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Estudio de la proliferaciéon celular en el rombencéfalo y en la
médula espinal del pez cebra adulto (Danio rerio)

Resumen

Los peces teledsteos son reconocidos por la capacidad de generar nuevas neuronas
en el sistema nervioso central, aun cuando son adultos. En el presente estudio se ha
utilizado el Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA) con el fin de demostrar la
existencia de dicha proliferaciéon en el rombencéfalo y en la médula espinal de
individuos adultos de pez cebra. Mediante técnicas inmunohistoquimicas indirectas e
inmunofluorescencia, se detectd y localizé proliferacion celular en diversas &reas de la
zona caudal del encéfalo y de la médula espinal. Los resultados obtenidos sefalan
gue existe abundante actividad neurogénica en las tres subdivisiones del cerebelo, asi
como en las zonas que rodean al ventriculo rombencefalico. Por otro lado, en el asta
dorsal de la médula espinal se detecta un gran numero de células inmunorreactivas al
PCNA. Todas estas células positivas para el PCNA apoyan la premisa de que en el
pez cebra adulto se originan nuevas neuronas de forma continua. Estudios previos
sefialan que la proliferacion celular en peces teledsteos es mucho mas abundante que
en otros grupos de vertebrados, como los mamiferos.

Palabras clave: pez cebra, Danio rerio, neurogénesis, rombencéfalo, médula espinal,
PCNA, inmunohistoquimica.



Study of cell proliferation in the hindbrain and spinal cord of
adult zebrafish (Danio rerio)

Abstract

Teleost fish are known for their ability to generate new neurons in the central nervous
system, even as adults. In the current study the Proliferation Cell Nuclear Antigen
(PCNA) was used in order to prove the existence of such proliferation in the hindbrain
and spinal cord of adult zebrafish. By indirect immunohistochemistry and
immunofluorescence it was detected and located cell proliferation in several areas of
the hindbrain and spinal cord. The results indicate the existence of abundant
neurogenic activity in the three subdivisions of the cerebellum and in the areas
surrounding the rombencephalic ventricle. Furthermore, in the dorsal plate of the spinal
cord many immunoreactive cells are detected. These PCNA positive cells support the
premise that new neurons are continuously originated in the adult zebrafish. Previous
studies indicate that cell proliferation in teleost fish is more abundant than in other
groups like mammals.

Keywords: zebrafish, Danio rerio, neurogenesis, rombencephalon, spinal cord, PCNA,
immunohistochemistry.
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1 Introducciéon

En el presente trabajo, se ha escogido como objeto de estudio el pez cebra (Danio
rerio) debido a las ventajas que presenta como organismo modelo para estudios de
investigacion, y se ha disefiado un experimento con el fin de observar las posibles
areas de proliferacion celular presentes en el rombencéfalo y en la médula espinal de
individuos adultos de la mencionada especie.

1.1 Biologia del pez cebra

El pez cebra o Danio rerio (Hamilton-Buchanan 1822) es un pequefio pez (de una
longitud méaxima de 5 cm) originario de los rios del norte de la India, norte de Pakistan,
Nepal y Bangladesh que pertenece al género Danio, subfamilia Rasborinae o
Danioninae, familia Cyprinidae, superfamilia Cyprinoidea, orden Cypriniformes, serie
Otophysi, superorden Ostariophysi, subdivisiéon Otocephala (Ostarioclupeomorpha),
divisiébn Teleostei, subclase Neopterygii, clase Actinopterygii, subgrado Euteleostomi
(Osteichthyes), grado Teleostomi, superclase Gnathostomata, subphyllum Craniata,
phyllum Chordata (Nelson 2006).
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Figura 1. Pez cebra. Tomado de: http://www.aquaterraria.com/portal/289-nanio-rerio-ayuda-en-
la-lucha-contra-el-cancer.html 2/6/15

Se reconocen facilmente por su aspecto fusiforme y por un marcado patron de bandas
horizontales de color azul, motivo por el cual se conocen popularmente como peces
cebra. Presenta una aleta dorsal y dos pares de finos barbillones en la boca, la cual se
dispone hacia arriba (Figura 1). Muestran un claro dimorfismo sexual (aunque no se ha
tenido en cuenta en este estudio) ya que las hembras presentan un fondo plateado y
un vientre redondeado, mientras que los machos son mas pequefios y oscuros.

La reproduccion, que tiene lugar en cualquier momento del afio, es ovipara y la
fecundacion, externa. Las puestas pueden superar los 200 huevos, teniendo estos 1
mm de didmetro. Tanto los huevos como los embriones son transparentes, aunque


http://www.aquaterraria.com/portal/289-nanio-rerio-ayuda-en-la-lucha-contra-el-cancer.html%202/6/15
http://www.aquaterraria.com/portal/289-nanio-rerio-ayuda-en-la-lucha-contra-el-cancer.html%202/6/15

incrementan su pigmentaciéon a medida que se acerca el momento de la eclosion,
proceso que ocurre a las 48 horas post-fertilizacion. El estadio larvario abarca desde
los tres hasta los veintinueve dias post-fertilizacién, (alcanzando un tamafio
aproximado de 3,5 mm (Gayoso Babio 2011). A los tres meses post-fecundacion,
alcanzan la madurez sexual y comienzan a observarse las diferencias morfolégicas
entre macho y hembra (dimorfismo sexual).

El pez cebra ha sido utilizado en numerosos estudios genéticos y de desarrollo,
especialmente aquellos relacionados con el sistema nervioso central (Kimmel 1993,
Westerfield 1993). Ello se debe, en parte, a su corto ciclo vital y a su rapida
embriogénesis, similar a la de vertebrados superiores. Dado que su sistema nervioso
central es accesible para la manipulacion experimental y sus caracteristicas se
encuentran filogenéticamente conservadas ha sido ampliamente empleado en trabajos
sobre neurogénesis (Schmidt et al. 2013).

1.2 Neurogénesis
Se define la neurogénesis como el proceso mediante el cual células madre neurales
indiferenciadas generan neuronas maduras y funcionales (Schmidt et al. 2013).

Hasta hace unas pocas décadas, se creia que en el cerebro de los vertebrados
cesaba la produccién de nuevas neuronas en el momento del nacimiento o poco
después del mismo. A partir de 1960, se ha demostrado repetidamente la formacién de
nuevas neuronas en el encéfalo de un gran nimero de especies de vertebrados.
(Grandel et al. 2006, Zupanc 2006, Chapouton et al. 2007, Kaslin et al. 2008)

A pesar de la presuncion universal de que existe neurogénesis en los vertebrados, el
andlisis comparado ha mostrado diferencias pronunciadas entre vertebrados
superiores e inferiores (Zupanc 2009, Fernandez et al. 2011). Asi, en mamiferos, la
generacion de nuevas neuronas se restringe a dos areas cerebrales (bulbo olfatorio y
telencéfalo dorsal) y el nimero de nuevas neuronas es extremadamente pequefio en
comparacion al numero total de células cerebrales. Sin embargo, en peces, hay una
elevada y continua produccién en diversas areas del cerebro (Figura 2). A diferencia
de los mamiferos, los peces exhiben un elevado potencial de regeneracion neuronal
post-lesion o tras una enfermedad neurodegenerativa (Zupanc 2006, Zupanc &
Sirbulescu 2011).

Se han detectado mas de 16 regiones de proliferaciéon diferentes en el encéfalo del
pez cebra adulto. Muchas de ellas, particularmente las del telencéfalo y el diencéfalo,
se localizan en, o cerca de, la superficie de los ventriculos. En el cerebelo, en cambio,
se localizan alejadas del ventriculo, aunque embriolégicamente deriven de areas
situadas en las superficies ventriculares (Zupanc & Sirbulescu 2011).

En la médula espinal de los teledsteos, las células nuevas se generan tanto en la capa
ependimal como en el parénquima (Zupanc & Sirbulescu 2011).



Mammal (mouse) Zebrafish
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Figura 2. Comparacion entre las regiones neurogénicas del cerebro de Danio rerio y las de
mamiferos. En el SNC de mamiferos adultos, las poblaciones de células madre se restringen a
la zona subventricular (SVZ) y al giro dentado (DG) en el telencéfalo. En el pez cebra, estas
poblaciones son mas abundantes y se encuentran distribuidas a lo largo de todo el eje

rostrocaudal del encéfalo. Tomado de Kizil et al. 2012

En mamiferos adultos las nuevas neuronas surgen a partir de células gliales radiales.
En tele6steos, ademas de las células mencionadas (capaces de autorrenovarse y
generar distintos tipos celulares), aparece otra subpoblacién de aspecto neuroepitelial
gue cumple la misma funcién (Zupanc & Sirbulescu 2011).

