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Preciso es reconocer que, en los centros adultos, las vias
nerviosas son algo fijo, acabado, inmutable. Todo puede
morir, nada renacer.

Santiago Ramon y Cajal, 1914
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Resumen

Las enfermedades neuroldgicas que afectan la balmdna causan importantes complicaciones
en el funcionamiento normal del organismo y en maatasos son debidas a la muerte neuronal
y degeneracion del tejido nervioso. El descubritoiede que algunas neuronas siguen
generandose en la etapa adulta, proceso denominadmgénesis, ha generado nuevas
expectativas sobre el conocimiento de la biolog&alywd humanas. La introduccion de nuevos
métodos para el estudio de la proliferacion neyrakurogénesis ha logrado que entendamos
mejor el mecanismo que subyace estos fenOmenosbjEtivo de este trabajo es emplear
analogos de la timidina para estudiar y discrimitemporalmente poblaciones de células
proliferantes en el encéfalo de un vertebrado adyltealizar un analisis ultraestructural de una
zona proliferativa mediante microscopia electrordeatransmision. Se utilizaron seis machos
adultos de Austrolebias charruacomo modelo biolégico los cuales fueron inyectados
intraperitonealmente con marcadores de proliferaaiélular, analogos halogenados de la
timidina: iododesoxiuridina (IdU: dia 0) y clorodesuridina (CldU: dia 29), para identificar y
cuantificar las células proliferantes, medianter@lelado de los marcadores con técnicas
inmunohistoquimicas, en todo el encéfalo. Parandligs con microscopia electronica se
utilizaron 2 peces machos adultos y se procesaombuestras del encéfalo correspondientes a
una region proliferativa: la zona de transicionrenbs lobulos telencefalicos y los bulbos
olfatorios. La inmunohistoquimica revelé tres pchldaes celulares proliferantes: Células
proliferantes que migran (las mas abundantes),la®tlaltamente proliferantes (abundancia
intermedia) y células que reentran al ciclo ceJdlemes candidatas a células madre neurales (las
menos abundantes). La region encefalica que poagermroliferacion neta es el telencéfalo, y
la que tiene mayor tasa de proliferacion celularekgorus longitudinalis. La microscopia
electronica mostro que la zona de transicion ptasearacteristicas histologicas de nichos

neurogenicos, como la presencia de glia radial.
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Palabras Clave

Neurogénesis postnatal; Proliferacion celular; temxiuridina, Clorodesoxiuridina; Glia radial;
Austrolebias charrua
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ABREVIATURAS

BrdU: Bromodesoxiuridina

IdU: lododesoxiuridina

CldU: Clorodesoxiuridina

MET: Microscopia electronica de transmision
BO: Bulbo olfatorio

Tel: Telencéfalo

DE: Diencéfalo

TL: Torus longitudinalis

TO: Tectum Optico

Cb: Cerebelo

ZT: Zona de transicion bulbos olfatorios - I6bulelencefalicos
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Introduccion

Las enfermedades neuroldgicas que afectan la balmdna son sumamente complejas, tanto en
su biologia como desde el punto de vista terapguiistas enfermedades o el propio proceso de
pérdida de neuronas, causan importantes complitesi@n el funcionamiento normal del
organismo. La introduccion de nuevas técnicas yodwbgias, cambid la percepcion de las
posibilidades que tienen los individuos adultosegmrar su tejido nervioso mediante generacion
de nuevas neuronas. A consecuencia de esto, surgmerevas lineas de investigacion en el
campo de la neurociencia relacionadas con la gederade nuevas neuronas luego del
nacimiento. La neurogénesis adulta se ha convedidaino de los campos de estudio més
importantes en relacion al desarrollo del cerebraprendizaje, la memoria, y el envejecimiento
(Sekiet.al, 2011). El descubrimiento de que se pueden gemerevas neuronas después del
nacimiento, ha cambiado radicalmente conceptosafmedtales en neurociencias. Afios atras se
pensaba que las neuronas en los individuos adsdiospodian morirse, nunca generarse nuevas
(Ramon y Cajal, 1914).

Se define a la célula madre como aquella célula tieee la capacidad de dividirse
(autorreplicarse), durante toda la vida de un iddiv y que, bajo las condiciones apropiadas o
sefales correctas del microambiente, puede daerofidiferenciarse), a distintos linajes con
caracteristicas y funciones especializadas comaito$ neuronas y hepatocitos (Rodriguez-
Pardo, 2005).

El concepto de célula madre neural surge luega dietloduccion de nuevas metodologias para
el estudio del sistema nervioso. Fue en la décad®6@0 que Joseph Altman demostré, mediante
la utilizacién de timidina tritiada, que nuevasir@as continuaban formandose en el hipocampo
y en el bulbo olfatorio de roedores adultos (Altmi®65). Sin embargo este descubrimiento no
logré gran aceptacion. En la década de 1980, aritia timidina tritiada Fernando Nottebohm y
su grupo realizaron estudios de la neurobiologiaal®o de las aves, con los cuales demostraron
el nacimiento, migracion y reclutamiento de nuawasronas en los nucleos de control del canto
y en el resto del telencéfalo de canarios adulogtébohm, 1985).

La neurogénesis postnatal es el proceso por elssugeneran nuevas neuronas en individuos

adultos. Las neuronas generadas en adultos sergratu en sitios del sistema nervioso central

Informe final de pasantia - Maximiliano Torres Pére 2014 Péagina 9



Nuevos abordajes experimentales para el estudio &eneurogénesis en el encéfalo deaistrolebias charrua (Cyprinodontiformes - rivulidae)

denominados “nichos neurogénicos”, donde resid&riasémadre neurales indiferenciadas con
potencial proliferativo. Estas células son prea@sdanto de células gliales como de neuronales.
En varias especies pertenecientes a diferentesgrgwnldgicos, se ha demostrado la generacion
de nuevas neuronas durante la etapa postnatabyaago de toda la vida. En vertebrados, la
neurogenesis adulta presenta patrones anatomidoscionales conservados (Sullivat al,
2007). A fines del siglo pasado, con la utilizactendiferentes técnicas histoldgicas, fue posible
observar empiricamente procesos de neurogénetis|aago de la escala zooldgica (Garcia-
Verdugoet al, 2002; Zupanc, 2001; Zupanc & Zupanc, 1992). Asimo se ha comprobado que
los peces presentan tasas de proliferacion newehonmayores que otros vertebrados. Por ello
resulta un modelo ventajoso para realizar estud@$proliferacion neural, respecto de otros
grupos.

Hasta hace unos afos atras se pensaba que lagpéedicbnal en el encéfalo humano adulto era
un proceso irreversible, es decir, que las neurameduras estaban destinadas a morir y que no
habia generacién neuronal. Esta incapacidad pararagjeneuronas que remplazan a las que
degeneran y mueren era la base de muchos prooas@siagenerativos conocidos. Sin embargo
estudios realizados en humanos describieron newgsig en individuos adultos en el giro
dentado del hipocampo (Eriksson, 1998). De estaeraata comprensidn de las diferencias en la
proliferacion en los nichos neurogénicos, es deddumental importancia para entender los
procesos de plasticidad que ocurren en el sistemaoso en estado fisiol6gico normal y en la
enfermedad.

En el momento actual se logran importantes avagites estudio de la neurogénesis gracias a la
introduccion de métodos y marcadores molecularesngs permiten identificar el nacimiento,

diferenciacién y migracion de las poblaciones pedditivas en el encéfalo adulto.

1.2 Los marcadores de proliferacibn como herramieiat para el estudio de la neurogénesis

Los estudios de proliferacion celular estuvieroradte mucho tiempo restringidos a la deteccion
de las imagenes de mitosis celular. Este era eprimgipio el Unico dato objetivable de la
actividad proliferativa en los estudios de micrgsaddptica. Se podia observar que una célula se
dividia en dos células hijas repartiendo entresedlanaterial nuclear y el contenido citoplasmico.

Los fendmenos previos a la division celular, negesgara que la célula duplique su dotacién
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genética, no se acompafian de modificaciones de ddolwgia celular, y por ello, estos
fendmenos excedian los limites de las técnicas idesgopia convencional (Carbajo Pégetz
al., 1995).

En una poblacion de células que estan proliferasiiocronicamente, un porcentaje de ellas se
encuentra en la fase S (fase del ciclo celular dairre la duplicacion de los cromosomas),
donde el ADN se replica semiconservativamente. $fa gintesis se incorporan los nucledtidos
que formaran las hebras hermanas de las hebrase,mpldebido a que la timidina es un
nucledétido exclusivo del ADN, se han desarrolladdérulas analogas a ésta que se incorporen
en el ADN en sintesis para luego ser visualizal8ese administran pulsas vitro o in vivo de
estas substancias analogas a la timidina, nos teenaeéntificar aquellas células que se
encontraban en fase S en el momento del pulso gntiuta vida media de la molécula en el
organismo vivo o cultivo celular, es decir, céludasactiva division.

El desarrollo de las técnicas de autorradiogratia posible la identificacion de las células en
fase de sintesis de ADN. Si la timidina se marca oo radiois6topo (generalmente tritio,
timidina-3H) y es administrada in vivo o in vitrétas secuencias de ADN en sintesis lo
incorporaran, quedando marcadas con el radioisotapenergia emitida por estos radioisétopos
marcarda su impronta en una pelicula de emulsi@gféfica, permitiendo la identificacion de las
células que estan en fase S. En la practicagtaschs de autorradiografia para el estudio de
proliferacién celular son laboriosas, complejaseylento procesamiento de las muestras, por
esto, se han visto en gran medida sustituidasgeoias inmunocitoquimicas (Carbajo Péeez
al., 1995).

