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Resumen

Los organismos que habitan en ambientes estacionales han desarrollado mecanismos para
ajustar su fisiologia y comportamiento a los cambios circanuales del entorno. En
vertebrados, la reproduccidn estacional estd regulada por diversas sefales ambientales,
siendo el fotoperiodo el principal modulador. Los animales integran sefiales luminicas y
regulan la actividad del eje hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG), sincronizandolo con la
época 6ptima para la reproduccidn. Para lograr este ajuste estacional, es fundamental que
se codifique la duraciéon del dia, proceso que, en mamiferos y aves depende del
metabolismo tiroideo. La hormona estimulante de la tiroides, producida en la pars tuberalis
(PT) de la hipdfisis, activa localmente las enzimas reguladoras de las hormonas tiroideas
(Dio2 y Dio3) en el hipotdlamo medio basal, desencadenando una cascada molecular
altamente conservada. Si bien este sistema ha sido ampliamente estudiado en mamiferos y
aves, su presencia en peces ha sido poco explorada. En este estudio, se investiga la
existencia de un mecanismo de regulacién estacional en Gymnotus omarorum, un pez
eléctrico autéctono de Uruguay, mediante la caracterizacion de la expresion diferencial de
los genes asociados a la estacionalidad en dos momentos del afio: invierno y verano.
Mediante un enfoque integral que combina una revisién bibliografica, andlisis anatomicos,
técnicas histoldgicas y analisis moleculares, se logré identificar y delimitar una regién
cerebral comparable a la PT de aves y mamiferos, en la que se presume la localizacién del
organo responsable de la regulacidon de la reproduccion estacional en peces, conocido como
saccus vasculosus. Paralelamente, se optimizé e implementd la técnica de qPCR para evaluar
la expresion de genes asociados a la estacionalidad, especificamente dio2 y dio3. Los
resultados obtenidos sugieren un patron diferencial de expresion entre invierno y verano,
aportando evidencia iniciales de la existencia de un mecanismo de regulacion local de las
hormonas tiroideas, en concordancia con lo descrito para otros grupos. Comprender estos
mecanismos en un modelo evolutivamente antiguo permitira esclarecer la conservacion de
las vias de sincronizacién estacional en vertebrados y su impacto en la fisiologia y el
comportamiento. Dado que en humanos la estacionalidad influye en procesos como la
reproduccion, la salud mental y los trastornos afectivos estacionales como el SAD, el estudio
de modelos animales como G. omarorum puede aportar informacién clave sobre la
evolucién y funcionalidad de estos sistemas, con potenciales aplicaciones en la comprensién
y tratamientos de patologias humanas asociadas a la ritmicidad anual.



Introduccién y antecedentes

Sincronizacion estacional

La mayoria de los organismos que habitan en ambientes con variaciones estacionales han
desarrollado sistemas de control que les permiten ajustar su fisiologia y comportamiento a
los cambios del entorno (Stevenson etal., 2015). Estos procesos adaptativos resultan
especialmente relevantes en regiones de alta latitud, donde el contraste entre el invierno y
el verano es particularmente marcado (Gwinner, 1986). Dichos procesos permiten mitigar
los efectos adversos de las condiciones ambientales extremas, como el frio o el calor,
mediante respuestas fisioldgicas y conductuales, como la hibernacién o la estivacién.
Asimismo, posibilitan la regulacidon temporal de procesos esenciales dentro del ciclo anual,
como la reproduccion, el cuidado parental o el forrajeo, de modo que ocurran en el
momento mas favorable para maximizar la supervivencia y el éxito reproductivo de los
individuos (Jiang et al., 2023; Turbill et al., 2011).

I”

La “sincronizacién estacional” constituye el proceso bioldgico que hace posible estos ajustes
adaptativos, al permitir que los ritmos internos se alineen con los cambios ambientales. Para
lograrlo, los organismos utilizan sefiales externas que les permiten distinguir el momento
del afio, integrando esta informacidn en sistemas temporizadores internos que coordinan la
respuesta fisiolégica y comportamental. Esta capacidad de ajuste representa una ventaja
adaptativa clave en la evolucién de las especies que habitan en entornos sujetos a

fluctuaciones ambientales (Gwinner, 1986).

Para sincronizarse con su entorno, los organismos utilizan diversas sefiales ambientales, en
particular aquellas que son predictivas, es decir, que permiten anticipar cambios
estacionales anuales. Entre ellas, se encuentran variables como la temperatura, la humedad
y la disponibilidad de recursos, asi como ciclos externos mds estables como fases lunares,
estaciones de lluvias y sequias, mareas y, en particular, el fotoperiodo (Wingfield, 2015).
Este ultimo, representa una de las sefiales mas confiables para predecir la estacionalidad
debido a su regularidad y alta predictibilidad. La respuesta bioldgica a sus cambios se
conoce como fotoperiodismo (Morgan & Hazlerigg, 2008).

Los seres humanos no somos ajenos a estos procesos. Aunque la industrializacion y el
desarrollo de las civilizaciones han reducido nuestra exposicidon a los cambios estacionales
(luz artificial, calefaccién, produccién y almacenamiento de alimentos, entre otros), las
estaciones siguen ejerciendo una influencia significativa en nuestra biologia (Foster &
Roenneberg, 2008; Stevenson et al., 2015). Se ha propuesto que los antiguos hominidos
podrian haber sido sensibles a las variaciones del fotoperiodo, lo que les habria permitido
anticipar los momentos mds propicios para la reproduccién (Bronson, 2004). Al dia de hoy,
diversos estudios en poblaciones humanas actuales han demostrado que los ciclos anuales
pueden afectar la incidencia de enfermedades infecciosas (Fisman, 2007), los patrones de
natalidad (Cummings, 2007) e incluso distintos procesos psicolégicos y cognitivos (Gatecka
et al., 2017; Meyer et al., 2016).



En los ultimos afios, la salud mental y los trastornos depresivos se han convertido en un
tema central de analisis. Diversos estudios han demostrado que, en la poblacidon general, el
estado de animo experimenta un deterioro estacional durante el invierno (Meyer et al.,
2016). Entre los trastornos del estado de animo, el trastorno afectivo estacional (SAD;
seasonal affective disorder) corresponde a un patrén estacional de episodios depresivos
recurrentes que ocurren generalmente en otofio e invierno, con una remisidon espontdnea
en primavera y verano (Maruani & Geoffroy, 2019). Los pacientes con SAD suelen
experimentar un estado de &nimo deprimido, alteraciones en el ritmo circadiano,
aislamiento social y cambios en el apetito y el peso corporal. Factores genéticos, la latitud y
el fotoperiodo estan asociados con la prevalencia de este trastorno, y se ha estudiado que el
uso de terapias luminicas, induce una respuesta terapéutica significativa en personas con
SAD (Maruani & Geoffroy, 2019; Rosenthal, 1984). Se ha postulado, que estos efectos
beneficiosos se deben tanto al reajuste del reloj bioldgico, que permite sincronizar los
ritmos circadianos con el ambiente, como a efectos directos de la luz sobre el sistema
nervioso, incluyendo la modulacion de neurotransmisores como la serotonina, que
contribuyen a mejorar el estado de animo vy la vitalidad (Maruani & Geoffroy, 2019). Por lo
tanto, para comprender los mecanismos que subyacen a la estacionalidad, resulta
fundamental el estudio en modelos animales, ya que permiten analizar cémo las sefiales
estacionales modulan las respuestas fisioldgicas y comportamentales en condiciones
naturales, e identificar procesos homologos a los presentes en humanos.

Fotoperiodo como regulador de la reproduccion estacional

Uno de los procesos estacionales mas estudiados asociados al fotoperiodo es la
reproduccion. La reproduccion estacional ocurre de manera discontinua a lo largo del aio,
como resultado de la adaptacion a las fluctuaciones ambientales derivadas de las estaciones
del afio. Este comportamiento es comun en diversas especies de vertebrados que habitan
regiones templadas (Migaud et al., 2010). Los vertebrados regulan su ciclo reproductivo a
través del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal (HPG). Durante la temporada reproductiva,
este eje se activa e induce la secrecidn de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
por parte del hipotdlamo. La GnRH estimula la hipdfisis anterior promoviendo la secrecion
de gonadotropinas, las cuales ingresan en la circulacidn sistémica y afectan directamente
las génadas. Como consecuencia de esto, hay aumento del tamafio gonadal y en la
produccion de hormonas sexuales, lo que deriva en cambios fisioldgicos vy
comportamentales asociados a la reproduccién (Chen et al., 2020; Dawson, 2015).

El control del eje HPG estd mediado por mecanismos sensibles a los cambios en el
fotoperiodo, localizados en una regidn cerebral encargada de integrar la informacion
luminica y regular la temporalidad de diversos procesos fisiologicos (Michel & Kervezee,
2024). Es asi que, denominaremos "reloj estacional", a las regiones cerebrales encargadas
de regular el fotoperiodo. Estas sefiales luminicas desencadenan una cascada molecular que
permite modificar la actividad del eje cuando la luz del dia llega o excede un periodo
llamado “fotoperiodo critico”. (Nakane & Yoshimura, 2019).



