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Abreviaturas

ATN: nucleo anterior del
talamo

BO: bulbo olfativo

Cant: comisura anterior
CC: crista cerebral

CCe: cuerpo del cerebelo
CM: Cuerpo mamilar
Cpop: comisura
postdptica

CR-ir: calretinina
inmunorreactivas

Ctec: comisura tectal

D: drea telencefdlica
dorsal

DAB: diaminobenzidina
Dc: parte central del
telencéfalo dorsal

Dd: parte dorsal del
telencéfalo dorsal

Dil: perclorato 1,1’
dioctadecil 3,3,3’,3’
tetrametilcarbocianina
DI: parte lateral del
telencéfalo dorsal

DId: zona dorsal de la
parte lateral del
telencéfalo dorsal

Dlp: zona ventral de la
region postcomisural de
la parte lateral del
telencéfalo dorsal

Dlv: zona ventral de la
region precomisural de la
parte lateral del
telencéfalo dorsal

Dm: parte dosomedial del
telencéfalo dorsal

DP: nucleo talamico
dorsal posterior

Dp: parte posterior del
telencéfalo dorsal

ECL: capa celular externa
EG: eminencia granular
ENd: nucleo
endopeduncular

Ha: habénula

I: nervio olfativo

II: nervio 6ptico

IL: I6bulo interior
hipotaldmico

IV: nervio troclear

LFB: tracto telencefdlico
lateral

LFB: trato telencefalico
lateral

LH: I6bulo hipotaldamico
LOT: tracto lateral olfativo
LP: |6bulo posterior

LVII: 16bulo facial

LX: l6bulo vagal

LL: nervios de la linea
lateral

MFB: tracto telencefalico
medial

MO: médula oblongata
MOT: tracto medial
olfativo

MS: médula espinal

NP: nucleos pretectales
OB: bulbo olfativo

PB: tampdn fosfato
PBS: tampdn fosfato
salino

PBS-T: PBS Tritdn X-100
0,01%

PG: area preglomerular
PG: nucleos del complejo
preglomeruloso

PGa: nucleo
preglomerular anterior

PGI: nucleo preglomerular
lateral

PGm: nucleo
preglomerular medial
Pit: pituitaria

PP: region predptica
PPa: area predptica
periventricular anterior
PPp: drea predptica
periventricular posterior
PSp: nucleo pretectal
parvocelular superficial
PTN: nucleo tuberal
posterior

SC: nucleo
supraquiasmatico

SR: rafe superior

Tel: telencéfalo

TeO: techo 6ptico

TeO: techo éptico

TH: hipotalamo tuberal
TLa: toro lateral

TLa: toro lateral

TPp: nucleo tegmental
laterodorsal

V: drea telencefdlica
ventral

V: nervio trigémino

Vd: zona dorsal del drea
telencefdlica ventral

VII: nervio facial

VIII: nervio octaval

VL: nucleo ventrolateral
del tdlamo ventral

VM: nucleo ventromedial
del tdlamo ventral

Vp: zona posterior del
area telencefalica ventral
Vv: zona ventral del area
telencefdlica ventral

X: nervio vago



1.-Introduccion

El pez cebra (Danio rerio) es un pez teledsteo perteneciente a la familia
Cyprinidae, del Orden Cypriniformes, Clase Actinopterygii. Esta considerado como el
organismo modelo de vertebrados, especialmente para estudios del desarrollo. Son
semitransparentes 24 horas después de la fecundacion lo que permite observar facilmente
sus drganos internos. Presentan un pequefio tamafio alcanzando un méximo de 50mm y
su coste de mantenimiento es relativamente bajo. Ademas su capacidad reproductiva es
alta y permite realizar experimentos en el plazo de 2-3 meses. Sin embargo; en el campo

de la neurociencia, los experimentos realizados en especimenes adultos son escasos.

En el desarrollo del sistema- nervioso comienza a apreciarse la segmentacion del
encéfalo del pez cebra a las 24 horas. Lo primero en aparecer es la placa neural de origen
ectodérmico. Mediante el proceso de neurulacion se genera el tubo neural que en el
extremo anterior se expande diferenciandose las tres vesiculas encefalicas primarias que
se describen de la mas rostral a la mas caudal como: prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo. Posteriormente se transformaran en cinco vesiculas (Wulliman. 1998)
como se indica en la Figura 1. EI Sistema Nervioso Central de teledsteos queda por tanto
constituido como una estructura compleja, en la que pueden diferenciarse seis grandes
regiones: telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo, mielencéfalo y médula

espinal.
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Figura 1. Desarrollo temprano del encéfalo.



Si bien el modelo general de desarrollo del Sistema Nervioso de teledsteos es
comun al del resto de los vertebrados, algunos de los procesos que acontecen durante el
mismo se desarrollan segun mecanismos peculiares y diferentes a los observados en otros
vertebrados (Porteros Herreros, 1997). Estos mecanismos se producen tanto en los
procesos mas tempranos del desarrollo como en la morfogénesis tardia del encéfalo.
Mientras que en la mayoria de los vertebrados el telencéfalo es producto de un proceso
de evaginacion del tubo neural, se ha postulado que en los peces teledsteos aparece tras
un proceso de eversion (Figura 2). Se han propuesto varios modelos de eversion desde

los mas simples a los mas elaborados (Muller et al., 2011).

zebrafish mouse

Eversion l \ Evagination
C

Figura 2. Desarrollo del telencéfalo a partir del tubo neural (A) mediante un
proceso de eversion en el pez cebra (B) y evaginacion en raton (C) (Mueller et al;
2011).

Una vez desarrollado, podemos distinguir las siguientes partes en un adulto como

se muestran en la figura 3 extraida de Wulliman et al. (1996)

El telencéfalo de los teleGsteos esta constituido por dos pares de estructuras, los
bulbos olfatorios y los hemisferios telencefalicos. El bulbo olfatorio es el primer centro
de relevo de la via olfatoria. Como en todos los vertebrados muestra una estructura
laminar y contiene los cuerpos celulares de las células mitrales y granulares, aunque hay
también tipos neuronales y conexiones sinapticas no existentes en otros vertebrados
(Porteros Herreros, 1997).



