexos, donde los
machos presentaron mayores volimenes promedio del encéfalo completo y de las tres dreas de interés que
las hembras. Cabe destacar que el nimero comparado (dos animales de cada sexo) no fue suficiente para
anadlisis estadisticos de los datos. Estos resultados se ajustan a lo observado por otros autores, por lo que se
plantea que estos datos preliminares sean confirmados por el estudio de un mayor nimero de individuos,
para asi tener una mayor certeza sobre las diferencias observadas

En concordancia con los resultados de este trabajo, Kotrschal et al. (2012) observaron un importante
dimorfismo sexual en el tamanfio total de los encéfalos de los peces Gasterosteus aculeatus, siendo el cerebro
de los machos mas pesado que el de las hembras. Los tamafios de los encéfalos de A. charrua se analizaron
con una aproximacion similar, en donde el volumen obtenido del encéfalo completo se relaciond con el
tamafio corporal de cada pez (utilizando en este caso la longitud total), obteniéndose asi que los machos
presentaron un mayor volumen del encéfalo en relacidén a su tamaiio corporal. Se sugiere que en futuros
trabajos se utilicen ademds otras medidas alternativas, como ser el peso corporal del animal, para mejores
aproximaciones del tamafio corporal.

Kotrschal et al. (2012) plantean que la divergencia en el tamafio del encéfalo podria deberse a presiones de
selecciéon natural o sexual y, en particular, a las altas demandas cognitivas del cortejo y cuidado parental que
deben enfrentar los machos de la especie G. aculeatus. Es asi que una mayor masa cerebral podria ser
adaptativa al permitir una mayor capacidad de procesamiento de la informacion y de esta forma, permitiria
también sustentar los comportamientos complejos. Estos autores también atribuyen el menor tamafio del
encéfalo de hembras a un posible compromiso energético entre el tejido nervioso y la fecundidad.

Los importantes dimorfismos sexuales en peces anuales, podrian apuntar hacia una posible similitud entre
las presiones selectivas postuladas en el trabajo de Kotrschal el al. (2012). Los machos de la mayoria de las
especies de estos peces presentan mayores tamaios corporales, coloracion llamativa del cuerpo y una
elaborada secuencia comportamental de cortejo y competencia con otros machos para el acceso a parejay
establecimiento de jerarquias. En contraste, las hembras son mas pequefiias, cripticas y no presentarian un
rol activo en el cortejo, sino que se limitarian a observar el cortejo de los machos y seguir las claves para el
desove (Passos et al., 2015). Por consiguiente, las diferencias en el tamafo total del encéfalo, y de las
regiones seleccionadas en este trabajo, entre machos y hembras de A. charrua, podrian deberse en parte a
una diferencia en las presiones evolutivas sufridas por cada sexo. El mayor volumen del encéfalo de los
machos de A. charrua podria facilitar el establecimiento de las complejas interacciones sociales enfrentadas
en su ambiente natural. Es posible que estas presiones sean especialmente importantes en peces anuales,
ya que, dado su ciclo de vida anual, la reproduccidn y generacidon de embriones resistentes a la desecacién
en una Unica temporada son cruciales para la supervivencia de la especie (Berois et al., 2012; Papa et al.,
2015). Las hembras podrian haber generado compromisos para maximizar su reproduccion, priorizandose la
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energia destinada a su fecundidad y produccién de ovocitos en detrimento de la otorgada al crecimiento y
mantenimiento de su encéfalo, explicandose asi también el menor volumen de su cerebro.

La neurogénesis adulta puede considerarse como un mecanismo adaptativo presente a lo largo de toda la
vida, que permite la adaptacién de los circuitos neurales de cada individuo de acuerdo al ambiente, siguiendo
una tendencia en la que mayores experiencias requieren mas capacidades cognitivas, que a su vez requieren
mayor plasticidad y por lo tanto mayor neurogénesis adulta. La adicidon de nuevas neuronas en el cerebro se
encuentra regulada por una compleja red de interacciones entre claves internas y externas que pueden
cambiar las capacidades proliferativas (Revisado en Lledo et al., 2006; Peretto et al., 2014). Es asi, que en
este trabajo se ha hipotetizado que los dimorfismos neuroanatémicos podrian encontrarse sustentados, al
menos en parte, por diferencias en las tasas proliferativas entre sexos.

