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RESUMEN

Los peces anuales presentan un marcado dimorfismo en tamafio y disefio corporal que
acompafia su complejo comportamiento durante el cortejo y reproduccion. La estructura
de la médula espinal refleja aspectos motores y sensoriales esenciales para la destreza
comportamental de los individuos en su medio ambiente.

Considerando dichas observaciones se plantea como hipétesis la existencia de diferencias
anatémicas e histoldgicas en la médula entre machos y hembras. Ademas, teniendo en
cuenta el alto potencial plastico que exhibe el encéfalo de esta especie se propone la
presencia de proliferaciéon celular y neurogénesis en la médula bajo condiciones
fisioldgicas.

Este estudio tiene como objetivo analizar de forma descriptiva la médula espinal de peces
A. charrua a nivel de cinco segmentos, evaluando sus caracteristicas anatémicas,
morfométricas e histolégicas entre los dos sexos, asi como la capacidad proliferativa de
la especie.

El andlisis morfoloégico mostré diversidad estructural a lo largo de todo el eje rostro-
caudal entre los segmentos analizados que se mantienen en ambos sexos y diferencias
entre machos y hembras en el segmento SIII. Particularmente este segmento se vio
asociado a laregion de la aleta dorsal. El estudio histol6gico mediante la deteccidn de las
células NADPHd+ permitié analizar las caracteristicas generales de este sistema en la
medula espinal de la especie de interés y revelo diferencias en cuanto a la distribucion y
morfologia celular en los distintos segmentos entre machos y hembras. El analisis de la
proliferacién celular evidencidé la existencia de neurogénesis sostenida en todos los
segmentos analizados en ambos sexos. La proliferacion encontrada no estuvo asociada
Unicamente a la region del epéndimo, sino que fue observada en otras regiones de la
sustancia gris y blanca.

Este estudio ofrece un marco para la asociacion de fenotipos conductuales particulares
para cada sexo con diferencias citoarquitecténicas y proliferativas en distintas regiones
medulares y contribuye a la descripcién general de la especie a distintos niveles.
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INTRODUCCION

Gran parte de los avances relevantes para el desarrollo del conocimiento basico y
aplicado en distintas areas de la investigaciéon bioldgica, incluyendo la fisiologia,
farmacologia y neurociencias han sido posibles gracias al empleo de diversos modelos
biologicos (Teixeira de Mello, 2019). Beneficidndose de las homologias entre especies los
investigadores han podido extrapolar ciertos conocimientos y supuestos desde un
modelo bioldgico a otras especies con el fin de anticipar las respuestas producidas por
estimulos externos o tratamientos, e incluso redirigir estrategias empleadas en el sistema
original, adaptandolas para cumplir nuevas funciones en otros. Mayormente estas
investigaciones han utilizado ejemplares de sexo masculino como representantes de la
especie de interés, asumiendo que sus caracteristicas permanecen invariables en el sexo
opuesto. Particularmente, en el drea de neurociencias, por cada articulo que utiliza
exclusivamente hembras, existen 5.5 donde se utilizan machos (Blach & Giri, 2019). Dado
que existen dimorfismos sexuales en todos los niveles de organizacién, en muchos de
estos casos la exclusién de las hembras ya sea por razones metodoldgicas, econémicas o
conceptuales representa un fuerte sesgo.

Los caracteres sexualmente dimorficos son observables en aspectos morfoldgicos,
fisiologicos, adaptativos y comportamentales en la mayoria de los clados de vertebrados
(Mori etal., 2017) . Los individuos de una misma especie ejecutan comportamientos
sexo-especificos que incluyen exhibiciones sociales y sexuales coordinadas,
fundamentales para asegurar una exitosa estrategia reproductiva (Dulac & Kimchi,
2007). En la base de las ejecuciones comportamentales divergentes se encuentran los
componentes sensoriales, neurales y motores del individuo (Kelley, 1988)

Recientemente se ha asociado el control de las hormonas gonadales, divergente entre
sexos, como factor importante implicado en el desarrollo de marcadas variaciones
funcionales y estructurales en el sistema nervioso central (Forger & Breedlove, 1986). En
esencia, el sistema nervioso admite y refleja la interaccion de los distintos componentes
internos de un individuo, entre si y con el ambiente. Esta interaccién permite generar
respuestas acordes a los distintos estimulos recibidos, segiin proponia Santiago Ramén y
Cajal ‘al servicio de la conservacién de la vida y la especie’ (revisado en Freire, 2007). Es
por lo tanto coherente que sus caracteristicas anatémicas, histolégicas y morfoléogicas,
incluyendo su extensién y disposicién, se expliquen en parte por las propiedades de la
especie y las estructuras con las que esta en estrecha relacion.
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1.1 Dimorfismos estructurales de la médula espinal

Si bien existen algunos estudios sobre los caracteres anatémicos dimdrficos expresados
en el encéfalo (Cachero et al., 2010; Sacher et al., 2013; Shah et al., 2004), cuando se trata
de la médula espinal los antecedentes son acotados, y estan enfocados a regiones
puntuales y sobre todo en modelos mamiferos. Trabajos previos reportan diferencias en
humanos en cuanto a la dimension de las motoneuronas en los niveles C5 y L3, donde se
observan valores superiores en machos (Yuan et al., 2000). Asimismo, la proporcion de
las motoneuronas en nucleo de Onuf, centro relacionado con el comportamiento
copulatorio, es también superior en este sexo, caracteristica que se ve conservada en
perros (Forger & Breedlove, 1986). Por otra parte, similares resultados se han
encontrado en el nucleo espinal bulbocavernoso de ratas, donde el tamafo de las
motoneuronas es mayor en machos, mientras que en hembras este centro se observa
disminuido o ausente (Marc Breedlove & Arnold, 1981). Este resultado es congruente con
la funcién del centro debido a que se postula como encargado de la inervacién de los
musculos estriados perineales. Se propone que su naturaleza dimérfica esta dada por la
interacciéon de los andrégenos con sus receptores en las primeras etapas del desarrollo
(Marc Breedlove & Arnold, 1981).

Partiendo de estos escasos precedentes se introducira a continuacion las generalidades
de la médula espinal.

1.2 Diversidad morfoldgica de la médula espinal

La diversidad anatémica e histolégica de la médula espinal acompafia la gran variedad
que existe entre los vertebrados. La misma atiende a las caracteristicas corporales
generales de cada especie, el grado de complejidad comportamental y la relacion con su
medio ambiente.

La médula espinal representa la porciéon mas caudal del sistema nervioso central. Su
longitud difiere entre los vertebrados, abarcando el total del canal vertebral en la mayoria
de los teledsteos, anfibios urodelos, reptiles saurdpsidos y aves, o parte del mismo en
mamiferos y anfibios anuros (Uehara et al., 2015). A pesar de que en general a lo largo
de la evolucidon se mantiene una forma cilindrica conservada, heredada a partir del tubo
neural y una organizacién segmentada, pueden existir variaciones estructurales, asi como
en el numero de segmentos entre las especies (Nieuwenhuys, 1964)(Figura 1). A cada
segmento se asocian dos raices dorsales y dos ventrales formando un par de nervios
mixtos, que en conjunto con los nervios craneales, dan lugar al sistema nervioso
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periférico. Al igual que los segmentos, la cantidad de nervios puede diferir, desde 10 pares
en anfibios sin cola hasta 500 en serpientes (Nieuwenhuys, 1964)
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Figura 1. (I) Representacién esquematica de la morfologia externa de la médula espinal y sus nervios
espinales de (a) tortuga (b) humano (c) ballena, (d) rana tomada de Nieuwenhuys, 1964. (II)
Representacién esquematica comparativa de la organizacion citoarquitectural de la médula espinal en vista
transversal.

1.3  Descripcion estructural y citoarquitectural de la médula espinal

La médula espinal actia fundamentalmente como centro de relevo entre el sistema
nervioso periférico y los centros superiores de procesamiento en el cerebro
(Nieuwenhuys, 1964). Es esencial para la integracion entre las entradas sensoriales y el
comportamiento motor, gestando respuestas voluntarias e involuntarias, dentro de las
cuales se incluyen la formacidn de los actos reflejos, la activacion de circuitos de escape
frente a situaciones de peligro y la ejecucién de los patrones de cortejo y reproduccidn,
segun las necesidades de cada especie en su ambiente (Brown, 2012).

Estructuralmente se pueden diferenciar dos regiones de composicién y funcién diferente
en la médula espinal: la sustancia gris y la blanca. La sustancia gris se compone de
neuronas sensoriales, dispuestas dorsalmente y neuronas motoras en la regiéon ventral.
Estas coexisten con interneuronas mediando la comunicacion entre los dos tipos
neuronales, fibras amielinicas y diversas glias (Brown, 2012).

La disposicion y caracteristicas histolégicas de la sustancia gris son variadas entre los
grupos de vertebrados. En los clados mas basales como los anfioxos, estd representada
por una capa celular delgada y rudimentaria que se complejiza en composicidn,
heterogeneidad celular y distribucién a medida que se asciende a 6rdenes mas recientes,
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alcanzando la maxima expresiéon en aves y mamiferos (revisado en Freire, 2007). La
sustancia gris se encuentra rodeada por la sustancia blanca, que recibe su nombre del
color blanquecino caracteristico de las fibras mielinicas que la componen (Nieuwenhuys,
1964).

En el eje longitudinal de la médula se extiende el canal central, una pequefia cavidad por
donde circula el liquido cefalorraquideo que constituye particularmente el remanente de
la cavidad ventricular del tubo neural. Este se encuentra revestido por células
ependimarias de gran heterogeneidad morfoldgica, funcional y grado de maduracidn.
Entre las principales funciones de las células que componen al canal central se
encuentran el soporte celular e intercambio con el liquido cefalorraquideo.
Adicionalmente se postula que las ependimoglias radiales, una poblaciéon celular
componente de esta region, tendrian un importante rol en la neurogénesis y regeneracion
de la médula espinal (Tanaka et al., 2009)

1.4 La médula espinal de los peces teledsteos

Las diferentes especies de peces teledsteos manifiestan caracteristicas particulares en su
médula incluyendo la proporcién y distribucion de las sustancias blanca y gris, pudiendo
encontrarse las mismas claramente separadas o entremezcladas (Nieuwenhuys, 1964).

Entre los caracteres macroscépicos conservados en este grupo se destaca la presencia de
un surco ventral en el eje de la linea media, formado por el pliegue de la piamadre y un
tabique dorsal. A nivel transversal la sustancia gris se ve representada por dos astas
ventrales (anteriores) y un cuerno dorsal (posteriores), y la sustancia blanca por
paquetes o funiculos de axones mielinicos de diversos calibres agrupados y separados
entre si por tabiques transversales. Seglin su posicion se han descrito estas estructuras
como el funiculo ventral, lateral y dorsal.

El asta dorsal en teledsteos se define como una sustancia gelatinosa (Nieuwenhuys, 1964)
integrada por neuronas de distintos tamafios, muchas de ellas enviando sus
prolongaciones al surco ventral. Esta region actiia como sitio de recepcion de las
aferencias enviadas por las neuronas ganglionares cuyas terminales ax6nicas contactan
con las neuronas fusiformes y granulares de dicha asta y con las motoneuronas e
interneuronas de posicion ventrolateral.