La gran actividad neurogénica, ha hecho del pez cebra un modelo atractivo para el
estudio de la proliferacion en el encéfalo de individuos adultos, con la finalidad de
proporcionar una via de entendimiento para explicar los factores que limitan este
fendmeno de proliferacion y restauracion en los mamiferos, ademas de posibilitar
nuevas estrategias en la curacion de enfermedades neurodegenerativas (Grandel et
al. 2006, Zupanc 2006, Schmidt et al. 2013).

1.3 Sistema nervioso central

El sistema nervioso central esta formado por el encéfalo y la médula espinal. En
sentido rostrocaudal, el encéfalo de los vertebrados se divide en: el telencéfalo y el
diencéfalo (que representan el encéfalo anterior), el mesencéfalo o encéfalo medio y el
rombencéfalo o encéfalo posterior, que esta constituido por el metencéfalo (cerebelo y
protuberancia anular) y el mielencéfalo (Figura 3). Al conjunto formado por el
rombencéfalo y el mesencéfalo también se le denomina tronco encefélico
(Nieuwenhuys 2009).

e Ollfactory bulb

<+———Telencephalon
Habenula

<+— Optic tectum

s Cerebellum

‘ "—‘— Medulla

Figura 3. Encéfalo de pez cebra adulto. Se distingue el bulbo olfatorio, el telencéfalo, la
habénula, el techo 6ptico, el cerebelo y la médula espinal. Fuente desconocida.

El rombencéfalo se considera la parte mas caudal del encéfalo, estando su limite
rostral marcado por la regién del istmo y su limite caudal por la regién del 6bex
(transicion rombencéfalo-médula espinal). El techo del rombencéfalo estd ocupado
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rostralmente por el cerebelo y caudalmente por el velo medular posterior. De forma
clasica se divide en tres zonas: la region del istmo, el cerebelo y la médula oblongata.

1.3.1 Region del istmo

Es la zona de transicion entre el mesencéfalo y el rombencéfalo. A través de ella
discurren diversos tractos de fibras tanto ascendentes como descendentes,
incluyendo: el lemnisco lateral ascendente, el tracto gustatorio secundario, el fasciculo
longitudinal medial descendente y el tracto tectobulbar. En esta zona estan presentes
el nacleo interpeduncular, el locus coeruleus y varios nucleos sensoriales secundarios
como el nacleo gustatorio secundario, el nicleo pre-eminencial y el nicleo del istmo.

1.3.2 Cerebelo (cerebellum)

El cerebelo o metencéfalo deriva de la parte mas rostrodorsal del rombencéfalo (placa
alar). Funcionalmente se relaciona con la propiocepcion y el procesamiento de
informacion asociada a 6rdenes motoras, para conseguir un control motor preciso y
funciones cognitivo-emocionales elevadas. Estas tareas complejas dependen de la
organizacion del cerebelo y de los circuitos neurales.

El cerebelo de los teledsteos (Figura 4) se compone fundamentalmente de tres partes
gue, en sentido rostro-caudal, son: la valvula cerebelli o valvula cerebelar (Va), el
corpus cerebelli o cuerpo cerebelar (CCe) y el I6bulo vestibulolateral, el cual esta
formado por la eminencia granular (eminencia granularis, EG) y el I6bulo caudal
cerebelar (lobus caudalis cerebelli, LCa) (Bae et al. 2009).
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Figura 4. Seccién sagital del cerebelo de pez cebra con inmunohistoquimica revelada con
diaminobencidina. Parte anterior del cerebelo hacia la izquierda de la imagen. CC, cresta
cerebelar; CCe, cuerpo cerebelar; GCL, capa de células granulares; LCa, I6bulo cerebelar
caudal; ML, capa molecular; MON, nucleo medio octavolateral; PCL, capa de células de
Purkinje; TeO, techo optico; TeV, ventriculo tectal; Va, valvula cerebelar; Vam,division media
de la valvula cerebelar; Val, division lateral de la valvula cerebelar. Barra de escala: 500um.
Tomado de Bae et al. 2009.

La valvula cerebelar muestra una estructura en tres capas que, del exterior al interior,
son: capa granular (formada por células granulares), capa ganglionar (constituida por
células de Purkinje) y capa molecular (contiene células estrelladas dispersas). En el
cuerpo cerebelar se mantiene esta disposicion en capas, pero en sentido inverso,
siendo la capa molecular la méas superficial. El 16bulo vestibulolateral solo contiene la
capa granular (GCL).



Ademas, la cresta cerebelar (crista cerebellaris, CC) y el nucleo medio octavolateral
(MON) situados en la parte anterodorsal del encéfalo de teledsteos se consideran
parte funcional del cerebelo. Se ha demostrado que fibras que parten de las células
granulares y discurren por la cresta cerebelar, contactan con neuronas del nucleo
medio octavolateral (Bae et al. 2009).

1.3.3 Médula oblongata

La médula oblongata, también conocida como bulbo raquideo o mielencéfalo se
localiza entre el mesencéfalo y la médula espinal, acogiendo en su interior al cuarto
ventriculo. Puede subdividirse en dos placas, alar y basal, que se encuentran
separadas por el surco limitante de His. La placa alar constituye las paredes dorsales
del bulbo y a ella llegan las principales aferencias sensoriales. La placa basal o zona
motora contiene los nucleos motores o eferentes, y constituye las paredes ventrales
del bulbo. A su vez, ambas placas pueden ser subdivididas en zonas viscerales y
somaticas, segun el tipo de informacién que procesen, por lo que apareceran un area
somatosensorial (dorsomedial), un area viscerosensorial (dorsolateral), un &rea
somatomotora (ventromedial) y un area visceromotora (ventrolateral).

La zona somatosensorial procesa informacion relacionada con la propiocepcion,
nocicepcion y los receptores acustico-vestibulares. Se relaciona con fibras nerviosas
de los nervios octaval (VIII), trigémino (V) y de la linea lateral (anterior y posterior). El
grado de desarrollo de esta regién varia en los distintos peces teledsteos.

La zona viscerosensorial recibe dos tipos de fibras: viscerales especiales y viscerales
generales. Las especiales portan informacién sobre la percepcion del gusto y las
generales informacion de los receptores de los vasos sanguineos y de los 6rganos
viscerales. En esta zona se encuentran aferencias de los nervios facial (VII),
glosofaringeo (I1X) y vago (X).

La zona somatomotora es la continuacién rostral del asta anterior de la médula
espinal, y contiene el nlcleo de los nervios espino-occipitales y los ndcleos motores de
los nervios oculomotor comun (lll), troclear (IV) y abducente (VI) que inervan los
mausculos oculares externos.

La zona visceromotora o branquiomotora contiene los nucleos de los nervios trigémino
(V), facial (VII), glosofaringeo (IX) y vago (X). Estas neuronas inervan la musculatura
branquial y la de las visceras abdominales (musculo liso de érganos internos, musculo
cardiaco y glandulas), estando implicadas en acciones vitales tales como la captura de
presas, la alimentacion y la respiracion (Diaz Prado 2004)

Segun Wulliman (1998) el rombencéfalo se desarrollé tempranamente y no sufrié
modificaciones importantes a lo largo de la evolucién, lo que puede deberse a su
importante papel en la respiracion, en el ritmo cardiaco y en el mantenimiento de la
presibn sanguinea. Esto permite comparar a especies filogenéticamente tan
separadas como peces y mamiferos. El rombencéfalo es, ademas, una estacion
intermediaria de informacién originada en zonas mas rostrales del encéfalo y dirigida
hacia la médula espinal o a ciertos musculos.



1.3.4 Médula espinal

La médula espinal es un tubo cilindrico o ligeramente aplanado que se extiende
longitudinalmente desde el rombencéfalo hasta la aleta caudal. En su centro se
localiza una pequefia cavidad denominada canal medular o canal central. Este canal
se encuentra rodeado por la sustancia gris, constituida por cuerpos neuronales, y
externamente a ésta se sitlla la sustancia blanca, que se compone de fibras nerviosas.