La bromodesoxiuridina (BrdU) es un nucledsido siotéque es un anélogo de la timidina
(figura 1). El nombre comercial es 5-Bromo-2'-dgaosidine, la formula GH11BrN,Os y peso
molecular de 307,11g/mol. Esta molécula puedersarporada en el ADN durante la fase S del
ciclo celular, sustituyendo a la timidina durargeréplicacion del ADN. En experimentos con
cultivos celulares HAB (células de mamiferos) doladecélulas crecian en un medio que carece
de timidina, y provistos de BrdU, se observd quéntrporacion de éste al ADN es de un
99,8%, y posiblemente de un 100% (Bick & Davidsi$v4).

e ——
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Figura 1. Esquema de la estructura molecular timldina (izquierda) y de la bromodesoxiuridinar@tgha)

El desarrollo por Gratzner (1982) de anticuerposoutnales frente a la bromodesoxiuridina,
ofrecia la posibilidad de identificar las célulasfase S sin la necesidad de utilizar radioisotppos
obviando el laborioso procesamiento de éstos. Estaica ha experimentado una rapida
expansion tanto , por, una gran simplicidad ytredarapidez, como por sufidelidad en la
identificacion de las células que estan duplicasdomaterial genético. Por otra parte, se
demostré una magnifica correspondencia entre &ifma de fase S del ciclo celular obtenidas
tras el marcaje con timidina tritiada y tras el cage con BrdU (Silvestringt al, 1988). Una de
las grandes ventajas que ofrece la técnica de jparman BrdU y su identificacion
inmunocitoquimica sobre secciones de tejido esejuesultado final de la reaccion sobre los
nucleos marcados es claro y bien definido (CarBapezet al., 1995).

La facil identificacién de los nucleos marcados germitir el andlisis topogréafico de los mismos
en el seno del tejido no son las Unicas virtudesaglornan a las técnicas de proliferacion celular
mediante inmunocitoquimica actualmente. Se hanradisalo otros analogos halogenados de la
timidina reemplazando en el BrdU el grupo broma) otros dos halégenos, yodo o cloro. Los
productos finales de elaboracién son el iododeshna (IdU) y clorodesoxiuridina (CldU), y
presentan gran similitud quimica con el BrdU, ya®dsus ventajas metodologicdssto
proporciona una técnica alternativa para marcar céllas en fase S en eventos temporales

diferentes, administrando pulsos de ambos marcadoseen el mismo animal, debido a que
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ambos marcadores son claramente discriminados coédnicas inmunohistoquimicas que no
presentan reacciones cruzadagVega & Peterson, 2005parcando poblaciones de células
equivalentes Esta capacidad para detectar estos marcadorpsoliferacion proporciona una
herramienta para abordar la relacion entre la ttigstie proliferacion celular, establecimiento de
relaciones entre células recientemente genera@aslyar el estado proliferativo. Asimismo, la
historia de proliferacion celular individual puelacer posible la identificacion de células que
captaron ambos marcadores en dos pulsos adraduosten diferentes momentoBste es un
enfoque adecuado para localizar a las posibles gkls madre neurales.

En este trabajo se emplean el IdU y CldU separadosn una ventana temporal, como
metodologia de estudio de la proliferacion neuralreel encéfalo de Austrolebias charrua.
Este método permitié marcar las células que reerdin en el ciclo celular y por lo tanto, la
deteccion de las probables “células madre" que pridéran y quedan confinadas al nicho
neurogénico. También es posible detectar las césl que migran alejandose de su sitio de

origen y determinar las rutas de migracion.

1.3 Ventajas de los peces como modelo bioldgicorfre a los mamiferos

La utilizacion de peces como modelo bioldgico, enéa varias ventajas a la hora de estudiar la
neurogeénesis adulta. En particular, representalbuen modelo para el estudio de neurogénesis
ya que presentan tasas de proliferacion neurabé#sy en contraste con lo que ocurre en los
mamiferos (Zupanc, 2006). Poseen sitios de pratiféen celular en muchas regiones
encefalicas. Esta proliferacion en peces superdiamgnte a la de los mamiferos, llegando a ser
de por lo menos uno o dos érdenes de magnitud nigyosch & Zupanc, 2007). En estudios
realizados erDanio rerio, el pez cebra, se describieron dieciséis zonakfguativas en el
enceéfalo adulto, localizadas en su mayoria a Igolale las paredes ventriculares y en algunas
zonas mas profundas en el parénquima nervioso (Eugiaal, 2005; Grandekt al, 2006;
Hinsch & Zupanc, 2007).

Las Austrolebiasson un género de peces anuales que presentatedsataas que lo convierten
en un buen modelo biolégico. Son peces autdctoegsegsios con un ciclo de vida corto, lo que

facilita el manejo de variables como la edad. $emglares son faciles de colectar y manipular,
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siendo capaces de reproducirse en cautiverio. Gantaja adicional, presentan gran capacidad
neurogeénica. La génesis de nuevas neuronas ererddsrregiones encefalicas de peces del
genero Austrolebiasfue demostrada en tres especies, mediante laagtdiz de BrdU e
inmunohistoquimica, en bulbo olfatorio, paredesntiieulares telencefélicas, torus

longitudinalis, tectum éptico y cerebelo (Rosilk®10; Fernandeet al, 2011).
Objetivos

1. Objetivo General
Emplear analogos halogenados de la timidina patadias y discriminar temporalmente

poblaciones de células candidatas a célula madeeaarebro déustrolebias charrua.

2. Objetivos Especificos
A - Determinar por medio de la aplicacion del IdUCIdU la localizacion y distribucion de

distintas poblaciones de células proliferativagleencéfalo déustrolebias charrua

B - Cuantificar las células proliferantes marcadas CldU, IdU y las que presentan ambos
marcadores en bulbo olfatorio, I6bulos telencedélic diencéfalo, tectum Optico, torus

longitudinalis y cerebelo .

C - Analizar mediante microscopia electronica dagmision las caracteristicas ultraestructurales
de la zona del ventriculo telencefalico ubicado lantransicion bulbo olfatorio-lI6bulos

telencefalicos.

e ——
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Materiales y métodos

1. El modelo biolégico

Para la realizacion de esta tesis se utilizaronocomodelo biolégicoAustrolebias charrua
machos adultos, de tamafos similares. Los espeegiearon obtenidos del acuario de facultad
de Ciencias y mantenidos en el acuario del IIBCiamte todo el proceso de experimentacion, en
peceras individuales con agua declorinada, conentdxion vegetal, a temperatura de 19°C, con
aireadores permanentes y alimentados una vez ebdigubifex tubifex

El protocolo de experimentacion realizado &ncharrug ha sido evaluado y aceptado por la
Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA) ldstituto de Investigaciones Bioldgicas

Clemente Estable.

2. Aplicacion y revelado de los marcadores de prolifexcion celular

2.1.Disefo experimental

Para los experimentos de proliferacion celulartgzaron seis machos deustrolebias charrua

y se realizaron tratamientos de treinta dias. Edligelcero, a los seis peces se les administro el
primer marcador de proliferacion (IdU) y se lo dejo el acuario en iguales condiciones en las
que estaban hasta entonces. En el dia 29, a lososisspecimenes se les administré el segundo
marcador de proliferacion (CldU). En el dia 30,realizé el sacrificio de los peces. De esta
forma, el tiempo de sobrevida post inyeccion del &b de 30 dias y del CldU es de un dia. En la

figura 1 se muestra el esquema metodoldgico amicad

e ——
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Inyeccion de IdU Inyeccion de CldU Punto final

3 @

Figura 2. Esquema metodolégico aplicado en A. daaren el dia cero se inyecta intraperitonealmientedodesoxiuridina, el
dia veintinueve se inyecta la clorodesoxiuridinalydia treinta se realiza el sacrificio del aniraakstesiado por perfusion
intracardiaca.

2.2.Administracion de los marcadores de proliferadin celular

Los marcadores de proliferacion se administrarotraperitonealmente, esta via de
administracién es elegida por su simplicidad deniniobra en peces y porque la cavidad
peritoneal tiene una gran superficie de absorcifasysubstancias pasan al sistema circulatorio
con facilidad. Para la inyeccion de los marcadeesdeterminé la masa de cada animal utilizado.
El IdU se administr6 en una concentracion de 57¢g8Kign y el CldU se administrdO en una

concentracion de 42,5 mg/Kg.

2.3.Punto final y técnica de fijacion de los peces

Todos los especimenes fueron anestesiados con @ug@ugenol 10% en etanol 96%) en
concentracion 1:1000. Luego que el animal entrareplano anestésico profundo (sin reflejo de
huida, sin regular la flotabilidad y con débilesvintientos operculares) se realiz6 la perfusion
intracardiaca. Previo a la perfusion del fijadbpez es intubado con una céanula por la boca
donde se hacer circular agua a los efectos de nanteen oxigenado el animal, durante el
procedimiento. Primero se removio la sangre gafato circulatorio, realizando un lavado con
solucion salina la cual tiene un vasodilatadorr{fditde sodio, NaNg) para facilitar el lavado y
que los vasos no colapsen y un anticoagulanteafGitte sodio, Na{iCsHsO (COOQOY})), para
evitar que se generen trombos cuando la sangraatenton el fijador. Una vez realizado el

lavado se paso el fijador, paraformaldehido (deBafker) al 10% disuelto en buffer fosfato, por
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el sistema circulatorio logrando la fijacion dedsdos tejidos corporales.

2.4.Técnica de diseccion, encastre y realizacion ks cortes

Una vez que el animal fue fijado e se realizoisection del encéfalo y luego se lo encastré en
una solucion de gelatina (1,5%)-albumina(45%) diauen cloruro de sodio (0.9%) y se agrega
una gota de glutaraldehido logrando un bloque daedencuentra el encéfalo. El bloque se
posicioné en un vibrdtomo LEICA VT100S para la izmdion de cortes seriados de 60
micrémetros de grosor en planos de corte trandesrygassagitales. Una vez obtenidos los cortes,
se realizo el tratamiento inmunohistoquimico paneelar los marcadores de proliferacion por

inmunofluorescencia.