A nivel histolégico las motoneuronas del asta ventral se caracterizan por ser células
grandes y multipolares de morfologia fusiforme, piriforme, triangular o estrellada y
poseer extensas prolongaciones dendriticas que se extienden hacia el asta dorsal, asi
como hacia la sustancia blanca. Adicionalmente este tipo neuronal de naturaleza
colinérgica puede en teledsteos clasificarse en motoneuronas primarias o secundarias
(Clemente et al., 2004; Sandri et al., 1976; Tsuji, 1975). Las primarias se distinguen por

9

Stephanie Silva Jaureguiberry



ser de mayor tamafo, ocupar posiciones dorsomediales e inervar la musculatura del
tronco encargada de las respuestas rapidas y las secundarias por ser de menor tamaiio,
localizarse ventralmente e inervar la musculatura lenta del tronco y las aletas.

En la region ventral de la médula espinal de la mayoria de los tele6steos se pueden
distinguir dos axones de gran calibre pertenecientes a las células de Mauthner. Este par
de neuronas reticuloespinales son responsables del patron de escape en C, caracteristico
de los peces y larvas de anfibios. Estas células presentan sus somas en el romboencéfalo
anivel del par craneal VIII, del que reciben aferencias y envian sus axones colateralmente
a lo largo de toda la médula espinal (Diamond, 1971; Sillar, 2009). Por debajo de estos
haces se ubica la comisura accesoria, correspondiente al entrecruzamiento de axones de
neuronas comisurales que se dirigen hacia los cordones anterolaterales (revisado en
Freire, 2007).

La médula espinal constituye un componente primordial dentro del sistema nervioso y
exhibe gran heterogeneidad a lo largo de los ejes dorsoventral y rostrocaudal, condiciéon
que le permite ejecutar funciones distintas segin la regidon que inerva. Esta particularidad
funcional se encuentra fuertemente vinculada y modulada por las caracteristicas
plasticas del sistema nervioso.

1.5 Generalidades de la neurogénesis postnatal

La neurogénesis constituye un pilar fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis, la plasticidad estructural y funcional, asi como de la adaptacién frente a
ciertos cambios en el sistema nervioso, sin embargo, son pocos los trabajos acerca de este
topico enfocados en la médula espinal en condiciones fisiolégicas (Frisén, 2016).

Actualmente, la neurogénesis adulta en el sistema nervioso central es aceptada y
respaldada por una amplia diversidad de estudios cientificos en vertebrados e
invertebrados (Altman, 1962; Cayre etal, 1994, 2002; Eriksson etal, 1998; A. S.
Fernandez et al.,, 2011; Kaplan & Hinds, 1977; Lindsey & Tropepe, 2006; Torres-Pérez
etal., 2017). Este proceso ha sido probado en distintas regiones del sistema nervioso
central tanto en condiciones fisiol6gicas como reparativas y adaptativas, asociado entre
otros a procesos de memoria y aprendizaje (van Praag et al., 1999) y modulando procesos
como el cambio estacional del canto en las aves (Nottebohm et al., 1987) o la adaptacion
de la retina frente a cambios luminicos en teledsteos (Berrosteguieta, 2020;
Berrosteguieta et al., 2022; Herrera Astorga, 2022). Este fenémeno implica la génesis,
diferenciacion, migracion e integracion de nuevas neuronas funcionales a circuitos
preexistentes a partir de células madre neurales (Bjornsson etal., 2015). Se conoce
especialmente que este proceso se desarrolla en sitios especializados del tejido nervioso
que expresan caracteristicas moleculares embrionarias, denominados nichos
neurogénicos (Alvarez-Buylla & Lim, 2004; Garcia-Verdugo et al., 2002). A pesar de que
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la neurogénesis estd filogenéticamente conservada, los reservorios celulares
responsables de la proliferacion exhiben caracteristicas particulares en las distintas
especies, en cuanto su potencial proliferativo, abundancia, ubicacién y composiciéon
celular (Zupanc, 2001).

Los andlisis comparativos muestran pronunciadas diferencias respecto al potencial
proliferativo de los grupos vertebrados, observandose las mayores tasas de proliferacion
en peces teledsteos y las menores, muy por debajo del resto de los vertebrados, en
mamiferos (A. S. Fernandez et al., 2011; Zupanc & Sirbulescu, 2011). Por otra parte, este
proceso es ademas dependiente de las condiciones intrinsecas del individuo como la
edad, condicidén fisiol6gica, sexo entre otros (Arias-Carrion etal., 2007; Cayre etal,
2002).

1.6 Neurogénesis postnatal en la médula espinal

Trabajos previos con la médula espinal como modelo reportan una marcada disminuciéon
de la neurogénesis en mamiferos adultos. Esta capacidad proliferativa limitada
representa un gran impedimento para la renovacion celular en situaciones fisiologicas y
el reemplazo frente a lesiones o enfermedades neurodegenerativas (Chapouton, 2007).
En contraste, la neurogénesis y regeneracion medular es persistente en anfibios (Clorfene
& Pollack, 1994), reptiles (A. Fernandez etal, 2002) y particularmente en peces
teledsteos, convirtiéndolos en buenos modelos para estudiar las claves funcionales de
este proceso (Birse et al., 1980).

Debido a evidencias previas que destacan su actividad proliferativa, el nicho neurogénico
reconocido por excelencia en la médula espinal es la gelatinosa central o region
ependimaria (Reimer etal,, 2008; Stilling & Wallach, 1842). La regiéon ependimaria
representa la porcion de la sustancia gris en torno al canal central, y se caracteriza por
alojar una alta heterogeneidad en cuanto a la estirpe y estado madurativo de sus células,
ademas de una baja proporcidn de glia mielinizante. Especificamente, se han descrito a
las glias epéndimo-radiales como fuente de nuevas neuronas durante la regeneracion en
la médula espinal, caracteristica compartida con el encéfalo (Lacroix etal.,, 2014). Las
glias epéndimo-radiales presentan un soma que contribuye al revestimiento
ependimario, un dnico cilio apical que proyecta al lumen y largos procesos radiales
(Reimer et al., 2008, 2009). Se propone que estas células podrian haber conservado, al
menos en parte, la sefializacion molecular propia de la embriogénesis, proporcionandoles
caracteristicas de precursores primordiales (Tanaka & Ferretti, 2009).

En peces teledsteos, tanto la regiéon ependimal como el parénquima medular, admiten el
nacimiento de nuevas neuronas (Zupanc & Sirbulescu, 2011). Se reporta sobre todo la
presencia de proliferacion celular asociada al canal central y en regiones dorsales
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(Grandel etal., 2006). Estos procesos pueden ser activados y modulados frente a
diferentes estimulos, incluyendo una lesidon (Dervan & Roberts, 2003).

1.7 Peces anuales como modelo de estudio

Los peces anuales son teleésteos de agua dulce pertenecientes al orden
Cyprinodontiformes, conocidos por su extraordinaria capacidad de afrontar condiciones
adversas generando estrategias adaptativas unicas entre los vertebrados. Estas incluyen
la resistencia al estrés hidrico, a la hipoxia, asi como a grandes variaciones de
temperatura a las cuales estan expuestos. Su breve ciclo de vida (de aproximadamente
nueve meses) se lleva a cabo en cuerpos de agua temporales de desecacién estival en
América del Sur y Africa (Berois et al., 2015). Con el fin de mantener la viabilidad de la
especie, los juveniles deben alcanzar la madurez sexual en un breve periodo de tiempo
(entre ocho y doce semanas). A partir de este momento las hembras seran capaces de
poner entre veinte y cien huevos por dia hasta su senescencia. Los huevos permanecen
enterrados en el sustrato del charco durante las estaciones secas, pasando por tres
diapausas caracteristicas y necesarias para su desarrollo. Es por esto por lo que resulta
imprescindible que sean capaces de resistir la desecacién mediante una gruesa y
ornamentada capa coriénica (Berois et al., 2015).

Su comportamiento reproductivo esta estrechamente vinculado a su caracteristico ciclo
de vida y marcado dimorfismo sexual. En estas especies los machos se distinguen por
presentar colores llamativos y patrones bandeados, mientras que las hembras poseen
una coloraciéon parda con manchas oscuras. El cortejo consta de un patrén motor
complejo y estereotipado, que tiene como desenlace el entierro de la pareja en el sustrato,
donde depositara los gametos (Berois et al.,, 2015; Garcia, 2013; Garcia-Segura, 2008).
Este proceso, altamente regulado, presenta sus bases en la ejecuciéon de movimientos
gobernada por la médula espinal. Actualmente no se reportan antecedentes sobre la
estructura y capacidad proliferativa de la médula espinal en A. charrua y lo que se sabe
sobre peces en general es muy escaso.

Los peces anuales constituyen un valioso modelo para tener en cuenta, debido a sus
importantes capacidades proliferativas y adaptaciones peculiares. En particular, se ha
demostrado que los peces anuales del género Austrolebias poseen una activa
proliferacién neuronal en numerosas zonas del cerebro, haciéndolos muy buenos
modelos para el estudio de la neurogénesis postnatal (A. S. Fernandez et al., 2011; Torres-
Pérez etal., 2017).

Comprender los fendmenos de plasticidad y regeneracién del sistema nervioso con una
mirada comparativa y evolutiva en diferentes modelos experimentales, puede
proporcionar importantes aportes para el entendimiento basico y posiblemente practico
de los mismos.

12

Stephanie Silva Jaureguiberry



1.8 Hipdétesis

1 Dadas las caracteristicas particulares de los peces anuales como modelo biol6gico
referente a su elaborado patréon comportamental durante el cortejo y su marcado
dimorfismo corporal, se plantea que la médula espinal de machos y hembras
refleje diferencias anatémicas e histoldgicas en especimenes adultos.

2 Considerando el alto potencial plastico del sistema nervioso de A. charrua observado
en trabajos previos de este grupo, asi como los antecedentes reportados en otros
modelos de peces teledsteos se propone la existencia de proliferacion celular y
neurogénesis a lo largo de su médula espinal intacta.

1.9 OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la médula espinal de A. charrua a tres niveles: morfolégico, histolégico y
proliferativo, enfatizando en la comparacién entre machos y hembras en los dos primeros
niveles.

Objetivos especificos

1. Adquirir las bases metodolégicas para la captura, mantenimiento y manejo en el
laboratorio de peces de la especie A. charrua para ser utilizados como modelo de
experimentacion.

2. Describir la morfologia y anatomia de la médula espinal de machos y hembras de
A. charrua mediante el uso del programa bioinformaticoa Fiji.

3. Disefnar un patrén de medida para describir la morfologia de las secciones
transversales a diferentes niveles de la médula para comparar
morfométricamente, segmentos entre los dos sexos.

4. Determinar neuronas Nadph-diaphorasa a través de la tincién histoquimica. A los
efectos de comparar con otros estudios en peces con la misma técnica.

5. Detectar la proliferacidn celular en la médula espinal de A. charrua a través del
marcador de proliferacion 5’bromo 2’desoxiuridina (BrdU) y el revelado con dos
técnicas inmunohistoquimica, con fluoroforos como cromégeno como la
peroxidasa del rabano revelada con Diaminobencidina.