Figura 3. Anatomia del cerebro del pez cebra. A: vista transversal; B: vista dorsal. CC:
crista cerebral; CCe: cuerpo del cerebelo; Ctec: comisura tectal; EG: eminencia granular;
Ha: habénula: IL: 16bulo interior hipotalamico; LL: nervios de la linea lateral; LVII:
I6bulo facial; LX: 16bulo vagal; MO: médula oblongata; MS: médula espinal; OB: bulbo
olfativo; PG: area preglomerular; Pit: pituitaria; PSp: nlcleo pretectal parvocelular
superficial; Tel: telencéfalo; TeO: techo 6ptico; TH: hipotdlamo tuberal; TLa: toro lateral;
I: nervio olfativo; Il: nervio Optico; IV: nervio troclear; V: nervio trigémino; VII: nervio

facial; VIII: nervio octaval; X: nervio vago (de Wulliman et al., 1996)

Los hemisferios telencefalicos estan separados por el ventriculo central que
aparece entre ambos durante el proceso de eversion. Histolégicamente podemos
distinguir dos regiones en el telencéfalo de teledsteos, que se conocen con los términos
de area ventral (V) y area dorsal (D), términos introducidos por Kallen (1951). La mayoria
de los autores los consideran homdlogos al subpalio y al palio de los tetrapodos

respectivamente.

A su vez el area dorsal se ha subdividido a su vez en distintas regiones con criterios
citoarquitecto-estructurales, neuroquimicos y hodologicos: region central (Dc), region
medial (Dm), region lateral (DI) y region posterior (Dp). La distribucion y extension de



estas subdivisiones puede variar entre teledsteos siendo ésta la region del encéfalo de
teledsteos que muestra mayor variacion. Ademas el hecho de su peculiar ontogenia genera
complicaciones en el establecimiento de su homologia con otras clases de vertebrados,
por lo que es posiblemente la region del encéfalo menos comprendida (Folgueira et al.,
2012).

En las células nerviosas ocurre un mecanismo de transporte de moléculas a traves
de los axones que puede producirse desde el soma celular hasta la periferia de los axones
(transporte anterogrado) y desde los terminales axonales hasta el soma neuronal
(transporte retdgrado). Las técnicas de trazado axonal se basan en este transporte del flujo
axoplasmico y permiten aplicar determinadas sustancias denominadas trazadores de
forma anterdgrada o retrograda para identificar la proyeccion axonal 6 el soma neuronal
respectivamente. (Zorrilla, 2013). Estas proyecciones nos permiten conocer las

conexiones entre neuronas y los distintos nacleos.

Entre los distintos tipos de trazadores neuronales se han seleccionado para este
estudio principalmente el Dil (1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'tetrametilindo perclorato de
carbocianina) y en algunos experimentos de doble marcaje el DiO (3,3'-dioctadeciloxa
perclorato de carbocianina) (Molecular Probes; Invitrogen), ambas de la familia de las
carbocianinas. Las carbocianinas son compuestos lipofilicos fluorescentes, con un alto
grado de hidrofobicidad, que se incorporan a la membrana plasmatica de las células y en
el caso de las neuronas difunden pasivamente a lo largo de sus prolongaciones de forma
retrograda y anterdgrada, distribuyéndose tanto en las dentritas como en el axén y somas

neuronales.

Su eleccién se debid a sus propiedades como trazador post mortem al poder
emplearse sobre el tejido previamente fijado, lo que facilita el marcaje de regiones
pequefias o de dificil acceso y evitando depender de supervivencia del ejemplar a la
operacion de marcaje in vivo o durante el periodo de transporte intracelular del trazador.
Como en el caso de las carbocianinas el desplazamiento del trazador es por difusion , en
lugar de por transporte activo, para revelar las conexiones neuronales a larga distancia es
necesario un periodo de incubacion, de varias semanas en el presente estudio, que permita

la difusidn del trazador por las membranas celulares.

Dadas sus propiedades como fluoréforos emiten fluorescencia a una determinada
longitud de onda, al ser estimuladas a otra longitud de onda menor. El Dil presenta una

absorcion méxima a 549 nm y una emision maxima a 565 nm mientras que el DiO



presenta su maximo de emision a 501 nm y su maximo de excitacion a 484 nm (ver Web
InvitrogenTM) (Figura 4). Esto permitié el uso simultdneo en algunos casos de ambos

trazadores en un mismo tejido.
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Figura 4. Espectro de absorcién (¢curva punteada?) y excitacion del DiO (curva azul) y

Dil (curva amarilla)

La calretinina (CR) es una proteina citosolica de union al calcio de 29 kD,
abundantemente expresada en las neuronas. Pertenece a la superfamilia de troponina C
con seis dominios EF-hand que se unen calcio. Esta proteina desempefia un papel en
diversas funciones celulares, incluyendo el mantenimiento de la homeostasis del calcio

por el equilibrio de la concentracion de calcio intracelular.

La calretinina es empleada como marcador neuronal mediante técnicas
inmunohistoquimicas al ser expresada principalmente por distintos grupos de neuronas
tanto en el sistema nervioso central como en el periférico. Se ha demostrado su uso como
marcador de centros neuronales, vias y subpoblaciones neuronales en el prosencéfalo del
pez cebra (Castro et al., 2006).



2.-Objetivos

1.- Establecer las subdivisones en las distintas areas del telencéfalo dorsal (D) mediante

tincién inmunohistoquimica con calretitnina.

2.- Conocer la hodologia de las distintas areas del telencéfalo dorsal (D): DI, Dmy Dp;

a través del trazador neurona Dil.



3.- Material y métodos

Material biolégico

Se mantuvieron apropiadamente en un acuario 9 especimenes de pez cebra adultos
(Danio rerio, Ciprinidae) que fueron obtenidos a través de un distribuidor local y
mantenidos en un acuario hasta alcanzar una talla estandar (desde el extremo anterior de
la cabeza hasta la base de la aleta caudal) superior a 4 cm. Todos los experimentos se
realizaron conforme a los protocolos estandar del laboratorio que contemplan las normas
de cuidado animal y experimentacion de la comunidad europea y aprobados por el Comité

ético de experimentacién animal de la UDC.