2.5.Deteccion inmunohistoquimica

Los anticuerpos utilizados para detectar el IdU IgUC(ver tabla 1 sobre anticuerpos y sus
caracteristicas) son capaces de reconocer estansas en ADN monocatenario, por lo tanto,
para que estas sustancias queden expuestas pac@ocimiento antigénico, la doble cadena de
ADN debe recibir un tratamiento previo en el cusd seducida mediante hidrdlisis con &cido
clorhidrico diluido con buffer triton (HCI 15% - B85%). El BT desorganiza la estructura
lipidica y genera agujeros en las membranas bicd§gpara que el HCI penetre en las células
hasta el nivel nuclear y reduzca el ADN exponieedoél los antigenos (IdU/CldU) para el
reconocimiento con los anticuerpos especificos. WBm que los antigenos son expuestos, se
incuban los cortes con los anticuerpos primaritigego con los secundarios conjugados con un
fluorocromo para la deteccion mediante inmunoflsceacia indirecta,El analisis de las
secciones se realizo utilizando microscopia de lésefocal Se Procede de la de la siguiente
manera:

1- Se lavan tres veces los cortes en buffer fosfatresun agitador, durante 10 minutos

cada lavado.
2- Se incuban los cortes en la solucion de BT-HClantg 40 minutos

3- Se realizan tres lavados en BF, sobre un agitddoante 10 minutos cada lavado.
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Se incuban los cortes en anticuerpos primariosleodache en BT, utilizando:
- Anti IdU: mouse anti-BrdU(ldU)
- Anti CIdU: rat anti-BrdU(CldU)
5- Se realizan tres lavados en BF, sobre un agitddaante 10 minutos cada lavado.
6- Previo a la incubacion con los anticuerpos secumsiazonjugados se realiza una
incubacion con un anticuerpo secundario biotinilado
- Biotinilado Donkey anti-rat
7- Se realizan tres lavados en BF, sobre un shakem@ulO minutos cada lavado.
8- Se incuban los cortes en anticuerpos secundangsgaxlos con flourocromos, en BT
durante una hora en oscuridad, utilizando:
- Anti-mouse Alexafluo 488

-Streptavidina de union a la biotina Cy3

Una vez que se realiza el protocolo anterior cdgdos cortes de los seis peces, se montaron en
portaobjetos rotulados adecuadamente y se redlir@oltaje de los cortes en glicerina y un
cubreobjetos. Los cortes fueron mantenidos en éeadvitando procesos de crecimiento de
microorganismos y en cajas opacas para que losiganhps fluorescentes no tengan excitacion
por la luz y no se pierda la fidelidad de la sefial.

Tabla 1. Descripcion de los anticuerpos primarios gecundarios utilizados, marca comercial y diluciGnecomendada.

Anticuerpos primarios Marca Dilucién
Rat anti-BrdU (CldU) Accurate 1/500
Mouse anti-BrdU (IdU) Becton Dickenson  1/500
Anticuerpos secundarios Marca Dilucion

Biotinilado Donkey anti-rat y Streptavidina-Cy3|de

unién a la biotina Jackson 1/500

Donkey anti-mouse Alexa 488 Molecular probes 1/500

2.6. Observacion y fotografiado de los cortes

Los preparados histologicos, fueron observados aglizatos con un Microscopio Confocal
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Olympus FluoView™ 300 asistido por un softwareap@findows®, el FluoView™300. Para la
visualizaciéon de los preparados se utilizaron dpsiomes de laser respecto el tipo de
fluorocromo conjugado a los anticuerpos secundarios
- Laser de argon azul, de 488 nandmetros de lahgiuonda, que excita el conjugado alexaflto
488,de esta forma se obtiene una sefal de color vgudecorresponde a las moléculas de ADN
que portan al IdU. Los datos obtenidos por estr g visualizan en el canal 1.

-Laser de helio-neon verde, de 543 nandmetrosrdgtim de onda, que excita el conjugado Cy3,
de esta forma se obtiene una sefial de color rap,cqrresponde a las moléculas de ADN que
portan al CldU. Los datos obtenidos por este Igésetisualizan en el canal 2.

Una vez especificados los parametros de visuafinage las imagenes en el FluoView ™ 300
(linea de excitacion e intensidad del laser, apertlel pinhole de deteccion, ganancia del
fotomultiplicador, velocidad de barrido del lagarmafio de la imagen), se seleccioné el modo de
barrido XYZ, que capta una serie de imagenes &ptioafocales XY a través del espesor de la
muestra. En cada corte (grosor 60 micrometros)stblecio una ventana de 30 micrometros
donde se encuentra la informacién de interés (n&aearcados) y se obtuvieron fotos de esa
ventana cada un micrometro (en el plano Z), de dosmcuencial es decir, de cada corte se
obtienen 30 fotografias de planos focales con dssl@seres utlizados. Una vez que se obtuvieron
las 30 fotografias de cada corte, se realizé uparposicion de éstas logrando una imagen Unica,
utilizando el método de apilamiento brindado posadtware del microscopio. En esta imagen se
visualiza la informacion de los nucleos marcadotaerentana indicada en canales por separado
y unidos. Es de este modo obtuvimos tres imagemesadh corte:

- Laimagen del canal 1, donde so6lo se ven loseosddU+,

- La imagen del canal 2, donde so6lo se ven loseo8dCldU+,

- Y la imagen de ambos canales, donde se ven mildels, CldU+ y doble marcados

|[dU+/CldU+.

Cada corte pertenece a una region encefélica detsten En este estudio se divide el encéfalo
en seis grandes regiones: Bulbo olfatorio, telealoéfdiencéfalo, torus longitudinalis, tectum

optico y cerebelo.

3. Cuantificacion celular, calculo de volimenes y métins de cuantificacion
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3.1. Cuantificacién celular

Una vez obtenidas las imagenes de las superposgce 30 micras de la suma de los 30 planos
confocales (cada uno separado por una micra tslgiente), se cargaron estas imagenes en el
programa ImageJ. Para cada trio de imagenes deccegdaen la imagen del canal 1 se realizo la
cuantificacion de los nucleos IdU+, en la imagehodmal 2 se realiz6 la cuantificacion de los
nacleos CldU+ y en la imagen de ambos canalesatiedda cuantificacion de doble marcados
IdU+/CldU+. A cada imagen le corresponde un sestaefalico determinado, y de este modo se
agrupé la informacion en una planilla segun el mante pez, el nivel encefélico, cantidad de
nacleos IdU+, cantidad de nucleos CldU+ y cantid@dlcleos doble marcados IdU+/CldU+. Se
tuvieron algunas consideraciones para realizaddatificacion y cuantificacion tanto de células
IdU+ (sefial verde) y CldU+ (sefial roja) como de ¢a&tulas doble marcadas 1dU/CldU+,
siguiendo los siguientes criterios:

1- Se utilizaron apilados de 30 micras, donde cab#&e dra 5 nlcleos si se tuviera una gran
densidad celular( lo cual no representa una rahljdague en muchos planos no hay
marcacion).

2- Se guardaron los canales por separados a los ®fizt@nalizar los candidatos a doble
marcados. Esto se pudo hacer dado que la denstdad ducleos por corte fue muy baja,
minimizando la posibilidad de apilado de nucleo$oema espacial.

3- También en cada caso se guardaron los planosduodieis de una micra para recurrir a
ellos cuando hubiera dudas de falsos doble marcados

4- En caso de dudas se pudo utilizar la herramienag®s multiples del confocal.

5- La forma de los ndcleos "amarillos" es un elemeleitisivo a tener en cuenta para
cerciorarse del doble marcado, donde una siluetadefinida no genera dudas de ser una
célula doble marcada, mientras que en siluetasedlanfdrma de los nicleos es confusa,
se recurre a los planos individuales.

6- Tener en cuenta que sesgo siempre hay en cuatguaietificacion, lo importante es hacer
la muestra y contar siempre de la misma manera

3.2. Célculos de volimenes

Para utilizar herramientas estadisticas las cugesmnitan establecer relaciones entre
proliferacidon celular respecto el volumen de ladegncefalica, se determiné el volumen de las

6 regiones estudiadas. Para esto, se observarowgohtss seriados de los encéfalos bajo
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microscopia oOptica, y se tomaron fotografias de camb de ellos con una camara digital NIKON
COLPIX 995. Las imagenes seriadas fueron ingresahasl programa para Windows®,
BioVis3D® y se realiza una reconstruccion tridimienal de cada region estudiada,

determinando con herramientas del software el vefuptomedio de cada una de ellas.

3.3.Métodos de cuantificacion

Luego de realizar la cuantificacion de los nucle@scados en cada region encefélica, se realizo
una tabla y un grafico de frecuencias relativagplmpara presentar las cantidades de nucleos
IdU+, CldU+ y doble marcados IdU+/CldU+ en cadaigegencefédlica estudiada. También se
realizé una tabla y gréfico de la frecuencia alisolde nucleos IdU+, CldU+ y doble marcadas
IdU+/CldU+. Estos gréaficos son realizados por elgpama para Windows®, Microsoft Excel
2007.

Para determinar las tasas de proliferacion dealdU+, CldU+ y doble marcadas 1dU+/CldU+
se utilizd el programa para Windows®, Microsoft EXkc2007, teniendo en cuenta la

cuantificacion celular respecto los volimenes dedgiones.

4. Procedimientos para microscopia electronica deansmision

4.1. Disefio experimental
Para el estudio por microscopia electrénica destniion se utilizaron dos ejemplares de
Austrolebias charruamacho adultos. Se eligi6 una zona del encéfalo, quediante
inmunofluorescencia haya mostrado nucleos IdU+U&lg doble marcados IdU+/CldU+. Esta
zona es la region de transicion entre los I6bushdibo olfatorio y los I6bulos telencefalicos.
Se realizaron cortes semifinos y finos para raala descripcion histolégica y citoldgica de esta
zona y estudiar la ultraestructura de la misma.