6. Detectar la presencia de neurogénesis y gliogénesis combinando el BrdU con
marcadores de estirpe celular.
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METODOLOGIA

2.1 Colectay mantenimiento de los peces

Durante este estudio se emplearon un total de veintiséis ejemplares de la especie A.
charrua adultos (Figura 2 a y b) de aproximadamente 5 meses, trece hembras y trece
machos. Los peces fueron colectados a partir de un mismo charco temporal en La
Coronilla, Rocha (Figura 2) y se mantuvieron en peceras reproductoras con turba en el
fondo, en bioterio de poiquilotermos del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable (IIBCE). Para minimizar el estrés producido por la manipulacién y el importante
cambio ambiental se realiz6 un acondicionamiento gradual segin lo aconseja (Papa &
Montagne, 2015)

(c)

Coronel Leonardo Olivera

Canal Andreoni
Océano Atlantico
- 33°54'0,0"S

i —

T T
53°31'30,0"0 53°30°0,0"0

Figura 2. Imagenes de dos individuos adultos de la especie A. charrua, macho (a) y hembra (b)
correspondientes a la colecta del afio 2022. (c) Mapa fisico del sito de colecta en La Coronilla, Rocha.
Fotografias tomadas por Marcelo Casacuberta. Barras de calibraciéon: 1 cm.

14

Stephanie Silva Jaureguiberry



Durante el proceso de experimentacion los individuos se mantuvieron en peceras de 10L,
en una relaciéon de un macho cada dos hembras con condiciones de temperatura (20°),
conductancia (250/300 mS) y aireacién constante y se alimentaron diariamente con
Tubifex tubifex (Tubifex rivolorum).

Del total, diez de los ejemplares fueron utilizados para el estudio morfométrico (de cada
sexo), diez para el andlisis proliferativo (misma relacién), y dos para el analisis
histolégico y citoarquitectural (un macho y una hembra para la técnica de NADPH).

Las metodologias empleadas en este estudio, descritas en Ferndndez, et al. (2011), se
encuentran enmarcadas en el protocolo de experimentaciéon N° 240011-001221-16,
evaluado y aprobado por la Comisién de Etica en el uso de Animales (CEUA), Facultad de
Ciencias.

2.2 Andlisis Morfométrico

Para el estudio morfométrico de la médula espinal de A. charrua se utilizaron cinco
ejemplares adultos de cada sexo. Los mismos fueron anestesiados profundamente con
una solucion de Eugenol 10% en una dilucién 1:1000 (Sigma, St. Louis, MO, USA) en el
agua de la pecera evaluando la desaparicion de los indicadores de actividad como el
movimiento opercular y el reflejo de escape frente a estimulos externos. Posteriormente
los individuos anestesiados fueron intervenidos para exponer la cavidad ventral y
acceder al corazén. Con el objetivo de lavar los vasos sanguineos de glébulos rojos se
realizé una transfusién inicial de solucién salina con citrato de sodio 1% (anticoagulante)
y nitrito de sodio 2% (vasodilatador) para luego fijarlos por perfusion intracardiaca con
Paraformaldehido (PAF) al 10% (preparado en buffer fosfato (PB) 0,1M, pH 7,2-7,4) y
garantizar asi la preservacion del tejido postmortem.

Los individuos fijados fueron medidos en largo, desde la boca hasta la punta de la aleta
caudal y posteriormente disecadas las médulas espinales, desde el inicio tomando como
referencia el par craneal X (nervio vago), hasta el final de su extensiéon en el margen
anterior de dicha aleta (Figura 3).

La médula disecada fue lavada con PB durante 24 horas, medida y seccionada en cinco
segmentos de igual longitud. Estos segmentos fueron encastrados de forma paralela entre
si y perpendicular a la cara de corte en bloques de gelatina-albumina 1:2 (1,5 y 45 %
respectivamente, disueltas en solucién salina de Cloruro de Sodio 0,9%) para realizar
cortes seriados y transversales de 50 pm de grosor en Vibratomo S100 (Leica Buffalo
Grone, IL, USA).
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Figura 3. SNC disecado de A. charrua. Se observa el cerebro y médula espinal de macho en el margen
superior y de la hembra en el margen inferior. Barra de calibracién: 3mm

Para este andlisis se tomaron los primeros veinte cortes de cada segmento sin
tratamiento ni tincién, de los cuales se seleccionaron dos al azar para realizar las
mediciones correspondientes al area, utilizando el programa bioinformatico Fiji
(Schindelin et al., 2012). Este parametro fue normalizado utilizando el largo medular.

SV

Figura 4. a-Representacion esquematica de la médula espinal de A. charrua sefialando los limites
de los segmentos utilizados para los tres andlisis planteados. Barra de calibraciéon: 3 mm
b- Seccién transversal del segmento medular SI de un ejemplar macho donde se especifican los
sitios de medida utilizados para el analisis morfométrico. Se determina Y Desde el polo dorsal
hasta el ventral pasando por el centro del canal central, X en la mitad del eje Y desde el extremo
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derecho al izquierdo y L1 y L2 a uno y tres cuartos de Y respectivamente. Barra de calibracién:
20pm.

Por otra parte, para la descripcion de la forma de las secciones transversales se disefié un
patrén de medida (Figura 4b) con el fin de obtener dos indices complementarios (If1 e
[f2). En este sentido, If1 refleja la relacion entre L1 y L2 (Figura 4a) y es utilizado para
asociar la seccion transversal del corte a un circulo, 6valo (igual o similar a uno), o
triangulo (menor a uno). Ademas, para diferenciar entre circulos y 6valos se emplea If2
que expresa la relacion entre los ejes X e Y. En el caso de obtener valores de If2 cercanos
a uno se asociara la forma a un circulo y menores a un évalo.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos del andlisis morfométrico fueron analizados utilizando los
programas bioestadisticos Past y Graphpad Prism 6 para evaluar las posibles
diferencias dimorficas.

2.3 Andlisis citoarquitectural

NADPH diaforasa

Para la deteccion de neuronas con actividad NADPH-diaforasa se siguio el protocolo
planteado por Valtschanoff et al., (1992). Fueron anestesiados (ver métodos 1.0) y
perfundidos un ejemplar de cada sexo con glutaraldehido al 2,5% y paraformaldehido
al 0,5% en buffer fosfato pH 7,3. Al igual que para el andlisis morfométrico se
mantuvieron invariantes los segmentos de interés a partir de los cuales se realizaron
cortes de 50 um en vibratomo. Posteriormente se incubaron las secciones obtenidas
con una solucién de 5 ml Buffer Tris con 12ul de Tritéon X-100 (0,3%) durante 10
minutos. Sucesivamente se transfirieron los cortes al medio de incubacion, una mezcla
de nitroblue de Tetrazolio (2mg) y beta-NADPH (5 mg) disueltos en 5 ml de agua
bidestilada. Finalmente, los cortes se mantuvieron a 37°C durante 8 horas, luego de las
cuales fueron lavados en PB y montados con glicerol para su posterior visualizacion en
microscopio de luz Nikon Eclipse E200.
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2.4 Andlisis de la proliferacion celular y neurogénesis

Para la observacion y andlisis de la proliferacion celular a lo largo de la médula espinal se
empleé como marcador de proliferacion al 5’ bromo-2’ desoxiuridina (BrdU) (Figura 5).
El BrdU es un analogo sintético de la timidina, capaz de integrarse en las células en fase
de sintesis (fase S) del ciclo celular. Es por esta razén que ha sido ampliamente utilizado
como marcador de proliferacion celular, permitiendo ademas confirmar la neurogénesis
postnatal como un proceso natural en diferentes regiones del sistema nervioso en
distintos grupos zoologicos, incluyendo mamiferos.

Tratamiento con 5’bromo-2’desoxiuridina (BrdU)

Un total de diez individuos (cinco hembras y cinco machos) fueron inyectados
intraperitonealmente con una tnica dosis (100 mg/kg de peso corporal) de BrdU (Sigma-
Aldrich, Milwaukee, WI, USA) disuelto en 0.6% de cloruro de sodio. Luego de una semana
de sobrevida, los peces fueron anestesiados y fijados por perfusiéon al igual que en
métodos 1.0. Posteriormente los cuerpos se post fijaron por inmersion durante 24 horas
en PAF 10% y se lavaron durante 2 horas en PB. Se disec6 y seccion6 la médula espinal
de los ejemplares manteniendo el patron de segmentacion y método de corte utilizado
para el analisis morfoldgico (ver métodos 1.0).

(a) Q (b) o

NH I NH

HO o HO /go

O o}

OH OH

Figura 5. Esquema representativo de las diferencias estructurales entre una molécula de
timidina (a) y su analogo BrdU (b).

Deteccion mediante inmunohistoquimica de fluorescencia

Para la deteccion de aquellas células que incorporaron el BrdU en la fase de sintesis, asi

como para discriminar su identidad con marcadores de estirpe celular, se incubaron los
cortes en una soluciéon de HCl 2N y Tritén X-100 0,3% disuelto en PB (PBT) durante 35
minutos a temperatura ambiente. Este procedimiento resulta en la desnaturalizacién de
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las hebras de ADN y permeabilizacion de las membranas celulares, permitiendo asi el
ingreso de los anticuerpos al interior celular y reconocimiento de su epitopo especifico.

A continuacion, los cortes fueron lavados tres veces con PB y se incubaron con
anticuerpos monoclonales de ratén anti-BrdU en una dilucién 1:80 (Hybridoma Bank)
durante 24 a 48 horas a 4°C. Posteriormente se hicieron otros tres lavados con PB y se
incubaron con el anticuerpo secundario (Tabla 1) conjugado a un fluoréforo verde
(Abcam, Alexa fluor 488).

Ademas, algunos de estos cortes fueron seleccionados para combinar la marca de la
proliferacién celular dada por el BrdU con anticuerpos especificos para determinar
estirpe glial o neuronal. Para detectar neurogénesis se emple6 un anticuerpo anti-HuC,
un marcador capaz de detectar una proteina ribosomal especifica de neuroblastos y
neuronas maduras, mientras que para evidenciar gliogénesis se utiliz6 un anticuerpo
especifico para S-100, un marcador de glias tempranas, habitualmente consideradas
progenitores neurales. Estos cortes fueron lavados una vez con PB durante 5 a 10 minutos
e incubados por 48 horas con anticuerpos primarios (Tabla 1). A continuacién, se
incubaron los cortes con anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos por 1 hora
(Tabla 1).

Deteccion AC1 Marca y cddigo Dilucion AC?2 marca  Diluciéon
HuC  Anti-Huc = ADCam,ab78467, 4,  Alexad88, —, n 1:1000
Conejo, Policlonal Anti Conejo
Anti- Hybridoma Bank, Alexa 488
BrdU G3G4, Ratdn, 1:80 Alexa 546 Abcam 1:1000
BrdU . .
monoclonal Anti Ratén
Anti- Sigma-Aldrich, . .
$-100 5100 52644, Conejo, 1:300 Ant;{];gton Abcam  1:300

policlonal

Luego de este proceso las secciones fueron montadas con glicerol-DAPI en portaobijeto,
observados y fotografiados en el microscopio confocal Olympus FV300 del Instituto
Clemente Estable.