Las neuronas de la sustancia gris adoptan una posicion ventrolateral y dorsolateral al
canal medular, constituyendo, respectivamente, las astas dorsal (posterior) y ventral
(anterior) de la médula espinal. De estas parten dos series de raices, que se fusionan
dando lugar a los nervios espinales mixtos, y que junto con los nervios craneales
constituyen el sistema nervioso periférico.

En el asta ventral se encuentran las motoneuronas que, en teledsteos, se diferencian
en primarias y secundarias. Las primarias son de mayor tamafio y se localizan
dorsalmente inervando la musculatura mas rapida del tronco. Las secundarias son
mas pequefias y se encuentran ventralmente inervando la musculatura lenta del tronco
y de las aletas.

La sustancia blanca se encuentra dividida en funiculos o cordones que, segun su
posicion, son: el funiculo ventral (o anterior), el funiculo lateral y el funiculo dorsal (o
posterior). En el funiculo ventral se sitia el fasciculo longitudinal medial. La médula
espinal actia de estacion intermediaria 0 de relevo entre los centros superiores del
sistema nervioso y distintos 6rganos del cuerpo, transmitiendo impulsos en ambas
direcciones. Asimismo es el centro donde se originan los actos reflejos de la natacion y
de reaccion ante situaciones de peligro (Diaz Prado 2004).

1.4 Técnicas inmunohistoquimicas

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten la deteccion y la localizacion de un
determinado antigeno in situ en secciones de tejidos, en extensiones celulares, en
organos in toto, etc., mediante el uso de anticuerpos que se unen de forma especifica
a ese antigeno (Montuenga et al. 2014). Generalmente estas técnicas pueden dividirse
en dos tipos: los métodos directos (Figura 5) y los métodos indirectos (Figura 6). En
los primeros, también llamadas técnicas de una capa, el antisuero primario (antisuero
especifico frente al antigeno que se quiere detectar y localizar) esta marcado; mientras
gue en los segundos (técnicas de doble capa y de tres capas), el anticuerpo primario
no lleva acoplada una molécula marcadora y es detectado de forma posterior mediante
un antisuero secundario que si estd marcado.

Figura 5. Método inmunohistoquimico directo. Fuente desconocida.



Figura 6. Método inmunohistoquimico indirecto. Fuente desconocida.

Las técnicas de inmunodeteccion pueden clasificarse en funcién del marcador utilizado
(acoplado al anticuerpo) para poder visualizar al microscopio si la reacciéon antigeno-
anticuerpo ha tenido lugar. En general, las moléculas més empleadas como
marcadores (y utilizadas en el presente trabajo) son:

e Enzimas: se denominan técnicas inmunoenzimaticas y suelen ser métodos
indirectos. Las enzimas mas usadas son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina.
En el presente estudio esta técnica se empled, como se describe de forma mas
detallada en el apartado de "Material y métodos”, con la enzima peroxidasa de
rabano picante (HRP) combinada con el método de revelado del peroxido de
hidrégeno-diaminobencidina (DAB). Asi, dicha enzima se incuba con su
sustrato (perdéxido de hidrégeno) en presencia de un donador de electrones,
gue en este caso es la diaminobencidina, de forma que la peroxidasa provoca
la reduccién del peroxido de hidrogeno y la oxidacién de la DAB, dando lugar a
un precipitado de color parduzco visible al microscopio Optico y al microscopio
electrénico.

e Moléculas fluorescentes o fluorocromos: que se conjugan con los anticuerpos
primarios (método directo) o secundarios (método indirecto) y constituyen las
llamadas técnicas de inmunofluorescencia. Su visualizacién requiere de un
microscopio de epifluorescencia equipado con filtros adecuados para el
fluorocromo utilizado. En este estudio, se empled un fluorocromo clasico como
es la fluoresceina (FITC), que es excitada por luz ultravioleta (320 nm) o azul
(390 nm) y emite una luz verde-amarillenta observable con el microscopio de
fluorescencia.

1.5 Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA)

El Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular o PCNA (de las siglas en inglés
Proliferating Cell Nuclear Antigen), usado en el presente estudio, es una proteina de
estructura toroidal que juega un papel esencial en el metabolismo de los acidos
nucleicos, siendo uno de los componentes de la replicacion y de la maquinaria de
reparacion. Esta proteina envuelve al DNA y puede deslizarse bidireccionalmente a lo
largo del duplex. Una de las funciones mejor conocidas del PCNA es su papel como
factor procesador en la DNA polimerasa delta y épsilon. ElI PCNA une a la unidad
catalitica de la polimerasa, el DNA molde para una rapida sintesis de DNA. Ademas de
la replicacién de DNA, las funciones del PCNA estan asociadas con otros procesos
vitales para la célula como la remodelacién de la cromatina, la reparacion de DNA, la
cohesion de croméatidas hermanas y el control del ciclo celular (Naryzhny 2008,
Dieckman et al. 2012).



Estructuralmente el PCNA es un homotrimero con forma anillada. Su estructura
cristalografica en eucariotas muestra que cada subunidad consiste en dos dominios
independientes y plegados de forma similar (Figura 7). El dominio N-terminal (residuos
1-117) es denominado dominio A y el dominio C-terminal (residuos 135-258), el
dominio B.

Front View Side View

Figura 7. Estructura del PCNA, mostrada desde un punto de vista frontal (A) y lateral (B). Cada
subunidad se representa con un color diferente. Tomado de Dieckman et al. 2012.

Las tres subunidades se unen de cabeza a cola de forma que el dominio A de una
subunidad interactta con la subunidad adyacente del dominio B.

Una lamina B extendida estabiliza la unién entre ambos dominios de la misma
subunidad. Dicha lamina esta compuesta por cadenas 3 de una subunidad del dominio
Ay cadenas B de la subunidad adyacente del dominio B. Asimismo, ambos dominios
estan conectados mediante uniones flexibles (118-134) llamadas IDCL (del inglés,
InterDomain Connector Loop).

El anillo de PCNA presenta un diametro de aproximadamente 80 A, mostrando el
agujero central del anillo un diametro aproximado de 35 A. La superficie externa del
anillo de PCNA es un collar circular de las ya mencionadas seis laminas (3 (tres
interdominios de laminas B y tres intersubunidades de lamina (). La cara interna del
anillo de PCNA es un conjunto de 12 hélices a, dos de cada dominio. Mientras que el
potencial electrostatico general del PCNA es negativo, la cara interna esta
positivamente cargada debido a la presencia de residuos de lisina y arginina en estas
hélices a. Estas cargas positivas facilitan el paso del DNA cargado negativamente a
través del agujero central.

El anillo central del PCNA tiene una amplitud aproximada de 35 A y contiene una cara
frontal y otra trasera. La cara frontal del PCNA contiene el IDCL y esta implicada en
gran cantidad de interacciones proteina-proteina. Esto se observa en mudltiples
proteinas de replicacion, como las DNA polimerasas y las DNA ligasas, cuyas
acciones sobre el DNA tienen lugar en dicha cara del anillo. El papel de la cara trasera
del PCNA estd menos claro. Esta cara emerge como una modificacidbn post-
translacional del PCNA y parece estar implicada en el reclutamiento de factores
proteicos para las horquillas de replicacion y los conserva hasta que se necesitan en la



cara frontal del PCNA. EI PCNA proporciona una plataforma estructural para multiples
procesos incluyendo la replicacion y la reparacion de DNA. Para esto, el PCNA debe
interactuar con multiples enzimas involucradas en estos procesos (Dieckman et al.
2012).

La secuencia génica y las funciones del PCNA estan altamente conservadas entre los
eucariotas, ademas de aparecer en arqueas (Strzalka & Ziemienowicz 2011).



2 Objetivos

Estudios preliminares han demostrado la existencia de neurogénesis y/o proliferacion
celular en el encéfalo de individuos adultos del pez cebra, con especial mencién a
aquellas regiones telencefalicas y diencefélicas, localizdndose principalmente préxima
a los ventriculos encefalicos.

Teniendo en cuenta estas observaciones, los objetivos planteados en este estudio
son:

e Demostrar la expresion del Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular (PCNA)
en regiones caudales del encéfalo del pez cebra.

e Estudiar la localizacion y la distribucién del Antigeno Nuclear de Proliferacion
Celular (PCNA) en el rombencéfalo y en la médula espinal del pez cebra
adulto.
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3 Material y métodos

3.1 Obtenciény procesamiento del material biolégico
Para llevar a cabo este estudio se han empleado un total de 15 ejemplares adultos de
pez cebra proporcionados por un suministrador comercial.