4.2. Fijacion, postfijacion y primer contraste
El procedimiento de anestesia y lavado del sistagmalatorio se realizo de igual manera que en
los procedimientos anteriormente descritos parawlado de marcadores de proliferaciéon. En
este caso particular, se utilizo un fijador quimem solucion que permite preservar lo mas

posible las caracteristicas ultraestructuralesadecElulas‘in vivo” . Para ello se utilizé6 una
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solucion fijadora de paraformaldehido al 4% y ghitéehido al 1% en BF 0,1M pH = 7,2. Estos
aldehidos reaccionan con los acidos nucleicosldfpy glucidos, y se unen covalentemente con
las proteinas desnaturalizandolas (pierden pariébtalmente sus funciones) anulando sus
propiedades enzimaticas, evitando el deteriorolarepostmortem (Vazquez Nin, 2000). Luego
de perfundidos los animales, se disecaron los alosdf se sumergieron en la misma solucion
fijadora, donde permanecieron hasta el dia sigpiard°C. Ambos cerebros se cortaron en un
vibrdtomo en rodajas de 150 micrémetros de esp8solavaron tres veces en BF durante diez
minutos en agitacion y se postfijaron con tetradxdeé osmio (Osg) al 1% en BF durante una
hora. El tetradxido de osmio actia como un ageeteahtraste uniéndose a proteinas, acidos
nucleicos y principalmente a lipidos apolares dentembranas biologicas visualizdndose éstas
como dos lineas oscuras separadas por una clagu@aNin, 2000). Para remover el exceso del

tetroxido de osmio se realizaron tres lavados denib@itos cada uno en BF en agitacion.

4.3. Deshidrataciéon del material biolégico
Una vez finalizada la fijacion el material debe deshidratado. Para ello se realizan bafios de
etanol de concentracion creciente de forma deareét agua de los tejidos sin que ocurra

retraccion de los mismos. Para esto se aplic@eiesite protocolo:

- Etanol al 25%, durante 15 minutos
- Etanol al 50%, durante 15 minutos
- Etanol al 75%, durante 15 minutos
- Etanol al 90%, durante 60 minutos
- Etanol al 96%, durante 15 minutos
- Etanol al 100 %, durante 60 minutos

- Acetona anhidra ppa, durante 60 minutos

La acetona anhidra es miscible con el etanol y &mion el medio de inclusion. Funciona como
liquido intermediario, retirando el etanol de legdos y permitiendo el ingreso de la resina, sin

alterar la estructura normal.
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4.4. Imbibicion e inclusion del material bioldgico

Durante la imbibicion del material biolégico, el smio es impregnado con resinas epoxicas.
Dichas resinas son sustancias plasticas que pddaneen condiciones compatibles con la
conservacion de la estructura fina de las célydasmitiendo paralelamente que adquieran la
dureza necesaria para ser cortadas en seccioreftall (40 — 60nm), que permitan su analisis
mediante MET. En nuestro caso empleamos una regiogica de bajo punto de ebullicion
(Araldita Durcupan de Fluka). Para realizar la inndidn la resina se mezcla previamente con
otras sustancias: el plastificador, que mejorapsapiedades de corte; el acelerador que cataliza
la polimerizacion, y el endurecedor que determéndureza del bloque solido final,. Para realizar

la mezcla se siguio la siguiente receta:

- Solucion A, resina epoxica: 5.4 gr

- Solucion B, endurecedor: 4.45 gr

- Solucion C, acelerador: 0.25 gr

- Solucion D, plastificador: 0,4 gr

Una vez realizada la mezcla de inclusion, las nmag$tieron embebidas de acuerdo al siguiente
protocolo:

- acetona-araldita (3:1), durante 60 minutos

- acetona-araldita (2:2), durante 60 minutos

- acetona-araldita (1:3), durante 60 minutos

- araldita absoluta (bien tapada) durante todath@ a 4°C

Al dia siguiente, se realiz6 un bloque con cadaajmdempleando para ello moldes
termorresistentes llenos de araldita, en los qupos&iond la muestra. La polimerizacion se

realizd en estufa a 60°C durante 48hs.

4.5. Realizacion de los cortes
Del total de bloques realizados se escogierondegpgrtenecen a la zona de estudio. Los bloques
fueron tallados preservando la zona de interéschass semifinos (500 nanémetros de espesor)
se realizaron en un utramicrotomo RMC MTX, en daeion transversal, con cuchilla de vidrio.
Estos cortes se montaron en portaobjetos de vkisgcaron y adhirieron al mismo por calor, se

tiferon con azul de metileno boraxico al 1% y sgseokaron bajo microscopio de luz con el fin
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de localizar con exactitud la zona de interés. €lomismo ultramicrétomo se realizaron cortes
finos (de 40 a 60 nm de espesor), también con kacta vidrio. Estos cortes fueron colectados
sobre rejillas de cobre de ranura (de 2mm de lpagyolmm de ancho), y colocados sobre una
membrana de polivinilformvar (solucion de FORMVAROa3% diluido en cloroformo), la cual

se adhiere a la rejilla y brinda soporte a losesofinos.

4.6. Segundo contraste de los cortes
Para realizar el segundo contraste se utilizars sale elevado nimero atomico con capacidad de
ionzarse y unirse a proteinas y acidos nucleicdasleélulas incluidas: el acetato de uranilo y el
citrato de plomo (receta de Reynolds). Se realizigeiente protocolo:
- Se coloca cada rejilla con los cortes sobre wba de acetato de uranilo acuoso al 2%, a 60°C
durante 120 minutos.
- Se realizan tres lavados en agua bidestiladdlo@jidurante un minuto, con movimientos
verticales.
- Se seca el borde de la rejilla con papel defilimpio
- Se coloca cada rejilla con los cortes sobre wba de citrato de plomo, rodeada de lentejas de
hidroxido de sodio para evitar que el plomo preeipi
- Se drena el agua de las rejillas con papel tte fimpio
- Se guardan las rejillas en contenedores espsajake permiten la rapida localizacion de los
cortes correspondientes a cada muestra y paralelametan la contaminacion y rotura del film

gue sostiene los cortes.

Este método de contraste permite la visualizacélos diversos organelos celulares y elementos
del instersticio.

4.7. Observacion en el microscopio electronico

Para la observacion de los cortes se utilizé umaseopio electronico de transmision marca
JEOL modelo JEM-1010 ubicado en Facultad de Cisnojgerando con una aceleracion de
voltaje de 100Ky, a diferentes magnificaciones. ioicrografias electrénicas fueron tomadas con

una camara digital Hamamatsu Digital Camera C4&}218lizando el programa AMC
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Adventage.

4.8. Procesamiento de imagenes
Las imagenes con el microscopio electronico destrgsion, fueron procesadas con el programa
Adobe photoshop 14.0 para Windows®.

L
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Resultados

Parte 1. Deteccion inmunohistoquimica del 1dU y CId

1.1. Descripcion de los tipos de nucleos meados

Mediante la utilizacion de inmunohistoquimica seefaron los marcadores de proliferac
celular utilizados, es decir, el IdU y CldU. Cékilgue captaron el IdU en el primer pu
administrado en el dia cero, estuvieron en fased&’sintesis dADN en el momento de |
inyeccion y durante la vida media de la sustancial @rganismc

1- Ndcleos IdU+ Lalocalizacién de los anticuerpos especificos mreeconocimiento de
antigeno IdU, se e#iz6 mediante inmunohostoquimica indirecta . Hingr anticuerpo hecho ¢

raton (anti BrdU) y el anticuerpo secundario estab@o a un fluoroforo Alexlio 488 cuya

Figura 1 Se observa la distribucion general de las trédapmnes celulares. En ,
células IdU+ distribuidas tanto en la pared ventar (V) como profundas en el
parénquima nervioso. La flecha verde sefiala unogdgpcélulas 1dU+ alineadas g
podrian estar siguiendo una ruta de migracion kdfieB Se observan células Cldl
con una distribucion en la pared ventricular y alggi no muy praundas en el
parénquima nervioso. En C se observa el merge ényréB donde se ven céluli
doble marcadas IdU/CldU+ siempre confinadas a larecpa ventricular
excepcionalmente se observan dobles marcadas n@mofundasEn D se observan
los planos ortogmales del merge donde se observa la colocalizagbidU y CldU
en un mismo nucleo lo que nos permite reconocerdagas doble marcad

sefial se visualiza en color verde. Esta sefial serna homogéneamente distribuida el
ndcleo celular proporcionando una marca clara [@anaterpretacion de un ndcleo IdU+ ura
1A. El tiempo de sobrevida de estas células fueQdai&s postinyeccion, por lo cual, esa ven
temporal le permiti6 a esas células cumplir corlosicmit¢ticos consecutivos y realiz
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migraciones, por lo que se observé gran cantidadimteos IdU+ de variable intensidad de
marcacion, de diferente forma, tamafio y distribocléa forma de éstos es heterogénea, algunos
presentan morfologia redondeada, fundamentalmamd@do se encuentran dispersas en el
paréngquima nervioso y en algunos casos se obseraaralargadas cuando se ubican en ciertas
regiones proliferativas en la pared ventriculag(E+A y Fig 2-A). En cuanto al tamafo, estos
nacleos son de aproximadamente 5 micras de diaroe#&ndo su forma se presenta redonda. En
todas las regiones del encéfalo las células ldU+Hosalizaron tanto cerca a las paredes
ventriculares como en el parénquima nervioso ylgmnas niveles de corte se observaron rutas
de migracién celular desde la luz ventricular haegiones mas profundas del parénquima (Fig
1-A flecha y Fig 2-A). A esta poblacion celular coacleos IdU+ las denominamaeglulas
proliferantes que migran.