Deteccion mediante inmunohistoquimica con HRP

Para el revelado del BrdU incorporado mediante HRP, los cortes fueron procesados como
se describe anteriormente e incubados con anticuerpos primarios anti-BrdU.
Posteriormente, los cortes fueron incubados con anticuerpos secundarios anti-raton
conjugados a peroxidasa de rabano (Tablal) durante 1h. A continuacioén, la actividad de
peroxidasa fue visualizada mediante adicién de 3,3’-diaminobenzidina (Sigma) de
acuerdo con Fernandez et al. (2011).
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Controles

Controles del BrdU
Como control positivo del tratamiento con BrdU, se utilizaron muestras de tejido
intestinal de rata, por ser tejidos con alta capacidad proliferativa. Como control negativo,
se incubaron cortes de médula inicamente con anticuerpo primario, y otros solo con el
secundario, esperando no obtener ningun tipo de sefial fluorescente en el revelado del
tejido.

Control de otros anticuerpos
Para el resto de los anticuerpos se siguieron los mismos procedimientos que para los
controles positivos y negativos del BrdU, utilizando tejidos de la rata, donde los
anticuerpos han sido testeados por el proveedor.
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RESULTADOS

Con el fin de abordar el objetivo especifico nimero 2 se analizaron diferentes aspectos
morfométricos macroscépicos de la médula espinal de A. charrua. Entre ellos se
encuentra el largo medular en relacion con el largo corporal, el drea y forma a partir de
cortes transversales en los distintos segmentos de interés utilizando diferentes
parametros.

3.1 Relacion largo corporal - largo medular

Los valores de largo medular y corporal correspondientes a cada individuo muestreado
fueron analizados con el objetivo de establecer una relacién entre ambos parametros. En
primer lugar, dichos datos fueron comparados considerados como parte de un Unico
grupo de estudio utilizando una regresion lineal simple. La misma mostré6 una relaciéon
positiva entre ambos parametros con una pendiente de 0.62058 + 0.020, siendo esta
significativamente diferente de 0 (p < 0.0001). Por otra parte, se obtuvo un r? igual a
0.967 indicando que aproximadamente el 97% de la variacién observada en el largo
medular se ve explicada por el largo corporal (Figura 6).

4 Y=0,621*X-0,291

w
1

N
|

Largo medular (cm)

1 T | ]
2 4 6 8

Largo corporal (cm)

Figura 6. Regresion lineal entre el largo corporal (eje x) y el largo medular (eje y) en cm
considerando todos los datos muestreados sin discriminarlos por sexo. Se muestra en el
margen superior derecho la ecuacién de la recta.

A continuacion, se realiz6 el mismo analisis discriminando los datos por sexo para
determinar las posibles diferencias correspondientes a dicha caracteristica. A partir de
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este analisis se observ6 una gran similitud entre las pendientes en ambos grupos, siendo
ambas significativamente distintas de 0 (0.631+ 0.023 en hembras y 0.612 * 0.042 en
machos) y con valores de p <0.0001. La comparacién entre las pendientes no mostro
diferencias significativas (F = 0.103, p= 0.902) (Figura 7).
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"E'“ 3 Y=0,631*X - 0,335
(]
g Y=0,611*X - 0,255
5
=)
b
= 2
o
(oY9)]
—
qv]
]
1 T T

2 4 6 8

Largo corporal (cm)

Figura 7. Regresion lineal entre el largo corporal (eje x) y el largo medular (eje y) en cm
discriminando los datos entre machos (M) y hembras (H). Se muestra en el margen superior
derecho la ecuacidn de la recta.

3.2 Andlisis de la variacion dimensional en las secciones
transversales a lo largo del eje rostro-caudal.

Otro de los componentes estudiados para el analisis estructural de los segmentos de
interés fue el area de las secciones transversales, normalizada por el largo corporal. En
primera instancia se comparo este parametro entre los distintos segmentos en cada sexo
y luego entre ellos.

El estudio mediante test de Friedman revel6 diferencias significativas entre los
segmentos para cada sexo (chi:=40, p=4,582E-8, df=4 en machos y chi2= 38.72,
p=8.415E-8, df=4 en hembras). El analisis a posteriori mediante test pareado de
Wilcoxon mostré diferencias significativas entre todos los segmentos para machos y
entre todos menos SII y SIII para hembras.

Posteriormente se realizé la comparacién del area normalizada correspondiente a cada
segmento entre machos y hembras. A partir de la misma se obtuvieron valores
significativamente mayores en machos en los segmentos SII (U=15, z=2.608, p=0.009,
r=0.583), SIV (U=16, z=2.532, p=0.011, r=0.566) y SV (U=22, z=2.079, p=0.038, r=0.46).
Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los segmentos SI (U=50,
z=0.038, p=0.970, r=0.009) y SIII (U=36, z=1.020, p=0.307, r=0.228) (Figura 8).
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Figura 8. Area de cada segmento medular normalizada por el largo corporal. Se expresan con (*)
las diferencias significativas entre machos (M) y hembras (H).

Ademas, para el estudio descriptivo y comparativo de la diversidad de formas
encontradas, en las secciones transversales correspondientes a cada segmento (Figura 9)
fueron utilizados dos indices, Ifl (utilizado para asemejar la forma a un circulo, 6valo
(igual o similar a uno), o triangulo (menor a uno)) e If2 (utilizado para expresar la
relacion entre los ejes X e Y para discriminar entre 6valos si los valores obtenidos fueran
menores a uno y circulos con valores cercanos a uno).
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Figura 9. Secciones transversales de médula espinal de A. charrua de 50 um de espesor donde se refleja
la diversidad anatémica de la misma correspondiente a los segmentos I (a), I (b), III (c), [V (d) y V (e)
de hembra y III de macho (f) sin tincién en microscopio foténico. Barra de calibracién: 50 pm.

Distintivamente, la comparacion mediante test de Mann-Whitney de los datos obtenidos
de If1 para machos y hembras revel6 diferencias significativamente en el segmento III.
Particularmente este segmento expreso valores significativamente mayores en machos
(U=11, z=2.910, p=0.002, r=0.65), especificamente mas cercanos a 1, indicando de esta
forma una tendencia circular en el mismo. Al expresar las hembras sobre todo valores
menores a 1 es que se puede asemejar su forma a un tridngulo.

El resto de los segmentos no exhibieron diferencias significativas entre sexos (SI: U=46,
z=0.265, p=0.796, r=0.059; SII: U=44, z=0.416, p=0.688, r=0.093; SIV: U=47, z=0.189,
p=0.851, r=0.042; SV: U=47, z=0.189, p=0.853, r=0.042).

De forma caracteristica en el segmento SI de ambos sexos se observaron valores mas
préximos a 1 con respecto al resto de los segmentos, denotando una tendencia circular.
A diferencia de esto, tanto el segmento SII como el SIV expresan valores de medianas
bastante por debajo de 1 sugiriendo una notable asociacién a la forma triangular u
ovalada. En cuanto al segmento SV se observaron valores de medianas préximos a 1
(circular) en hembras y mas alejados (triangular) en machos, en ambos casos expresando
una gran variacion entre grupos (Figura 10).
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Figura 10. Indice de forma (If1) para cada segmento medular y cada sexo Se expresa el grado de semejanza
a la forma circular o triangular segtn el valor de If 1(triangular # 1, circularx1). Se expresan con (*) las
diferencias significativas entre machos (M) y hembras (H).

En cuanto a la comparacion entre sexos de If2 no se observaron diferencias significativas
en ninguno de los segmentos analizados (SI: U=50, z=0.0378, p=1, r=0.008; SII: U=29,
z=1.250, p=0.121, r=0.280; SIII: U=47, z=0.189, p=0.858, r=0.042; SIV: U=38, z=0.867,
p=0.396,r=0.194; SV: U= 36, z=1.020, p=0.312, r=0.228), observandose en todos los casos
valores de medianas cercanos a 1 sugiriendo una baja proporcion de figuras ovaladas
(Figura 11).
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Figura 11. Indice de forma (If2) para cada segmento medular y cada sexo Se expresa el grado de
semejanza a la forma ovalada segln el valor de If 2 (ovalo # 1, circular =1). No se observan
diferencias significativas entre machos (M) y hembras (H).
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DISCUSION

Distintas especies de vertebrados han sido ampliamente utilizadas para estudios
comparativos frente a diferentes condiciones y procesos, incluyendo varios modelos de
patologias. La descripciéon anatoémica y morfoldégica en estado fisiolégico del 6rgano de
interés constituye una herramienta fundamental para esto (Weinhardt et al., 2018).

Se conoce ademas que las condiciones divergentes a las que machos y hembras se
encuentran sometidos, incluyendo la influencia hormonal, la informacién sensorial
(Berrosteguieta, 2020; Berrosteguieta et al, 2022; Herrera Astorga, 2022), ciertos
factores genéticos y epigenéticos, asi como las distintas presiones de seleccion (seleccion
sexual, competencia intersexual por el alimento y division de roles dentro del cortejo y
reproduccion), producen dimorfismos morfolégicos y comportamentales (Kotrschal et
al,, 2012).

Es en relacién con este hecho que se plantea estudiar los parametros estructurales
basicos de la médula espinal de A. charrua, comprendiendo la forma, area y extension en
relacion con el largo corporal como forma de caracterizar macroscoépicamente este
organo, enfatizando en las diferencias entre machos y hembras.

A partir de los resultados obtenidos se determina que el largo medular en la especie de
interés se ve explicado en un 97% por el largo corporal, dato para el cual no se encuentran
diferencias significativas entre sexos.

En cuanto al area de los segmentos se observa para machos una disminucidn significativa
y progresiva hacia la region caudal. En cambio, las hembras muestran en los segmentos
medios del tronco una curva mas aplanada, sin diferencias significativas entre SII y SIIJ,
denotando una disminucién menos marcada en esta region. En la comparacion entre
sexos se observaron valores superiores en machos en todos los segmentos analizados,
excepto en Sl y el SII. Para el SI se puede observar un gran desvio reflejando la gran
variedad que presenta este segmento. Esto se explica ya que variando pocas micras en el
eje rostro-caudal se observa una rapida disminucién del area transversal. El segmento
SIII coincide particularmente con la posicion de la aleta dorsal. La ausencia de diferencias
significativas con los machos significaria en las hembras una mayor proporciéon del area
de este segmento con relacién al resto. Esto podria estar implicado en el uso diferencial
de la misma durante el cortejo y reproduccion donde las aletas son fundamentales
durante el complejo patrén motor desplegado.

Por otra parte, se consideré ademas la forma transversal de los segmentos mediante el
empleo de dos indices de forma. Es importante destacar que se disefi6 en este trabajo un
patron de medidas capaz de detectar diferencias estructurales de forma simple y
aplicable a otros modelos.