Todos los individuos fueron anestesiados por inmersion en metanosulfonato de
tricaina (MS-222, Sigma-Aldrich) diluido en agua de acuario (100 mg/l). Posteriormente
se procedi6 a la fijacion del material biol6gico con el objetivo de mantener la estructura
y la actividad biologica del tejido lo mas parecido posible a su estado in vivo.

Parte de los ejemplares se procesaron para poder ser seccionados con un criostato.
Asi, fueron fijados por perfusion transcardial con paraformaldehido al 4% en tampdn
fosfato (TF, anexo) y postfijados por inmersion en el mismo agente fijador durante 20
horas. Pasado este tiempo, se realizaron varios lavados con TF, se extrajeron los
cerebros y se dejaron en TF hasta el dia siguiente. A continuacion, se procedio a su
crioproteccion en soluciones crecientes de sacarosa en TF al 10% (durante 1 hora), al
20% (durante 2 horas) y al 30% (20 horas) a 4°C. Posteriormente, los encéfalos se
embebieron en un medio de inclusion especifico para criostato (OCT Compound
Tissue-Tek; Sakura) contenido en moldes y se congelé en 2-metilbutano (Sigma-
Aldrich) enfriado en nitr6geno liquido. Las secciones transversales y de 12 um de
grosor, se realizaron en un criostato HM500-M (Microm) y se recogieron en
portaobjetos previamente gelatinizados (anexo).

Sin embargo, la mayor parte de los individuos fueron procesados para poder ser
seccionados en un microtomo de rotacion. Para ello se fijaron, por perfusion
transcardial y por inmersién, en liquido de Bouin (anexo), se decapitaron y las cabezas
enteras se mantuvieron en el mismo liquido fijador durante aproximadamente 20 horas
y a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se mantuvieron en alcohol de
70°. Posteriormente, se deshidrataron en varios bafos de etanol de concentracién
creciente (80°, 96° y 100°) manteniéndolas durante 40 minutos en cada uno de ellos y
se aclararon en dos bafios de xileno de 40 minutos de duracion cada uno.
Seguidamente se sumergieron las cabezas en tres bafios, de parafina liquida a 58°C,
de 2, 20 y 1 hora de duracion, respectivamente. A continuacion, se incluyeron las
muestras en parafina fundida contenida en moldes y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Los blogues asi obtenidos se cortaron, transversalmente y a 12 pum, en un
microtomo de rotacién tipo Minot (LKB Bromma) y las secciones se recogieron sobre
portaobjetos gelatinizados (anexo).

3.2 Inmunofluorescencia indirecta

Un paso previo al desarrollo de cualquier técnica inmunohistoquimica es la eliminacion
del medio en el cual se han incluido las muestras. Para ello, las secciones incluidas en
OCT Compound Tissue-Tek se sometieron a dos lavados con tampon fosfato salino
0,01 M pH 7,4 (TFS; anexo) de 10 minutos de duracion cada uno. Por otro lado, las
secciones incluidas en parafina fueron desparafinadas en 4 bafios de xileno (de 5
minutos cada uno) e hidratadas en bafios de concentraciones decrecientes de etanol
(100°, 96° y 80°) y agua destilada durante 5 minutos cada uno. A continuacion se
realizd recuperacion antigénica tratando el tejido con tampon acido citrico- citrato
sédico pH 6 en bafio termostético a 95°C durante media hora. Tras tres lavados en
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TFS de 5 minutos cada uno, se mantuvieron los cortes durante media hora (a
temperatura ambiente) en una soluciébn de borohidruro de sodio (NaBH,;) 0,1 M
preparado en TFS. Esta incubacion se realiz6 para eliminar la posible
autofluorescencia del tejido o la fluorescencia de fondo. De nuevo se realizaron 4
lavados (de 5 minutos de duracion cada uno), tres de ellos en TFS y el cuarto en TFS-
T (TFS con Triton-X 100 al 0,1%). Posteriormente se incubaron las secciones con
suero normal de cabra (NGS, Sigma-Aldrich) diluido 1:10 en TFS durante una hora, a
temperatura ambiente y en camara humeda. Este paso se efectudé para evitar la
formacion de uniones no especificas que se pudieran formar entre el antisuero
primario y otros antigenos susceptibles de reconocimiento por parte de éste.

A continuacién, se incubaron las muestras con el anticuerpo primario monoclonal de
raton anti-antigeno nuclear de proliferacion celular (anti-PCNA, Sigma-Aldrich)
preparado en TFS a una diluciéon 1:500, durante 20 horas, a temperatura ambiente y
en camara humeda. Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados con TFS y uno
con TFS-T (de 5 minutos de duracion cada lavado). Posteriormente, se incubd el tejido
con el anticuerpo secundario inmunoglobulina de cabra anti-lgG de ratén conjugada
con fluoresceina, GAM-FITC, Sigma-Aldrich (1:100 en TFS) durante una hora, en
camara humeda y oscuridad. Tras ello se realizaron otros tres lavados con TFS (de 5
minutos cada uno) y, finalmente, las secciones se dejaron secar a temperatura
ambiente (mantenidas en oscuridad) para poder ser montadas con mowiol. Después
de montadas las muestras, y para maximizar la vida de la fluorescencia, las muestras
se mantuvieron protegidas de la luz y refrigeradas a baja temperatura.

3.3 Inmunohistoquimica indirecta (dos capas): técnica de la

Inmunoperoxidasa

Para el desarrollo de esta técnica Unicamente se emplearon cabezas enteras que
habian sido previamente incluidas en parafina, por ello las secciones se
desparafinaron e hidrataron (ver inmunofluorescencia indirecta). Tras esto se
realizaron tres lavados de cinco minutos de duraciéon cada uno en TFS (0,01 M pH
7,4). Para bloquear la actividad peroxidasa endégena propia de los tejidos, y evitar asi
la aparicion de “falsos positivos” durante la etapa de revelado, las muestras se trataron
con peroxido de hidrégeno al 3% en TFS a temperatura ambiente durante media hora.
De nuevo se ejecutaron otros dos lavados en TFS y un tercer lavado en TFS-T (TFS
con Triton-X 100 al 0,2%), de 5 minutos de duracion cada uno. Posteriormente, se
incubaron los cortes en suero normal de cabra, NGS, (1:10 en PBS-T al 0,2%),
durante 1 hora, a temperatura ambiente y en camara himeda.

A continuacion, se procedio a la incubacion con el anticuerpo primario monoclonal de
raton anti-antigeno nuclear de proliferacion celular (anti-PCNA, Sigma-Aldrich)
preparado en TFS a una dilucién 1:1000, durante 20 horas, a temperatura ambiente y
en camara hameda. Al dia siguiente, y tras efectuar tres lavados de 5 minutos cada
uno en TFS, se incubaron las secciones con el anticuerpo secundario inmunoglobulina
de cabra anti-ratbn marcada con peroxidasa (GAM-HRP, Sigma-Aldrich) a dilucién
1:100 en TFS durante 1 hora, a temperatura ambiente y en camara himeda.

Después de dos lavados de diez minutos en TFS, la actividad peroxidasa fue revelada
usando una solucion de 3-3’-tetrahidrocloruro de diaminobencidina, DAB, (Sigma-
Aldrich) al 0,06% vy peroxido de hidrégeno al 0,005% en TFS durante
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aproximadamente 4-5 minutos. De nuevo se realizaron tres lavados en TFS de 5
minutos cada uno.

Finalmente, las muestras fueron deshidratadas en una bateria de etanoles de
gradacion creciente (80°, 96° y 100°), aclaradas en dos bafios de xileno de cinco
minutos cada uno y montadas con Eukitt (resina sintética). Antes de su observacion al
microscopio se dejaron secar en estufa a 40°C.

3.4 Inmunohistoquimica indirecta (tres capas): técnica de la extravidina-

peroxidasa

El protocolo seguido es igual al descrito en el apartado anterior (ver técnica de la
inmunoperoxidasa) hasta la etapa de incubacion con el anticuerpo secundario ya que,
en este caso, se utilizdé un anticuerpo de cabra anti-ratén biotinilado (GAM-Biotinilado,
Sigma-Aldrich) preparado en TFS a una dilucion 1:200, durante 1 hora, a temperatura
ambiente y en camara humeda. A continuacion, y tras dos lavados de 10 minutos cada
uno en TFS, se incubaron las secciones con extravidina unida a peroxidasa de rabano
(ExtrAvidina-Peroxidasa, Sigma-Aldrich) diluido 1:100 en TFS, durante 1 hora, a
temperatura ambiente y en cdmara humeda. Posteriormente, las secciones se lavaron
con TFS (2 bafios de 10 minutos cada uno) y se trataron con una solucion de 3-3'-
tetrahidrocloruro de diaminobencidina al 0,06% y peréxido de hidrogeno al 0,005% en
TFS durante aproximadamente 5 minutos. Se realizaron dos lavados mas en TFS 'y se
finalizé con la deshidratacion en etanol (80°-96°-100°), el aclarado en xileno y el
montaje con la resina Eukitt. Las muestras asi obtenidas se dejaron secar en estufa
hasta su visualizacion.