2- Nucleos CldU+En el segundo pulso el marcador de proliferacidizatio fue el CldU este
analogo de la timidina al igual que el IdU es cdptpor las células que se encontraban en fase
“S” al momento de la administracion. Su aplicacé@nrealizé al dia 29 del experimento, se deja
sobrevivir 24 horas, luego se sacrifica el aninyake realizan los procedimientos de fijacion,
cortes histolégicos y técnicas de inmunohistoquampara la deteccion del antigeno. La
localizacion de la sefial se realiz6 por medio deutiizacion de un anticuerpo primario
especifico para CldU hecho en rata (anti-BrdUunysecundario unido a un fluor6foro que
emite longitud de onda en el rango de 530-545@auél la sefal se visualiza en color Rojo (Fig
1-B y Fig 2-B). La marca se observO homogéneameigtibuida por el nacleo celular
proporcionando una sefal clara para la interpd@acie un ndcleo CldU+. El tiempo de
sobrevida de estas células fue de 24 horas postidye por lo cual no tuvieron tiempo de
dividirse sucesivas veces como con el IdU. Pague se observan nucleos celulares con una
marcacioén roja intensa. Estos nucleos se presenitggn definidos en cuanto a nitidez y
morfologia. Una caracteristica importante de eséhslas es que muestran morfologia alargada
cuando se encuentran lindantes con la luz venarididig 2-B) sobretodo en regiones de alta
proliferacién celular, y pueden presentar formas ménenos redondeadas cuando se encuentran
mas profundas en el parénquima nervioso. EstatasélildU+ fueron localizadas en todos los
cortes del cerebro del pez. En cuando a la ubisdgistolégica de esta poblacion de células
CldUu+ mostraron en general, una distribucion cadaa las paredes ventriculares y en menor

cantidad se observaron células CldU+ profundas lepagnquima, en todas las regiones
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encefalicas estudiadas (Fig 1-B y 2-B). A esta gcbh celular la denominama=tlulas

activamente proliferantes

Figura 2. En A se observan los nlcleos IdU+ enulmieacion sobre las paredes ventriculares y m&smas en el parénquima.
En B se observan los nucleos CldU+ ubicados presamtgmente en la pared ventricular. En C se ohsdoganucleos doble

marcados IdU/CldU+ ubicados en la pared ventricular

3- Nucleos I1dU/CIdU + En algunos casos se observaroelulas que fueron capaces de captar

la marcacibn de ambas sustancias incorporadas al iamal en ambos pulsos.La
colocalizacion de los marcadores de proliferaceéwelados por inmunofluorescencia se visualizé
en color amarillo. Esta corresponde a nucleos gpeaoon ambos marcadores celulares, es decir,
células que se encontraban en fase “S” de sirdes#d®N en el momento de la primera (IdU) y
la segunda inyeccion (CldU). Estas células IdWBdsi bien se encontraron en todos los
niveles de corte del encéfalo fueron menos abuedaqnie las demas poblaciones identificadas
por separado con los marcados correspondientemmBfno y morfologia de esta poblacion fue
particularmente diferente. En general el tamafibsi@lcleos amarillos fue mayor que las que

presentan un solo marcador. La morfologia fue predantemente redondeada. Esta poblacion
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celular presentd una distribucion ventricular ovauttricular, pero casi nunca a distancias muy
alejadas de la luz ventricular. Ademas las célatasespondientes a los nacleos doble marcados
se ubicaron frecuentemente muy cerca de la luzigal@r o a penas desplazadas unas pocas
micras (Fig 1-2 C). Estas células doble marcaddasseterpreta como las que reentran en el
ciclo celular, sin migrar y se mantienen confinaddas cercanias de las zonas ventriculares, y

por esta razon las consideramos com@taipales candidatas a células madre neurales

En suma, la aplicacion de este meétodo entonces itperdeterminar la presencia de tres
poblaciones denominadas:

1-Células con nucleo IdU+, 30 dias postinyeccidéanaininadas célulaproliferantes que
migran

2-Células con nuacleo CldU+, 24 horas postinyeccidanominadascélulas activamente
proliferantes

3-Células con nucleo doble marcados IdU/CldU+, 8 gostinyeccion, denominadas como

principales candidatas a células madre neurales

1.2. Localizacién y distribucion de las poblaciones celares proliferantes en

el cerebro deA. charrua.

1.2.1 Anatomia del encéfalo

Si bien el objetivo de esta pasantia no fue lard&updizar en la localizacion anatomica de las
poblaciones celulares proliferantes, es necesaalizar una pequefa introduccién a la anatomia
general del cerebro de Austrolebias. Esto ayudandtender la distribucion a grandes rasgos de
las zonas proliferativas en las tres grandes omnes cerebrales y servira para explicar de qué
manera se realizé la cuantificacion.

El encéfalo de los teledsteos al igual que enstbrée los vertebrados, se divide en tres regiones
principales: cerebro anterior (prosencéfalo), aerabhedio (mesencéfalo) y cerebro posterior
(rombencéfalo). El andlisis de la anatomia dellwerde Austrolebias charrugFig 3), muestra
similitud con otros teledsteos bien conocidos c@hBalmo gardnieri(Butler y Hodos, 1996).

En el cerebro anterior se observa en la porcion nostsal, los bulbos olfatorios (OB) que son

prominentes, pareados y separados entre si. E®oseCencuentran adosados a los l6bulos
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telencéfalicos por lo que se les denomina sésitesegion adyacente a los l6bulos telencefalicas
constituye una region ventricular muy proliferatice nosotros denominamaona de
transicion. Los I6bulos telencefalicos prominentes formadosdns hemisferios, derivan de la
eversion producida durante el desarrollo embrion&sta eversion trae como consecuencia que
los l6bulos telencefalicos se encuentren separadda linea media por una cavidad Unica que

constituye el ventriculo telencéfalico.

Figura 3. En A, anatomia del encéfalo de Australelmharrua. En B, corte transversal del cerebraan&B: cerebelo, TO:

tectum éptico, DE: diencéfalo, OB: bulbo olfatori@|: telencéfalo, TL: torus longitudinalis.

En el cerebro medio, la estructura predominant ésctum Optico (TO) formado por una masa
de tejido nervioso pareada y redondeada que faehtacho del cerebro medio. En su interior se
encuentra el ventriculo tectal, también un venlwicnico, el mas importante del encéfalo del
pez. En la parte dorsal y medial del cerebro meshiste una estructura Unica, particular de los
peces que al corte transversal se la observa kstrdos valvas del TO, y se denomina torus
longitudinalis Fig 2 b. Esta estructura tiene rélacon el procesamiento de la actividad visual y
de los movimientos oculares. En el romboencefaloks®erva una estructura Gnica, medial y

prominente que es el cerebelo (CB) y posterioudraquideo (BR) (Fig 3).

1.2.2. Localizacion de las células proliferantes das diferentes regiones cerebrales
En el cerebro anterior la localizacion de los ngglmarcados con los analogos halogenados de
la timidina fue predominantemente sobre las pare@esriculares (Fig 4-A y Fig 5). En los

bulbos olfatorios se observaron algunas de ladaselle las tres poblaciones, definidas en la
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seccion anterior, en todo el parénguima nervioso.

Figura 4. Imagen que muestra la localizacion deimdeos de las tres poblaciones. En A, una seqadasagital del encéfalo de
A. charrua donde se observan las regiones estlidndbo olfatorio (BO), telencéfalo (TEL), dienakf (DE), torus

longitudinalis (TL), tectum dptico (TO) y cerebgl©B). En B, seccidn transversal del torus longitadls.

En la zona de transicion entre los bulbos olfatogdos lobulos telencefalicos se observaron
ndcleos marcados pertenecientes a las tres pomdaciproliferativas ubicadas a diferentes
distancias en el parénquima nervioso desde la paeetticular (Fig 4-A y Fig 5). Hacia el
telencéfalo caudal se observa una gran cantidadidieos marcados IdU+, CldU+ y doble
marcadas, sobre todo el area dorso-medial lindamtes| ventriculo.

En el diencéfalo, células de las tres poblaciosespbservaron predominantemente sobre las
paredes ventriculares, asi como también se encontcglulas IdU+ y CldU+ en el parénquima
nervioso, profundas desde las paredes ventriculgiggl-A).

La reconstruccion de varios cortes parasagitales qubrieron las tres grandes divisiones
cerebrales, mostré que las paredes ventriculares@entran tapizadas de ndcleos marcados con

ambos marcadores de proliferacion (Fig 4-A), prieseio células proliferativas de las tres
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poblaciones. Las rojas (CldU+) se encontraron pridantemente mas cerca de la luz
ventricular que las verdes (IdU+). Asimismo, enltdsulos telencefalicos se identificaron células

marcadas sobre la superficie pial.

Figura 5. Corte parasagital del cerebrnteriorAdetroIebias charrua. Superposicion de planosléscque muestra la
localizacion de las células proliferativas. En pesedes ventriculares se observa predominantencéhitas CldU+ (flechas
rojas) y distribuidas méas profundas en el parénguas células IdU+ (flecha verde). BO: bulbo olfetpTEL.: telencéfalo. V:

ventriculo

En el torus longitudinalis se observaron célulagHda diferentes distancias desde la luz
ventricular, profundas en el parénquima nerviostay CldU+ se observaron generalmente
ubicadas en la pared lindante con el ventricullyreas mas profundas en el parénquima (Fig 4-
B). En el cerebro posterior las células proliferasi de las tres poblaciones se encontraron en la
Valvula cerebelli y en la zona de la capa grandércerebelo, asi como también células IdU+ y
algunas CldU+ distribuidas por el parénquima neswio
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1.3 Determinacion de una zona para el estudio ultraesictural

Luego de determinar las diferentes poblacionedarelsi y su localizacion, se eligié una region

particular para el estudio ultraestructural medianicroscopia electrénica de transmision.