El sistema de medicion del fotoperiodo se compone de tres componentes principales: (1)
Una ruta que recibe la informacién luz-oscuridad externa, (2) Un reloj bioldgico que mide y
reconoce el largo del dia y (3) Una ruta que en respuesta a las sefales luminicas que regula
aspectos fisiologicos y del comportamiento (Nakane & Yoshimura, 2019).

III

Via fotoperiddica y “reloj estaciona

Estudios en mamiferos y aves han demostrado que el reloj estacional que regula los
procesos reproductivos se localiza en el sistema neuroendocrino, particularmente en dos
estructuras intimamente relacionadas: la pared ventrolateral del tercer ventriculo, que
forma parte del hipotdlamo mediobasal (MBH), y la pars tuberalis (PT), una subregién de la
adenohipdfisis adyacente al infundibulo. Estas estructuras estdn estrechamente
interconectadas: el MBH integra las sefales ambientales y transmite la informacion a la PT,
la cual responde mediante la secrecién de hormonas que permiten sincronizar la fisiologia
reproductiva con los cambios estacionales (Fig. 1) (Bentley, 2001; Dardente et al., 2019).

Hypothalamus Figura 1
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Esquema de la relacién anatémica y funcional entre el MBH y la PT

La PT, localizada en la base del tallo hipofisario, ventral al MBH, mantiene contacto
directo con las células ependimarias del tercer ventriculo y actia como un sitio clave

Pars Tuberalis en la traduccidn de las sefiales fotoperiddicas en respuestas endocrinas estacionales
Modificada de West & Wood, 2018
Pituitary

Esta region constituye un sitio fotoperiddico clave, responsable del control de fenémenos
estacionales como la gametogénesis, la expresién de caracteres sexuales secundarios y la
conducta sexual (Dardente et al., 2019). Aunque la organizacidén general del reloj estacional
es similar en aves y mamiferos, existen diferencias marcadas en las vias sensoriales y en los
mecanismos de procesamiento de la informacién luminica (Nakane & Yoshimura, 2019).

En mamiferos, la luz es percibida por la retina y transmitida al nucleo supraquiasmatico y a
la glandula pineal, componentes centrales del sistema circadiano. La pineal secreta
melatonina, cuya liberacién nocturna informa a la PT sobre la duraciéon de la noche,
actuando como una sefal hormonal esencial para sincronizar la actividad reproductiva con
el ciclo anual (Coomans et al., 2015; Matthews et al., 1993) (Fig. 2a). En cambio, en las aves,
ademas de la deteccidn visual a través de la retina que regula los ciclos dia-noche, existen
fotorreceptores cerebrales profundos capaces de captar directamente la luz. Estos envian
sefales a la PT sin pasar por el nucleo supraquiasmatico, por lo que el control estacional de
la reproduccion no depende del perfil anual de secreciéon de melatonina (Bentley, 2001).
Esto sugiere que, aunque la sefial ambiental para la sincronizacién estacional sea la misma,
los mecanismos de deteccion y procesamiento difieren entre especies, reflejando
adaptaciones especificas a sus estrategias ecoldgicas (Fig. 2b).



A pesar de que los érganos receptores de luz difieren entre los grupos, en ambos casos la
informacién luminica se transmite hacia una misma regién cerebral, al reloj estacional. A
partir de esta regidn, se activa una cascada molecular altamente conservada y universal en
vertebrados, en la cual el metabolismo local de las hormonas tiroideas desempefia un papel
clave en la codificacién de la duracion del dia (O’Brien et al., 2012; Yoshimura, 2013).
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Comparacion de la via de transduccion de la sefial fotoperiddica en mamiferos, aves y peces. (a) En mamiferos, la informacion
luminica es detectada a través de los ojos, y transmitida a la glandula pineal mediante el nucleo supraquiasmatico. La duracion
de la sefial de melatonina codifica la longitud de la noche y regula la secreciéon de la hormona estimulante de la tiroides (TSH)
en la PT. (b) En cambio, en las aves, la informacion luminica es detectada por fotorreceptores profundos en el cerebro,
ubicados en el hipotdlamo, desencadenando la secrecién de TSH sin el involucramiento de la melatonina. (c) En peces, el
saccus vasculosus (SV) estd compuesto principalmente por células coronadas, las cuales presentan una morfologia en forma de
corona con cilios terminados en glébulos que sobresalen de los cuerpos celulares. En estas células, la TSH y varias proteinas de
la familia de rodopsinas se localizan en los glébulos de los cilios, mientras que la Dio2 se encuentra en los cuerpos celulares.
Esto sugiere que la informacidn luminica recibida en los glébulos controla la expresidon de TSH y Dio2. Figura adaptada de
(Nakane & Yoshimura, 2019).

Cascada de hormonas tiroideas

La denominada “cascada molecular” de las hormonas tiroideas se compone de una serie de
eventos regulados por el fotoperiodo, a través de los cuales distintas enzimas y hormonas
modifican su expresién segun la duracién del dia. En términos generales, la llegada de luz al
drgano paraventricular del hipotdlamo envia sefales a la PT, estimulando la liberacién de la
hormona estimulante de la tiroides (TSH). La TSH actua sobre las células ependimarias que
recubren el tercer ventriculo, promoviendo la regulacién local de las hormonas tiroideas:
tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), siendo la T4 la prohormona y la T3 la forma activa (Yasuo
et al., 2005).



Se ha estudiado en aves y mamiferos, que cuando los dias son largos (verano), los niveles de
TSH en la PT aumentan, lo que induce una mayor expresion de la enzima desyodinasa tipo 2
(Dio2). Esta enzima cataliza la conversidon de T4 en T3 dentro del MBH, elevando asi la
concentracion local de hormona activa y promoviendo los procesos fisioldgicos asociados a
la temporada reproductiva. Simultdneamente, el mismo aumento de TSH induce una
disminucién en la expresion de la enzima desyodinasa tipo 3 (Dio3), enzima que
normalmente degrada T4 y T3 a sus formas inactivas (rT3 y T2, respectivamente) (Dardente
et al., 2019; Sabatino et al., 2021; Williams & Bassett, 2011; Yoshimura et al., 2003)

Por el contrario, en condiciones de dias cortos (invierno), el proceso se invierte. Los niveles
de TSH disminuyen, provocando una reduccion en la concentracién de Dio2 y un aumento
de Dio3. En este contexto, predomina la inactivacion de las hormonas tiroideas, reduciendo
la disponibilidad de T3 y modulando asi la fisiologia hacia un estado no reproductivo.
(Yoshimura, 2013). El cambio reciproco entre Dio2 y Dio3 asociado al largo del dia, parece
ajustar finamente la concentracién local de hormonas tiroideas. De hecho, estudios en la
codorniz japonesa (Coturnix japonica), han demostrado que la concentracién de T3 en el
MBH es aproximadamente diez veces mayor en condiciones de verano que en condiciones
de invierno, aunque las concentraciones plasmaticas son similares en ambos fotoperiodos
(Yasuo et al., 2005) (Fig 3).
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La sintesis enzimatica diferencial observada entre las condiciones de verano y de invierno
tiene como resultado final la regulacién del eje HPG. Esto es debido a que el aumento de T3
inducido por el dia largo, provoca cambios morfoldgicos entre las terminales nerviosas que
liberan GnRH y los pies terminales de los procesos gliales (Yamamura et al., 2004). Estos
cambios en la interaccidn neuroglial parecen regular la secrecion estacional de GnRH desde
la eminencia media hacia los capilares porta, y, por lo tanto, la secrecién de gonadotropinas
desde la glandula pituitaria hacia el torrente sanguineo (Dawson, 2015; Nakane &
Yoshimura, 2019).



Regulacidn estacional en peces

Los peces representan uno de los linajes mds antiguos dentro de los vertebrados, lo que los
convierte en modelos excepcionales para estudiar la funcionalidad de los sistemas
bioldgicos, su evolucion y las estrategias comunes con otros vertebrados (Bi & Zhang, 2021;
Vandepoele et al., 2004). A diferencia de aves y mamiferos, los peces carecen de un centro
fotoperiddico anatdomicamente homodlogo a la PT; sin embargo, exhiben una marcada
actividad reproductiva estacional. Diversos estudios han demostrado que, al igual que en
otros grupos de vertebrados, el metabolismo de la hormona tiroidea desempefia un papel
clave en la regulacion estacional, existiendo correlaciones positivas entre distintos indices
tiroideos y el estado reproductivo (Cyr & Eales, 1996).