3.5 Pruebas control

Para verificar la especificidad de la inmunorreactividad detectada, se procedié a la
sustitucién de la incubacién del anticuerpo primario por incubacién con suero normal
de cabra (NGS) y desarrollo normal de la técnica inmunohistoquimica (como se ha
descrito en los apartados anteriores). En todos los casos, las pruebas control pusieron
de manifiesto la ausencia de inmunorreactividad en las regiones del encéfalo y de la
médula espinal del pez cebra estudiadas.

3.6 Observacion y analisis de las muestras

Las muestras se visualizaron a través de un microscopio 6ptico (Nikon, Eclipse,
E1000) y se fotografiaron mediante una camara digital (Nikon, Camera Dmx 1200,
Tokio, Japon) acoplada a dicho microscopio. El procesamiento de las imagenes se
llevd a cabo mediante el programa CorelDraw X7.
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4 Resultados

Debido a que la mayor parte de los estudios de proliferacion en el pez cebra se
describen en zonas cerebrales rostrales, en este estudio se examina el area mas
caudal del encéfalo y la médula espinal, mediante técnicas inmunohistoquimicas. Los
métodos empleados revelan la expresion del Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular
en neuronas localizadas en las regiones posteriores del cerebro. Los resultados
obtenidos se recogen de forma esquemaética en la Figura 8.
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Figura 8. Representacion esquematica de las secciones transversales de la division caudal del
encéfalo de pez cebra adulto (Danio rerio), mostrando el patron de distribucion de neuronas
(puntos azules) que expresan positividad para el PCNA. Los gréficos corresponden a los
niveles 204 (A), 208 (B), 219 (C), 230 (D), 237 (E), 251 (F), 272 (G), 283 (H), 290(l), 303 (J),
319 (K) Y 363(L) de Wullimann et al. 1996. Barra de escala: 150 pm

LISTADO DE ABREVIATURAS

ALLN Nervios de la linea
lateral anterior

C Canal central

CB Cerebelo

CC Cresta cerebelar
CCe Cuerpo cerebelar
CCer Comisura cerebelar

Cinf Comisura infima de
Haller

CON Nodcleo octavolateral
caudal

Cven Comisura ventral
rombencefélica

DIL Nucleo difuso del
I6bulo inferior

DIV Decusacion troclear

DON Ndcleo octaval
descendente

DH Asta dorsal
DR Raiz dorsal

DV Nervio trigémino
descendente

EG Eminencia granular

Fd Funiculo dorsal
GC Giris central
HYP Hipotalamo

IMRF Formacion reticular
intermedia

10 Oliva inferior
IR Rafe inferior

IRF Formacion reticular
inferior

LCa Lébulo caudal
cerebelar

LVII Lébulo facial

LIX Lébulo glosofaringeo
LX Lobulo vagal

MA Axo6n Mauthner

MFEN Nducleo funicular
medio

MLF Fasciculo
longitudinal medial

MON Nodcleo octavolateral
medio

NC Nucleo comisural de
Cajal

NXm Ndcleo motor del
vago

OB Bulbo olfatorio
Pit Pituitaria

PGZ Zona gris
periventricular del techo
Optico

PLLN Nervio de la linea
lateral posterior

RV Ventriculo
rombencefalico

SC Médula espinal
SR Rafe superior

SRF Formacion reticular
superior

TeO Techo optico
TEL Telencéfalo

TSc Nucleo central del
toro semicircular

TTB Tracto tectobulbar

Vam Divisién media de la
valvula cerebelar

VH Asta ventral
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VIl Nervio facial VIl Nervio octaval X Nervio vago

El protocolo inmunohistoquimico realizado sobre las secciones transversales ha
revelado multiples zonas de proliferacion en el cerebro y en la médula espinal del pez
cebra (Danio rerio). El analisis a microscopio de las mismas permitié observar que
tanto la forma de las células, como la intensidad de la positividad, varian en base a la
posicion de dicho area de proliferacion.

La expresion neuronal de PCNA disminuye progresivamente hacia la parte mas caudal
del rombencéfalo; en estas regiones, la neurogénesis es menos abundante, pero no
por ello inexistente. Es decir, se observa proliferacion en toda el area estudiada que,
como ya se ha mencionado, incluye el rombencéfalo y la médula espinal.

En los resultados descritos a continuacion, la inmunorreactividad al PCNA se refiere
siempre a somas neuronales (y agrupaciones de los mismos); en ninguna de las
secciones estudiadas se han observado fibras positivas para PCNA, lo que concuerda
con estudios previos sobre proliferacion celular tanto en el pez cebra como en otras
especies de teledsteos.

4.1 Inmunofluorescencia indirecta

En la parte mas rostral del rombencéfalo, las zonas con mayor proliferacion se
localizan en la parte dorsal, abarcando el cuerpo cerebelar (CCe), la valvula cerebelar
media (Vam) y alcanzando la decusacion troclear (DIV). También se detecta
proliferacion en la parte mas superficial del techo éptico (TeO); asi, la positividad
dorsal es abundante e intensa mientras que la ventral es dispersa y suave (Figura 8A).

Las células que aparecen como inmunorreactivas al PCNA (PCNA-ir) en el cuerpo
cerebelar (CCe) y en la valvula cerebelar media (Vam) presentan una morfologia
alargada y se agrupan en la zona central, formando una linea que va desde la
superficie pial hasta el ventriculo rombencefalico (Figuras 8A, 8B, 8C y 9B).
FijAndonos de forma més precisa, en el cuerpo cerebelar se aprecia que las células
positivas son mucho més abundantes en la capa molecular y son escasas en la capa
granular (Figuras 8B y 9B).

Al igual que lo percibido en CCe, en la Vam las neuronas PCNA-ir son alargadas y
cuantiosas en la capa molecular (Figuras 8A, 8B y 9B). Sin embargo, a diferencia de
lo que ocurre en el CCe, en Vam se observa un mayor nimero de células positivas en
la zona de la capa granular que limita con el ventriculo rombencefalico (RV) (Figura
9B).

En la superficie dorsal del techo 6ptico (TeO) se observan varias células PCNA-ir que
se hallan méas separadas unas de otras y con una morfologia mas redondeada u
ovoide que las detectadas en el cuerpo cerebelar y en la valvula cerebelar media
(Figuras 8A, 8B, 8C, 8D, 9B y 9C). Estas células ovoides también se localizaron en la
zona gris periventricular del techo 6ptico (PGZ) y en el nacleo central del toro
semicircular (TSc) (Figuras 8A, 8B, 9B y 9C).
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Hacia las zonas més caudales del encéfalo, la localizacion de las neuronas que
expresan PCNA va cambiando. Asi, las células alargadas PCNA-ir que se localizaban
en el cuerpo cerebelar se van restringiendo cada vez mas a la capa molecular, casi
desapareciendo de la capa granular; mientras que en la vélvula cerebelar media
ocurre lo contrario, disminuyen su presencia en la capa granular y aumentan en la
capa molecular (Figuras 8C y 9C). En esta regién se siguen observando células
PCNA-ir en la zona del techo Optico y en la zona gris periventricular del mismo.

El 4rea que rodea al ventriculo rombencefalico muestra células PCNA-ir ovoides de
forma constante (Figuras 8A, 8B, 8D, 8E, 8G 9B, 9C, 9D, 9E y 9G). Esto se percibe
especialmente en el I6bulo caudal cerebelar (LCa) donde se observan células PCNA-ir
concentradas en la zona ventral que se encuentra adyacente al ventriculo
rombencefalico (Figuras 8D, 8E, 8F, 9D y 9E).

En la parte rostral del I6bulo facial (LVII) las células ovoides PCNA-ir aparecen
timidamente en el limite con la cresta cerebelar (CC) y aumentan su presencia en la
zona caudal encontrandose entonces en la zona media de dicho Iébulo (Figuras 8G,
8H, 9G y 9H).