Teniendo esto en cuenta, se estudiaron los volimenes y las tasas proliferativas de tres importantes dreas
relacionadas a los comportamientos sociales y reproductivos (Revisado en O’Connell and Hofmann, 2011): el
bulbo olfatorio, l6bulos telencefalicos y regiéon predptica. En cuanto a las diferencias anatémicas, los
volumenes promedio de cada regidn seleccionada fueron mayores en machos que en hembras. Cuando estos
fueron divididos por el volumen del encéfalo total, se observaron Unicamente pequefias diferencias, que
fueron consideradas insignificantes. Estos resultados sugeririan que el volumen de estas areas en relacién al
tamano total del encéfalo es constante y no representa dimorfismo entre sexos. Esto se ajusta al estudio de
Kotrschal et al. (2017), quienes reportaron que las areas estudiadas bajo seleccidn direccional no mostraron
cambios en sus tamafios relativos al tamaiio total del encéfalo en Poecilia reticulata, sugiriendo que
escalaron de forma conjunta.

Al analizar la relacién de los volumenes de cada drea en A. charrua con la longitud total, los machos
presentaron mayores valores en relacién a su tamano corporal que las hembras para las tres regiones.
Considerando los anteriores resultados, es posible que mayores tamafios absolutos de estas regiones hayan
sido seleccionados por diferentes presiones selectivas de forma diferencial en cada sexo.

En peces teledsteos, algunos trabajos también han reportado mayores volimenes del BO y TEL en machos,
donde se ha planteado que las altas demandas cognitivas asociadas a la reproduccién y seleccién sexual
podrian ser determinantes de mayores volumen de estas estructuras (Kolm et al., 2009; Park and Bell, 2010).
El telencéfalo de teledsteos ha sido asociado a muchas funciones importantes para el desarrollo de
comportamientos sociales y reproductivos, desde la funcién olfativa y gustatoria, el aprendizaje espacial y
memoria, hasta en la modulacidon en machos de la complejidad de los comportamientos de cortejo, de
desove y agonisticos (Revisado en de Bruin, 1980; y Savage, 1980). Tanto en mamiferos como en peces
ciclidos, se ha observado que el tamano del telencéfalo se correlaciona positivamente con la complejidad del
habitat y de factores sociales (Shumway, 2008).

En consideracion a esto, es posible que en el caso de A. charrua, los machos presenten también mayores
demandas cognitivas en relacion a su ambiente fisico. La vegetacién y fondo barroso de los charcos en los
que habitan podrian constituir un habitat complejo que requiera aprendizaje y memoria espacial. Ademas,
el mayor tamano del telencéfalo podria también encontrarse relacionado, con la posible importancia en
machos de la modalidad olfativa, ya que el telencéfalo recibe conexiones del BO e integra esta informacion
(Hara, 1986).

En vertebrados, y particularmente en los peces, la comunicacidn quimica, muchas veces a través de
feromonas, ha sido reconocida como un mediador de muchas conductas sociales. Multiples evidencias

indican que cumple un rol crucial en la reproduccion, desde la eleccion y reconocimiento de pareja y el
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cortejo, hasta en la territorialidad, organizacidn social y especiacion (Revisado en Hara, 1986; Keller-Costa et
al., 2015; Stacey, 2003). Si bien no forma parte de las regiones principales que integran el “cerebro social”,
el BO cumple un importante rol en estos comportamientos, a través de sus proyecciones hacia diversas areas
gue si forman parte de esta red (O’Connell and Hofmann, 2011).

En el caso de los peces de la especie P.reticulata, las hembras presentaron BOs de mayor tamafio que los
machos. Los autores explican estos resultados al plantear la posibilidad de que la olfaccién presente un rol
mas prominente en la ecologia de las hembras de esta especie y que la seleccién haya favorecido una mejor
percepciodn olfatoria, y, por lo tanto, mayor tamafio del BO (Kotrschal et al., 2017).