Figura 6. Zona de transicion (recuadros) entrddbalos telencefélicos (TEL) y los bulbos olfat@i@BO).Se muestran nicleos
CldU+ (flechas rojas) y doble marcados IdU/CldUledlias amarillas) con una distribucion particularedta zona, ubicados
tanto en la pared ventricular como més profundediktribucion de nucleos IdU+ es la habitual, ddadbared ventricular hasta
profundos en el parénquima nervioso. VZT: Ventdcdé la zona de transicion. TO: Tectum 6ptico. CBrebelo. BR: bulbo

raquideo.
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La zona elegida es la region de transicion eosddbulos telencefalicos y los bulbos olfatorios.
Mediante inmunoflourescencia se observaron en zsta las tres poblaciones celulares. Las
células IdU+ mostraron la distribucion similar aolaservada en otras regiones cerebrales. Las
células CldU+ fueron abundantes y al igual quetessaegiones ubicadas muy cercanas a la luz
ventricular. En la zona de transicion sobre ladide transicion se localizdé un grupo de células
CldU+ ubicadas mas profundas hacia el interiopaegnquima. Este grupo de células CldU+ se
las observo entre 15 y 30 micras de distancia deslde ventricular (Fig 6). El hecho particular
de este grupo de células proliferativas es quenalyule ellas captaron ambos marcadores de
proliferacion. En general, las células doble maasagk encontraron mayoritariamente alejadas de
la luz del ventriculo. Por este motivo se deciditudiar la ultraestructura de esta region dado que
podria mostrar caracteristicas de un nicho neurogéxtraventricular. Los datos obtenidos se

exponen en la seccion 2 de los resultados.

L
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Parte 2. Cuantificacion celular

2.1. Cuantificacion de las poblaciones celulares

El andlisis cuantitativo de la proliferacién de fess poblaciones celulares, se realiz6 empleando
la herramienta “Cell Counter” del programa Imadgeste abordaje permitié contar en los seis
peces (n=6) analizados, los ndcleos IdU+, CldUdolgle marcados 1dU+/CldU+ en todas las
secciones consecutivas correspondientes a cadmresgfudiada. Estas regiones fueron el bulbo

olfatorio, l6bulos telencéfalicos, diencéfalo, tentoptico, torus longitudinalis y cerebelo.
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Figura 7. Representacion grafica de los porcentigegotal de células 1dU+, CldU+ y doble marcattid/CldU+ en las seis
regiones encefélicas estudiadas. En verde se egpiaeslos nuicleos IdU+, en rojo se representandokeos CldU+ y en amarillo
se representan los nucleos doble marcados 1dU/Clgara cada region especificada en el eje de Edsas. Los valores de los
porcentajes se muestran en el eje de las orderelgsiede observar que en todas las regionesiidteons IdU+ siempre son los
més abundantes, seguidos por los CldU+ y por ullosaoble marcados IdU/CldU+. BO: Bulbo olfatoril: telencéfalo, DE:

diencéfalo, TO: tectum 6ptico, TL: torus longitudliis, Cb: cerebelo.

En cuanto a los porcentajes de las células IdUHJ€ly doble marcadas IdU/CldU+ (Fig 7) se
determind que las células IdU+ son las mas abuadamt todas las regiones estudiadas, seguidas
por las células CldU+. Las menos numerosas soddbke marcadas IdU/CldU+, en todas las

regiones estudiadas. Esto puede deberse al tiempoldevida postinyeccion (30 dias), en el
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cual, las células que captaron el IdU luego de diangra inyeccién pudieron dividirse
consecutivamente hasta el sacrificio del animal.cBmbio, las células que captaron el CldU

luego del pulso de la sustancia tuvieron apenataide sobrevida para dividirse mitéticamente.

Los nucleos positivos para cada poblacion fuerafiggdos (Fig 8) por region de estudio.
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Figura 8. Grafica que muestra los resultados dridantificacion de los nacleos IdU+, CldU+ y célutksble marcadas en cada
region estudiada, con el desvio estdndar. En \s&rdepresentan los nicleos IdU+ para cada regpetifisada en el eje de las
abscisas , en rojo se representan los nucleos CQydel amarillo se representan los nucleos dobleadas IdU/CldU+. Los
valores de la cuantificacion se muestran en elejas ordenadas

Los valores absolutos de la cuantificacion mostrayee la proliferacion no es homogénea entre
las regiones estudiadas para las tres poblaciaiesmes. El telencéfalo es la region donde hay
mas cantidad de células IdU+ y CldU+ y el cereleslda region donde hay mayor proliferacion
de nucleos doble marcados IdU/CldU+, sin embargogiandes desvios impiden afirmar que
estos resultados tengan significacion estadisitadiencéfalo mostré la menor cantidad de
células IdU+ y CldU+ mientras que el torus longitadis fue el que tuvo menos proliferacion de

células doble marcadas IdU/CldU+.

e ——
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2.2.Tasas de proliferacion celular

Debido a que las diferentes regiones encefalidasli@sias no son iguales en volumen, se realizé
el célculo de la tasa de proliferacién celular poidad de volumen (mPteniendo en cuenta los
volimenes de las seis regiones individualmentegnidibs con el programa BioVis3Dy la
cuantificacién celular, puede reflejar mejor laiadad mitdtica presente en las diferentes

regiones estudiadas.
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Figura 9. Grafica que representa las tasas defevemion celular por minen cada regién encefélica estudiada. En A se
representan las seis regiones estudiadas y sevalipee el torus longitudinalis es la que preseragamproliferacion. En B se
representan las regiones estudiadas excepto @l mmgitudinalis, ya que en el gréfico A no se algan detalladamente. En
verde se representan los ndcleos IdU+, en rojem@sentan los nucleos CldU+ y en amarillo se sgmtan los nicleos doble
marcados IdU/CldU+ para cada region, especificadel eje de las abscisas. Los valores de la wgadiiferacion se muestran
en el eje de las ordenadas. Se puede observat tpraselongitudinalis es la regién que presentganaroliferacion en relaciéon

a su volumen
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Los resultados de las tasas de proliferacion (fFide9cada poblacion en las diferentes regiones
muestra que el torus longitudinalis es la regioa presenta la mayor proliferacion por unidad de
volumen. Seguido por el bulbo olfatorio y el diefab® que muestran tasas que rondan el 20-25%
de las que muestra el TL. El tectum optico preskntaenor tasa de proliferacion de las regiones

estudiadas

e ——
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Parte 3. Analisis ultraestructural de una region poliferativa

Para este objetivo algunos peces fueron fijados pacroscopia electrénica de transmision. Se
hicieron cortes de 150 micras en seccion transigrdaeron seleccionados los niveles que
correspondian a la zona de transicion BO-Tel (frig 6

Luego de postfijado en tetradxido de osmio e imdwen Araldita, se procedidé a realizar cortes
semifinos, a los efectos de encontrar el sitiontlerés y realizar el tallado correspondiente para |
obtencion de cortes finos en el ultramicrotomo.

Con el objetivo de conocer las caracteristicasestructurales de las células que conforman la
zona de transicion entre los Iébulos telencefaligotos bulbos olfatorios déustrolebias
charrua, se analizaron dos encéfalo

El andlisis en la pared ventricular mostr6 gramstiiad celular, donde se reconocieron diferentes
tipos de células gliales, algunas de las cualdscsdizaban lindantes con la luz ventricular y
presentaban caracteristicas de glia radial. Dickhgas se disponen formando una empalizada
perpendicular u oblicua al borde de la luz ventaiguextendiéndose desde la luz ventricular
hacia la profundidad del parénquima dénde contamarun grupo de células de morfologia mas
0 menos homogénea, ubicado a una distancia de 3® micras de la luz ventricular, que
concuerdan con el grupo de células CldU+ y doblecattas. Si bien las células de la glia radial
comparten caracteristicas en comun como el seratanyadas (de entre 15 a 20 micras), también
se observa que constituyen una poblacion heteragémeuanto a las diferentes densidades que
presentan en su citoplasma y su nucleo. Célulagretelensas se intercalan con células
electronldcidas (Fig 10-A). Las que poseen nuckmsomaticos , muestran habitualmente uno o
dos nucléolos, los que no son visibles en aquetkslas que poseen ndcleos heterocromaticos.
El citoplasma también presenta caracteristicagetit@ales. En algunos casos existe un gran
desarrollo del citoesqueleto, siendo facil visalilos gliofilamentos (Fig 10-B). Ademas estas
glias emiten proyecciones citoplasmaticas que discuentre las células del grupo antes
mencionado, relaciondndose estrechamente con kdhgndo escasa matriz extracelular entre
un tipo celular y otro (Fig 10-B). Hacia la luz wecular las glias radiales presentan diferentes
especializaciones de membrana como microvellosgladeilios Las microvellosidades se
disponen irregularmente y bien pueden terminaesibhacia la luz ventricular (figura 11-B),

como disponerse rodeando el soma de células vetiestablecer contacto con
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Figura 10. Micrografia electronica que muestradaazde transicion entre los l6bulos telencefalicbsibos olfatorios

(A). Se observan diferentes tipos de glias radi@esnucleos electronlicidos (GR de color rojojrp® electrondensos
(GR de color verde) que contactan con un grupcétidas de caracteristicas similares. En B se obsana célula del
grupo homogéneo (izquierda) y una glia radial (©em separadas por varias prolongaciones citoptasaméale otras
glias radiales (por lo menos cinco). En C se olasknpared ventricular donde las células tienetintis densidades

citoplasmaticas y se mantienen unidas mediantsasiadherentes. LV: luz vetricular.