En las areas dorsal y medial del I6bulo vagal (LX) también se manifiestan estas células
redondeadas u ovoides, principalmente en las zonas mas cercanas a la superficie pial
(Figuras 8H, 81, 8J, 9H, 91, y 9l,).

En las zonas rombencefélicas mas cercanas a la médula espinal surgen células
PCNA-ir de estructura ovoide en el nacleo motor del vago (NXm) (Figura 81, 8J y 91,).

Aunque las células se localizan mas claramente en las zonas previamente descritas,
también se hallaron células PCNA-ir aisladas, distribuidas en areas de parénquima
cerebral sin exhibir asociaciones claras con ningln grupo nuclear concreto.

Alcanzada la médula espinal la inmurreactividad no desaparece, multitud de células
PCNA-ir fueron detectadas en diversas areas. En la comisura infima de Haller (Cinf) se
observan células de morfologia redondeada en la zona medial, mientras que en el
nacleo comisural de Cajal (NC), las células que expresan PCNA son més alargadas y
se distribuyen de forma mas dispersas (Figuras 8K y 9K). Alrededor del canal central
las células PCNA-ir examinadas son redondeadas pero de mayor tamafio que las
detectadas en la Cinf (Figura 8K, 8L y 9K).

En la zona medular mas caudal se revela proliferacion en la zona medial del asta
dorsal (DH) y en la zona adyacente al canal central. También aparecen células
redondeadas aisladas dispersas por toda el asta ventral (Figura 8L).
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Figura 9. Estudio de la expresién de PCNA (flechas) revelada mediante inmunofluorescencia
indirecta. Barra de escala: 90um (B, Cy H); 45um (D, E, G, I y K); 22"5um (l,).

4.2 Técnica de la inmunoperoxidasa

En el rombencéfalo del pez cebra adulto no se obtienen resultados concluyentes en la
deteccion de proliferacion celular, ni en somas neuronales ni en fibras, mediante el uso
de la técnica de la inmunoperoxidasa.

En la médula espinal tampoco se detectaron muestras de positividad para el PCNA en
las estructuras celulares antes mencionadas mediante el empleo de esta técnica.

4.3 Técnica de la extravidina-peroxidasa

Las células inmunorreactivas al PCNA (PCNA-ir) presentes en la valvula cerebelar
lateral muestran una morfologia alargada y se encuentran mayoritariamente en la capa
molecular.
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En la valvula cerebelar media (Vam) las células presenta una forma similar a las
encontradas en la parte lateral de la valvula. En esta zona la mayoria de células se
observan en la capa molecular dispuestas en una linea media con direccion
dorsoventral (Figuras 8A, 8B, 10A y 10B).

En el cuerpo cerebelar (CCe) aparecen abundantes células PCNA-ir con forma
alargada en la capa molecular y se concentran en una banda que se sitla
inmediatamente ventral a la superficie pial. Ademas de éstas, se observan otras
células aisladas distribuidas por toda la capa molecular del CCe (Figuras 8A, 8B, 8C,
8D, 8E, 8F, 10A, 10B, 10C y 10F).

Dentro también del cerebelo, en el area denominada I6bulo cerebelar caudal (LCa) las
células inmunorreactivas al PCNA se concentran predominantemente en la region
ventral inmediatamente adyacente a la pared del ventriculo rombencefalico (Figuras
8D, 8E y 8F). En la capa molecular del LCa, las células PCNA-ir son evidentes en la
zona limitrofe con la capa granular. La morfologia celular presente en esta zona es
ovoide y dichas células no parecen seguir un patron de orientacion definido (Figura
10F).

Mas caudalmente en el rombencéfalo se observan células PCNA-ir, de morfologia
ovoide, que aparecen de forma casi exclusiva en las areas dorsal y dorsomedial del
nacleo del I6bulo vagal (LX), muy cerca de la superficie pial (Figuras 8H, 8I, 10H,,
10H,, 101, y 101,).

Otras células marcadas, similares a las del I6bulo vagal, aparecen en el parénquima
cercano al ventriculo rombencefalico (RV), y dispuestas a lo largo de la zona
dorsoventral externa de dicho ventriculo (Figuras 10H;, 10H,, 10I; y 10l,). En regiones
mas laterales se observan las mismas células que las del parénquima que rodea al
ventriculo rombencefélico, situadas, concretamente, entre la linea media y el nicleo
motor del vago (Figuras 8I, 8J, 10l, y 10J). Estas células redondeadas u ovoides, se
distribuyen por gran parte del parénquima cerebral sin exhibir una asociacion clara con
ningun grupo nuclear concreto. Esta distribucion aparece también en las células
PCNA-ir del resto de la médula oblongata, aunque se encuentran predominantemente
en areas ventrolaterales y medioventrales.

En la médula espinal se detectan multitud de células PCNA-ir en areas como la
comisura infima de Haller (Cinf) (Figuras 8K, 10K,y 10K5), en el nucleo funicular medio
(MFN) (Figuras 8K, 10J, 10K; y 10K;) y en el nacleo comisural de Cajal (NC). En la
Cinf se observan células redondeadas en la zona medial mientras que en el nucleo
comisural de Cajal (NC) (Figuras 8K y 10K;) éstas son mas alargadas y mas
dispersas.

Las células reactivas que aparecen rodeando al canal central (C) (Figuras 8K, 8L, 10K,
y 10L) son redondeadas pero de mayor tamafio que las detectadas en la Cinf (Figura
10K; y 10Ky).

Al igual que lo descrito para la técnica de inmunofluorescencia indirecta, en la region
més caudal de la médula espinal destaca la existencia de proliferacion celular en el
asta dorsal (DH) y en la zona adyacente al canal central, aunque también se observan
células redondeadas distribuidas por el asta ventral (Figuras 8L 'y 10 L).
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Figura 10. Estudio de la expresion de PCNA (flechas) revelada mediante el método extravidina-
peroxidasa. Barra de escala: 175 um (F); 70um (A, By Hy); 35um (C, I, y K1); 17°5um (Hp, 11, J,
KayL)
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5 Discusidn

5.1 PCNA como marcador de proliferaciéon celular

El uso de PCNA como marcador de proliferacion presenta ciertas ventajas con
respecto a otros ensayos para la deteccion de proliferacion celular, como son el
contaje directo de figuras mitGticas o el uso de precursores de DNA, tales como la
timidina tritiada (H-T) o an&logos de nucle6tidos como la bromodeoxiuridina (BrdU)
usada por Zupanc et al. (2005), Grandel et al. (2006) y Fernandez et al. (2011), para
detectar su incorporacion al DNA.

Las figuras mitGticas representan solo una corta fase del ciclo celular, lo que dificulta
su uso en estudios de proliferacion en poblaciones celulares con baja produccion. De
forma similar H-T y BrdU se incorporan sélo durante la fase S y, para animales de
crecimiento lento, requiere de una larga exposicion a estas sustancias para que se
puedan evaluar los resultados, lo que afecta a su viabilidad.

Por el contrario el PCNA es detectado inmunohistoquimicamente durante la mayor
parte del ciclo celular y se ha demostrado Util para localizar células en divisiéon en
tejidos fijados y embebidos en parafina, sin tratamientos previos en especimenes
vivos. Aunque el PCNA, a diferencia de la H-T y la BrdU, no permite estudiar la
dindmica de desarrollo en las poblaciones celulares (Candal et al. 2005).

Se ha demostrado que en otros teledsteos se marcan de la misma forma las células y
regiones con el uso de PCNA, H-T (Adolf et al. 2006) y BrdU (Candal et al. 2005,
Zupanc et al. 2005, Adolf et al. 2006).

5.2 Neurogénesis en el encéfalo y médula espinal del pez cebra

La inmunohistoquimica contra el PCNA llevada a cabo con el fin de detectar
proliferacion celular en el cerebro posterior del pez cebra se realizé mediante tres
técnicas. Se obtuvieron resultados significativos en dos de las técnicas empleadas (la
inmunofluorescencia indirecta y la inmunohistoquimica indirecta mediante el método
de la extravidina-peroxidasa) y no se obtuvieron datos concluyentes en la tercera (la
inmunohistoquimica indirecta por el método de la inmunoperoxidasa). Las dos técnicas
gue resultaron efectivas dieron lugar a los mismos resultados, siendo éstos similares a
los descritos por otros autores (especificados posteriormente), o que podria validarlos.