En este contexto, en peces teledsteos se ha identificado un dérgano neuroenddcrino
exclusivo de este grupo, denominado saccus vasculosus (SV) (Dorn, 1955; Nakane et al.,
2013; Tsuneki, 1992; Watanabe, 1966). El SV es un érgano circunventricular especializado
gue se presenta como una prolongacidon o saco en la region ventrocaudal del diencéfalo,
proximo a la linea media del encéfalo. Este se encuentra inferior al hipotdlamo caudal,
posterior a la glandula pituitaria y en continuidad con el tercer ventriculo (Nakane etal.,
2013; Watanabe, 1966) (Fig. 4). Histoldégicamente, se caracteriza por su morfologia sacular o
diverticular y por ser una estructura altamente vascularizada (Chakrabarti & Khatun, 2017).
Su estructura varia entre especies, pero en todas esta constituido por tres tipos celulares:
células coronadas (consideradas los componentes funcionales principales del 6rgano),
neuronas de contacto con liquido cefalorraquideo y células de soporte (Shimada, 1976) (Fig.
5). Estudios en salmdén masu (Oncorhynchus masou), han propuesto al SV como el sitio
anatémico analogo a la PT, responsable de detectar y responder a las sefiales estacionales.
Esto es debido al hallazgo de que las células coronadas contienen toda la via fotoperiddica
estacional: desde la entrada de luz debido a la presencia de fotorreceptor del cerebro
profundo, hasta la salida neuroendocrina (expresion de dio2) (Nakane et al., 2013). Cabe
destacar que, en los estudios realizados hasta el momento sobre la regulacién estacional de
la reproduccién en peces, Unicamente se ha descripto la variacion en la expresion de dio2,
sin haberse confirmado aun el patrén de expresién estacional de dio3.

Figura 4

Localizacion del SV en Salmdn masu: (a) Vista ventral
del cerebro del salmén masu. Rostral hacia la
izquierda. (b,c) Corte coronal del cerebro tefiido con
Nissl (b) e imagen ampliada del SV (c). Tomado de
Nakane et al., (2013)

Coronet  Supporting | Protrusion Globules | Globules|  Figura 5
), cells cells [ 1 ‘
a5 €9 ) Morfologia de las células del SV. Izquierda: tincién con
@ ,Q‘L,J Q:\ N &_ . ) . ) L.
‘ =2 Nl N, hematoxilina—eosina. Centro: dibujo esquematico (C:
# ; > e v 2 v P8 célula coronada, S: células de soporte). Derecha:
o5 fy; ' \ \ | ¥ // imagen de microscopia electrénica Tomado de Nakane
q.. ‘J"L Protrusion | etal,(2013)




Gymnotus omarorum como modelo de estudio

Gymnotus omarorum es un pez eléctrico de descarga débil perteneciente al orden
Gymnotiformes y la familia Gymnotidae, endémico de América del Sur. Habita
principalmente cuerpos de agua dulce en Uruguay y regiones adyacentes (Quintana &
Salazar, 2025). Esta especie posee un sistema electrosensorial altamente especializado,
sustentado en un drgano eléctrico capaz de generar impulsos de baja intensidad que utiliza
para orientarse, detectar objetos y comunicarse con otros individuos (Richer-de-Forges
etal.,, 2009). Mas alld de su funcion sensorial, las descargas eléctricas constituyen una
herramienta esencial de comunicacion social, cuyo patrén varia de acuerdo con el contexto
social, el estado fisiolégico y la interaccion entre individuos (Batista et al., 2012; Perrone
et al., 2019).

G. omarorum presenta una marcada estacionalidad reflejada en multiples aspectos de su
biologia. Algunos ejemplos son que hacia el verano, el tamafio de las génadas aumenta
significativamente en relacion con el tamafio corporal, se produce una redistribucion
territorial que incrementa la probabilidad de contacto entre individuos de distinto sexo
(Zubizarreta et al., 2020) y los alevines solo se observan durante esta estacion (Quintana &
Salazar, 2025). Asimismo, se registran variaciones estacionales tanto en los niveles
hormonales circulantes (Zubizarreta et al., 2023) como en la modulacién de la conducta
agresiva (Valino et al., 2024). Gracias a estas caracteristicas, esta especie se ha consolidado
como un modelo para estudios neurofisioldégicos y comportamentales ampliamente
utilizado durante mas de 30 afios (Quintana & Salazar, 2025; Richer-de-Forges et al., 2009).

Este proyecto propone avanzar en la comprension del reloj estacional, un sistema bioldgico
fundamental que ha sido ampliamente caracterizado en mamiferos, aves y en pocas
especies de peces, y cuya presencia en muchos otros vertebrados permanece inexplorada.
En particular, buscamos indagar su existencia en G. omarorum, una especie con un marcado
patron estacional de comportamiento y fisiologia. Explorar este mecanismo en un pez
teledsteo, un grupo evolutivamente antiguo, ofrece una oportunidad Unica para identificar
elementos moleculares y rutas metabdlicas conservadas a lo largo de la evoluciéon. En este
marco se incorporara por primera vez en un teledsteo, la busqueda de los dos genes claves
del sistema tiroideo estacional descripto en aves y mamiferos. Detectar similitudes en la
regulacién de la estacionalidad entre linajes tan diversos podria aportar evidencia clave
sobre la antigliedad y universalidad de estos mecanismos de sincronizacion temporal.

En este contexto, este estudio busca responder interrogantes fundamentales: iPosee G.
omarorum la maquinaria molecular comparable a los descriptos en los sistemas regulatorios
estacionales en otros vertebrados? ¢(Existe en esta especie una estructura anatémica
analoga a la PT de mamiferos y aves, y homdéloga al SV de otras especies de peces? iSe
observan diferencias en la expresién génica entre invierno y verano que reflejen ajustes
fisioldgicos estacionales?



Hipétesis
En el cerebro de G. omarorum existe una regién que presenta un patrén estacional en la
expresion de los genes asociados al metabolismo tiroideo.

Objetivos

Objetivo general

Identificar y caracterizar el posible reloj estacional en el cerebro de Gymnotus omarorum, y
evaluar si esta regién muestra cambios en la expresién de los genes estacionales, entre el
verano y el invierno

Objetivos especificos

1. ldentificacién anatdmica del SV en el cerebro de G. omarorum
Poner a punto la cuantificacién por qPCR para los genes vinculados al reloj estacional.

2
3. Confirmar la expresién de dio2 y dio3 en la regidn cerebral del SV en ambas estaciones.
4. Explorar la potencial estacionalidad de la expresion de estos genes.

Diseifo experimental

Para abordar el objetivo general de esta tesis, se disefidé una estrategia experimental
integrada que combina abordajes histoldgicos, comparativos y de biologia molecular,
orientados a cumplir tres objetivos principales: la puesta a punto de la técnica de gPCR, la
localizacién del SV y la comparacion estacional de la expresion de genes dio2 y dio3.

En primera instancia, se realizé la identificacion anatémica del sitio cerebral de interés, el
SV, con el fin de asegurar que el andlisis cuantitativo posterior se realizara sobre la region
adecuada, con los circuitos neuroendocrinos involucrados en la estacionalidad. Para ello se
aplicaron tres abordajes complementarios: busqueda bibliografica, analisis histolégico y
anadlisis molecular. La revisiéon bibliografica incluyd un estudio exhaustivo de las
descripciones anatdmicas e histolégicas del SV en peces, incorporando trabajos
comparativos que abarcan un amplio nimero de especies. Este andlisis permitié definir los
principales rasgos morfoldgicos y las referencias anatémicas asociadas a dicha estructura.
En paralelo, se analizaron cortes sagitales del encéfalo de G. omarorum, realizados
previamente en el Departamento de Histologia y Embriologia de la Facultad de Medicina, los
cuales fueron comparados con las descripciones disponibles en la literatura para establecer
posibles correspondencias. Como complemento, se efectuaron procedimientos histoldgicos
para elaborar una guia de referencia anatémica del encéfalo de G. omarorum, compuesto
por cortes coronales fijados en Paraformaldehido (PFA) y tefiidos con azul de toluidina. A su
vez se realizd una segunda guia utilizando tejido fresco como complemento. Una vez
elaboradas las guias de referencia, se establecié una correlacidn entre los cortes de distintos
planos, apoyada en referencias morfolégicas y anatémicas de la literatura, permitiendo
delimitar un segmento rostro-caudal de aproximadamente 2500 um, donde se presumié se
encuentra el SV.



Previo a realizar una busqueda de una subregién dentro del drea de interés, se procedié a la
puesta a punto de las técnicas de biologia molecular necesarias para cuantificar la expresién
de genes vinculados a la estacionalidad. Este proceso incluyé el seccionamiento del tejido en
criostato, la extraccion de ARN, su retrotranscripcion y la optimizacién de la reaccién de
gPCR, asegurando la eficiencia y especificidad de la técnica.

Con el drea de interés definida y la metodologia molecular optimizada, se llevé a cabo un
abordaje molecular complementario destinado a analizar la presencia de transcriptos de
interés en una subregién especifica correspondiente al SV, que seria utilizada
posteriormente para el andlisis estacional. Para ello, se analizaron cortes seriados del area
previamente identificada en cerebros de dos individuos (uno recolectado en invierno y otro
en verano) mediante gPCR de dos genes. Este andlisis permitid identificar una subregién de
400 um en la que la expresidn génica alcanzaba su maximo nivel.

Finalmente, utilizando la subregion de maxima expresién, se realizé un analisis comparativo
estacional preliminar con el objetivo de evaluar posibles variaciones en la expresion de los
genes seleccionados y determinar si G. omarorum presenta un patrén de regulacion
estacional. Para ello se analizaron ocho cerebros de individuos recolectados en el campo
(cuatro en invierno y cuatro en verano), los cuales fueron seccionados en criostato vy
evaluados mediante qPCR, realizando el andlisis cuantitativo con el “método AACt”.