A partir de estos se determiné un perfil mayormente circular, encontrandose diferencias
significativas inicamente en el SIII, donde se pudo observar en machos contornos sobre

todo circulares y en hembras triangulares. Esto implica una regiéon dorsal mas
desarrollada en machos en comparaciéon con las hembras.
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Es interesante mencionar que a pesar de no haber diferencias significativas en el SV las
medianas de ambos grupos experimentales se alejan considerablemente segiin puede
observarse en la (Figura 10). La falta de diferencia puede explicarse por la gran variaciéon
que hay en ambos grupos.

Es valioso destacar que en este trabajo no se reduce a una region especifica de la médula,
como sucede sobre todo con los trabajos que abordan el dimorfismo en la médula espinal
(Forger & Breedlove, 1986; Marc Breedlove & Arnold, 1981; Yuan et al., 2000), sino que
intenta exponer su gran diversidad morfolégica mediante un muestreo en 5 regiones
equidistantes. Es a partir de este disefio experimental que se demuestra la amplia
diversidad que aloja la médula espinal de A. charrua (Figura 4b), posiblemente asociada
a su funcionalidad y la relacién espacial con otros 6rganos internos.

CONCLUSIONES

El estudio morfoldgico de la médula espinal de A. charrua realizado en este trabajo ofrece
una referencia estructural del modelo para futuros estudios comparativos tanto en otros
modelos animales, asi como entre individuos de la misma especie tratados
diferencialmente. Ademas, al no existir antecedentes sobre el tema en la bibliografia
actual este reporte contribuye a la caracterizacién general del modelo.

Los peces anuales presentan un marcado dimorfismo en tamafio y disefio corporal que
acompafia su complejo comportamiento durante el cortejo y reproduccion. A pesar de
que no se reportan antecedentes sobre las caracteristicas estructurales de la médula
espinal en este grupo, a partir de este trabajo se propone que las diferencias corporales
entre sexos se reflejan en la anatomia de la médula espinal, en particular asociada a las
caracteristicas distintivas del desarrollo de las aletas y el desempefio de las mismas
durante el cortejo.
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V 4

CAPITULO I

Analisis histologico




RESULTADOS

Con el objetivo de realizar una primera descripcién funcional de los componentes
celulares de la médula espinal del modelo de estudio es que se utilizé una técnica
histoquimica para el revelado de neuronas con actividad enzimatica NADPH diaforasa
positiva (NADPHd+). La NADPH diaforasa es una 6xidonitrico sintasa, capaz de producir
6xido nitrico a partir de L-arginina (Tuteja et al, 2004). Este gas inorganico de alto
potencial difusible actiia como neuromodulador en muchas funciones fisiologicas, entre
las que se encuentran los procesos de memoria, la coordinacién entre la actividad neural,
flujo sanguineo, y particularmente en la médula espinal se lo ha relacionado con los
mecanismos reguladores de la nocicpecidn, la sensibilizacién central y la hiperalgesia
(Choi et al.,, 1996; Radmilovich et al., 1997). Es debido a esto que la actividad NADPH
diaforasa ha sido ampliamente utilizada para reconocer entre otros, a los circuitos
sensoriales en la médula espinal.

En este trabajo se ha observado una amplia distribucién de células NADPHd+ a partir de
las secciones transversales analizadas, pudiéndose observar caracteristicas conservadas
entre los segmentos, asi como particularidades propias de los mismos. A continuacion, se
describen las células marcadas en morfologia, dimension y localizacidn.

Asta dorsal. En todos los segmentos de ambos sexos fueron encontrados dos centros
neuropilicos tefiidos fuertemente, con presencia de células marcadas situados en la
region dorsal. De forma caracteristica estas regiones representan sitios de interconexion
neuronal, con una marcada presencia de proyecciones axonales. Se observé ademas que
estas regiones comprenden gran parte de los somas de las células NADPHd+. Dichos
centros ocupan alrededor del 10% del area medular en todos los segmentos analizados y
se encuentran separados por una seccion negativa que transcurre sobre la linea media
(Figura 12). Segun lo determinado cualitativamente esta seccion disminuye a lo largo del
eje rostro caudal con forme al area del segmento.
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Figura 12. Imagenes de microscopio fotdnico de secciones transversales de la médula espinal de un
ejemplar macho de la especie A. charrua correspondiente al segmento SI (a), SII (b), SIII (c), SIV (d),
SV (e) tratadas para detectar la distribucién y caracteristicas morfolégicas de las células NADPHd+.
Se marcan con linea punteada los centros neuropilicos de la regién dorsal para cada segmento. Barra
de calibracién (a,b,c,d,e): 60 um

En ambos sexos se ha observado una conformacion celular heterogénea en los centros,
en cuanto a forma y tamafio, observandose células de somas redondeados, fusiformes u
ovalados, en su mayoria con largos y delgados procesos. Estos procesos parecieran
extenderse hacia regiones laterales y ventrales de la sustancia gris, asi como hacia la
periferia medular por los fasciculos axonales que atraviesan la sustancia blanca (Figura
13b). Gran proporcién de las células localizadas en los centros neuropilicos corresponden
a células pseudounipolares (Figura 13a) o bien unipolares (Figura 13b), de distintos
tamafios sobre todo intermedias (10 a 14 um) y pequefias (8 a 10 pum).
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Figura 13. Imagenes de microscopio foténico de secciones transversales ampliadas de la médula espinal
correspondiente a los segmentos (a) SIVJ, (b) SI @ (¢) SII {. Se destacan con punta de flecha las delgadas
prolongaciones marcadas que invaden la sustancia blanca. Se denotan con * los somas de las células
NADPHd+ donde se observa su naturaleza unipolar (b) y pseudounipolar (b). Barra de calibracion: 25 um.

Entre estas células se han podido distinguir algunas de pequefio tamafio (8 um), de tinica
prolongacién y escaso pericarion redondeado, viéndose el mismo como un delgado aro
violeta alrededor del nucleo claro (Figura 14a). Otras fusiformes bipolares, de mayores
dimensiones (18 um) y fuertemente tefiidas, se han encontrado sobre todo en el margen
ventral de estos centros extendiendo sus prolongaciones, algunas horizontalmente
(Figura 14c) terminando en arborizaciones con muchos botones sinapticos y otras
verticalmente (Figura 14b).

Figura 14. Imagenes de microscopio foténico de secciones transversales ampliadas de la médula espinal
correspondiente a los segmentos (a) SI 9, (b) SI @ (c) SI §. Se destaca en con punta de flecha las células
marcadas con actividad NADPHd+ para cada imagen resaltando las diversas morfologias observadas
ademads de las caracteristicas particulares de los somas y grado de marcado. Barras de calibracién: 20 um.

Particularmente se ha observado en el SI una mayor proporcidn de células con respecto
al resto de los segmentos. Ademas, se ha visto sobre todo en machos, una frecuente
aparicion de células de gran tamafio (entre 13 y 15um para hembras y entre 15y 18 pm
para machos) dispuestas sobre la linea media. Esta caracteristica se comparte en menor
medida con el SII. Morfol6gicamente, estas células presentan un soma redondeado o
fusiforme y dos gruesas y largas (2-3 um) prolongaciones que se extienden hacia ambos
centros donde se arborizan (Figura 15c).
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En el SII aparece distintivamente un tipo celular que se mantiene en el SIII de ambos
sexos. Estas células son de tipo unipolar, presentan un soma ovalado y extienden su tnica,
delgada y larga prolongacion hacia la region ventral, invadiendo la sustancia blanca, lugar
donde se bifurca (Figura 15 ay b).

Figura 15. Imagenes de microscopio foténico de secciones transversales de la médula espinal
correspondiente a los segmentos (a 'y b) SIII &, (c) SI &. En (b) Se observa una visién aumentada de la
seccién aumentada delimitada con linea punteada del corte observado en (a). Se destaca en con punta de
flecha las células marcadas con actividad NADPHd+ para cada caso destacando la dimensién y ubicacion de
un grupo especifico encontrado en los segmentos SII y SIII. Barras de calibracién: (a): 60 pm. (b): 20um,
(€):30 pm.

De forma particular, se observa una marcada disminucién de la cantidad de células
positivas que componen estos centros en los segmentos SIV y SV, no asi viéndose afectado
el tamaifio de este en relacion con el area transversal de la médula.

Asta ventral. A diferencia de la region dorsal, la ventral se caracteriza por una marcacién
mucho menor y discreta, observandose 4 tipos celulares diferentes que en su mayoria
fueron encontrados aislados. Especialmente en el segmento SIII han sido observadas en
posicion ventromedial, entre el canal ependimario y los axones de las células de
Mauthner, células NADPHd+, de soma redondeado, tamafio intermedio (12 pm) y
prolongaciones delgadas (Figura 16a).

Células de gran tamafio (15 pm), soma alargado y prolongacion densamente tefiida (2
um) fueron encontradas en una posicion similar en los segmentos SIVy SV (Figura 16 ay
b). Dichas prolongaciones parecen bifurcarse cerca del cuerpo neuronal y continuar
ipsilaterlamente hacia regiones mas ventrales del segmento. Cualitativamente se ha visto
una mayor representacion en el segmento SV con respecto al SIV en ambos sexos. De igual
forma la presencia de estas células parece ser mayor el SIV de machos que en el de
hembras.

Situadas ventrolateral se encontraron células de dimensién similar a las anteriores, pero
con somas ahusados. Estas se encuentran en el segmento SIV, particularmente de machos
y presentan largos y densos procesos diagonales (Figura 16c).
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Figura 16. Imagenes de microscopio fotdnico de secciones transversales de la médula espinal tefiidas
para detectar la presencia de células con actividad NADPHd+ correspondiente a los segmentos (a)
SII @, (b) SV &, (c) SV 2. Se destacan con puntas de felchas las células NADPH+ descritas en posicién
ventral para los segmentos V y IV. Barras de calibracién (a): 40 um, (b): 35 pm, (c): 30 pm.

Dentro de la sustancia blanca en posicion ventral al canal ependimario, sobre la comisura
accesoria se pudo observar un tipo celular particular, de soma redondeado, tamafio
intermedio (9 um) y prolongaciones peculiares (Figura 17). Segtn lo observado, estas
prolongaciones contactan al epéndimo en distintos niveles y se caracterizan por ser
sumamente delgadas y presentar varicosidades (correspondientes a los sitios de
sinapsis). Estas células o sus prolongaciones han sido observadas en hembras, donde se
encuentran en todos los segmentos, pero también se pueden observar en menor medida
en los segmentos S, SII y SIII de machos.

Figura 17. Imagenes de microscopio foténico de una seccién transversal de la médula espinal
correspondiente a al segmento SIII Qen diferentes planos focales. Se destaca con punta de flecha las
células marcadas con actividad NADPHd+ con prolongaciones que contactan el canal central. Se
indica con (*) el canal central. Barra de calibracién: 40 pm

Region ependimaria. Unicamente se encontraron células NADPH positivas en el
segmento SI de hembras, con una morfologia clasica de célula ependimaria, una tnica
proyeccion larga, delgada y dorsal (Figura 18).