Mediante ambas técnicas inmunohistoquimicas se detectaron multiples areas de
proliferacion en el rombencéfalo de Danio rerio siendo destacables las tres
subdivisiones del cerebelo (la valvula cerebelar, el cuerpo cerebelar y el I6bulo
vestibulolateral) asi como las regiones circundantes al ventriculo rombencefélico. La
valvula cerebelar, tanto media como lateral, presenté abundante inmunorreactividad,
siendo esta mas importante en sus capas moleculares, de acuerdo con los resultados
obtenidos por Zupanc et al. (2005). Y a diferencia de lo reportado por este mismo
autor, si se encontrd proliferacion destacable en todo el cuerpo cerebelar y no sélo en
la capa molecular, aunque de nuevo se coincide en una mayor positividad en la zona
cercana a la superficie pial.

Otra zona donde se apreci6 proliferacion celular es en el techo 6ptico situado en la
parte mas rostral del rombencéfalo. Zupanc et al. (2005) e Ito et al. (2010) también
describen neurogénesis en esta area.
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Dorsocaudalmente, en el rombencéfalo, también se detectd inmunorreactividad
destacable en el I6bulo caudal cerebelar y en el I6bulo vagal.

De acuerdo con los datos previos presentados por Zupanc et al. (2005) v,
contrariamente a los obtenidos por Grandel et al. (2006), la inmunorreactividad en las
zonas ventrales del rombencéfalo fue bastante escasa y apareciendo siempre de
forma aislada y nunca en agrupaciones neuronales.

En la médula espinal se detectan células PCNA-ir en la zona medial del asta dorsal, en
el nucleo comisural de Cajal (NC) y alrededor del canal central, coincidiendo de nuevo
con los resultados obtenidos por Grandel et al. (2006).

Asi mismo es importante destacar que la técnica empleada, tanto por Zupanc et al.
(2005) como por Grandel et al. (2006) implicaba el uso del BrdU y no de PCNA, ya que
sus estudios abarcan varios estadios de desarrollo del pez cebra ademas de seguir la
migracion de estas nuevas células. Como se menciona en el apartado anterior, los
resultados aqui presentados son semejantes a aquellos obtenidos por los autores
mencionados; es decir, se detectan las mismas neuronas en las mismas regiones
cerebrales, aun cuando las técnicas inmunohistoquimicas empleadas y los anticuerpos
utilizados son diferentes.

5.3 Comparacién con otros teledsteos

El cerebro de los teledsteos continGia desarrollandose a lo largo de toda la vida y el
namero de células cerebrales aumenta con la edad y con el tamafio corporal y, como
se ha venido explicando a lo largo del presente estudio, la gran mayoria de nuevas
células generadas en el cerebro de adultos se originan en zonas especificas de
proliferacion. Muchas de estas zonas se localizan en/o cerca de las superficies
ventriculares que suelen ser remanentes de las zonas de proliferacion presentes en
alevines y juveniles (Candal et al. 2005). Aunque otras zonas de proliferacion,
particularmente en el cerebelo, se localizan en regiones distantes de cualquier
ventriculo y, al menos algunas de ellas, se cree que derivan de &reas localizadas en
superficies ventriculares durante estadios embrionarios de desarrollo (Zupanc &
Sirbulescu 2011).

Se han hallado mdultiples &reas de proliferacion en el cerebro de todos los peces
teledsteos adultos examinados, incluyendo Poecilia reticulata (Kranz & Richter 1970
(citado por Zupanc & Sirbulescu 2011)), Sparus aurata (Zikopoulos et al. 2000), Salmo
trutta fario (Candal et al. 2005), Oryzias latipes (Candal et al. 2005), A. leptorhynchus
(Grandel et al. 2006), Gasterosteus aculeatus. (Grandel et al. 2006), Danio rerio
(Zupanc et al. 2005, Grandel et al. 2006) y Austrolebias sp. (Fernandez et al. 2011).

En Apteronotus leptorhynchus y Gasterosteus aculeatus las zonas de proliferacion
detectadas en el rombencéfalo por Grandel et al. (2006), mediante PCNA y BrdU, son
las mismas que las observadas en el pez cebra y descritas en el apartado de
Resultados. En el cerebelo destacan de nuevo las capas moleculares de la valvula y el
cuerpo cerebelar y del I6bulo caudal cerebelar. Al igual que ocurre en Danio rerio, las
células proliferativas se orientan a lo largo de la linea media en la capa molecular del
cuerpo cerebelar. También hay coincidencia en la presencia de neurogénesis
alrededor del ventriculo rombencefélico. En la médula oblongata y en la médula
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espinal de Apteronotus leptorhynchus y Gasterosteus aculeatus, de forma caudal al
cerebelo, los dominios de proliferacion ventricular se encuentran en el I6bulo facial
medio y en el I6bulo vagal. Ademas, proliferacion dispersa aparece en la zona
ventricular del ventriculo rombencefélico que puede seguirse caudalmente hasta la
médula espinal. Caudalmente al l6bulo vagal, la zona de proliferacion ventricular se
hace un poco mas intensa a nivel del nicleo comisural de Cajal, donde las células
PCNA positivas se ven muy cercanas a la linea media ventricular de dicho nucleo.

Salmo trutta fario y Oryzias latipes tienen un crecimiento mas lento del que presenta el
pez cebra, motivo por el cual fueron escogidos por Candal et al. (2005) para estudiar la
proliferacion celular mediante el uso de PCNA a lo largo del desarrollo, desde el
estadio de embrion hasta el adulto, de forma que observaron que la proliferacion se
reduce progresivamente (a lo largo del desarrollo) quedando limitada a zonas
especificas del neuroepitelio ventricular y ependimario en los individuos adultos.

En Salmo trutta fario, la cantidad de células PCNA-ir presentes en el rombencéfalo
disminuye durante el proceso de desarrollo. En la trucha comun adulta, las células
PCNA-ir permanecen en la capa ependimal del 6bex; mientras que, en el cerebelo, las
células PCNA-ir se encuentran en la zona ventricular del I6bulo cerebelar
vestibulolateral y en la zona ventricular medial del cuerpo y de la valvula cerebelar.
Fuera de la zona ventricular, se encuentran pocas células PCNA-ir (Candal et al.
2005).

En individuos adultos de Oryzias latipes, Candal et al. (2005) hallaron
inmunorreactividad en el I6bulo cerebelar vestibulolateral, especialmente a niveles
rostrales, y también en zonas mediales de la zona ventricular del cuerpo cerebelar y
de la vélvula cerebelar. Estos autores demostraron la presencia de células PCNA-ir
migradas fuera de la zona ventricular, localizdndose principalmente en la capa
molecular del cuerpo cerebelar y de la vélvula cerebelar, asi como en la parte mas
caudal de las eminencias granulares.

Los cerebros de Austrolebias son anatdbmicamente muy similares a los del pez cebra y,
segun Fernandez et al. (2011), muestran proliferacion cercana a los ventriculos y una
amplia actividad mitotica en otras areas telencefdlicas, de acuerdo a los datos
reportados por Zupanc et al. (2005) y Zupanc (2006). La mayor parte de células
proliferativas en el cerebelo de Austrolebias fueron halladas en el cuerpo cerebelar, al
igual que en el presente estudio y en otros previos realizados en el pez cebra como los
de Zupanc et al. (2005) y Grandel et al. (2006).

5.4 Comparacién con otros vertebrados

Como se ha demostrado en numerosos estudios, la heurogénesis que se produce en
individuos adultos es mucho mas abundante en especies de aves, reptiles, anfibios y
peces, que en mamiferos. Ademds, suele localizarse en subdominios de zonas
ventriculares de multiples areas cerebrales con diversas funciones adaptativas. Sin
embargo, las zonas cerebrales sometidas a neurogénesis adulta siguen patrones de
distribucion que varian entre las diferentes especies, lo cual podria relacionarse con el
desarrollo de diferentes funciones (Chapouton et al. 2007).
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Los estudios sobre proliferacion celular realizados en aves cantoras, como canarios,
mirlos, estorninos, pinzones cebra, gorriones, etc. (Chapouton et al. 2007), muchos de
los cuales se llevaron a cabo con animales criados en su medio natural, sugieren que
la neurogénesis adulta no es un mero artefacto de laboratorio, es decir, no es
consecuencia del mantenimiento de los individuos estudiados en condiciones
artificiales de laboratorio.