Estudios en Austrolebias reicherti han demostrado la existencia de comunicacion quimica en el
comportamiento reproductivo de las hembras (Passos et al., 2013a). El analisis proliferativo realizado en esta
tesina mostro tasas proliferativas (en ambos sexos) mayores en el BO que en el POA y hasta incluso dos veces
mas grandes que la observada en el TEL. Estos resultados resaltan el importante rol de la modalidad olfativa
en los peces anuales y en particular en A. charrua. Las diferencias entre sexos, podrian apuntar hacia un rol
mas prominente de la olfaccién en la ecologia de los machos, por lo que las presiones evolutivas podrian
haber moldeado y seleccionado en ellos un mayor tamafio del BO, que a su vez permita una capacidad de
procesamiento de la informacién olfativa mas elevada, posiblemente, aquella relacionada con la
reproduccion.

La actividad olfatoria puede regular los niveles de neurogénesis adulta, siendo las claves quimicas
relacionadas con el comportamiento sexual fuertes estimulos que pueden afectar este proceso. En roedores,
multiples estudios sugieren que la neurogénesis es importante para el despliegue de los comportamientos
sociales, sexuales y la reproduccidn (Feierstein, 2012; Revisado en Lau and So, 2012). Asimismo, se ha
observado una relacién positiva entre la neurogénesis y la capacidad de discriminar olores en roedores
(Bragado Alonso et al., 2019).

Claves olfativas particulares, como las feromonas, han sido también ligadas a la neurogénesis en areas
vinculadas a la reproduccidn en teleésteos. Chung-Davidson et al.(2008) encontraron diferencias
neuroenddcrinas, de expresion génica y de proliferacion entre machos y hembras del pez Carassius auratus,
sugiriendo que la comunicacién quimica en estos peces seria sexualmente dimérfica. El tratamiento con
feromonas femeninas generd una mayor neurogénesis en el diencéfalo en los machos tratados con respecto
al control. Estos autores plantean, entonces, que un ambiente enriquecido en claves quimicas podria
promover la neurogénesis adulta. Se observé también que estas feromonas generaban en machos una mayor
concentracién de andrégenos en sangre. Es posible que estos mecanismos también se encuentren actuando
en los machos de A. charrua. La respuesta de los machos de peces anuales a feromonas femeninas podria
generar también un aumento de los andrdgenos circulantes, que podrian servir como sustrato para la
produccion local de estrogenos por parte de la AroB, generando a su vez una mayor proliferacion neural.
Teniendo en cuenta el rol de los machos de estos peces en el cortejo, una mayor neurogénesis del BO, de las
areas de procesamiento (como el TEL) y de las areas relacionadas con la regulacion de estos
comportamientos (TEL y POA) podrian haberse seleccionado a lo largo de la evolucion.

Diferencias dimadrficas en el BO han sido previamente descritas también en otros vertebrados, incluso en
humanos. En un estudio realizado en el BO de humanos, se reportd un mayor volumen en hombres que en
mujeres, pero ademas, se correlaciond positivamente la capacidad olfativa con el volumen de esta estructura
(Buschhiiter et al., 2008), sugiriendo una relacidn entre el volumen y su funcionalidad. Sin embargo, existen
otros trabajos en los que las diferencias radican Unicamente en la cantidad de glias y neuronas presentes,
siendo las mujeres quienes presentaron el mayor nimero (Oliveira-Pinto et al., 2014). Es asi, que, en el
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modelo de estudio de los peces anuales, se propone para el futuro estudiar las diferencias dimorficas
también en otros rasgos, como ser la densidad y cantidad celular de las diferentes areas.

Por otra parte, existen evidencias de que el cerebro percibe el mundo externo mediante la integracion inter-
modal de estimulos a través de vias centrifugas de inervacién, que permiten relacionar las diferentes
modalidades, como por ejemplo el nervio terminal (Banerjee et al., 2019).