Para la fijacion histologica del tejido nervioso los especimenes fueron
anestesiados con 0,1% de la sal metanosulfonada del 3 aminobenzoato de etilo (MS-222;
Sigma, St. Louis, MO) en agua desclorada del propio acuario. Posteriormente fueron
perfundidos transcardialmente con una solucion fria de 4% paraformaldehido en tampdn
fosfato 0.1M a pH 7.4 (PB) para fijar el tejido. Los encéfalos fueron extraidos
cuidadosamente del craneo y almacenados a 4°C en el mismo medio de fijacion hasta su

uso.

Marcaje con carbocianinas

La mayor parte de los marcajes se realizaron con el trazador lipofilico perclorato
1,1° dioctadecil 3,3,3°,3” tetrametilcarbocianina (Dil, Molecular Probes, Eugene, OR).
Dependiendo de la accesibilidad anatobmica del lugar de marcaje se realizaron dos
procedimientos. Si la region a marcar era superficial y se encontraba en un area accesible
del encefalo, se insertdé manualmente un cristal de Dil en su superficie de interés con la
ayuda de un alfiler entomoldgico (minucia) bajo una lupa binocular y la zona se sell6 con

agarosa al 3% en PB.



En zonas internas o menos accesibles el encéfalo fue embebido previamente en
un bloque de agarosa y seccionado en un vibratomo (Campden instruments, UK) hasta
alcanzar el nivel de interés y acceder al nucleo para su marcaje. La aplicacion del Dil se
realizd también manualmente y se sell6 la region con una gota de agarosa liquida al 3%
en PB.

En ambos procedimientos, los encéfalos fueron incubados en oscuridad a 37°C en
solucion fijadora durante un periodo variable dependiendo de las caracteristicas del
marcaje. Transcurrido el periodo de incubacion, el encéfalo fue incluido en un medio de
3% de agarosa (procedimiento 1), orientado y seccionado transversalmente en un
Vibratomo con un grosor de 70 um y observados en un fotomicroscopio de fluorescencia
dotado de los filtros compatibles (Texas red). En algunos experimentos se realizd un
marcaje doble Dil y DiO siguiendo el mismo protocolo descrito y observados en el
fotomicroscopio con filtros simples (Texas Red y FITC, respectivamente) o doble
(GFP/DSRed)

Tincion inmunohistoquimica para la calretinina

Antes de proceder con la tincion inmunohistoquimica el tejido previamente fijado
en paraformaldehido 4% en tampdn fosfato 0.1M a pH 7.4 debe estar libre del fijador,
haberse congelado, incluido en medio OTC, seccionado y dispuesto ordenadamente en

portaobjetos.

Para eliminar el fijador del tejido se realizaron tres lavados de solucién PB. A
continuacion se procedio a la crioproteccion del tejido con sacarosa para evitar la posible
formacion de cristales en las células durante la posterior congelacion, actuando asi de
solucién anticongelante. Para ello se procedié a la adiccion progresiva de sacarosa al
medio PB, incubando el tejido primero en sacarosa al 10% durante una hora, al 20%

durante 1-2 horas, y al 30% durante toda la noche.

Posteriormente se introdujo el tejido durante 10 minutos en un medio de OTC™
y sacarosa al 30% en PB en relacion 1:1. El tejido se incluyé en un molde con OTC™
después de secarlo parcialmente con papel de filtro, prestando especial atencion en que la

orientacion del encéfalo fuera adecuada para luego proceder al seccionado. Para ello el



medio con el encéfalo deben congelarse previamente para constituir un bloque con la
dureza suficiente que permita realizar finas secciones. La congelacion se realiz6 por
inmersion del molde en una solucién de 2-metilbutanano isopropano (CsH12) enfriada a

su vez en un bafo de nitrogeno liquido.

Las secciones transversales del encéfalo fueron realizados en un criostato a -21°C
con 12 um de espesor. las secciones fueron dispuestas sobre portaobjetos gelatinizados y

mantenidos a 4°C hasta realizar la tincién inmunohistoquimica.

Para realizar la tincion en primer lugar se elimina el medio OTC™ con dos bafios
de 10 minutos en agitacion en tampodn fosfato salino (PBS) 0,01M pH 7.4. posteriormente
se elimina la actividad peroxidasa endogena con un bafio de 30 minutos en agitacion en
H-O, al 3% en PBS y en oscuridad para evitar la foto-oxidacion del peroxido de
hidrdgeno. A continuacidn se realizan dos lavados de 5 minutos en PBS en agitacion para
eliminar H2O». Para evitar uniones inespecificas del anticuerpo primario las secciones se
preincuban en suero de cabra NGS (REF: G6767, Sigma®) en PBS en relacion 1:10
durante una hora a temperatura ambiente en una cdmara himeda. Previamente el tejido
fue bafiado en el detergente Tritén X-100 0,01% en PBS (PBS-T) durante 5 minutos en

agitacion, para permeabilizar las membranas celulares.

Una vez preparado el tejido se incuba con el anticuerpo primario policlonal anti-
calretinina de conejo (SWant) diluido en PBS a relacion 1:500 durante 20 horas a 4°C en
la camara humeda. Se dan dos lavados en PBS y otro igual en PBS-T. Después se incuba
con el anticuerpo secundario policlonal GAR-biotinilado (DakoCytomation) diluido en
PBS a 1:200 durante una hora a temperatura ambiente en la cdmara humeda. Tras dos
lavados de PBS en agitacion durante 5 minutos y otro de PBS-T, se incuba a temperatura
ambiente con Extravidina-Peroxidasa (Sigma) diluido 1:100 en PBS. Finalmente se

realizan tres lavados antes de la adicion de los reactivos.

Para la reaccion se afiaden como substrato 0,06% de Diaminobenzidina (DAB,
Sigma) y 0,005% de H»O diluidos en PBS durante 10-15 minutos a temperatura
ambiente. Esta mezcla se realiza primero incorporando la DAB al PBS y es necesario
filtrar la mezcla con papel de filtro para eliminar restos no disueltos de DAB. A
continuacion se afiaden el H20, a la mezcla en un matraz protegido la luz para evitar su
oxidacion. EI DAB es un producto potencialmente cancerigeno por lo que se debe evitar

el contacto a través de guantes y mascarilla, y se inactiva con lejia. Tras el revelado de



los lugares de inmunoreaccion se realizan tres lavados en PBS. Finalmente las

preparaciones se deshidrataron y montaron con una resina sintética (Eukitt®).