En reptiles adultos, la neurogénesis ha sido observada en algunas especies de
lagartos y de tortugas; mientras que en anfibios, ha sido documentada en ranas
(Kaslin et al. 2008). Y, como se ha comentado en el apartado anterior, también ha sido
descrita en gran variedad de especies de teledsteos. Sin excepcion, la produccion
neuronal en estas especies tiene lugar a lo largo de toda la vida.

En las aves estudiadas hasta la fecha, las zonas de proliferacion se encuentran en su
mayoria a lo largo de las paredes del ventriculo lateral del telencéfalo, produciendo
nuevas neuronas en el nucleo telencefalico dorsal, en el neoestriado (contiene el
centro vocal superior, HVC), en el hipocampo y en otras estructuras relacionadas con
el nucleo estriado del prosencéfalo (Chapouton et al. 2007, Kaslin et al. 2008). En
reptiles, la neurogénesis se produce en todas las subdivisiones mayores del
telencéfalo adulto y, en menor grado, en el cerebelo. En ranas y ajolotes, la
proliferacion celular cerebral, aparece en el telencéfalo, en el nucleo preéptico, en el
talamo, en el hipotalamo y en el cerebelo (Kaslin et al. 2008). En los peces teledsteos,
se observa una diferencia fundamental con respecto a las demas especies estudiadas;
en éstos, la neurogénesis en individuos adultos es abundante en todas las
subdivisiones cerebrales examinadas (Zupanc et al. 2005, Candal et al. 2005, Grandel
et al. 2006, Fernandez et al. 2001, Zupanc & Sirbulescu 2011). Al igual que en otros
vertebrados, la proliferacion celular se limita a centros de proliferacion focales, o
hotspots, sugiriendo la existencia de mecanismos celulares especificos que favorecen
o impiden el proceso de neurogénesis (Chapouton et al. 2007).

A lo largo de la evoluciébn se observa, por tanto, que el niumero de zonas de
proliferaciéon activa en los adultos se reduce, o suprime, a medida que ocurre la
transicién entre anamniotas y amniotas o incluso mas si comparamos entre mamiferos
y otros vertebrados no mamiferos. Se desconoce si esta reduccion filogenética en la
proliferacion del cerebro de adultos se debe a la pérdida selectiva de zonas de
proliferacion a través de la adaptacion (Kaslin et al. 2008).

Aunque no esta claro la causa y/o el mecanismo por los que la seleccion natural deriva
en la pérdida de zonas de proliferacién activa en los vertebrados, se ha propuesto que
podria ser el resultado de una adaptacion evolutiva con el fin de mantener aquellas
poblaciones neuronales que acumulan experiencia a lo largo de toda la vida de los
individuos. Parece poco probable que el no poder almacenar informacion a largo
plazo, sea evolutivamente beneficioso para los no-primates. Por ejemplo, las aves,
gue tienen una vida larga y unas habilidades cognitivas similares a las de los primates,
disponen de una memoria a largo plazo bien desarrollada ademas de una “memoria
episddica”. Este fendbmeno también ocurre en muchas especies de peces y reptiles
gue viven durante décadas. (Kaslin et al. 2008)
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La mayor parte de la neurogénesis post-embrionaria en los vertebrados no mamiferos,
podria estar relacionada con el crecimiento del cerebro en respuesta al crecimiento de
los sistemas sensitivos, ya que las nuevas neuronas son mas plasticas y adaptables a
nuevas experiencias que las neuronas viejas. En los mamiferos esto no ocurre, ya que
los receptores asociados a los sistemas sensitivos estan desarrollados por completo
en el momento del nacimiento o poco después. Por ejemplo, en el hipocampo de los
mamiferos, las poblaciones neuronales viejas se mantienen estables y preservan
inalterable la informacion de los ambientes conocidos, mientras que las nuevas
neuronas se adaptan a las caracteristicas de nuevos ambientes (Kaslin et al. 2008).

Se ha sugerido que la escasa capacidad de afadir o reemplazar neuronas en el
cerebro de los mamiferos est4 causada por la resistencia a integrar células nuevas en
la red neural madura, ya que se cree que la adicion de estas nuevas neuronas a un
circuito ya existente podria causar dafios en toda la estructura neuronal de la red. En
los vertebrados no mamiferos, el hecho de que exista crecimiento cerebral a lo largo
de toda la vida, podria hacer mas facil la incorporacion de nuevas células al circuito
neuronal prexistente sin que se causen los mencionados dafios.

Por lo tanto, parece que hay un delicado equilibrio entre los beneficios de la adicion de
nuevos componentes y experiencias a una red preexistente (capacidad de adaptacion)
y, por otro lado, la estabilidad de no comprometer la estructura de dicha red neuronal
con la adicién de nuevos elementos (Kaslin et al. 2008).

25



6 Conclusiones

Del estudio realizado en el rombencéfalo y en la médula espinal del pez cebra adulto
se pueden extraer las siguientes conclusiones:

La expresion del Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular es abundante en las
regiones mas caudales del encéfalo y en la médula espinal del pez cebra, lo
que estaria de acuerdo con las premisas de que existe proliferacion celular o
neurogénesis en el cerebro y la médula espinal de los ejemplares adultos de
peces teledsteos.

Esta proliferacion celular estd ampliamente distribuida en el rombencéfalo de
Danio rerio, siendo especialmente abundante en las tres subdivisiones del
cerebelo (la valvula cerebelar, el cuerpo cerebelar y el I6bulo vestibulolateral) y
en la periferia del ventriculo rombencefélico. En la médula espinal, el mayor
namero de neuronas inmunorreactivas al Antigeno Nuclear de Proliferacion
Celular, se localiza en el asta dorsal y en la zona adyacente al canal central.

Conclusions
The study in the hindbrain and spinal cord of adult zebrafish leads to the following
conclusions:

PCNA expression is abundant in the caudal regions of the brain and spinal cord
of zebrafish, which would agree with the premise that there is cell proliferation
or neurogenesis in the brain and spinal cord of adult teleost specimens.

This cell proliferation is widely distributed in the hindbrain of Danio rerio, being
especially abundant in the three subdivisions of the cerebellum (the valvula
cerebelli, the corpus cerebelli and the vestibule lateralis lobe) and in the
rombencephalic ventricle periphery. In the spinal cord, the greater number of
PCNA immunoreactive neurons is located in the dorsal plate and in the
adjacent area to the central canal.
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7 Anexo

Preparaciéon de liquido Bouin (100mL)

En la campana de extraccion de gases se mezclan 75mL de una solucion acuosa de
acido picrico saturado y filtrado con 20 mL de formaldehido al 40%. Justo antes de su
utilizacién, se afiaden 5 ml de acido acético glacial.

Preparaciéon de 1 L de paraformaldehido al 4% en tampon fosfato (1L)

En la campana de extraccion de gases, se calientan 500 mL de agua destilada hasta
una temperatura de 75-80°C y se le afiaden 40 gramos de paraformaldehido y varias
gotas de NaOH 1N hasta que la soluciéon se torna transparente. Se mantiene en la
campana hasta que alcanza la temperatura ambiente, tras lo cual se agregan 500 mL
de tampon fosfato (0,2M; pH 7,4), se mezcla y se filtra.

Preparaciéon de tampén fosfato salino, TFS, 0,01M pH 7,4 (1L)

A 950 ml de agua destilada se le afladen 9,5ml de fosfato monosédico 0,2M y 40,5ml
de fosfato disddico 0,2 M. A esta mezcla se le echan 8,76g de NaCly 0,2g de KCly se
mantiene en agitacion hasta que todos los reactivos se hayan disuelto por completo.
Posteriormente, se mide el pH y se ajusta a 7,4.

Gelatinizacion de portaobjetos

En un vaso de precipitados, se calienta 1 L de agua destilada hasta 60°C, sin que
llegue a hervir. Se le afiaden 5 gramos de gelatina y se disuelve manteniendo la
mezcla en agitacién. Una vez disuelta la gelatina, se agregan 0,5 gramos de sulfato
de Cry Ky, de nuevo, se deja en agitacion. A continuacion, se filtra la mezcla y se
deja atemperar. Se colocan los portaobjetos en las cestillas y se sumergen, durante
media hora y a temperatura ambiente, en cubetas que contienen la mezcla anterior.
Pasado este tiempo, se retiran las gradillas de las cubetas, se escurren bien y se dejan
secar en estufa a 37°C. Este proceso se repite cuatro veces.
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