Materiales y Métodos

1. Animales

Los peces fueron colectados en la Laguna del Sauce (34°51'S, 55°07'W), Maldonado,
Uruguay, utilizando la técnica descripta por Silva et al. (2003). La colecta de invierno se
realizd entre el 17 y 21 de julio de 2024, y la de verano el 30 de noviembre de 2024. Los
individuos fueron detectados mediante electrodos acoplados a un amplificador vy
capturados con un calderin.

Para la busqueda anatdmica del reloj estacional se utilizd una hembra recolectada en
invierno, a la cual se le realizé perfusién intracardiaca y fijacién con PFA en el laboratorio,
segun Pouso et al., (2017). Para los andlisis moleculares, se utilizaron cerebros de machos,
disecados en la estacion de campo durante la noche, entre las 22:00 y las 00:00 horas,
periodo de mdaxima actividad de la especie (Migliaro et al., 2025). Los peces fueron
anestesiados y posteriormente decapitados de manera rapida, siguiendo los procedimientos
establecidos por Zubizarreta et al., (2023). Los cerebros fueron luego conservados en un
freezer a —80 °C. Todos los procedimientos realizados con animales en este estudio se
ajustaron a las pautas y recomendaciones establecidas por la Comisién Nacional Uruguaya
de Experimentacién Animal (CNEA). El alojamiento y la manipulacién de los ejemplares en el
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) fueron aprobados por la
Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA IIBCE 001/02/2012-003/10/2020). Todas las
manipulaciones de animales vivos fueron realizadas por los orientadores de esta tesina.



2. Histologia
Se elabord una guia de referencia anatémica del cerebro de G. omarorum con el objetivo de

lograr la localizacidn del SV mediante la comparacidon de su anatomia con la bibliografia
existente sobre su localizacidén en otras especies de peces.

A estos efectos se utilizé una hembra recolectada en invierno, que fue anestesiada
mediante inmersién en eugenol y posteriormente perfundida intracardiacamente, primero
con solucidn salina y luego con PFA al 4% en PBS. Una vez fijado el tejido, se procedio a la
diseccidén del cerebro procurando mantener la hipéfisis adherida, dado que la bibliografia la
sefala como una referencia anatdmica clave para la localizacién del SV (Chakrabarti &
Khatun, 2017; Shimada, 1976; Tsuneki, 1992). Posteriormente, el cerebro se incluyd en un
blogue de gelatina-albumina para su seccionamiento en vibratomo. Se obtuvieron cortes
coronales de 70 um de espesor, que fueron montados en portaobjetos, tefiidos con azul de
toluidina y analizados mediante microscopia éptica. Para la busqueda anatémica, también
se emplearon cortes sagitales en parafina de 7 um, teifidos con hematoxilina-eosina,
realizados por técnicos del departamento de Histologia y Embriologia de la Facultad de
Medicina.

3. Diseccidn de tejido en criostato

Para la extraccion de ARN, se realizd la diseccion de los cerebros almacenados a —80 °C
utilizando un criostato (SLEE Mainz Cryostat MEV) a —15 °C, método que permite preservar
la integridad del ARN en el tejido. Dentro del criostato, los cerebros se colocaron en un
molde de papel aluminio y se incluyeron en Tissue-Tek. Posteriormente, la region caudal
(correspondiente a la médula) se adhirié con el mismo Tissue-Tek a una platina, la cual se
colocd en el criostato para realizar los cortes del tejido.

Como complemento de la primera guia realizada con tejido fijado, se elaboré una segunda
guia utilizando tejido fresco. Este paso fue clave para evitar errores al momento de cortar la
regién de interés, ya que el proceso de fijacién puede generar una reduccién del tamaifo del
cerebro. De este modo, se minimizan discrepancias entre lo observado en la guia de tejido
fijado y las dimensiones reales del tejido fresco utilizado para los analisis moleculares. Para
ello, se efectuaron cortes de 100um, en sentido rostro-caudal. De manera alternada, un
corte se montaba en un portaobjetos para su observacién al microscopio y registro,
mientras que el siguiente se descartaba. A partir del primer corte donde se observé la
presencia de cerebelo, todos los subsiguientes fueron registrados, generandose la segunda
guia.

Gracias al muestreo y a la comparaciéon con las referencias anatdmicas previamente
definidas, se logrd estandarizar un método de corte para la obtencion de la regidén de
interés. Dicho método comienza con la realizacién de cortes de 100 um, desde la regidn
rostral, los cuales se montan en un portaobjetos y se observan al microscopio. Al detectar la
presencia de cerebelo se efectdan cortes de 200 um, que son secuencialmente recolectados
en tubos Eppendorf para su posterior analisis.



Abordaje molecular para la identificacion del SV

Tras la identificacion de una regién anatémica de interés, se procedié a delimitar una
subregién interna caracterizada por una mayor expresion de dio2 y dio3. Para ello, se
utilizaron dos cerebros, uno recolectado en invierno y otro en verano, previamente
almacenados a -80°C. Empleando el método de corte estandarizado, se obtuvo de cada
cerebro 11 cortes de 200 um correspondientes al drea de interés, junto con dos cortes
adicionales utilizados como controles: uno de la region de la comisura anterior como control
rostral y otro de la regién del I6bulo eléctrico como control caudal.

Andlisis comparativos de expresion en las distintas estaciones

Una vez seleccionada una subregién especifica de maxima expresion de los genes
estacionales, se procedié con el andlisis comparativo de expresién de dio2 y dio3 entre
estaciones. Para ello, se utilizaron seis cerebros de machos adultos: tres recolectados en
invierno y tres en verano, los cuales fueron sometidos a crioseccién. A partir de los
resultados obtenidos en el abordaje molecular de la busqueda anatémica, donde se
determind que los cortes 5 y 6 presentaban los niveles mas altos de expresidn, se decidid
conservar Unicamente los tubos correspondientes a dichos cortes. Durante la crioseccion,
luego de procesar los primeros cerebros, se decidid realizar un corte adicional de 100 pum
como referencia final. En ese punto se observd que, en algunos individuos, el Ultimo corte
obtenido no coincidia con el que deberia corresponder segun la guia de referencia. Por este
motivo, en los casos en que ocurrid dicha discrepancia, se efectuaron uno o dos cortes
adicionales. Posteriormente, mediante la comparacion entre el primer y uUltimo corte de
cada cerebro y la guia de referencia, se determind cudles secciones era mas probable que
correspondieran a los cortes 5y 6 para su analisis.

4, Puesta a punto gPCR

Para estudiar la regulacidén estacional de los procesos reproductivos, se cuantificaron los
niveles de transcriptos de dio2 y dio3 en el cerebro de G. omarorum mediante qPCR de
genes involucrados en el metabolismo local de las hormonas tiroideas. Para ello, fue
necesario optimizar las etapas de extraccién de ARN, retrotranscripcion y cuantificacion por
gPCR.

Extraccion de ARN de tejido

La extraccion de ARN del tejido obtenido por crioseccion se llevd a cabo utilizando el kit de
Invitrogen RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit (Part Number AM1931), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, con la excepcidon de una reduccién en el tiempo de
incubacién en el buffer de lisis, que se realizd durante 5 minutos en lugar de los 30 minutos
indicados en el protocolo. Para asegurar la pureza del ARN y eliminar posibles
contaminaciones con ADN gendmico, las muestras fueron tratadas posteriormente con
DNasa |, provista en el mismo kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez
realizada la técnica, el ARN se cuantific6 y comprobd la pureza de la muestra mediante
espectrofotometria con Nanodrop (Thermo scientific NanoDrop 1000 Spectrophotometer).



Retrotranscripcion

Después de la extraccion, el ARN fue retrotranscripto a ADNc utilizando el kit de Invitrogen
SuperScript™ Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Part Number 18080051),
siguiendo las indicaciones del fabricante.

gPCR

Para la cuantificacidon de la expresidon génica, se realizd la optimizacion de la reaccién de
gPCR con el objetivo de garantizar la eficiencia y especificidad de la técnica para los genes
seleccionados. En primer lugar, se disefaron primers especificos para los transcriptos de los
genes de interés a partir del transcriptoma de G. omarorum disponible en la base de datos
eFishGenomics (https://www.efishgenomics.com/blast search/). Una vez obtenidas las

secuencias de los transcriptos, se procedié al disefio de los primers considerando los
criterios necesarios para asegurar una amplificacion eficiente y especifica (Tabla 1). Entre los
principales parametros contemplados se incluyeron: un tamano O6ptimo de
aproximadamente 20 nucledtidos (ya que secuencias mas cortas disminuyen la especificidad
y secuencias mas largas reducen la eficiencia de hibridacidon), un contenido de GC
moderado, y un tamafio de amplicon adecuado para la amplificacién por gPCR. Asimismo, se
verificd que los primers no formaran heterodimeros entre si ni estructuras secundarias por
auto-complementariedad. Finalmente, se seleccionaron Unicamente los pares de primers
cuyas temperaturas de fusién (Tm) se encontraban dentro del rango éptimo (55—65°C), con
el fin de evitar uniones inespecificas al ADN molde.