Los controles de especifidad del anticuerpo utilizado (por la técnica de Western)

y de la reaccion inmunohistoquimica fueron realizados previamente en el laboratorio

(Castro y col., 2006).



4 - Resultados

Inmunorreactividad a la Calretinina

En peces cebra adultos se observa una distribucion caracteristica de células y
fibras calretinina inmunorreactivas (CR-ir) en el area telencefélica dorsal y ventral del
telencéfalo. En este estudio se han identificado zonas con diferente grado de inervacion
de fibras CR-ir asi como poblaciones neuronales CR-ir en el telencéfalo dorsal. La
distribucion general de la calretinina se muestra en la Figura 5(A-L). La regionalizacion
neuroquimica con calretinina del area dorsal del telencéfalo revela una zonacion
anatomica que complementa y detalla la planteada por Wullimann y col., (1996) basada

y criterios topologicos y tinciones generales.

En general, la parte dosomedial del telencéfalo dorsal o palio (Dm) esta inervada
por fibras ricas en calretinina excepto en su region mas rostral donde podemos distinguir
una region quimicamente distinta a la que hemos denominado Dml (Fig. 5C).
Caudalmente a Dm1 aparece una zona rica en fibras CR-ir a la que hemos denomidado
Dm2 quedando desplazado Dm1 a una zona mas dorsal hasta que desaparece (Fig. 5D-
F). Al nivel de la comisura anterior se observa una region adyacente de Dm2 y separada
de Dd por el surco ipsiloniforme con abundantes fibras y células CR positivas (Fig. 5H-
K). A esta zona la hemos denominado Dm4 y alcanza su mayor extension en la region
postcomisural donde va desapareciendo gradualmente hacia zonas mas rostrales y
caudales. Se encuentra en la region mas lateral de Dm. También a nivel comisural
empezamos a distinguir dos subzonas en Dm2, una con mayor densidad de fibras CR-ir
que ocupa la region ventral y a la que denominamos Dm 3 y otra dorsal con menor
densidad de fibras CR-ir a la que continuamos llamado Dm2 (Fig. 5G-L). Asi en la regién
méas caudal del telencéfalo domina Dm3 y Dm2 va desapareciendo gradualmente.
También se ha observado como Dm recibe gran cantidad de fibras CR-ir en gruesos haces

que viajan a traveés de los tractos telencefalicos mediales y laterales.

Se han podido realizar tres divisiones en la parte lateral del telencéfalo dorsal (Dl)
que no han sido establecidas por Wullimann y col. (1996). En la zona mas caudal de DI
se puede distinguir una zona ventral con fibras mucho mas ricas en calretinina a la que se

ha llamado Dlv (Fig. 5C-D), y una zona dorsal de DI con fibras menos marcadas a la que



hemos denominado DId (Figura 5C-G, 1). DIv desaparece a nivel comisural y en la region
postcomisural aparece una nueva zona mas rica en fibras CR-ir que DId en la zona ventral.
A esta zona se la ha denominado como DlIp y desaparece en la region caudal (Fig. 51-K).

Las regiones Dp, Dc y DI muestran una inervacion escasa de calretinina mientras
que Dd parece poseer mas fibras positivas a la calretinina (Fig. 5G). En el area caudal de

Dp se ha observado una poblacion de células CR-ir (Fig. 5K)..

Figura 5. Regionalizacién neuroquimica con calretinina del area dorsal del telencéfalo.



Marcaje en la zona posterior del drea telencefdlica dorsal: Dp

Aferencias:

En el bulbo olfativo, concretamente en la regién granular o también denominada
como capa celular externa (ECL) se han encontraron aferencias bilaterales en células
mitrales (Figuras 6A, 7A). En el &rea telencefélica ventral (V) se han encontrado gran
cantidad de células retrogradamente marcadas en Vd ipsilateral periventricular (Figura
6B) y algunas células aferentes bilateralmente distribuidas en Vv (Figs. 6B, 7D). En el
area telenceféalica dorsal se ha observado Unicamente algunas células en Dm ipsilateral en
la zona medial que corresponde con la region Dm (Dm-2, ver calretinina) y en DI (Figs.
6B, 7C). A nivel comisural (de la comisura anterior) se observan nucleos en la region méas
medial del area preoptica periventricular anterior (Ppa) en la zona ipsilateral y
contralateral (Figs. 6C, 7E). A nivel postcomisural se observan la continuacién de los
nacleos en PPp (Fig. 6D) ipsilaterales. También se observaron algunas ceélulas

ipsilaterales en el nucleo pretectal CPN (Figura 6D).

Ya en regiones extratelencefalicas, se observan algunas células ipsilateralmente
marcadas en el talamo en DP (nlcleo dorsal posterior, Fig. 2E), en el nlcleo anterior del
tdlamo (ATN, Fig. 6E), numerosos nucleos celulares en los nucleos del complejo
preglomeruloso PGa y PGI (Figs. 6D-E, 7G), y algunas células en el ndcleo lateral de la
valvula (NLV, Fig. 6G).

Eferencias:

En el bulbo olfativo se pudieron observar bilateralmente fibras varicosas en ECL
(Figs. 6A, 7A). En el area ventral del telencéfalo se marco el tracto medial olfativo MOT
bilateralmente (Figs. 6B, 7B) y el tracto lateral olfativo LOT también de forma bilateral
(Figura 6B). En los lobulos telencefalicos se encontraron fibras ipsilaterales en Vd y
algunas en Vv (Figs. 6B y 7B). En el area dorsal del telencéfalo se marcaron
bilateralmente fibras en DI, Dm y Dd (Figs. 6B, 7C). En la region comisural numerosas
fibras marcadas cruzan por la comisura anterior (Fig. 7F). También se observaron algunas
fibras bilaterales en Ppa (Figs. 6C,7E).