En vertebrados, la GNRH se ha identificado como una hormona producida en el POA, que facilita la liberacidon
de las gonadotropinas y, por lo tanto, de esteroides gonadales. Pero también se ha planteado la existencia
de neuromodulacion por neuronas GnRH extrahipotalamicas, como aquellas presentes en el complejo del
nervio terminal (Banerjee et al., 2019). En A. charrua, se han descrito proyecciones del complejo del nervio
terminal al BO, a la transicion BO-TEL y al POA, donde se detecté ademas inmunorreactividad para GnRH
(Rosillo et al., 2013). Posteriormente, Rosillo et al. (2016) plantean una relacién entre la neurogénesis y la via
olfato-retinal del nervio terminal. Debido a los continuos desafios ambientales y sociales a los que se
encuentran expuestos en su corto ciclo de vida los peces anuales Austrolebias sp., existiria una alta demanda
de nuevas neuronas, especialmente en las regiones relacionadas a la olfaccion (Fernandez et al., 2011; Rosillo
et al.,, 2016, 2013). Como se mencionaba anteriormente, es posible que dicha demanda sea mayor en
machos, por lo que una mayor proliferacién y adicién de neuronas relacionadas a la olfaccion y produccion
de GnRH permitiria el correcto desempefio de las funciones reproductivas.

El POA de los teledsteos es similar al POA de los mamiferos, tanto neuroquimica como funcionalmente. Esta
area juega importantes roles, posiblemente altamente conservados en la evolucién, en la regulacién de los
comportamientos sexuales y la agresién (Revisado en O’Connell and Hofmann, 2011). Por lo tanto, los
tamanos mayores del TEL y el POA podrian estar relacionados con las presiones ejercidas por las
interacciones sociales. En Austrolebias, en la competencia intrasexual de machos se establecen jerarquias
estables a lo largo del tiempo. Los subordinados exhiben cambios fisicos, pero también comportamentales,
de sumision. Se ha planteado incluso, que en las interacciones de dominancia a corto y largo plazo, las claves
olfativas jueguen importantes roles (Passos et al., 2015), presentando asi, presiones selectivas diferenciales
que puedan también determinar mayores tamaios del TEL, POA y BO de machos

Las tasas proliferativas del BO y TEL de machos de A. charrua han sido previamente investigadas por el equipo
del laboratorio donde se desarrollé esta tesina. Fernandez et al. reportaron valores notoriamente menores
que las encontradas en la presente tesina: en el BO fueron de aproximadamente 600 ndcleos/mm?3, mientras
gue para los Iébulos telencefélicos, el valor fue extremadamente pequefio (Fernandez et al., 2011). En esta
tesina, se obtuvieron valores de proliferacién promedio para machos en el BO de 11394 nicleos/mm?3,
mientras que los valores para el TEL fueron de 5732 nucleos/mm?. Estas diferencias podrian explicarse por
multiples factores. En primer lugar, la metodologia utilizada para ambos trabajos fue diferente, en un caso
se realizaron tratamientos de BrdU de 24h y en esta tesina fueron de siete dias. Es posible que esta diferencia
en la duracidn del tratamiento permitiera una deteccion de la proliferacion mayor. Ademas, se utilizaron
diferentes técnicas de revelado del BrdU que también podrian influenciar los resultados. Otro factor,
posiblemente central, podria ser la edad de los individuos utilizados. Se ha demostrado que a mayores
edades, la proliferacién disminuye de forma pronunciada(Arias-Carrién et al., 2007). Por lo tanto, los
individuos de este estudio, de una edad aproximada de cuatro o cinco meses, podrian tener una proliferacién
mayor debido a su menor edad, que los peces utilizados en el trabajo de Fernandez et al. (de entre seis y
ocho meses). Estas diferencias de edades, podrian constituir grandes cambios para estos peces,
considerando la corta duracién de su ciclo de vida.
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Se destaca, ademads, que en la presente tesina se utilizaron cuatro cortes para realizar estimaciones de las
tasas proliferativas, lo que permitid la obtencidn de resultados preliminares. En el futuro, se plantea que se
continue dicha linea de investigacion siguiendo la metodologia planteada en el trabajo de Fernandez et al.
(2011), donde se analizé la totalidad de la region seleccionada.

Los resultados observados en el nivel anatdmico y proliferativo, sugeririan que una mayor proliferacion en
los machos podria actuar como un factor en el mantenimiento o establecimiento de dimorfismos
anatdmicos, que a su vez podrian sustentar las diferencias conductuales observadas en A. charrua.

A futuro se plantea, que se continle esta linea de estudios en un mayor nimero de peces y que también se
estudien con mas detalle las regiones aqui seleccionadas, teniendo en cuenta sus diferentes nucleos.
Ademas, se sugiere el estudio de la proliferacién en relacidn a la cantidad total de células de cada estructura,
para asi poder estimar la fraccidon de células proliferativas de forma mads precisa y en vistas de su posible
funcionalidad.