Informe final de pasantia - Maximiliano Torres Pére 2014 Pagina 40



Nuevos abordajes experimentales para el estudio tEneurogénesis en el encéfalo daustrolebias charrua (Cyprinodontiformes - rivulidae)

Figura 11. Micrografia electrénica que muestrardifees caracteristicas subcelulares de las glizea en la pared ventricul&mn A
se muestra diferentes densidades electrénicas deitioplasmas celulares, microvellosidades de aglgjue comactan con |
menmbrana células de células vecinas (flecha vemepusculo basal de un flagelo (cb) y diversaweondrias con form
irregulares (flechas amarillas). En B se muestegaliés sobre las uniones adherentes (asteriscdes)e cisterrmdel complejo ¢
Golgi (flecha roja) y las microvellosidades (asteni rojo) de una célula que contacta con otra meglie glicocdlix (fleba verde) d
ambas que se entreteje. En C se muestra en datalenitocondria de forma irregular y varios riboms libre en el citoplast
celular (flechas amarillas). En D se muestran gafjmes” celulares en la pared ventricular, donéedesprenden de esta&utas
microvellosidades libres, y las células se lograualizar como individuales por sus unioneferentes (flechas verdes). En |
muestra una célula en la luz ventricular que paseagelo (flecha verde) el cual es encapsuladsudpase por la membracelula
manteniendo la union por el glicocélix. En F se sttzeen detalle el flagelo de la imagen E. LV:\Ventricular.
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microvellosidades de otra célula (Fig. 11 -B). Bmdemente las glias radiales emiten un cilio
hacia la luz ventricular y, por lo general, la meana celular de estas células rodea la base del
cilio (Fig 11-E, F).

(Fig 11-A). A nivel de la membrana plamética latedas células radiales se contactan y
mantienen unidas mediante complejos de union de &gherente (Fig 11-B asteriscos). Dichas
uniones se visualizan como regiones electrondeesfientadas, presentes en ambas células,
separadas por un espacio intercelular muy pequ&eneralmente se extienden por
aproximadamente 500 nandmetros de longitud,.

Generalmente, solo una escasa superficie de meabdeacada glia radial (en relaciéon al tamafio
de la célula), esta destinada a tapizar la cawedatticular , En regiones es tan pequefia, que solo
es posible discriminar células individuales, obaedo la presencia de uniones intercelulares
(Fig 11-D). A nivel del citoplasma se constato tagencia de abundantes ribosomas (Fig 11-C),
cisternas de Golgi (Fig 11-B) y mitocondrias coraunorfologia particular, lobuladas y con
pequefias crestas de forma tubular orientadas dimtaks orientaciones, que recuerdan a

mitocondrias de células secretoras de esteroidgd {FA, C).

En cuanto al grupo de células ubicado mas profuedseren el parénquima (y que contacta con
la glia radial), , su morfologia es heterogénea pasiblediferenciar al menos tres tipos celulares
que concuerdan con descripciones previas (Rostllal, 2010). Células tipo I, con nucleos
densos y contornos irregulares; células tipo Iln atitoplasma electrondenso y nucleo
redondeado y eucromatico pero con sectores ocsgamtocromatina condensada que podrian
corresponder a cromosomas mitéticos en formaci@nl(@A asteriscos). Finalmentecélulas tipo
[l con citoplasma claro y ndcleo de forma redomiZegauya cromatina se presenta laxa con
sectores ligeramente condensados . Estas céluldsiapo corresponder a neuroblastos
recientemente formados.

Hacia los limites dorsales y ventrales de la zan#&rahsicion se observan células similares a las
de tipo I, Il y lll y no se observan glias radialés densidad celular disminuye, el espacio
intercelular es mas abundante y se observaron adgoélulas de morfologia atipica, nucleo
fragmentado, con desorganizacion de la cromatiitaplasma con abundantes vesiculas e

inclusiones citoplasmaticas que recuerdan a céfydaptoéticas (Fig. 12-B). Entre las células que
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tapizan la luz ventricular de esa region, se olaserabundantes desmosomas con un
citoesqueleto de actina bien desarrollado, apardcia poca distancia de la luz (100 nanémetros
aproximadamente), a veces en forma perpenticubdirag veces en forma paralela al borde de la

luz ventricular y en muchos casos se visualizaagmadtres dispuestos en tandem (figura 12-A).

. g0

Figura 12 Micrografia electronica que muestra en A uniotiegipo desmosomas relacionadas con elementostdesquelet
(flechas amarillas) y en B una célula de formanac@risticas subcelulares irregulares que recuwetde célula en apoptosis.

Informe final de pasantia - Maximiliano Torres Pére 2014 Pagina 43



Nuevos abordajes experimentales para el estudio &eneurogénesis en el encéfalo deaistrolebias charrua (Cyprinodontiformes - rivulidae)

Discusion

Mediante la aplicacién de los marcadores de prakifén celular erAustrolebias charruaen
una ventana temporal de 29 dias, la inmunohistdgaimeveld tres poblaciones celulares
inmunofenotipicas, las que captaron el IdU, las camaron el CldU y las que captaron ambos
marcadores. La sefial de estos marcadores revelatustrd la localizacion de estas tres
poblaciones celulares a lo largo de todo el enaéfal

Los marcadores de proliferacion utilizados (IdUdW@), son anélogos de la timidina y al BrdU y
presentan una estructura quimica que soélo varé leal6geno. En estudios realizados con peces
se determino que el tiempo de biodisponibilidadainélico del BrdU es de 30 minutos a 4 horas
(Zupank y Horschke, 1995; Hinsch y Zupank 2007},lpajue podemos esperar que los tiempos
de biodisponibilidad del IdU y el CldU sean siméaral BrdU. De este modo, todas las células
gue se encontraron en alguna parte de la fasee'Sfrdesis de ADN, captaron los marcadores de

proliferacion utilizados, durante el tiempo de lispdnibilidad.

Las células IdU+ que tuvieron un tiempo de sobieydstinyeccion de 30 dias, mostraron una
localizacion dispersa, se encontraron localizadakag paredes ventriculares asi como también
mas o menos profundas en el parénquima nerviosodistaibucion de las células IdU+
localizadas en las paredes ventriculares, correlgparaquellas células que durante el tiempo de
biodisponibilidad del IdU luego del pulso, y quemtarconfinadas a las paredes ventriculares.
Estas células que permanecieron en la pared wearipueden ser progenitoras neurales. Las
células IdU+ localizadas en zonas mas profundadedaspared ventricular, son células que estan
migrando y que captaron el IdU en el pulso adnmilt, y que podrian estar en vias o haber
alcanzado su destino funcional final como neurooaglias (lo que se podria demostrar
eventualmente utilizando técnicas con doble mabcamdn IdU y marcadores de estirpe neuronal
o glial). La sefial de estas células se observdferedtes intensidades debido al largo tiempo de
sobrevida post administracion del IdU, donde comses divisiones mitoticas puede lograr una

pérdida de la intensidad de sefial con el pasaetepb.

Las células CldU+ que tuvieron un tiempo de sold@\postinyeccién de 24 horas, mostraron
una localizacién en general sobre las paredesieglaiies o que concuerda con lo esperado

tedricamente, ya que las células progenitoras hesjraestan confinadas a las paredes
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ventriculares en todos los taxa de vertebrados;aasd también en regiones mas profundas en el
parénquima nervioso del cerebelo en peces (Zup20B§). También se observaron células
CldU+ en regiones mas profundas en el parénquimaose, debido a que las células que se
dividieron en la pared ventricular y comienzan a@nani hacia su localizacion final, y aun se
mantienen indiferenciadas, todavia poseen la cd@aanitdtica. Estas células ubicadas en las
inmediaciones de las paredes ventriculares, putdiesptar el CldU administrado en el pulso del
dia 29, incorporando asi la sustancia en el nucidolar. La sefial de estas células CldU+
siempre fue clara y de facil reconocimiento, deladque la sustancia captada, no se fracciona

con eventuales mitosis consecutivas en el tiemgloidd al lapso de sobrevida de 24 horas.

Las células doble marcadas IdU/CldU+ captaron amhascadores de proliferacion celular
administrados separadamente en el tiempo, y erragrermanecieron confinadas a las paredes
ventriculares lo que concuerda con la proliferaaiétular en otros teledsteos (Zupank 2006;
Ekstréom y col 2001) y con la ubicacion periventidcude las células madre o progenitoras
neurales. La actividad mitotica de estas célulasi yubicacion histolégica permanente en el
tiempo, nos lleva a proponerlas como las mas fircaeslidatas a células madre neurales, aunque
para confirmar esto se tendrian que utilizar otr@scadores especificos para células madre
neurales (e.g. vimentina, nestina). La colocalimacie los marcadores es demostrada en el merge
entre la imagen tomada en el canal 1 y el canal 2nitroscopio confocal es clara y no genera
incertidumbre de su identificacion como célula @atlarcada. En la figura 3-D de los resultados
se muestran los planos ortogonales del merge dmndbeserva la colocalizacion del IdU y CldU
en un mismo nudcleo lo que nos permite reconocercéglas doble marcadas. EI método
empleado para la cuantificacion de esta poblacfular permite realizar una aproximacion de la
realidad, y cabe destacar que utilizando esta roktgih puede dar lugar a errores y obtener un
sesgo que tienda a sobreestimar la poblacion. fitstde deberse a la presencia de al menos dos
nacleos marcados cada uno con sélo un analogodgVeno y “rojo” el otro) que se encuentran
en la misma localizacion en los x e y pero enmigtiocalizacién en el eje z, donde la proyeccion
de ambas imagenes en un Unico plano también edigura “amarilla” por superposicion de
colores rojo y verde y no corresponde a la coleaeldn de las sustancias marcadas con ambos
anticuerpos primarios, en este caso IdU y CldU.