Tabla 1: Secuencia de los primers

Bact Dio2 Dio3

Right | 5"-GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA-3" | 5-GTGTGTGACAGAGTGGCGAT-3" | 5- GCAGCTCCCGAAGTTAAGGA-3’

Left 5-GTGCCCATCTACGAGGGTTA-3" | 5 - ATGCCCATTTTCCGACGAGT-3" | 5- ACGGCTCATCTGGGTTTCAC-3’

Una vez sintetizados, los primers fueron evaluados mediante curvas de dilucién para
verificar que los valores de eficiencia se encontraran dentro del rango 6ptimo (90-110%).
Para ello, se realizaron diluciones seriadas del ADNc en una relaciéon 1:3 (rango 1-107°) y se
llevaron a cabo reacciones de gqPCR en duplicado para cada dilucién. Los valores de Ct
obtenidos para cada gen se graficaron en funcién del logaritmo de la concentracion relativa
de ADNGg, y la eficiencia se calculd a partir de la pendiente de la recta obtenida segun la
ecuacién: Ef = 10 (-¥/pend) _1,

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo institucional de qPCR del IIBCE, empleando
SYBR Green como fluorocromo. Las curvas de amplificacién y la Tm fueron analizadas
mediante el software Bio-Rad. Posteriormente, los productos de amplificacion fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa 2%, para verificar la presencia de
bandas Unicas del tamafio esperado y descartar amplificaciones inespecificas o la formacién
de dimeros de primers. En una primera corrida de gPCR se pudo observar una segunda
banda inespecifica de tamafo menor al esperado junto con un segundo pico en las curvas
de melting. Por este motivo, se modificé el protocolo, estableciendo la temperatura de
annealing en 60 °C para aumentar la especificidad y eliminar la banda inespecifica.



https://www.efishgenomics.com/blast_search/

Finalmente, los productos de gPCR fueron enviados al laboratorio Macrogen para su
secuenciacion mediante el método de Sanger. Las secuencias obtenidas se alinearon con
bases de datos publicas (NCBI: National Center for Biotechnology Information y UCSC
Genome Browser) para confirmar la identidad de los genes amplificados.

5. Andlisis cuantitativo de expresion génica

Para la cuantificacion de la expresion génica, se empled el método de cuantificacion relativa.
Este enfoque permitié comparar la expresion de los genes de interés con la de un gen de
referencia o housekeeping, en este caso la B-actina, seleccionada por su expresién estable
en las condiciones experimentales. El analisis de datos se realizd siguiendo el método AACt
(comparative Ct method), descripto por (Schmittgen & Livak, 2008). Este método compara
los valores Ct del gen blanco y del gen de referencia en dos pasos. Primero se calcula para
cada muestra, la diferencia de Ct entre el gen de interés y el gen de referencia (en este caso
la B-act), obteniendo el ACt. Luego, se determina el AACt a través de la ecuacion:

(Ct gen problema verano - Ct 8-act verano) - (Ct gen problema invierno - Ct 8-act invierno),

gue representa la diferencia entre el ACt de la condicién experimental y el ACt del grupo de
referencia (en este caso, las muestras de invierno). Por ultimo, el nivel de expresién de la
muestra con respecto al grupo de referencia se calcula aplicando la ecuacién: 2 (24<

Resultados

Identificacion del SV en el cerebro de G. omarorum: abordaje anatdmico e histolégico

Como resultado de la busqueda bibliografica, se identificaron referencias clave que
permitieron orientar la localizacién del SV en G. omarorum. En la literatura, esta estructura
se describe como una prolongacién o saco ubicado en la linea media, en la region
ventrocaudal del diencéfalo (Watanabe, 1966). A su vez, existen tres referencias anatdomicas
principales para su identificacion: se localiza ventral al hipotdlamo caudal, posterior a la
gldndula pituitaria y en continuidad con el tercer ventriculo. A partir del andlisis
comparativo entre las referencias anatémicas disponibles en la literatura y los cortes del
encéfalo obtenidos en distintos planos y mediante diferentes técnicas histolégicas, se
delimitd una regién anatdmica de interés que, por su ubicacién y morfologia, puede
corresponder al SV de G. omarorum (Fig. 6). En la Fig. 6a, correspondiente a un corte sagital
incluido en parafina (7 um) y tefiido con hematoxilina-eosina, se observa, tomando como
punto de referencia medial el ndcleo electromotor bulbar (NEB), una regién que contiene
dos estructuras con morfologia sacular, ubicadas en la regidn ventrocaudal y posteriores a la
hipofisis. Esta disposicidon concuerda con las descripciones realizadas para otras especies.
Para complementar este analisis, se examiné una guia anatédmica de referencia de cortes
coronales obtenidos de tejido fijado con PFA al 4 % y tefiidos con azul de toluidina. Estos
cortes conservan la hipdfisis adherida, lo cual facilita la orientacién anatdmica. En la Fig. 6b,
se muestra un corte coronal destacando, dentro del recuadro negro, una regién de interés
gue podria corresponder a la identificada en el corte sagital.



Esta region se ubica en la linea media del encéfalo, inmediatamente dorsal a la hip&fisis (Hi)
y ventral al tercer ventriculo (11IV), cumpliendo con tres referencias anatémicas descriptas
para el SV y mostrando una disposicién similar a la observada en el corte sagital. Por ultimo,
en la Fig. 6¢ se puede ver esta misma estructura pero en un corte de 100um de un cerebro
congelado sin fijar.

0.5mm

Figura 6: Cortes de cerebro de G. omarorum realizados en distintos planos y mediante diferentes técnicas histolégicas (4X)

El recuadro muestra la regién anatémica de interés. Los cortes Ay B incluyen hipdfisis. A: corte sagital incluido en parafina de
7 um. Se utilizé el nucleo electromotor bulbar (NEB) como referencia anatdmica medial. B: Corte coronal de tejido fijado con
PFA al 4% de 70um, tefiido con azul de Toludina. C: Corte coronal de tejido fresco de 100pm.

Al observar las estructuras de interés del corte sagital, a mayor aumento (Fig. 7a y 7b), se
aprecia que éstas se distinguen claramente del tejido circundante, mostrando una
apariencia en forma de grumos, elementos poco compactos, que parecen formar islotes. La
tincidn revela nucleos violetas, alineados, compatibles con lo que podria ser endotelio de
capilares. El espacio podria ser un lumen ya descripto para algunos SV. En la Fig. 10c se
muestra de manera comparativa del SV de Surcocheilichthys variegatus (Cypriniformes—
Cyprinidae), que coincide en su apariencia general, su tejido similar a acinos, y en este caso,
un lumen obliterado (Tsuneki, 1992).

Figura 7. Comparacién de corte sagital de la regién de interés con un SV de bibliografia de referencia.
A-B: Vista sagital a 40X de las estructuras anatémicas de interés. B: Imagen modificada de Tsuneki (1992), correspondiente a corte sagital
del SV de Surcochielichthys vuriagurus (Cypriniformes: Cyprinidae).




Puesta a punto por gPCR

A partir de tres cerebros seccionados en criostato, se obtuvieron cortes de 200 um de
espesor para la extraccion de ARN. Las extracciones de ARN de los cortes de cerebro
resultaron exitosas, con concentraciones adecuadas y una pureza dentro de los valores
esperados. Para la puesta a punto de la gPCR, se seleccionaron las tres muestras con mayor
concentracion (Tabla 2).

Tabla 2: Extraccion de ARN

[1(ng/uL) Abs 260/280 Abs 260/230
Muestra 1 158, 6 1,86 0,55
Muestra 2 148,3 1,96 1,32
Muestra 3 103,9 1,89 1,64

Luego de la retrotranscripcidn, el ADNc de la muestra 1 se utilizé en una primera corrida de
gPCR para evaluar la amplificacién de los primers disefiados. Las muestras se amplificaron
dentro del rango de Ct y Tm esperado; sin embargo, se observd un pico inespecifico en las
curvas de melting y una banda adicional de menor intensidad en el gel de agarosa (Fig. 8a).

Para mejorar la especificidad, se realizé nuevamente el ensayo utilizando el ADNc de la
muestra 2, e incrementando la temperatura de annealing en 2 °C. Bajo estas condiciones,
las curvas de melting mostraron un Unico pico para cada gen y el analisis en gel de agarosa
evidencio una Unica banda correspondiente al amplicdn esperado en cada caso (Fig. 8b).
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Figura 8: Curvas de melting y electroforesis en gel de agarosa de los productos de qPCR de Bact, dio2 y dio3.
Cada curva representa la derivada de la fluorescencia en funcion de la temperatura.
A: Primera corrida. Se observa el producto esperado junto con un pico y banda inespecifica, sefialados por las
flechas rojas. B: Segunda corrida, con un aumento de 2 °C en la temperatura de annealing. Se observa solamente
el producto esperado. Un unico pico para cada gen (Bact: 84,5 °C; dio2: 77,5 °C; dio3: 82,5 °C) y una unica banda.




Posteriormente utilizando el ADNc de la muestra 3, se evalud la eficiencia de los primers
mediante curvas de dilucién. Se graficdé una curva de eficiencia para cada gen (Fig. 9), y la
eficiencia se calculd a partir de la pendiente de la recta segln la ecuacién Ef = 10 (-1/pend) —1,
Los resultados mostraron eficiencias dptimas para los tres genes analizados: 8-act 100%,
dio2 91% vy dio3 89%.
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Figura 9. Curvas de eficiencia de qPCR para los genes Bact, dio2 y dio3.