Localizacion de los nucleos BrdU+ vy glias radiales AroB+

Para determinar un posible rol de la glia radial que expresa AroB, se busco estudiar su localizacién en el
cerebro anterior de A. charrua en relacién a los nucleos proliferativos. De esta forma, se observé que los
nucleos positivos para el marcador de proliferacion celular BrdU se encontraron en su gran mayoria en la
zona ventricular o subventricular, con un pequefio nimero en el paréngquima de las zonas seleccionadas.
Debido a la extensién del tratamiento con BrdU, es posible que aquellos nicleos localizados en la zona
subventricular o en el parénquima pertenezcan a células que se han producido en la zona ventricular y
posteriormente migrado hacia su posicién mas alejada.

La distribucion de los nucleos proliferativos se correspondié con lo reportado en la bibliografia, ajustandose
a las zonas proliferativas descritas previamente para Danio rerio y Austrolebias (Fernandez et al., 2011;
Grandel et al., 2006; von Krogh et al., 2010).

En el estudio de Grandel et al., en pez cebra las células proliferativas se localizaron a lo largo de todo el BO.
Las células ciclantes en las porciones mds anteriores se encontraban mas dispersas, pero se acumulaban
dorsalmente, en la zona de transicidén con el TEL (Grandel et al., 2006). En el caso de A. charrua, con un
tiempo mayor de tratamiento con BrdU, no se observé tan claramente una distribucién mas espaciada de los
nucleos en las zonas mas anteriores del BO, sino que las células BrdU+ se encontraron ampliamente
concentradas en las zonas ventriculares y en la transicion BO-TEL.

En el caso del TEL, estos investigadores observaron dos zonas proliferativas claramente diferenciables entre
las regiones dorsales y ventrales. En la zona rostral, en las cercanias del BO, existié una gran proliferacion en
las zonas ventriculares ventrales, que disminuyd en direccion caudal, mientras que la proliferacion dorsal se
distribuyd a lo largo de la totalidad de los ldbulos telencefélicos. Debido a la naturaleza evertida del
telencéfalo de teledsteos (Nieuwenhuys, 2009), esta zona proliferativa se encontré localizada a lo largo de |a
superficie dorsal. En la zona dorsal, los nlcleos marcados se encontraron de forma mas espaciada que en la
zona ventral, concentrados mayormente en la zona lateral. En el caso de A. charrua, se observd un patrén
muy similar: la mayor densidad de nucleos proliferativos se encontrd a lo largo de la zona ventricular ventral,
principalmente en la zona dorsal del telencéfalo ventral. En cambio, en el telencéfalo dorsal, los nicleos se
encontraban con una mayor distancia entre ellos y en mayor cantidad sobre la superficie lateral y dorsal.
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Los resultados aqui obtenidos también se ajustan a lo observado en el estudio de Torres-Pérez et al.(2017),
en el que se analizaron las diferentes poblaciones proliferativas en el encéfalo de A. charrua. Estos autores
caracterizaron tres poblaciones de células ciclantes: (1) las células ciclantes rapidas, predominantemente
confinadas a las paredes ventriculares, (2) células migrantes y (3) células de ciclo lento y no migrantes, que
podrian corresponder a células madre. Es posible que las células proliferativas detectadas en la presente
tesina correspondan a estos tres tipos celulares. Muchas de las células marcadas se encontraron en los limites
entre estructuras anatémicas, con la mayoria de las células de ciclo rdpido localizadas en la transicion BO-
TEL. En el caso del TEL, Torres-Pérez et al. encontraron células de ciclo rdpido a lo largo de toda la superficie
ventricular. Estas células, y también las migratorias, se observaron sobre todo en el telencéfalo ventral. Es
en estas zonas donde también se encontraron la mayoria de los nucleos BrdU+ del TEL en esta tesina. Con
una aproximacion similar, Grandel et al. detectaron también que las células proliferativas del telencéfalo
ventral migraron de forma radial de la zona proliferativa ventricular, mientras que las células proliferativas
de la zona del telencéfalo dorsal migraron también en menor medida (Grandel et al., 2006).