Caudalmente a la comisuraanterior se continua el tracto telencefalico medial MFB
marcado bilateralmente e ipsilateralmente el tracto telencefalico lateral LFB (Fig. 6D).
Existen fibras ispilaterales cruzando la habénula (Fig. 6D). A su vez se observaron fibras
con varicosidades en los nacleos ventrolateral y ventromedial del tdlamo ventral (VL y
VM), en el nicleo talamico dorsal posterior DP asi como en el nucleo pretectal CPN y en
ATN, todos ellos ipsilaterales. Se observan fibras en PGa y PGI (Figs. 6D-E y 7G). Las
eferencias mas caudales las encontramos en PTN con numerosas fibras y en TLa muy
marcado (Figs. 6F,7H).
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Figura 6. Resultados del marcaje con el trazador neuronal Dil en Dp.



Figura 7. Imagenes del resultado del marcaje en Dp con Dil



Marcaje en la zona lateral del drea telencefdlica dorsal: DI

Aferencias:

En el bulbo olfativo se han encontrado nucleos marcados bilateralmente y

aferencias bilaterales en células mitrales en la region granular o ECL (Figs. 8, 9A),

En el area telencefalica ventral (V) de los l6bulos telencefalicos se han encontrado
algunas células ipsilaterales en la zona medial de Vv, siendo més abundantes en las
regiones caudales. También se han observado algunas células ipsilaterales en la zona
rostral de VVd en la region mas anterior (Figs. 8B, 9B). En el area telencefalica dorsal (D)
se observaron células contralaterles en DI a nivel precomisural (Fig. 8B)., Al nivel
comisural se observaron ocasionalmente células en Dm en su zona méas medial
correspondiente a Dm-2 (ver calretinina) y células marcadas en Dc (Fig. 8B). También
se observan nucleos en la parte dorsal del ndcleo endopenduncular (ENd) en la zona
ipsilateral (Fig. 8C).

En regiones extratelencefalicas, se observaron células retrogrademente marcadas
ipsilateralmente en el tdlamo ventral (VL y VM, Figura 8D) y abundantes células tanto
en la zona contralateral como ipsilateral en el nucleo preglomerular PGI (Fig. 8D, 9D) y
en la periferia de PGm ademas de numerosas células marcadas bilateralmente en TLa
(Fig. 8E). También se observaron bilateralmente algunas células en TPp (Fig. 8D).
Ocasionalmente se encontraron ndcleos marcados bilateramente en el 16bulo
hipotalamico (LH) (Figs. 8F, 9E), y algunas células en la zona ipsilateral en el NLV y en
el rafe superior (SR) (Fig. 8G).

Eferencias

En el bulbo olfativo se pudieron observar algunas fibras que convergen en un
tracto en la zona mas caudal (Figs. 8, 9A). En el area ventral del telencéfalo se marco el
tracto medial olfativo MOT bilateralmente y el tracto lateral olfativo (LOT) también de
forma bilateral. En los nucleos se encontraron fibras bilaterales en Vd y fibras también en
Vv (Figs. 8B-C, 9B). En el area dorsal del telencéfalo se aparecian marcadas fibras

bilateralmente en DI al nivel precomisural e ipsilateralmente al nivel postcomisural. En



el nucleo Dc existen fibras bilaterales menos abundantes en la zona contralateral en
relacion con DI contralateral (Fig. 8B). Estas fibras se dirigen hacia LOT y cruzan la
comisura anterior. En la region comisural también se observaron fibras marcadas en la
zona ipsilateral en ENd (Figs. 8C, 9C). Caudalmente a la comisura continua el tracto
telencefalico medial MFB marcado en la zona ipsilateral y mas debilmente en la mitad
contralateral, asi como el tracto telencefalico lateral LFB ipsilateral (Fig. 8D). Asimismo
se observaron fibras ispilaterales en la habénula y algunas fibras que cruzan la comisura

postoptica (Cpop) (Figs. 8D-E).

En la region diencefalica se marcaron fibras con varicosidades en los nucleos
ventrolateral y ventromedial del talamo ventral (Fig. 8D). También se encontraron fibras
varicosas en los nucleos pretectales y que ascendian al techo optico TeO (Fig. 8D), todas
ellas ipsilaterales. Se observan fibras varicosas tanto en la zona ipsilateral como
contralateral en PGl y TLa ademas de algunas que atraviesan PGm (Figs. 8D-E, 9D).
También existen algunas en la parte mas anterior de CP y en TPp, ambas en la zona
ipsilateral (Fig. 8D-E). En la region dorsal de PTN convergen los tractos mediales que
desembocan en los Idbulos posteriores donde se observan fibras bilateralmente
distribuidas (Figs. 8E, 9F). También se encontraron algunas fibras marcadas en los
I6bulos hipotaldmicos (LH) en las zonas ipsilateral y contralateral y algunas fibras

varicosas en el l6bulo hipotaldmico posterior (Figs. 8F-G, 9G).

Las eferencias mas caudales las encontramos en NIn y terminaciones de fibras en el SR
(Figs. 8FG, 9H).
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Figura 8. Resultados del marcaje con el trazador neuronal Dil en DI.



Figura 9. Imagenes del resultado del marcaje con Dil en DI.



Marcaje en la zona medial del drea telencefdlica dorsal: Dm

Se observaron claras diferencias entre los tres marcajes realizados en tres puntos
diferentes a lo largo del eje rostrocaudal (anterior, intermedio y posterior) y que se

describen a continuacion.

Figura 10. Marcajes realizados en distintas zonas de Dm a lo largo del eje rostro-caudal: Dm

rostral (A); Dm (B); Dm caudal (C).



Dm rostral

Esta region concuerda con la definida por la calretinina como Dm1, desplazandose
rostral-caudalmente. La principal diferencia es que aparentemente no comunica con el

bulbo olfativo y el marcaje es solo ipsilateral. En el distinguimos:

Aferencias: algunas células caudalmente en el limite Dm1-DI. Ocasionalmente

algunas asociadas al tracto telencefalico lateral y en ENd (Figs. 11A, 12C).

-Eferencias: En el telencéfalo se observaron fibras en Dml, en el tracto
telencefalico lateral, en ENd y fibras cruzando la comisura anterior. En el diencéfalo, se
encontraron algunas fibras marcadas en los nucleos del talamo ventral VL 'y VM, y en los
nucleos del complejo preglomeruloso PGa y PGI (Fig 11A-B).