Curvas de dilucion seriada 1:3 utilizadas para determinar la eficiencia de amplificacion de cada par de primers. En
cada grafico se muestra la relacidn lineal entre el logaritmo de la concentracion de ADNc vy los valores de Ct. Los
coeficientes de determinacion (R2) vy las eficiencias de amplificacion (Ef) se indican en la tabla inferior.

Finalmente, los productos de gPCR de cada gen fueron enviados a secuenciar, y las
secuencias obtenidas se alinearon con aquellas disponibles en bases de datos. El analisis
mostro un alineamiento casi perfecto (Fig. 10), lo que confirma que se amplificaron los
productos especificos esperados.
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Figura 10: Alineamiento de productos gPCR con secuencias de referencia presentes en bases de datos.
Los puntos indican coincidencia con la secuencia de referencia.




Identificacion del SV en el cerebro de G. omarorum: abordaje molecular

Con una regién de interés identificada mediante métodos histoldgicos y comparativos, se
realizd una busqueda molecular de una subregidén especifica en la que se observe una
expresiéon aumentada de los genes estacionales. Para ello, se obtuvieron 13 cortes de
200um de tejido fresco, incluyendo un control rostral y uno caudal, provenientes de dos
cerebros; uno de invierno y otro de verano. Los cortes fueron analizados mediante qPCR, y
los resultados se representaron graficamente (Fig 11). En las Fig. 11a y 11b se muestra la
expresion relativa de dio2 y dio3, respectivamente, a lo largo de las secciones analizadas. El
célculo de la expresion relativa se realizé mediante la ecuacion 22°") utilizando 8-act como
gen normalizador. En una primera aproximaciéon a los resultados, se confirma la expresién
de los genes dio2 y dio3 en el cerebro de G. omarorum en ambas estaciones. En invierno, los
niveles de expresidon son bajos y homogéneos a lo largo de las secciones analizadas, para
ambos genes.

En contraste, en la condicidon de verano, se identifica una region especifica en la que se
observa un aumento marcado en la actividad transcripcional de dio2 y dio3 (a mayor valor
de 22T mayor expresién), en comparacion con los valores medidos en invierno.
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Figura 11: Expresidn relativa de dio2 y dio3 en cortes seriados del cerebro de G. omarorum recolectados en invierno y verano.

A-B: expresién relativa (20-2°T)

de dio2 y dio3 en cada corte analizado {1-13), incluyendo controles rostral y caudal, utilizando

Bact como gen normalizador. A: Cerebro de invierno. B: Cerebro de verano. C: Cambio relativo de expresion de dio2 y dio3 entre

invierno y verano, utilizando el invierno como condicién control y el gen Boct como referencia interna. Los valores se calcularon

mediante el método 22T,

Esto no solo confirma la existencia de una subregién con expresién aumentada de estos
genes correspondiente a los cortes 4, 5 y 6, sino también sugiere la presencia de una
expresion diferencial entre ambas estaciones. Como analisis complementario, se calculd el
cambio relativo de expresidn de dio2 y dio3 entre verano e invierno, normalizando los datos
respecto al invierno (Fold Change = 2 (22%) y se graficaron los resultados (Fig. 11c). La
interpretacion de la grafica confirma nuevamente un aumento en la expresién de ambos
genes durante el verano en los cortes 4, 5 y 6. Cabe destacar que el cambio observado es
mas pronunciado para dio2, pudiendo indicar que este gen presenta la mayor variacién
estacional entre los dos analizados.



Corte 1 Corte 3

Figura 12: Guia anatomica de referenciade tejido fresco extrapolado con los cortes del abordaje molecular.
Cada imagen corresponde a 100um de tejido. El recuadro muestra la region anatdmica de interés.

Dado que se sabe que el pico de mayor expresion corresponde a los cortes 4, 5y 6, es
posible extrapolar los resultados utilizando la guia anatémica de referencia elaborada a
partir de tejido fresco (Fig. 12). A partir de esta extrapolacion, se observa que la regién
anatémica de interés identificada previamente en los cortes coronales, podria coincidir con
los cortes 5y 6 de este analisis.

Comparacion estacional de la expresion de dio2 vy dio3

Se realizé un analisis comparativo de la expresiéon de los genes estacionales en ocho
cerebros, cuatro recolectados durante el verano y cuatro durante el invierno. En funcién de
los resultados previos, se seleccionaron los cortes 5 y 6 de cada cerebro para llevar a cabo el
analisis de comparacién estacional de la expresion de dio2 y dio3. Durante el procedimiento
de crioseccion de los grupos experimentales se agregd al protocolo la observacién al
microscopio del ultimo corte de la serie de modo de confirmar que su anatomia coincidia
con lo esperado. De no ser asi se corrigié el muestreo siguiendo la guia anatdmica de
referencia de la Fig. 12, de modo de asegurarnos de que las muestras siempre incluyan la
regién de interés. Una vez seleccionados los cortes, se realizé la reaccion de qPCR y, a partir
de los valores obtenidos, se calculd el 272 para cada uno. Los valores de expresién se
compararon entre las dos muestras obtenidas de cada cerebro, con el objetivo de identificar
aquella que presentara mayores niveles relativos. Se observd que el corte con mayor
expresidon mantuvo este patrén de manera consistente para ambos genes analizados.
Ademads, en la mayoria de los individuos, con la excepcién de un ejemplar del grupo de
invierno, dicho corte correspondid sistematicamente al numero 6 (Tabla 3), por lo que se
establecié esta seccidn como referencia anatémica para los analisis posteriores.
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Tabla 3: ACt de dio2 y dio3 para los cortes 5y 6 Figura 13: Cambio relativo (fold change) de expresién de dio2
de individuos de verano e invierno. Se utilizo (A) y dio3 (B) en el corte que incluye el posible SV, en peces
Bact como gen de referencia. Los valores recolectados en invierno y verano. los valores fueron
resaltados indican los ACt mas bajos de cada normalizados respecto al grupo de invierno. Cada punto
individuo, correspondientes a una mayor representa un individuo, y la linea horizontal indica la mediana
expresién relativa. del grupo

Con estos valores se calculd la variacion en la expresion entre invierno y verano para cada
gen, utilizando al invierno como grupo control (Fig. 13). En la Figura 13a se observa un
incremento en los niveles de dio2 durante el verano en comparacién con el invierno. Los
individuos muestreados en invierno presentaron una mediana de FC de 1,6 (MAD = 0.367),
mientras que en verano se registréo un aumento marcado, alcanzando una mediana de 2,8
(MAD = 0.828). En la Figura 13b, también se aprecia un incremento en la expresién de dio3
durante el verano. La mediana de FC en invierno fue de 1,3 (MAD = 0.369), mientras que en
verano aumento a 2,4 (MAD = 0.364). Como observacién adicional, dio2 presenta una mayor
dispersidon de los valores, lo que sugiere una mayor variabilidad interindividual en su
expresion respecto a dio3.

En conjunto, estos resultados evidencian un aumento estacional en la expresion de ambos
genes durante el verano, en la regién identificada como posible SV, lo que sugiere que esta
regién de 200um correspondiente al corte 6, podria estar involucrado en la modulaciéon de
procesos reproductivos, actuando como un sitio sensible a las sefiales estacionales.

Discusion

El presente trabajo constituye un aporte significativo al estudio sobre la reproduccién
estacional en G. omarorum, especie modelo para el andlisis de los mecanismos
neurofisiolégicos y comportamentales en vertebrados (Quintana & Salazar, 2025; Richer-de-
Forges et al., 2009). A través de un abordaje integral que combind revisidon bibliografica,
comparaciones anatdmicas, técnicas histoldgicas y analisis moleculares, se aportan
evidencias que sugieren la presencia de un reloj estacional en el cerebro de esta especie.




En este marco, se logré poner a punto la técnica de gPCR para genes asociados a la
estacionalidad, optimizando asi el trabajo para futuros estudios que profundicen en este
mecanismo. Ademas, se identificd una region anatdmica de interés, analoga a la PT de aves
y mamiferos (Coomans et al., 2015; Nakane & Yoshimura, 2019) y homdloga al SV descripto
en otras especies de peces (Nakane et al., 2013; Tsuneki, 1992). Este hallazgo fue posible
gracias al desarrollo de un procedimiento detallado para su localizacidn, extraccion vy
analisis, que constituye una herramienta metodoldgica valiosa para investigaciones
posteriores. Finalmente, se obtuvieron evidencias preliminares de la estacionalidad en G.
omarorum, reflejadas en diferencias en la expresién de dio2 y dio3 entre invierno y verano.
En conjunto, estos resultados no solo contribuyen a la comprensiéon de los mecanismos
neuroendocrinos que subyacen a la reproduccion estacional en peces, sino que también
proporcionan bases metodolégicas y conceptuales para estudios comparativos en otros
vertebrados

Identificacion del SV en el cerebro de G. omarorum: abordaje anatdomico

Los andlisis comparativos entre cerebros de distintos peces, han revelado una notable
variabilidad en la morfologia, tamafio y grado de desarrollo del SV entre especies. En
algunos casos, este drgano parece ausente, mientras que en otros alcanza dimensiones
incluso mayores que las de la glandula pituitaria (Tsuneki, 1992). No obstante, los trabajos
que describen el SV son escasos en relacién con la gran diversidad de peces existentes. En
este contexto, se propuso como primer objetivo del trabajo la identificacion anatémica del
SV en una especie para la cual no existen descripciones previas en la literatura.