Al igual que lo observado en el trabajo de Pellegrini et al. (2007), las zonas con expresion de AroB en A.
charrua, no coincidieron con las zonas de expresion de marcadores neuronales (HuC). Las células
proliferativas se localizaron ampliamente en la zona ventricular donde existié una importante expresion de
glias radiales AroB+. Al igual que para Tong et al.(2009), se detectd la expresion de este complejo enzimatico
principalmente en las zonas dorsales del BO, en la transicion BO-TEL, a lo largo de la zona ventricular del TEL
y en el TEL dorsal (en este ultimo las GR AroB+ se encontraron de forma mas dispersa), coincidiendo
ampliamente y colocalizando con los nucleos proliferativos. En menor medida, las células BrdU+ se
detectaron en el parénquima donde existia una fuerte presencia de expresién de marcadores neuronales.
Esto podria apoyar la idea de que la proliferacidn ocurre en las zonas ventriculares donde se ubican las glias
radiales progenitoras AroB+, y que, en la ventana temporal utilizada, existié migracién de las células y una
posible diferenciacién hacia una estirpe neuronal, indicando la presencia de neurogénesis. En el futuro, se
plantea la posibilidad de continuar la caracterizacion de la expresion de la enzima aromatasa B en el encéfalo
de Austrolebias charrua mediante su analisis por técnicas moleculares y bioquimicas.

Numerosos estudios han caracterizado a las glias radiales como progenitores neurales y también como
importantes reguladores y moduladores en los nichos neurogénicos (Garcia-Verdugo et al., 2002; Pellegrini
et al., 2016; Sullivan et al., 2007). Algunos autores, han demostrado, ademas, que las glias radiales que
expresan AroB podrian actuar como progenitores neuronales en la vida adulta de teledsteos y permitir que
estas nuevas células migren a lo largo de sus procesos radiales, actuando asi en el recambio celulary en la
plasticidad (Pellegrini et al., 2007). Creciente evidencia apunta hacia un rol de este complejo enzimatico en
el establecimiento de dimorfismos sexuales en el encéfalo de teledsteos, donde se ha reportado una mayor
expresion de esta enzima en machos, postuldndose asi que la masculinizacién de su cerebro se vea mediada
por esta enzima (Revisado en Diotel et al., 2010). El proceso de la neurogénesis incluye la proliferacion,
maduracién y migracion de nuevas neuronas que se integran posteriormente en los circuitos neurales, y tiene
una relacion muy estrecha con las dindmicas de sobrevida de estas células. Se ha postulado que mayores
nameros de neuronas en machos, podrian ser una consecuencia de la accion preventiva de la testosterona,
y de sus derivados aromatizados, en la muerte celular (Pellegrini et al., 2016; Revisado Segovia et al., 1999).

Potencialmente entonces, en peces anuales, podria existir un efecto clave de los andrégenos (aromatizados
por la AroB) que generen una mayor proliferacion en machos, que permita a su vez sustentar mayores
tamafios de las estructuras encefalicas estudiadas, aportando asi una mayor cantidad de células, y
posiblemente de neuronas, que en hembras.
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CONCLUSIONES

1.

Los peces anuales A. charrua de entre cuatro y cinco meses de edad presentan dimorfismos sexuales
anatémicos en el volumen total de su encéfalo y en las tres regiones seleccionadas para el estudio:
los machos presentaron mayores volumenes que las hembras.

Asimismo, se detectaron diferencias en la proliferacion celular en cada una de estas regiones y por
primera vez se estimaron las tasas proliferativas de A.charrua de entre cuatro y cinco meses de edad
en una ventana temporal de siete dias. Esto permitié detectar que los machos presentaron tasas
proliferativas significativamente mayores que en las hembras en las tres areas.

Para ambos sexos la zona de mayor proliferacién fue el bulbo olfatorio, con tasas proliferativas mas
altas que en la regién predptica y el doble que en los Iébulos telencefalicos.

En este trabajo, se ha observado que las zonas de expresién de aromatasa B en glias radiales
(detectadas tanto mediante inmunohistoquimica, como por NADPH diaforasa) coincide con la zona
periventricular donde se localizé la mayoria de los nucleos proliferativos y donde se ha descrito
previamente la proliferacion.
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