Figura 11. Resultados del marcaje con Dil en Dm rostral



Figura 12. Imdagenes del resultado del marcaje en Dm con Dil



Dm caudal

En la region caudal de Dm no se ha podido confirmar qué zona corresponde a las
regiones identificadas por la calretinina. Sin embargo podemos observar una dominancia
ipsilateral y una dominancia del hipotalamo rostral. Las observaciones realizadas fueron

las siguientes:

- Aferencias: En el telencéfalo se observaron marcadas ipsilateralmente células
mitrales en la regién ECL del bulbo olfativo,y en la region dorsal en DI y en Vv, y
bilateralmente en la region ventral de VVd. Caudalmente aparecieron marcadas algunas
células ipsilaterales en Ppay en el ENd ipsilateral (Figs. 12F-G 13A-C). En el diencéfalo
caudalmente se observaron numerosas células marcadas en SC (Figura 13D, 12H), y
algunas células bilateralmente marcadas en la zona dorsal porterior de la habénula, e
ipsilateralmente en la region talamica de DP, PTN alcanzando el I6bulo posterior (Fig.
13D-E).

- Eferencias: se encontraron fibras ipsilateralmente marcadas en la capa granular
ECL en el bulbo olfativo, en la region telencefalica dorsal fibras en Dm, Dcy en el limite
con Dp, y en la region telencefalica ventral algunas fibras en Vv (Fig. 13A-B). Alguna
fibras marcadas atravesaban la comisura anterior alcanzando la region predptica PP (Fig.
13C). En el diencéfalo se observaron también fibras marcadas ipsilateralmente en el
tdlamo ventral con dominancia de fibras en el nicleo medial sobre el lateral. Asimismo
se marcaron algunas fibras en la region preglomerular, PTN y en el 16bulo posterior (Fig.
13D-E). Mas caudalmente aparecieron ocasionalmente fibras varicosas en el NLV (Fig.
13F).
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Figura 13. Resultado del marcaje con Dil en Dm caudal



Dm

Aferencias: Se observan ocasionalmente algunas células ipsilaterales en el bulbo
olfativo (Figs. 12A-B, 14). En los I6bulos teléncefalicos también se encuentran
células ipsilateralmente marcadas en DI (Figura, 12A), Dm, y algunas en el limite
de Dp con DI a nivel precomisural, y bilaterales en Vv (Figura 14B, 12D).
Ipsilateralmente también se encontraron células en los nucleos anterior (PGa) y
en la periferia de PGm del complejo preglomeruloso (Figura 14E). Por ultimo se

vio alguna célula contralateralmente en el cuerpo mamilar (CM, Figs. 14F, 12E).

Eferencias: Existen numerosas fibras bilaterales en el bulbo olfativo (Figs. 12B,
14A). En los l6bulos telencefalicos se pudiero observar algunas fibras en DI, Dm,
Dc, y Dp (Fig. 14B). También se marcé bilateralmente el LOT observandose
fibras que cruzan la comisura anterior (Fig. 14B-C). A nivel postcomisural el
tracto telencefalico lateral (LFB) continua con axones marcados, y se observan
algunas fibras ipsilaterales en Vp (Fig. 14D). Caudalmente en el diencéfalo,
algunos axones marcados cruzan la habénula y se observan fibras ipsilaterales
varicosas en los nucleos pretectales y que ascienden al TeO (Fig. 14E). También
se pueden observar ocasionalmente terminales axoénicos en el talamo ventral
ipsilateralmente. Asimismo, se observaron numerosas fibras varicosas en PGa
ipsilaterales y algunas también contralaterales (Fig. 14E). Finalmente se
encontraron abundantes fibras en el CM con dominancia en el lado ipsilateral
(Figura 12E-14F)).
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Figura 14. Resultados del marcaje con Dil en Dm



5.-Discusion

Distribucion telencefdlica de la Calretinina

Las diferencias en la inmunoreactividad frente a la calretinina en los Iébulos
telencefalicos del pez cebra revela la existencia de subdivisiones en algunas de las areas
propuestas por Wulliman y col. (1996) basadas en criterios citoarquitectonicos.
Subdivisiones de estas areas paliales se han descrito también en el pez cebra (Castro y
col. 2006) y en otros teledsteos (Northcutt y Braford, 1980; Folgueira y col., 2004;
Northcutt, 2006).

En el trabajo publicado por Castro y col. (2006) en Danio se describe
heterogeneidad rostro-caudal y ventro-dorsal en Dm, comparables a las zonas que en éste
trabajo se han denominado como Dm1 (rostral), Dm2-3 (medial) y Dm4 (caudal). Esta
subdivision en Dm también ha sido descrita en trucha (Folgueira y col. 2004) en la que
las diferencias neuroquimicas en Dm probablemente estén correlacionadas con las
diferencias hodoldgicas entre sus aferencias y eferencias. Sin embargo, Castro y col.
(2006) sugieren la existencia de claras diferencia en el patron de expresion de calretinina
entre diferentes especies de teledsteos. En este estudio se describen las aferencias y
eferencias de diferentes regiones del telencéfalo dorsal, y en el caso particular de la regién
medial del telencéfalo (Dm), se ha realizado el marcaje desde regionea anteriores
intermedias y posteriores. Sin embargo, no ha sido posible determinar las conexiones
particulares de cada subzona definida por la calretinina. Ello es debido principalmente al
pequefio tamario del telencéfalo de Danio en comparacion con otras especies de teledsteos
estudiadas, lo que imposibilita en numerosos casos la aplicacion precisa del trazador
restringida especificamente a una Gnica subzona. Una posible solucién a esta limitacion
metodoldgica podria ser haciendo uso de marcajes reciprocos desde las posibles dianas
extratelencefalicas, siempre y cuando estuvieran suficientemente separados entre si . A

pesar de ellos se ha realizado un marcaje desde

Se ha propuesto que las fibras que alcanzan Dm viajan a través de los tractos
telencefalicos mediales y laterales desde su origen probable, las células del ndcleo
preglomeruloso mamilar y también células del subpalio y el palio (Castro y col., 2006).