A través de una busqueda bibliografica exhaustiva y la comparacién de distintos cortes con
referencias anatdmicas, se logré identificar en el cerebro de G. omarorum una regién que
contiene dos estructuras que, por su posicion, morfologia y relacion con puntos de
referencia clave, coinciden con las descripciones del SV en otros teledsteos (Dorn, 1955;
Nakane et al., 2013; Tsuneki, 1992; Watanabe, 1966). En la bibliografia, esta estructura se
describe como una prolongacion o saco ubicado en la linea media, en la regiéon ventrocaudal
del diencéfalo (Dorn, 1955; Tsuneki, 1992; Watanabe, 1966). Sabiendo esto, se utilizd el
nucleo electromotor bulbar (NEB) como punto de referencia medial, dado que constituye
una estructura anatdmica Unica, medial, angosta (de aproximadamente 400um de extension
lateral) y conservada en todos los Gymnotiformes (Borde et al., 2004).

A su vez, existen tres referencias anatdmicas principales para la identificacién del SV: se
ubica ventral al hipotdlamo caudal, caudal y adyacente a la glandula pituitaria y en
continuidad con el tercer ventriculo (Dorn, 1955; Nakane et al.,, 2013; Tsuneki, 1992;
Watanabe, 1966). La localizacién de la regién identificada, coincide con estas referencias
descriptas en la literatura, respaldando su posible correspondencia con el SV.



Es importante aclarar que, en los cortes sagitales (Fig. 6a), la regién identificada presenta
dos estructuras candidatas. Con los datos obtenidos mediante los diferentes abordajes, no
es posible definir con precision cual de ellas corresponde efectivamente al SV. Sin embargo,
en los cortes coronales (Fig. 6b) se observa una Unica estructura, cuya morfologia y
ubicacién permiten proponerla de manera convincente como el SV. Ademas, cabe destacar,
que los tres cortes mostrados en la Fig. 6 fueron obtenidos mediante distintas técnicas
histoldgicas, por lo que el grado de compactacién del tejido puede variar entre ellos,
impidiendo afirmar con certeza absoluta la correspondencia anatémica completa entre las
secciones. No obstante, se logré una gran aproximacién a la identificacién de una region
candidata que, como se menciond anteriormente, cumple con las relaciones anatémicas
clave descritas en la literatura.

Esta coincidencia anatdomica adquiere especial relevancia al considerar el papel funcional
gue estructuras analogas, como la PT, desempefan en otros vertebrados. En aves vy
mamiferos, la ubicacion anatomica de esta estructura es consistente con su funcidn
fisioldgica: la regulacion del eje HPG. Su localizacion en estrecha proximidad a la hipofisis
resulta funcionalmente relevante, ya que permite una modulacion directa de la liberacion
de gonadotropinas (Chen et al., 2020; Dawson, 2015; Nakane & Yoshimura, 2019).

En aves, se ha reportado que la actividad diferencial de enzimas en la PT entre invierno y
verano, genera cambios morfoldgicos en la interaccidn entre las terminales nerviosas de las
neuronas productoras de GnRH y los pies terminales de las células gliales, modulando asi la
secrecion estacional de gonadotropinas (Yamamura et al., 2004). Como se menciond
anteriormente, en peces teledsteos el SV cumple un rol analogo al de la PT en aves y
mamiferos, por lo que su ubicacién adyacente a la hipdfisis en todos los SV analizados
(Tsuneki, 1992) refuerza el vinculo entre la anatomia y la funcién fisioldgica. En G.
omarorum se identificé una estructura en la regién ventral del encéfalo, inmediatamente
dorsal a la hipdfisis, que coincide con las descripciones del SV en otros teledsteos. Esta
correspondencia entre ubicacién anatédmica y funcidén refuerza su identificacion como tal.

Identificacion del SV en el cerebro de G. omarorum: abordaje histolégico

Una forma mas precisa de identificar el SV es mediante el andlisis histolégico. En términos
generales, los resultados obtenidos en G. omarorum sugieren la presencia de un SV que,
segun la clasificacidn propuesta por Tsuneki (1992), corresponderia al tipo Il. Este tipo se
caracteriza por presentar un tamafio menor que el de la pituitaria (considerado moderado o
pequefio), una pared epitelial sin pliegues y una vascularizacién reducida. A pesar de las
diferencias en las morfologias generales o grados de desarrollo, la histologia de este érgano
se encuentra muy conservada entre especies.



En todos los casos, el epitelio del SV esta constituido por tres tipos celulares principales:
células coronadas, consideradas los componentes funcionales mas relevantes del érgano,
neuronas de contacto con el liquido cefalorraquideo y células de sostén (Chakrabarti &
Khatun, 2017; Nakane et al., 2013; Shimada, 1976; Watanabe, 1966). Las células coronadas
representan el elemento mas caracteristico de este epitelio. Son células cilindricas u ovoides
con un nucleo redondo, usualmente ubicado en la region central o basal del citoplasma. Su
rasgo distintivo es una prominente protrusion apical que se proyecta hacia la luz del SV,
recubierta por multiples estructuras esféricas o “glébulos” dispuestos en racimo (Watanabe,
1966). La abundancia de estas proyecciones sugiere una posible funcidon sensorial o
secretora, relacionada con la deteccion de sefiales quimicas o luminicas en el liquido
cefalorraquideo. Estas caracteristicas conservadas trazan una hoja de ruta clara para futuros
analisis histolégicos en G. omarorum, que podrian aportar evidencias sélidas de que la
region identificada corresponde efectivamente al SV.

Como primer paso dentro de esta linea de trabajo, podria implementarse un abordaje
relativamente sencillo, basado en técnicas histoldgicas y de microscopia clasica, orientado a
la identificacién de las células coronadas. En una segunda instancia, y con un nivel de
complejidad mayor, seria posible realizar un estudio ultraestructural de la regién mediante
microscopia electrénica de barrido y de transmisidén, siguiendo las descripciones de
(Chakrabarti & Khatun, 2017; Nakane etal., 2013; Shimada, 1976; Watanabe, 1966)
Mediante estas técnicas, se podria terminar de definir cual de las dos estructuras
observadas en el plano sagital, dentro de la regién de interés, corresponde al SV.

Mediante analisis inmunohistoquimicos en salméon masu, se observd que la enzima dio2 se
expresa en las protrusiones y en las regiones apicales del cuerpo celular, mientras que las
opsinas swsl y opn4 se localizan en los gldbulos de las células coronadas (Nakane et al.,
2013). Considerando estos antecedentes, y dado que las células coronadas no solo
constituyen un rasgo distintivo del SV, sino que también expresan moléculas efectoras clave
de la via fotoperiddica, se propone la aplicaciéon de técnicas inmunohistoquimicas dirigidas a
la deteccidon de proteinas caracteristicas de dicha via, como dio2, dio3, swsl y opn4. La
identificacion de estas moléculas en la estructura analizada permitiria confirmar con mayor
solidez que la region delimitada corresponde efectivamente al SV de G. omarorum.

Identificacion del SV en el cerebro de G. omarorum: abordaje molecular

Como abordaje complementario para la identificacién del SV, se realizaron estudios
mediante gPCR, una técnica que permite analizar con alta precisién la expresién génica en
regiones muy delimitadas, incluso de apenas unos pocos micrémetros. En las etapas previas
del trabajo, se logré identificar una regién de aproximadamente 2500 um de extension en el
eje rostro-caudal que, por su ubicacion, morfologia y relaciones anatdmicas con estructuras
de referencia, sugiere incluir el drgano buscado. Sin embargo, para fortalecer esta hipdtesis
desde un punto de vista funcional, se considerd necesario evaluar la expresidon de genes
vinculados a la regulacion de la reproduccién estacional para delimitar de manera mas
precisa la regidn que contenga la via neuroendocrina.



En particular, se analizé la expresion de los genes dio2 y dio3, ambos involucrados en la
conversion local de hormonas tiroideas y cuya expresién diferencial entre estaciones, al
menos en aves y mamiferos, regula la reproduccidn estacional.