35

Stephanie Silva Jaureguiberry



Figura 18. Imagenes de microscopio fotdnico de secciones transversales de la médula espinal
correspondiente a al segmento SI 9. Se destaca con punta de flecha las células marcadas con actividad
NADPHd+ el canal central. Se indica con (*) el canal central. Barra de calibracién: 20 um

Generalidades. Independientemente del sexo, segmento y posicién dentro de la médula,
fueron encontradas células marcadas en asociacion o estrecha cercania a los vasos
sanguineos. En dichas regiones se observaron células de somas redondeado o caliciforme,
sobre todo de tamafio intermedio y pequefio entre 9 y 12 um (Figura 19).

Figura 19. Imégenes de microscopio fotoénico de secciones transversales de la médula espinal
correspondiente a al segmento (a): SI J. (b): SIII &, (b): SV Q. Se observan células NADPHd+ asociadas
a vasos sanguineos. Se destaca la presencia de estas en distintos segmentos para ambos sexos. Barra
de calibracién: 10 pm.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Morfotipo celular Clasificacion  Segmento  Ubicacion Tamana Tipo d.e
delsoma  prolongaciones
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Figura 20. Resumen de los resultados encontrados para el analisis de la distribuciéon y las caracteristicas
morfoldgicas de las células NADPHd+
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DISCUSION

Este estudio pone en manifiesto la amplia distribucién de las células NADPHd+ a lo largo
de la médula espinal de A. charrua. A partir de las observaciones realizadas, se
discuten las caracteristicas y localizacién de estas células de forma comparativa con las
observaciones reportadas en otros peces y distintos grupos de vertebrados (Schmidt
etal., 1992). También se mencionan a continuacién las posibles funciones fisiol6gicas
asociadas a estas poblaciones celulares en esta especie, ademas de discutir su
distribuciéon de forma comparativa entre machos y hembras.

Al analizar los patrones de distribucion en machos y hembras se observan interesantes
diferencias en cuanto al nimero y disposicion de las células NADPHd+ en los distintos
segmentos. Entre las diferencias reportadas se destaca para el segmento SIV, asi como
para el SV una mayor representacion de las células descritas en posicidon ventral (ver
Figura 16), en machos. Por otra parte, otro grupo que expresd diferencias en este aspecto
son las células que contactan al canal ependimario, observandose en hembras en mayor
proporcién (Figura 17). Ademas, la distribucion en la médula espinal de este grupo fue
también diferencial, encontrandose en todos los segmentos de las hembras, mientras que
en machos solo han sido vistos en los segmentos centrales (SII, SIII, SIV). Es importante
destacar que estas conclusiones parten de la observacidn, ya que no fueron realizadas
aproximaciones cuantitativas.

Comparacion con otros teledsteos

En relacion con lo reportado en otras especies de teledsteos existen algunas
caracteristicas conservadas en cuanto a distribucion y morfologia, permitiendo asi
hipotetizar sobre una posible analogia funcional.

Se destaca entre las especies de peces mas utilizadas en ensayos similares a Carassius
auratus (Brining et al., 1995). En base a trabajos previos en esta especie se pueden
destacar varios aspectos conservados con A. charrua, incluyendo la disposicion espacial
general, asi como ciertas caracteristicas morfologicas de las células positivas. En cuanto
a la primera condicidn, la distribucién en el plano transversal en Carassius auratus se vio
asociada sobre todo al asta dorsal, proximas a la linea media. De igual forma que en A.
charrua, estas células son de dimension pequefia (10um) y soma principalmente
redondeado (Figura 14a).

En relacion con el segundo caracter se han visto al menos dos poblaciones celulares de
caracteristicas similares. Briining et al., (1995) describe un grupo de posicién ventral
dentro del asta dorsal, de fuerte coloracién y grandes dimensiones en comparacién al
resto de las células marcadas que recuerdan a las encontradas en los margenes ventrales
de los centros neuropilicos descritos para A. charrua (Figura 15).

Por otra parte, células son de soma redondeado, tamafio intermedio (12 pm) y
prolongaciones delgadas se han visto conservadas en una posicion ventro-lateral sobre
todo en segmentos anteriores de la médula espinal de Carassius auratus (Briining et al.,
1995), caracteristicas similares a las descritas para el segmento SIII, de A. charrua (Figura
16a).
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A diferencia de lo observado en A. charrua y Carassius auratus, la localizaciéon de las
células NADPHd+ en ejemplares de Tinca tinca se encontré sobre todo asociada al asta
ventral y en menor medida a regiones laterales del asta dorsal (Arévalo et al., 1995). Las
células detectadas en la region ventral se describen intensamente tefiidas, grandes y
piriformes, con hasta tres dendritas identificables. Entre ellas coexiste otra poblacion de
neuronas mas pequefias, somas redondeados o alargados y con hasta tres
prolongaciones.

En la misma linea de antecedentes, en estudios realizados para la detecciéon por
inmunohistoquimica de Oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) en distintas etapas del
desarrollo post eclosion de Labeo rohita (Biswas et al., 2015), se describe una poblacién
de células marcadas en el nticleo motor en la regidn ventral que se mantiene en todos los
estadios analizados. Los autores asocian dicha marcacién con un posible rol del NO en el
control motor durante el desarrollo temprano de esta especie. No se reportan
antecedentes sobre la distribuciéon en adultos, por lo que surge como posibilidad la
modificacion de los circuitos nitrinergicos de los ejemplares en desarrollo y la forma
adulta, modulando en cada estadio funciones distintas.

Comparacion con otros vertebrados

El andlisis de la distribucion de la enzima NADPH diaforasa en diversas estructuras del
sistema nervioso central ha sido ampliamente extendido a distintas especies de
vertebrados incluyendo anfibios anuros, reptiles e incluso mamiferos, (Anderson, 1992;
Briining, 1992; Jiang & Terashima, 1996; Mufioz et al., 1996; Valtschanoff, Weinberg, &
Rustioni, 1992) siendo en gato y rata las especies donde se concentra la mayor parte de
reportes.

Estudios realizados en el anfibio Pelophylax perezi (Mufioz et al., 1996) reportan la
presencia de una densa region neuropilica positiva en la regidon dorsal de la médula
espinal, mas marcada en niveles cervicales. Si bien esta caracteristica se observa también
en A. charrua, no se ha visto una disminuciéon en ningun nivel en particular,
manteniéndose la intensidad constante entre los segmentos. De igual forma se ha visto
una organizacion similar en trabajos realizados en rata por Valtschanoffet al.,, (1992) en
las laminas [ y II de la sustancia gris dorsal.

Las caracteristicas de los procesos celulares de las células NADPHd+ descritos en A.
charrua (Figura 13), también se observaron en células de la médula espinal ratas, siendo
estos, extensos y delgados, mayormente de trayectos rectos y en algunos casos con
varicosidades finales. Estos estdn presentes en todos los segmentos analizados,
atravesando en distintas direcciones el plano de segmento.

Las caracteristicas y distribucién de las células marcadas en esta especie se han visto
conservadas entre los segmentos, a excepcion de ciertos grupos celulares localizadas en
la region intermediolateral. Respecto a morfologia y dimension de las células marcadas
se describe en ratas una gran diversidad, abarcando grupos monopolares, asi como
multipolares, de somas variados, asociadas a distintas regiones de la médula espinal. A
diferencia de esto, en el modelo utilizado para este estudio se corresponden en su
mayoria con células bipolares, unipolares y pseudounipolares de somas redondeados o
alargados (Figura 14,15,16) (Valtschanoff, Weinberg, & Rustioni, 1992; Valtschanoff,
Weinberg, Rustioni, et al., 1992).
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De forma particular, se reportan en niveles cervicales y lumbares ciertas neuronas
bipolares, orientadas en paralelo al borde del asta dorsal, cuyas prolongaciones
proyectan extensamente en el eje dorsoventral, al igual que las caracterizadas en la
descripcion de la regién dorsal en este trabajo (Figural4) (Valtschanoff, Weinberg, &
Rustioni, 1992; Valtschanoff, Weinberg, Rustioni, et al., 1992).

Asociacién funcional

Dentro de la gran diversidad funcional con las que el 6xido nitrico se ha visto asociado se
encuentra la regulacion de los procesos de inflamacién y de la respuesta del sistema
inmune (Snyder & Bredt, 1992). Es ademds un importante regulador de la homeostasis
vascular y participa como neuromodulador del sistema nervioso debido a su rol como
neurotransmisor (Bredt & Snyder, 1992). Particularmente en la médula espinal se ha
visto implicado en la mediacién de los circuitos nociceptivos, la sensibilizacién central y
la hiperalgesia (Meller et al., 1992; Meller & Gebhart, 1993; Radmilovich et al., 1997).

Entre las primeras propiedades asociadas a este factor altamente difusible se encuentra
la modulacién del tono vascular (Tuteja et al., 2004), funcién por lo que fue inicialmente
descrito como factor de relajacién derivado del endotelio. Es en relacién con esta
evidencia que se justifica la marca persistente de células positivas encontrada en estrecha
relacién con los vasos sanguineos, posiblemente modulando la dindmica vascular segin
las necesidades funcionales del tejido.

Las células positivas de la regiéon dorsal encontradas en A charrua, psuedounipolares y
bipolares han sido ademads descritas en otras especies. Experimentos de electrofisiologia
in vivo realizados en tortugas (Russo & Hounsgaard, 1996, 1999) han dado pistas sobre
las propiedades intrinsecas de las neuronas del asta dorsal (Russo & Hounsgaard, 1996)
y sus patrones de conectividad. Estos antecedentes revelan que en esta region las celulas
poseen la maquinaria enzimatica, asi como de las conexiones neurales necesarias para
intervencidn en los procesos de hiperalgesia y la sensibilizacién. En base ala comparacion
entre especies y considerando la localizacidn de estas células en la médula espinal y sus
caracteristicas morfoldgicas, es posible asociar funcionalmente a las células NADPHd+
del asta dorsal con circuitos sensoriales del procesamiento de la informacién del dolor
encontradas en el modelo de estudio.

En cuanto a las posibles funciones de las células NADPHd+ observadas en posiciéon
ventro-lateral, la bibliografia es escasa. En este trabajo se describe una poblacion celular
marcada positivamente (Figura 21) presente en los segmentos mas caudales (SIV y SV)
en A. Charrua con caracteristicas similares a las encontradas en Carassius auratus por
Fetcho y Faber (1988). Estas células han sido descritas como interneuronas excitatorias
y se han visto involucradas en la produccién del patrén de escape en forma de C iniciado
por los axones de las células de Mauthner (Diamond, 1971). Dichas interneuronas poseen
un soma ovalado o redondeado, dimensiones de medias a grandes (15 pm) y finas
ramificaciones ipsilaterales. En cuanto a su localizacion, en C. auratus se han observado
en al menos dos segmentos de la médula espinal interaccionando con las motoneuronas
primarias y secundarias en la coordinacién del reflejo (Fetcho & Faber, 1988).

A diferencia de lo reportado en A. charrua, esta poblacién no expresa actividad NADPHd+

en la médula espinal de Carassius auratus, segin lo descrito en Briining et al., (1995). A
partir de estos antecedentes se podria discutir acerca de su funcionalidad, aunque para
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poder confirmarlo seria necesario plantear como perspectiva ensayos de
electrofisiologia.