En el presente trabajo se han confirmado por medio de trazadores neuronales estas

conexiones en el pez zebra (ver conexiones Dm)



Conexiones de la zona posterior del telencéfalo dorsal (Dp)

La zona posterior del telencéfalo dorsal (Dp) es considerado en teledsteos como

una de las areas implicadas en el procesamiento de informacidn olfativa secundaria.

En el trabajo publicado por Folgueira y col. (2004) realizado en trucha, marcando
Dp se describen aferencias y eferencias comunes a los aqui presentados y que extienden
estos resultados en Ciprinidos. Asi, entre las aferencias comunes podemos hablar de las
células mitrales del bulbo olfativo, Vd, Vv, nucleos predpticos, nucleos taldamicos
posteriores, nucleos del complejo preglomerular y NLV. En trucha, los marcajes
reciprocos con Dil en el ATN, en el tdlamo, en los ndcleos preglomerulosos y NLV, y
efectivamente confirman proyecciones en Dp, excepto NLV, por lo que sugieren que este

nacleo proyectaria mas bien a areas adyacentes al propio Dp (Folgueira y col., 2004).

En peces actinopterigios no teledsteos como el condrosteo esturion siberiano
Acipenser baeri, ademas del Dp, otras regiones del area telencefalica dorsal como Dmy
DI+Dd reciben también aferencias de células mitrales. Sin embargo los resultados
experimentales demostrarian que estas zonas no recibirian fibras olfatorias primarias
desde el epitelio olfativo por lo que probablemente representarian un centro olfativo

secundario (Huesa y col., 2006).

Las eferencias compartidas por Folgueira y col. (2006) se producen en el bulbo
olfativo, DI, Dm, Vs, los nucleos taldmicos, ATN, TLa y PTN. En trabajos previos
(Folgueiray col., 2002) se observaron células en Dp marcando TLa con Dil. Sin embargo,
al marcar PTN s6lo observan una escasa cantidad de células en Dp por lo que esta
conexion es interpretada con cautela. En trucha (Folgueira y col., 2006) al igual que en
pez cebra las fibras marcadas en Dp cruzan la comisura anterior al lado contralateral hasta
DI a través del tracto olfativo medial. Las fibras que llegan hasta la habénula y cruzan al
lado contralateral a través de la comisura habenular, por lo que esta caracteristica también

parece ser un caracter compartido por salménidos y ciprinidos.

En otras especies de ciprinidos (Carassius), también se demuestra
experimentalmente mediante un marcaje reciproco con BDA en el bulbo olfativo

aferencias y eferencias en Dp (Northcutt, 2006).



Conexiones de la zona lateral del drea telencefdlica dorsal (DI)

La zona lateral del palio (DI) de los teldsteos en general y en pez cebra en
particular es considerada una estructura homologa al hipocampo de los mamiferos
(Trotha et al., 2014) involucrado en el procesamiento de la informacién espacial y la

memoria (Rodriguez et al., 2002)

Algunos autores han sido capaces de distinguir dos regiones en DI en otras
especies de teledsteos: DI ventral (DI-v) y DI dorsal (DI-d). Sin embargo; en este estudio
no se tuvieron en cuenta estas diferencias por las constricciones metodoldgicas indicadas
anteriormente. Castro y col. (2003) distinguen con marcadores inmunohistoquimicos dos
zonas en DI en trucha: DI-d y DI-v. Esto concuerda con los resultados de zonacion
neuroquimica basada en la calretinina obtenidos en nuestro estudio (DId, DIv y DIp). Sin
embargo, en el estudio hodoldgico de Folgueira y col. 2004 no se observa una diferencia
clara entre ambas zonas desde el punto de vista de sus respectivas conexiones neuronales
en esa especie y empleando el mismo trazador neuronal, el Dil, lo que podria indicar que

ambos componentes podrian estar especializados en los mismos circuitos.

Como ya se menciono anteriormente, no existen apenas estudios sobre conexiones
neuronales en el pez cebra, especialmente en el area telencefalica dorsal. Es por ello que
a falta de marcajes reciprocos que confirmen los resultados, es necesario comparar los
datos con otras especies tanto teledsteos como no tele6steos. Si comparamos nuestro
estudio con tele6steos del mismo superorden que Danio rerio (acantopterigios)
encontramos ciertas similitudes con los resultados obtenidos en el estudio de Murakami
et al (1983) que también describen aferencias en Sebasticus sp. en el bulbo olfativo, Dm,
Vd y SR; sin embargo s6lo encontraron eferencias en el techo Optico. En otros teledsteos
de distinto superorden (Carassius y en Oncorhynchus) también existen similitudes en las
conexiones con DI. En Carassius, perteneciente al orden de los ciprinidos, se han
observado ademas de las ya citadas, aferencias y eferencias en DI, Dc, la zona ventral del
telencéfalo y PG, y eferencias en la habénula (Northcutt, 2006). Se ha determinado que
la proyeccidn a los nucleos preglomerulosos relacionaria esta region telencefalica con la
integracion de la informacion auditoria, visual y de la linea lateral. Folgueira y
colaboradores. (2004) decriben a mayores del complejo preglomeruloso, aferencias desde

el talamo ventral y eferencias en CP y PG en la especie Oncorhynchus.



En especies de actinopterigios no teledsteos los datos de las conexiones de DI son
muy escasos. En el esturion siberiano (Huesa et al., 2006) se han encontrado grandes
similitudes en el marcaje con Dil en Dd+DI. Observaron células mitrales en el bulbo, y
células en Dm, Dd+DI, Dc, Vv y en el talamo ventral. A su vez también se describen
fibras en los bulbos, cruzando la comisura anterior, la comisura postéptica, en ciertos
nacleos pretectales y en los 16bulos hipotalamicos. Las diferencias entre estas especies de
no teledsteos y Danio rerio, han de tomarse con precaucion especialmente cuanto méas
lejana filogenéticamente sea la especie y por ello son necesarios un mayor nimero de
datos y mas experimentos reciprocos que verdaderamente confirmen los presentes
resultados y que nos ayuden a identificar con mayor claridad las modalidades sensoriales
que son integradas y procesadas en telencéfalo dorsal en los teledsteos y su evolucion.