Este analisis permitié no sélo detectar la expresién de dichos genes en la region de interés,
sino también delimitar con mayor precisiéon su distribucién espacial. Al examinar el eje
rostro-caudal a partir del estudio de cortes consecutivos, se observd que en los individuos
colectados en verano hay un pico bien definido en un sector de aproximadamente 200 um,
donde ambos genes muestran un incremento notable en sus niveles de expresion (Fig. 11).
Este aumento localizado sugiere la existencia de un sitio funcionalmente diferenciado, cuya
posicion y caracteristicas coinciden con las esperadas para el SV. Resulta particularmente
interesante que, fuera de la zona de maxima expresion, los niveles de dio2 y dio3 se
mantengan relativamente constantes y comparables a los controles rostrales y caudales.
Este patréon refuerza la idea de que el aumento observado corresponde a una regién
especifica y bien delimitada, mas que a una variacion difusa en el tejido circundante.
Asimismo, la presencia de una expresién basal a lo largo de toda la regidn analizada sugiere
gue ambos genes presentan una actividad constitutiva, posiblemente relacionada con
funciones generales del encéfalo, independientes de la regulacion estacional o reproductiva
(Hochbaum & Sabatini, 2025; Sabatino et al., 2021)

Conociendo el espesor de cada corte y utilizando como punto de referencia el inicio del
cerebelo, fue posible determinar qué imagen de la guia se corresponde con el corte 6,
donde se observd el mayor nivel de expresion (Fig. 12). Esta coincidencia confirma que la
region abarcada por dicho corte incluye la estructura previamente identificada en el
abordaje histolégico, fortaleciendo la hipdtesis de que todos los enfoques empleados
describen la misma estructura, presumiblemente el SV. Esto fue posible gracias a la
incorporaciéon de un control anatémico de ubicacién adicional, que permitié validar la
correspondencia entre los cortes analizados y la guia de referencia. Asimismo, durante el
anadlisis estacional, este control se aplic6 de manera individual en cada cerebro,
incorporando cortes de verificacion adicionales con el fin de minimizar posibles errores en la
localizacién del sitio de interés, ya sea por efectos de la técnica o por diferencias en el
tamafio de los encéfalos entre individuos.

En conjunto, los resultados obtenidos a partir del abordaje molecular, aportan evidencia
solida sobre la existencia de una regidén focal con alta actividad transcripcional de dio2 vy
dio3, compatible con la localizacién y caracteristicas esperadas para el SV. No obstante,
como Uultima aproximacion definitoria, se podria incorporar una hibridacién in situ,
siguiendo la linea metodolégica utilizada por (Nakane et al., 2013; Yoshimura et al., 2003)
Este enfoque permitiria visualizar directamente la distribucion topografica de la expresién
de estos genes dentro del tejido, aportando una resolucién espacial mucho mayor que la
obtenida por qPCR. De este modo, se podria confirmar que la regidn con mayor expresion
de dio2 y dio3 corresponde efectivamente al area identificada mediante el resto de las
técnicas.



Comparacion estacional de la expresion de dio2 vy dio3

A partir de la comparacién entre invierno y verano de la expresion de los genes estacionales
mediante qPCR, se obtuvieron resultados preliminares que evidencian una variacidn
estacional diferencial en una regidn especifica del cerebro. Esta region coincide con el corte
que, segun los analisis anatémicos previos, presumiblemente corresponde al SV. En dicha
zona, los genes dio2 y dio3 presentan un aumento en sus niveles de expresién durante el
verano en comparacion con el invierno, sugiriendo que, al igual que en peces salmdnidos,
aves y mamiferos, estos genes podrian participar en la codificacion circanual y en Ia
transduccion de seiales fotoperiédicas en G. omarorum.

De acuerdo con lo descripto en la bibliografia, dio2 experimenta un marcado aumento en su
transcripcién durante los dias largos, lo que concuerda con su funcidn como enzima
responsable de convertir la T4 en su forma activa T3, hormona que estimula la activacién
del eje gonadal en respuesta a las sefales fotoperiddicas (Yoshimura et al., 2003). En peces,
los antecedentes sobre variaciones estacionales en la expresidn de estos genes son escasos
y, hasta el momento, se limitan principalmente a dio2, sin estudios comparativos que
incluyan a dio3. En este sentido, el presente trabajo aporta evidencia novedosa al evaluar
ambos genes de forma simultanea. De manera sorprendente, en G. omarorum se observd
gue dio3 también presenta un aumento en verano.

Este hallazgo resulta particularmente interesante, ya que en aves y mamiferos se ha
descripto un patrén de expresion opuesto entre ambos genes: durante los dias largos, dio2
aumenta y dio3 disminuye, mientras que en los dias cortos ocurre lo contrario, con una
mayor expresion de dio3 y una reduccién de dio2 (Nakao et al., 2008; Yasuo et al., 2005;
Yoshimura et al., 2003).

Cabe destacar que el tamafio de la muestra es pequefio (n = 4 por estacién), por lo que
estos resultados deben considerarse preliminares y requerirdn ser confirmados mediante
anadlisis estadisticos apropiados. Aun asi, los datos permiten plantear algunas conjeturas
sobre las posibles causas de este patrén. Por un lado, la diferencia observada podria
deberse a particularidades propias de la regulaciéon de la via fotoperiddica en teledsteos o,
mas especificamente, a adaptaciones de G. omarorum a su ambiente natural. Esta especie
habita en aguas poco profundas y cubiertas por densa vegetacién, donde la intensidad
luminica es practicamente nula (Migliaro et al., 2025; Silva et al., 2003). En este contexto, es
posible que la luz no constituya la sefal ambiental predominante para regular los procesos
estacionales, y que otras variables, como la temperatura, desempenen un papel mas
relevante en la sincronizacién de su fisiologia reproductiva anual (Migliaro et al., 2025).

Como segundo aspecto a considerar, se encuentra el momento del dia en que se realizé la
toma de muestras. Siguiendo lo reportado por Nakane et al., (2013), los animales fueron
sacrificados durante la noche, dado que en el salmdén masu las diferencias estacionales en la
expresiéon de dio2 se manifiestan principalmente en esas horas.



Sin embargo, a diferencia del salmén masu, una especie con actividad diurna, G. omarorum
presenta actividad predominantemente nocturna, lo que podria implicar un patrén
circadiano distinto en la regulacidon de estos genes, tal como se ha reportado en otros
teledsteos (Jones etal., 2013). La expresién de dio2 y dio3 varia a lo largo del dia,
observdandose momentos en los que ambos genes presentan una expresion elevada y otros
en los que sus niveles difieren notablemente (Jones et al., 2013). En este sentido, seria de
gran interés realizar un muestreo circadiano con extracciones en distintos momentos del dia
y la noche, a fin de evaluar posibles fluctuaciones horarias en la expresion génica y obtener
una visién mas integral de la dindmica temporal y estacional de esta via en la especie.

Conclusion

El presente trabajo permitié avanzar en la comprensién de los mecanismos que subyacen a
la reproduccion estacional en G. omarorum, sugiriendo la existencia de un reloj estacional
en el cerebro de esta especie.

A través de una combinacién de abordajes, incluidas busquedas bibliogréficas,
comparaciones anatdmicas, técnicas histolégicas y analisis moleculares, se delimité una
region cerebral que probablemente corresponde al SV de G. omarorum. Ademads, se
desarrollé un protocolo detallado para su localizacidn, extraccion y analisis, constituyendo
una herramienta metodoldgica valiosa para trabajos posteriores. Este hallazgo sienta las
bases para investigaciones complementarias de tipo histolégico, inmunohistoquimico vy
molecular que permitan confirmar de manera definitiva esta hipotesis y localizar de forma
mas precisa el SV.

Paralelamente, se logré poner a punto la técnica de gPCR para genes vinculados a la
estacionalidad, optimizando un procedimiento que permitird continuar evaluando la
expresion génica en esta especie con mayor precision y eficiencia. A partir de su aplicacién,
se obtuvieron evidencias preliminares que respaldan la existencia de un patrén estacional
en G. omarorum, reflejado en diferencias en la expresiéon de dio2 y dio3 entre invierno y
verano. Estos resultados sugieren la presencia de un mecanismo de regulacién local de
hormonas tiroideas, coherente con lo reportado en otros vertebrados. Sin embargo, a
diferencia de lo observado en otras especies, en este primer estudio no se detecté un
patron reciproco entre dio2 y dio3, lo que plantea nuevas interrogantes y abre el camino a
futuras investigaciones. Entre ellas, podria explorarse la realizacién de muestreos en
distintos momentos del dia para evaluar una posible influencia circadiana, o bien considerar
gue el fotoperiodo no constituya la principal sefal ambiental reguladora en esta especie.



En conjunto, estos resultados amplian la comprension de los procesos neuroendocrinos que
subyacen a la reproduccidon estacional en peces y proporcionan una base conceptual y
metodoldgica valiosa para estudios comparativos. La sincronizacidn estacional constituye un
rasgo ampliamente conservado entre especies, especialmente en vertebrados para los que
se asocia estrechamente con variaciones fisioldgicas y conductuales significativas
(Stevenson et al., 2015). En este marco, los peces, como uno de los linajes mas antiguos de
vertebrados, constituyen un modelo fundamental para explorar la evolucién y conservacion
de estos procesos (Bi & Zhang, 2021; Vandepoele et al., 2004). Estos estudios en diversos
modelos animales ha permitido reconocer procesos bioldgicos homodlogos a los presentes
en humanos, contribuyendo al desarrollo de estrategias terapéuticas frente a alteraciones
vinculadas con los ritmos estacionales (Gatecka et al., 2017; Maruani & Geoffroy, 2019;
Rosenthal, 1984). Asi, los aportes de este trabajo no solo enriquecen el conocimiento sobre
la fisiologia estacional en peces teledsteos, sino que también establecen un punto de
partida para futuras investigaciones que integren la biologia comparada y contribuyan a la
comprension de los ritmos estacionales en la salud humana.
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