En cuanto a los datos obtenidos de la cuantifica¢édmetodologia empleada en esta pasantia no
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permite facilmente contrastar los resultados comsdtabajos realizados en peces anuales, ya que
es un método recientemente descrito y la biblidggrat escasal observar los datos de la
cuantificacién celular, las células IdU+ son lassna@bundantes en cada region encefalica
estudiada y por tanto en la totalidad del encéfakio parece ser obvio, ya que el tiempo de
sobrevida de los peces postinyeccion del IdU e8ddias, y en este lapso, estas células han
podido dividirse consecutivamente aumentando enengintomparando con la proliferacion de
un dia como ocurre en el caso de las células Cl@8U-observamos la cuantificacién neta de
células 1dU+, el telencéfalo es quien posee maygmtidad de estas células, seguido por el
cerebelo y el tectum ¢ptico. Las células CldU+ smmos abundantes que las IdU+ pero siempre
mas abundantes que las doble marcadas en cada mgiéfalica estudiada, y por tanto, en el
encéfalo en su totalidad. La region encefalica ppsee mayor niumero de células CldU+ es el
telencéfalo, cerebelo, tectum éptico y torus lamjialis, lo que hace pensar en la cantidad de
células generadas normalmente para sustentarmstipalimodalidad sonsorial, es decir la vision,
mientras que el diencéfalo es quien posee la ne@amiidad de células CldU+. Las células doble
marcadas, como era de esperar son las menos atemeéatre las tres poblaciones y es en el
cerebelo donde se registré la mayor frecuenciapdeic@dn de este tipo celular. Esto se puede
relacionar con la vital funcion de la integridagtbldgica del cerebelo para estos vertebrados
nadadores, es decir mantencion del equilibrio yetpulacién de la posicion en la columna de

agua.

Si tenemos en cuenta que los tamanos de las regenmefalicas estudiadas no son similares,
obteniendo la frecuencia de observacion de lagasttle las tres poblaciones, es poco objetivable
asumir que una regién posee mayor proliferacionajtee Por este motivo se tuvo en cuenta el
volumen de estas regiones individualmente y loedde la cuantificacion, para hallar una tasa
de proliferacion celular por milimetro cubico de tees poblaciones celulares. De esta manera la
interpretacion respecto a proliferacion celularlan regiones estudiadas cambia respecto a la
cuantificacion neta. La regién que posee mayoradpd proliferativa de células IdU+ y células
CldU+ por unidad de volumen son, el torus longiatis seguido por el bulbo olfatorio, esto se
puede relacionar con la necesidad de mantenerneénaide células funcionales (o en vias de
diferenciacion) en las regiones encargadas de ic@ordstimulos de sus modalidades sensoriales
primordiales, es decir la vision y la olfaccionpestivamente. Sin embargo en las células doble
marcadas la tasa de proliferacion celular cambigago, las regiones de mayor proliferacion
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celular es el torus longitudinalis seguida por elbb olfatorio y el diencéfalo. La gran
proliferacion en el diencéfalo se puede adjudicam gl neuroenddcrino en estos peces anuales,
en los que la madurez sexual se debe dar en lamstss, amoldandose a las estrategias

reproductivas de la especie.

Si observamos los graficos de la cuantificacionay tasas de proliferacion, las barras de
dispersion presentan gran tamafo, lo cual se pddriga que no todos los peces presentaban el
mismo tamafio corporal y el nUmero de seccionessl@dgiones estudiadas es variable. Esto
podria mejorar si aumentamos la cantidad de espeeliny se estandariza el tamafio y peso de
los ejemplares a tal punto de tener la misma caahtite secciones iguales, para cada region

estudiada, lo que permitiria manejar los datostitaéimos en diferentes test estadistico.

La ultraestructura de la zona de transicion emsddbulos telencefalicos y los bulbos olfatorios
estudiada mediante microscopia electronica dertigi@, mostro la presencia de glias radiales
de morfologia nuclear diversa, conformando unagmbh de glias radiales heterogéneas, que
concuerda con datos experimentales obtenidos as especies (Malates& al, 2008). El
citoplasma de estas células concuerda con el tesami células del cerebro de otros peces
(nombrarlos), con forma alargada radialmente daelemite un pie estrecho hacia la pared
ventricular y con proyecciones radiales que penetrael parénquima celular donde contactan
con otros tipos celulares hasta perderse en lapdafad del intersticio y alcanzar la superficie
pial (Arnold & Alvarez-Buylla, 2009). El grupo de célslgue se observa en contacto con la glia
radial posee caracteres morfologicos poco difesglos, como si se tratara de células

recientemente generadas y en vias de migracidiei@adciacion.

La presencia de uniones adherentes entre gliasleadie la pared ventricular, recuerda a las
uniones observadas en glias radiales de otroshvadies (e.g. mamiferos), donde los precursores
neuroepiteliales al diferenciarse en glias radjaf@erden las “tight junctions” y asientan

acoplamientos celulares mediados por uniones adlesrgue son mas plasticas, permitiendo

cierta flexibilidad en fendmenos de migracion (A&arasteet al 1996)

La morfologia inusual de las mitocondrias preseatek glia radial, , (lobuladas y con pequefias
crestas de forma tubular que se presentan entdsimientaciones), recuerda a las descriptas en
células secretoras de esteroides, donde tambiéemiag una inusual diversidad en la forma de

las crestas mitocondriales. Esto sugiere que ptidtiarse de células que en el cerebro adulto de
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los peces expresan activamente la aromatasa. Extasecataliza la conversion de hormonas
esteroideas, y es sintetizada durante la vida adidtlos teledsteos por la glia radiatr¢bl-
Mazzulla P, 2010) Los datos obtenidos demuestran que en las dhidisles de la pared
ventricular, hay mitocondrias de caracteristicaslares a las que presentan las células de Leydig
en los testiculos (Fawcett, 1981).

Las caracteristicas observadas en estas célulaalifisan como glias radiales que desempefan
un papel crucial en la proliferacion y migracionad#ulas neurales durante el desarrollo de todos

los vertebrados, asi como también en la vida adelias teledsteos.

Conclusiones y perspectivas

En este estudio de la proliferacion neural en krsebrados, en el que tomamoAustrolebias

charrua, se utilizd por primera vez en este modelo degreml (ver ventajas del modelo en el
apartado 1.3 de la introduccion), la metodologiagleeacion de dos marcadores de proliferacion
celular separados en una ventana temporal, cobjetivm de discriminar poblaciones celulares,
realizar una cuantificacion de éstas y analizaulteaestructura de una zona proliferativa en

particular. De este trabajo se desprenden lasesitgs conclusiones:

1- La inmunohistoquimica revel6 tres poblaciones ee&d inmunofenotipicas proliferantes
en el encéfalo daustrolebias charrua
- Células IdU+, que son células proliferantes queanig
- Células CldU+, que son células activamente prealifezs
- Células doble marcadas 1dU/CldU+, que son célulasrgentran en el ciclo celular, y

son las que proponemos como las principales catagdidacélulas madre neurales

2- Los tres tipos celulares revelados por inmunohidtoga se identificaron en todas las
regiones encefélicas
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3- Las células IdU+ son las mas abundantes en cad@nregcefalica, seguidas por las
células CldU+ y por altimo las células doble maesattiU/CldU+

4- Las regiones encefélicas que poseen mayor praliferaabsoluta son el telencéfalo, el

cerebelo y el torus longitudinalis

5- Las regiones encefalicas que presentan mayor ¢uadibn celular por unidad de
volumen de células IdU+ y CldU+ son el torus londibalis y el bulbo olfatorio, y las
que presenta mayor proliferacion por unidad de melu de células doble marcadas

IdU/CIdU+ son el torus longitudinalis, el bulboatibrio y el diencéfalo.

6- La ultraestructura de la zona de transicion emseldbulos telencefalicos y los l6bulos

olfatorios presentaron caracteristicas de nichasogénicos, tales como:

- Presencia de glia radial

- Células con caracteristicas indiferenciadas

- Uniones adherentes entre la glia radial

- Mitocondrias con forma caracteristica de célulasreteras de esteroides que

relacionamos con glias radiales sintetizadorasateatasa.

Es este estudio se describieron procesos implicatoda proliferacion celular y en la
neurogeénesis de vertebrados que son frecuentegdeiduos adultos de los diferentes taxa. El
modelo utilizado en este estudio, resulta ser nfiggzpara profundizar en el conocimiento de la
neurogenesis postnatal y en los procesos queasaibya este fendmeno. Esto resulta muy
esperanzador para la biologia y medicina humanasque a futuro se podrian desarrollar
estrategias que estimulen la proliferacion celatael sistema nervioso, como medida terapéutica
ante agresiones enddgenas o exdgenas indeseabdsscomo la enfermedad de Alzheimer,
Huntington, Parkinson, esclerosis mdultiple, degnmesiepilepsia, accidente vascular encefélico,
entre otras.

Finalizado este trabajo, surgen ciertas cuestignessirven como perspectivas de investigacion a
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futuro, tales como:

1- ¢Cual es el porcentaje de células proliferantessgudiferencian en nuevas neuronas y
glias? Esto se podria contestar con la aplicacgandicuerpos especificos neuronales y

gliales.

2- ¢Es la glia radial observada la productora de mueglulas? Esto se puede contestar
utilizando técnica inmunohistoquimicas para micopsa electronica de transmision,
donde la localizacion nuclear de las sustanciasadaras de proliferacion celular, serian

visualizablesn situ

3- ¢Cudl es el verdadero valor de la supervivencidarduego de la proliferacion neural en
vertebrados adultos? Esto se podria contestar ispmtmcun modelo matematico donde se
tengan en cuenta las caracteristicas bioldgica® dalproliferacion celular y describa el

crecimiento celular en tiempos determinados.

4- ¢Son las glias radiales ée charruaproductoras de aromatasa? Esto se puede contestar

utilizando anticuerpos anti-aromatasa y revelarslptor inmunohistoquimica.

L
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