Con los datos obtenidos y a falta de un mayor nimero de experimentos podemos
pensar que existen muy probablemente aferencias en el bulbo olfativo, Dm, V y SR; con
mayor grado de incertidumbre en DI, en el tAlamo ventral,en los nucleos del complejo
preglomeruloso y quizés en Dc. No existe en la bibliografia datos que nos ayuden a
confirmar aferencias en ENd, TLa, TPp, NLV y en los Iébulos hipotalamicos. En cuanto
a las eferencias parecen dirigirse al TeO, aunque posiblemente también ocurran en Vd,
Dc, Ha, complejos preglomerulosos, CP y lobulos hipotalamicos. En trucha el principal
centro telencefalico que envia axones al techo 6ptico es el Dc, por lo que habria que
realizar marcajes reciprocos para confirmar esta proyeccion en Danio y descartar la
posible difusion del trazador desde DI a Dc. Mas dificiles de confirmar son las eferencias
en el bulbo olfativo y en los nlcleos pretectales. En cuanto a las producidas en DI, ENd,
talamo ventral, TLa, TPp y PTN no existe ningln estudio con resultados similares. Esto
no quiere decir que tanto las aferencias y eferencias de las cuales no hay datos de marcajes
reciprocos en Danio rerio y que no se producen en otras especies sean resultados no

validos ya que podrian ser conexiones especificas de la especie.



Conexiones de la zona lateral del drea telencefdlica medial (Dm)

La zona medial del palio (Dm) de pez cebra se considera una estructura homologa
a laamigdala de los mamiferos (Wulliman and Muller, 2004). Los estudios realizados por
Trotha et al. (2014) sugieren una funcion evolutiva conservada de la amigdala en el

procesamiento de las emociones positivas y la induccion de la conducta motivada.

Como ya se ha indicado anteriormente serian precisos experimentos reciprocos
que confirmen nuestras conexiones y nos permitan comparar los resultados con otras
especies de teleGsteos de distintos superordenes para establecer los caracteres

conservados o derivados.

En estudios realizados en acantopterigios, concretamente en Sebasticus
(Murakami et al., 1983) encontramos similitudes en aferencias y eferencias con Dm
contralateral y PG, con las aferencias desde Dp, Vd, Vp y el area predptica, y con
eferencias desde el techo optico.

En estudios realizados en otros ciprinidos, también encontramos similitudes. En
trucha (Folgueira et al., 2004) observaron conexiones que coinciden con algunos de
nuestros resultados. Entre ellos encontraron aferencias en el rea dorsal del telencéfalo en
Dm y Dp; y en la zona ventral en VVd y Vv, ademas de en la regidn predptica, en SC, en
nucleos del complejo preglomeruloso, en el 16bulo posterior y en el cuerpo mamilar. Al
igual que en los presentes resultados se observaron las siguientes eferencias: Dm, Dc,
Dl,region preoptica, complejos preglomerulosos, PTN, habénula y cuerpo mamilar. En
Carassius, otro ciprinido, Northcutt (2006) también observé aferencias en el bulbo
olfativo, Dm, DI, en subpalio (V), PPa, SCy en el complejo preglomeruloso; y eferencias
en el bulbo olfativo, Dm, Dc, DI, Vv, Vp, PPa, PG, Iébulos hipotalamicos, la habénula y
CM. Yamamoto y Ito (2005) confirmaron a su vez en ciprinidos las proyecciones de
nucleos del complejo preglomeruloso al Dm. Estos nucleos reciben informacion de
nucleos involucrados en la audicién. Sin embargo, las conexiones en el cuerpo mamilar
en ciprinidos no se han confirmado, quizas porque no es una estructura homéloga en otros
teledsteos (Northcutt, 2006).

Esta comparacion nos permite concluir a falta de experimentos reciprocos en
Danio rerio que las aferencias mas probables son Dm, Dp, Vd, area preotica y PG, y
posiblemente comparando con ciprinidos el bulbo olfativo, DI, Vv, SC, I6bulo posterior



y el cuerpo mamilar. Sin embargo, no encontramos ninglin estudio donde se den
aferencias en ENd, DP, la habénula'y PTN. En cuanto a las eferencias en acantopterigios
se producen en Dm, PG y TeO; y si extendemos el estudio a ciprinidos también
encontramos en el bulbo olfativo, DI, Dc, Vv, Vp, region preética, PTN, la habénula y
CM. No se ha encontrado ninguna referencia en la bibliografia que apoye las eferencias

en ENd, talamo ventral, nlcleos pretectales y NLV.

Tal y como menciona Northcutt (2006), este estudio coincide con su
conclusion al destacar las similitudes que existen en las proyecciones ascendentes en DI
y Dm en tele6steos mientras que las proyecciones descendentes muestran mayores

diferencias.

Las diferencias que se observan entre los distintos marcajes también puede
deberse como se ha mencionado anteriormente a las diferencias entre especies, pero en
este caso también a las diferentes subregiones que ha demostrado la calretinina en Dm.
Por tanto, experimentos reciprocos futuros pueden aportar mas informacion sobre las

diferencias rostro-caudales de las diferentes regiones de Dm.



6.-Conclusiones

1.- La tincidén inmunohistoquimica con calretinina permitié realizar subdivisiones en Dmy DI:
Dm: Dm1, Dm2, Dm3y Dm4
DI: Dv, DIid y DIp

2.- Con ayuda del trazador neuronal Dil se establecid la hodologia de las distintas regiones

del telencéfalo dorsal: Dp, DI y Dm (Tabla 1).

CONEXIONES TELENCEFALICAS DE LA ZONA DORSAL

Dp

DL

Dwm

Aferencias
Eferencias
Aferencias
Eferencias
Aferencias

Eferencias

BO, Vd, Vv, nucleos predpticos, nucleos talamicos posteriores, PG, NLV, ATN
BO, DI, Dm, Vs, nucleos taldamicos, ATN, TLa, PTN

BO, Dm, DI, Dc, V, talamo ventral, PG, SR

BO, Vd, D¢, Ha, TeO, nucleos pretectales, PG, CP, LH

BO, Dm, DI, Dp, Vd, Vv, region predtica, PG, SC, I6bulo posterior, CM

BO, Dm, DI, Dc, Vv, Vp, region predptica, PG, TeO, PTN, Ha, CM

Tabla 1. Aferencias y eferencias posibles en Dp, DI y Dm
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