2w,

N AN

Figura 21. (a)Imagen tomada de Fetcho & Faber, 1988 donde se muestra la morfologia de las interneuronas
proximas a los axones de las células de Mauthner en Carassius auratus tefiidas con HRP (ver en Fetcho &
Faber, 1988), (b)Imagen de microscopia foténica de la seccion transversal del segmento SIV & aumentada.
Se indica con flecha una célula NADPHd+ con las caracteristicas previamente descritas. Barra de calibracion
(2): 50 um (b): 20 pm

Ademas, otras células de menores dimensiones fueron observadas en posicién ventral al
canal ependimario (Figura 17), sobre las cuales se discuti6 su variacién entre sexos
anteriormente. Dichas células son caracteristicamente identificables por poseer largas y
delgadas prolongaciones que contactan el epéndimo. Tanto la localizacién como las
caracteristicas morfologicas de este subtipo celular podrian sugerir un papel relevante
sobre la recepcidn, interpretacion y respuesta de los circuitos medulares frente a sefiales
no sindpticas mediadas por el liquido cefalorraquideo (Vigh & Vigh-Teichmann, 1998).

CONCLUSIONES

Como conclusion general asociada a esta comparacion es posible especular que el alto
grado de conservacidén de la distribucion de las células NADPHd +, sobre todo en la region
dorsal estaria sugiriendo un rol esencial del sistema nitrinérgico a lo largo de la evolucion,
en las funciones mas basicas vinculadas relacionadas con el procesamiento de la
informacion sensorial.

Se ha observado ademas que existen diferencias en cuanto a la distribucion y

caracteristicas de las células NADPHd + entre machos y hembras alo largo de los distintos
niveles.
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V 4

CAPITULO Il

Analisis de la
proliferacion celular




RESULTADOS

Con el fin de describir las caracteristicas proliferativas de la médula espinal en
condiciones fisiolégicas se emplearon dos técnicas inmunohistoquimicas para detectar la
presencia del marcador de proliferacion celular (BrdU), combinadas en ciertos casos con
marcadores de estirpe neuronal (HuC) y glial (S-100).

4.1 Localizacion de los niicleos BrdU+

La observacion de las secciones transversales utilizando ambas técnicas revelé una
sostenida proliferacion en todos los segmentos analizados, notandose entre ellos algunas
diferencias referidas a la morfologia nuclear, la intensidad de marcacién y la localizaciéon
dentro del segmento.

Todos los segmentos presentaron células marcadas tanto en la sustancia gris como en la
blanca, observandose en la segunda una menor representacion.

De forma general se hallaron conservados en todos los segmentos ntcleos BrdU positivos
(BrdU+) asociados al canal central, asi como en estrecha relaciéon con los vasos
sanguineos, sobre todo a partir del segmento SII. Otras células marcadas dispuestas en el
perimetro medular fueron también observadas repetidas veces compartiendo
caracteristicas morfoldgicas en los distintos niveles. Ademas de estas, se han observado
células BrdU+ asociadas a procesos laterales que nacen en la sustancia gris e invaden la
blanca tanto en la regién dorsal como en la ventral.

El segmento SI mostré un gran despliegue de células proliferantes de diversas
morfologias. En especial se pudieron identificar células marcadas asociadas al canal
central, contiguas a los axones de las células de Mauthner y dispuestas en la periferia
medular invadiendo la sustancia blanca. Particularmente este segmento expresa una
mayor representacion en regiones ventrales, y ventro-laterales en comparacion a otros.
Se pudo observar que las células que ocupan dichas posiciones se encuentran sobre todo
aisladas y dispersas. En este nivel se encuentran comtinmente células BrdU+ en la zona
medial del asta dorsal, region que estaria correspondiendo al nticleo Comisural de Cajal.

A diferencia de lo observado en el segmento anterior, la proporcion de nucleos BrdU+
observada en el segmento SII fue visiblemente menor. Estas células se encontraron en su
mayoria ocupando una posicion medial dentro del asta dorso-lateral y en reiteradas
oportunidades se encontraron dispuestas en grupos. La proporcién de células positivas
encontradas en este segmento fue menor, en comparacion a la del segmento SI.

La distribucion en el segmento SIII comparte caracteristicas con el segmento SI en cuanto
a la disposicion ventral. Ademas, se observa sefial positiva en regiones dorsales,
acompafiando la linea media, en general de forma individual. Por otra parte, en este
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segmento se reconocen grandes vasos que muchas veces se encuentran asociados a
células positivas en su pared.

El segmento SIV mostro6 un perfil similar al segmento SII, detectandose células BrdU+ en
la zona medial del asta dorsal, asi como adyacentes al canal ependimario. Se observa una
disminucién de sefial en comparacién con el segmento anterior, sobre todo en la region
ventral.

En cuanto al segmento SV, se registra una sostenida aparicion de células marcadas.
Presenta un perfil similar al segmento SIII, su distribucion se asocia sobre todo a zonas
dorso-laterales. Se han visto nucleos positivos en la periferia, asociados a vasos
sanguineos, al epéndimo, ademas de en regiones distales del asta ventral, solas o en
grupos.

Cualitativamente se ha visto una mayor proliferacién en los segmentos SI, SIII y SV con
respecto al resto, sobre todo en el segmento SIII. La distribuciéon de los nucleos BrdU
positivos revelados mediante HRP descrita anteriormente se encuentran representada
en forma esquematica en la Figura 22.

Figura 22. Representacion esquematica de los resultados de la distribucién de los nicleos BrdU+
(marrén) correspondiente a los segmentos I (a), II (b), III (c), IV (d) y V (e) de hembra y III de
macho (f). Se indica en gris la distribucién de la sustancia blanca, en blanco la sustancia gris. Se
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esquematizan en rojo los vasos sanguineos. HD- asta dorsal, HV- asta ventral, Cc- Canal central,
M- axones de las células de Mauthner.

4.2 Descripcion morfoldgica de las células BrdU+

En cuanto a la morfologia propia de las células proliferantes se pudieron asociar ciertos
perfiles de somas a posiciones concretas en la médula espinal. En su mayoria los nucleos
que contactan con el epéndimo son fusiformes y en general presentan una marca mas
tenue, mientras que los que se encuentran cercanos al mismo, pero sin contacto tienden
a ser redondeados y poseer una marca mas intensa (Figura 23 a y b). Estas ultimas
presentan somas de entre 7 y 10 um aproximadamente, y las que las que contactan con
el epéndimo alrededor de 11 um.

Figura 23. Seccién transversal de médula espinal con BrdU en marrén revelado con HRP (flechas
blancas) (a) vision panoramica del segmento SIII Y, destacando los niicleos BrdU+ dispersos en el
canal central y proximos a él, en la periferia y en la regién ventral. (b) Vision aumentada de la
seccidn (a) donde se permite apreciar mejor la morfologia y asociacién de los nucleos. Barra de
calibracion: (a): 30 pm, (b): 20 pm.

En el caso de las células BrdU+ observadas sobre la linea media podemos distinguir dos
morfologias diferentes, redondeadas o alargadas, ambas marcadas con igual intensidad
(Figura 24). Las primeras miden entre 6 y 8 um, mientras que las segundas tienden a ser
levemente mayores (9 a 12 pm).

45

Stephanie Silva Jaureguiberry



Figura 24. Seccién transversal de médula espinal con BrdU en marrén revelado con HRP (flechas
blancas) (a) vision aumentada del segmento (IVY) destacando los nticleos BrdU+ en la zona
medial del asta dorsal. (b) Esquema representativo de la distribucién de nucleos BrdU+
observados en (a). Barra de calibracién: 20 um.

Los nucleos positivos asociados a las proyecciones laterales mostraron caracteristicas
similares, siendo estos redondeados de entre 8 y 10 um (Figura 25). Los asociados a los
vasos sanguineos presentan una morfologia similar pero tienden a ser apenas mas
grandes (Figura 26)
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Figura 25. Seccién transversal de médula espinal con BrdU en marrén revelado con HRP (flechas
blancas). (a) Visién panoramica del segmento SII$ destacando los nicleos BrdU+ asociados a las
proyecciones laterales que invaden la sustancia blanca. (b) Esquema representativo de la
distribucion de nucleos BrdU+ observados en la seccion aumentada delimitada con linea
punteada en (a). (c) vision aumentada de la seccién aumentada delimitada con linea punteada del
corte observado en (a). Barra de calibracion (a): 60 um, (c): 30 um. Cc- Canal central, M- axones
de las células de Mauthner, HD- asta dorsal, HV- asta ventral. ¢

Por otra parte, las células marcadas en la periferia medular poseen somas aplanados y
mas pequeios (7 pum). En cuanto a las células que se localizan en las astas ventrales se
observa variacion en cuanto a tamafio, forma e intensidad de marca. Se han observado
tanto en forma individual como en agrupaciones de 2 o 3 células (Figura 23).
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Figura 26. Seccion transversal de médula espinal con BrdU en marrén revelado con HRP (flechas blancas).
(a) vision panoramica del segmento (SII9) destacando los nicleos BrdU+ asociados a un vaso sanguineo
(*)- (b) Esquema representativo de la distribucién de ntucleos BrdU+ observados en (a). (c) visién
aumentada del corte observado en (a). Barra de calibracién (a): 30 pm, (c): 20 pum. Cc- Canal central, HD-
Asta dorsal, HV- Asta ventral, M- axones de las células de Mauthner.

4.3 Identificacion de la identidad de las células BrdU+ utilizando
marcadores de estirpe celular

La combinacién del revelado por inmunofluorescencia indirecta del marcador de
proliferacién (BrdU) con marcadores de proliferacion celular permitié detectar la
presencia de neurogénesis y gliogénesis en la médula espinal de A. charrua (Figura 27).
La colocacion de BrdU con el HuC indica que algunas de las células positivas ubicadas
dorsalmente sobre la linea media son neuronas (Figura 27). Asi mismo se ha observado
colocalizacién en células cercanas al canal central y en menor proporcion en otras de la
region ventral (Figura 28). Se encontraron células ependimarias BrdU+ co-localizando
con HuC en algunos casos (Figura 27), en otros solo se registré marca verde.

Por otra parte, en conjuncidn con el marcado por S-100 se puede observar varias células
gliales dispersas en la médula espinal. Particularmente se observan rodeadas de marca
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S-100 ciertas células ependimarias (Figura 27b), algunas de las asociadas con los vasos
sanguineos (Figura 27b), y las células aplanadas de la periferia. También se han visto
células BrdU+ con ausencia de marca HuC dispuestas en las proyecciones que invaden la
sustancia blanca.

Figura 27. Seccién transversal de médula espinal de A. charrua en vista panoramica (a) segmento (SV &)
con BrdU en verde, HuC en rojo y la de ambas sefiales en amarillo (* asterisco amarillo). Se
sefiala con flecha blanca un ntcleo positivo para BrdU y negativo para HuC. (b) Segmento (SIII ) con BrdU
en verde combinado con S-100 en rojo. Se observan los nuicleos BrdU+ con flechas blancas en el canal
central y préximo al mismo, en la periferia del hasta dorsal y asociado a un vaso (sefialado con asterisco
blanco). Cc - canal central. Barra de calibracién: 60 pum.

Figura 28. Imagen confocal de la seccién transversal de médula espinal de A. charrua correspondiente al
(a) segmento (SI) con las células BrdU+ en verde, HuC+ en rojo y la de ambas sefiales en
amarillo (flecha blanca), (b) vision aumentada de (a). Cc - canal central. Barra de calibracién: (a): 50 pm,
(b): 10 pm.
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Figura 29. Imagen confocal de la seccién transversal del segmento SIVZ de médula espinal. Doble
marcado de HuC- en el cc: (a) vista panoramica del canal central con las células BrdU+ en verde,
HuC+ enrojo y los nucleos tefiidos con DAPI en azul. Visién aumentada de la seccién delimitada en linea
punteada de (a) marcando en (b) las neuronas con HuC, en (c) los nticleos con DAP], en (d) las células
proliferativas con BrdU y (e): combinando todos los marcadores anteriormente mencionados. Se sefialan
con flechas blancas las células BrdU+. Cc - canal central, M: axones de las células de Mauthner. Barra de
calibracién: (a): 50 um, (b,c,d,e): 10 pm.
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DISCUSION

Gran parte de los antecedentes reportados en la médula espinal en los cuales se analizan
los procesos proliferativos se enmarcan en condiciones de lesién (Yamamoto et al., 2001).
Considerando que los mecanismos celulares y pistas moleculares activos en condiciones
fisiologicas no son los iguales a las que se llevan a cabo frente a una lesidn, es que en este
estudio se plantea analizar la actividad proliferativa intrinseca de la médula espinal en A.
charrua.

En este capitulo se pone en manifiesto la presencia de proliferaciéon celular y
neurogénesis en toda la médula espinal de A. charrua mediante el empleo del marcador
de proliferaciéon BrdU. Se destaca que ambos métodos de revelado utilizados mostraron
resultados muy similares en todos los niveles analizados.

Entre las generalidades observadas en todos los segmentos se encuentra la presencia de
células BrdU positivamente marcadas en el canal central y abarcando la region
correspondiente a la gelatinosa central (Stilling & Wallach, 1842), asociadas a vasos
sanguineos y a proyecciones laterales de la sustancia gris que invaden la sustancia blanca.
En linea con estos resultados, otros autores han detectado también la presencia de células
BrdU+ en el canal central o préximo al mismo en trabajos previos realizados en otros
modelos de vertebrados, entre ellos Danio rerio (Coira, 2015; Grandel etal, 2006) y
Trachemys d’orbigny (A. Fernandez et al., 2002; Russo et al., 2008).

Las células que rodean al canal central representan un remanente del del tubo neural y
mantienen ciertas propiedades moleculares (Becker & Becker, 2015; Lacroix et al., 2014),
fundamentales durante la embriogénesis del sistema nervioso, asi como en los nichos
neurogénicos bien caracterizados del encéfalo (Hugnoty Franzen, 2011). Ademas de esto,
la presencia de células en divisién préximas a la luz del canal central recuerda a la
dinamica de desarrollo en el tubo neural.

Particularmente Fernandez et a. (2002) demuestran que las enormes capacidades
regenerativas observadas en Trachemys d’orbignyi, estan dadas gracias a la gran
capacidad proliferativa de las células que rodean el canal central, dando como resultado
nuevas neuronas y glias.

Considerando estos antecedentes se podria proponer a esta regién como un nicho
neurogénico en la especie de interés. Seria necesario para confirmar esta hipdtesis
plantear como perspectiva el estudio de la dinamica proliferativa en experimentos de
veinticuatro horas, con el fin de descartar la posibilidad de migracién dentro del tejido.

Tomando en cuenta como uno de los factores que se postulan relacionados con el control
funcional de los nichos neurogénicos ciertos componentes regulatorios de los procesos
angiogénicos, no parece extrafio observar la presencia de células BrdU+ asociadas a los
vasos sanguineos.
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La presencia de células BrdU+ asociadas a los vasos sanguineos se puede entender
considerando que dentro de los factores que se postulan relacionados con el control
funcional de los nichos neurogénicos se encuentran ciertos componentes regulatorios de
los procesos angiogénicos (Palmer et al., 2000).

Trabajos previos desarrollados en el hipocampo adulto de ratas muestran una
coordinaciéon entre los eventos de proliferacion de los precursores neurales y
angioblastos. Se ha visto que ambos proliferan en agrupaciones similares a clusters
vinculados a su vez a la microvasculatura de la region. La liberacién de factores solubles
como el factor A de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por parte de las células
endoteliales estimulan la auto renovacién de las células madre neurales y la proliferaciéon
de las células del cluster que expresan el receptor de VEGF, Flk1. Esto estaria implicando
que la proliferaciéon neural tendria una relaciéon de codependencia o al menos compartiria
sefalizacién con los precursores endoteliales. Estas evidencias dejan entrever la relacion
que existe entre el estado general del organismo, asi como los estimulos a los que este
esta sujeto con la capacidad neurogénica del sistema (Palmer et al., 2000; Taupin, 2006).
En linea con lo encontrado por Grandel et al., (2006) en D. rerio en este trabajo se detect6
la presencia de células BrdU+ en la zona medial del asta dorsal, regiéon que estaria
correspondiendo al nucleo comisural de Cajal. Combinando la sefial del BrdU con
marcadores de estirpe celular se pudo ademas identificar al menos a algunas de dichas
células como neuronas. A diferencia de lo observado en A. charrua, en ese estudio no se
reporta la presencia de células nuevas en regiones ventrales de la médula espinal de D.
rerio. Esta diferencia podria estar asociada al disefio experimental debido a que, a
diferencia de lo planteado en este trabajo (siete dias de sobrevida post inyecciéon) Grandel
y su grupo propusieron experimentos mas cortos con sobrevida de veinticuatro horas
post inyeccién. Aunque se realizé un analisis cuantitativo de la proliferacién celular
encontrada, pudo observarse que los niveles con mayor presencia de células positivas
corresponden a los segmentos SI, SIII y SV. Dichos segmentos estan particularmente
asociados a la posicion de las aletas pectorales, dorsal y caudal respectivamente. Es
posible que exista una necesidad diferencial en la capacidad proliferativa dada por la
movilidad de las aletas. Se debe considerar que los peces utilizados en este ensayo fueron
mantenidos en peceras reproductoras con individuos del sexo opuesto, expuestos por lo
tanto a situacion de cortejo y reproduccion, ademas de que dichos eventos implican un
gran despliegue comportamental en la especie de interés.

La respuesta neurogénica suele variar frente a distintos estimulos y condiciones
ambientales (Berrosteguieta, 2020; Berrosteguieta et al.,, 2022; Herrera Astorga, 2022)
debido a que su fino control se encuentra regulado a un nivel genético y otro epigenético.
Dentro de los diversos factores epigenéticos que modulan la neurogénesis se encuentran
la actividad motora (van Praag et al., 1999, 2000), entre otros (Mirescu & Gould, 2006).
La estrecha interaccién entre ambos permite garantizar el nacimiento e inserciéon
funcional de las nuevas neuronas, preservando a su vez la viabilidad de los circuitos.

Son escasos los antecedentes donde se estudia la proliferacion celular en la médula
espinal en otras especies de vertebrados. A partir de trabajos en ratas adultas Horner et
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al.,, (2000) observaron una distribucién sobre todo periférica dentro de la sustancia
blanca, y mas bien escasa presencia de células proliferativas en regiones centrales o
asociadas a la gelatinosa central. Comparando el disefio experimental con el de este
trabajo se debe considerar que la ventana de sobrevida fue mayor, asi como la
administracion de BrdU, ya que para este estudio se utilizd una Unica dosis. Se debe
destacar también la amplia representacion de la médula que fue considerada por Horner
et al., (2000), al igual que en este ensayo.

El abordaje planteado para este andlisis no permitié observar diferencias en la
proliferacién entre machos y hembras. Sin embargo, existen antecedentes que proponen
a las hormonas gonadales y su fluctuacién en el ciclo anual como un factor modulador de
la neurogénesis que podria generar dimorfismos en este aspecto.

No obstante, seria de gran interés estudiar la neurogénesis postnatal con un abordaje
dimdrfico. Entre los escasos antecedentes encontrados para ese tdpico se encuentran los
trabajos en el sistema del bulbo olfatorio de la zona subventricular (V-SVZ-OB) de
roedores donde se ha visto una fuerte modulacién por la accién de las hormonas sexuales
(Diaz et al., 2009; Farinetti et al., 2015). En este sistema la neurogénesis de nuevas
interneuronas implica un relevo importante para los circuitos olfativos, esenciales en
diversos despliegues comportamentales que estdn fuertemente afectados por el
componente dimorfico de las hormonas sexuales. Se destacan también los trabajos
realizados en aves cantoras por parte de Nottebohm et al. (1987).

Por tal motivo, partir de los antecedentes y la biologia reproductiva de la especie de
interés A charrua se propone realizar un analisis cuantitativo mas profundo a futuro con
el fin de detectar posibles diferencias entre sexos, utilizando como referencia las
observaciones morfoldgicas y anatémicas previamente descritas en esta tesis.

CONCLUSIONES

Trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion demuestran la presencia
de mas de 20 nichos neurogénicos en el encéfalo adulto de distintas especies del género
Austrolebias (Cypridontiformes, Rivulidae), confirmando su enorme potencial plastico.
En el presente estudio se comprueba que este cardcter no se limita Uinicamente al
encéfalo, sino que se mantiene a lo largo de toda la médula espinal para ambos sexos.
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CONCLUSIONES GENERALES

1.

Este estudio ofrece un primer acercamiento a la caracterizacién morfolégica de la
médula espinal de A. charrua, siendo un aporte original para futuros estudios
comparativos.

Se desarroll6 un patron de medicion para el analisis de la morfologia, circularidad
para comparar entre sexos en 5 niveles seleccionados de la médula espinal. Este
representa una herramienta para comparar en otros modelos y situaciones
experimentales.

La médula espinal de A. charrua presenta dimorfismos estructurales en cuanto a
area y contorno en el segmento SIII. Debido a su posicién podrian estar asociados
a las caracteristicas distintivas del desarrollo de las aletas y el desempefio de estas
durante el cortejo. Ademas, se observan diferencias en cuanto al tamafio de los
segmentos SlI, SIV y SV, asi como en la citoarquitectura de los mismos a distintos
niveles.

La descripcion de la distribucion de las células NADPHd+ en la médula espinal
permitié comparar con otras especies, denotando caracteristicas conservadas
entre distintos clados de vertebrados y sugiriendo un rol central del sistema
nitrinérgico en la evolucidn.

Se observan diferencias asociadas a la distribucién y morfologia de las células
NADPHd+ entre machos y hembras en los distintos segmentos.

Se observo proliferacion celular y neurogénesis en todos los niveles de la médula
espinal en ambos sexos. En la especie de interés este estudio representa el primer
reporte sobre la presencia y distribucién de neurogénesis postnatal en la médula
espinal intacta de individuos adultos.

La complementacion de los tres abordajes propuestos en esta tesis contribuye a la
caracterizacion general de este modelo biolégico, poniendo en evidencia
diferencias anatémicas e histologicas entre sexos.
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