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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la localizacién y distribuciéon de la
proteina HuC/D en el diencéfalo del pez cebra (Danio rerio). Esta proteina de union
al ARN ha permitido la deteccién de somas neuronales en el encéfalo de este
teledsteo gracias al empleo de técnicas inmunohistoquimicas indirectas e
inmunofluorescencia, revelando una abundante expresion positiva a la HuC/D en las

diferentes regiones y principales nucleos que conforman el diencéfalo.

Palabras clave: encéfalo, diencéfalo, técnicas inmunohistoquimicas, proteinas Hu,

teledsteo, Danio rerio.
RESUMO

No presente traballo estudouse a localizacion e distribucién da proteina HuC/D
no diencéfalo do peixe cebra (Danio rerio). Esta proteina de unién ao ARN permitiu
a deteccion de somas neuronais no encéfalo deste teledsteo grazas ao empleo de
técnicas inmunohistoquimicas indirectas e inmunofluorescencia, revelando unha
abundante expresion positiva & HuC/D nas diferentes rexions e principais nucleos

que conforman o diencéfalo.

Palabras clave: encéfalo, diencéfalo, técnicas inmunohistoquimicas, proteinas Hu,

teledsteo, Danio rerio.
SUMMARY

In the present work, we have studied the location and distribution of the HuC/D
protein in the zebrafish diencephalon (Danio rerio). This RNA binding protein has
allowed the detection of neuronal somas in the brain of this teleost, thanks to the use
of indirect immunohistochemical techniques and immunofluorescence, revealing an
abundant positive expression of HuC/D in different regions and main nuclei that

form the diencephalon.

Key words: encephalon, diencephalon, immunohistochemistry techniques, Hu

proteins, teleost, Danio rerio.



1. INTRODUCCION

En el presente trabajo se estudiaran las poblaciones neuronales que presentan
inmunorreactividad a la proteina Hu en el diencéfalo del pez cebra adulto (Danio

rerio). Se ha elegido a esta especie debido a su condicion de organismo modelo.
1.1.  El pez cebra (Danio rerio)
El pez cebra o Danio rerio es un pez teleésteo de pequefio tamafio (<120 mm de

longitud total) que pertenece a la familia de los ciprinidos (Figura 1). Su cuerpo es

fusiforme y con un patrén caracteristico de franjas horizontales. Ademds presentan

dimorfismo sexual y establecen jerarquias de dominancia (Spence, Gerlach,

Lawrence, & Smith, 2008).

Segun el listado de especies amenazadas de la IUCN se trata de una especie de

preocupacion menor.

TAXONOMIA
Reino Animalia
Filo Chordata

Clase Actinopterygii
Orden Cypriniformes
Familia Ciprinidos
Género Danio
Especie Danio rerio

Figura 1. Taxonomia del pez zebra (Vishwanath, 2010).

1.1.1. Distribucion y habitat

Se distribuye en el sur y sureste asiatico, ocupando zonas de agua dulce poco
profundas y de flujo lento. Soporta un margen amplio de temperaturas (Spence et

al., 2008).



1.1.2. Dieta

Son omnivoros y se alimentan principalmente de zooplancton e insectos y estos
ultimos en su mayoria son especies o formas larvarias acuaticas. Ademas se cree que

desempefian un papel en el control de mosquitos (Spence et al., 2008).

1.1.3. Desarrollo y reproduccion

El pez cebra es una especie anual que cria durante todo el afio y cuyo desove
esta ligado a las altas temperaturas y a la disponibilidad de alimentos. Es por eso
que, en los individuos en libertad, el desove coincide antes de la temporada del
monzoén; y sin embargo, los ejemplares que habitan en acuarios se reproducen todo
el afio (Froese & Binohlan, 2019). La determinacidon del sexo en esta especie
depende de la disponibilidad de alimento y la tasa de crecimiento, siendo hembras
aquellos individuos de crecimiento mas rapido. Ademas, existen comportamientos
de cortejo y territoriales pero no hay cuidado parental de la puesta (Spence et al.,

2008).

1.2. Sistema Nervioso Central

El Sistema Nervioso Central esta formado por la médula espinal y el encéfalo.
La médula espinal se encuentra en la parte mas caudal y es la responsable del
movimiento y el encéfalo se encuentra rostral a esta (Amaral & Strick, 2013). El
encéfalo de peces teledsteos esta dividido, de la parte rostral (anterior) a la caudal

(posterior), en 5 partes (Figura 2):

e Telencéfalo. Es el responsable del olfato y se encuentra en el cerebro
anterior (Holden, Layfield & Matthews, 2012).

e Diencéfalo. Esta involucrado en la homeostasis y el control endocrino y
se localiza entre el telencéfalo y el mesencéfalo (Holden et al., 2012). En
¢l se distinguen 5 divisiones principales dispuestas dorsoventralmente: el
epitdlamo, talamo dorsal, tdlamo ventral, el tubérculo posterior y el
hipotdlamo (Niisslein-Volhard & Dahm, 2002). También pertenecen al
diencéfalo el area predptica (region intermedia entre el telencéfalo y el

diencéfalo), el sinencéfalo (comprendido entre el diencéfalo dorsal y el
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mesencéfalo) y parte del pretecho (Herget, Wolf, Wullimann, & Ryu,
2014).

o Mesencéfalo. Es el responsable de la vision.

e Metencéfalo o cerebro posterior. Mantiene el tono muscular y el
equilibrio durante la natacién y esta asociado al cerebelo.

e Mielencéfalo o tronco cerebral. Region mas caudal del encéfalo que se
continiia con la médula espinal. Recibe la entrada de todos los nervios
sensoriales, excepto los craneales (Holden et al., 2012).

Tanto el metencéfalo como el mielencéfalo forman lo que llamamos

rombencéfalo.

Prosencéfalo Mesencéfalo Rombencéfalo

Telencéfalo Mesencéfalo Médula espinal

Figura 2. Esquema del encéfalo de pez cebra (Danio rerio) (Wullimann,

Rupp & Reichert, 1996).

1.3.  Técnicas inmunohistoquimicas

Las técnicas inmunohistoquimicas son las responsables de la deteccion y
localizacion de un determinado antigeno mediante el uso de anticuerpos
(glicoproteinas también llamadas inmunoglobulinas) que se unen a ¢l de forma
especifica. Un antigeno es una sustancia reconocida como extrafia por nuestro
organismo, desencadenando una respuesta inmune. En el presente estudio se
empleara un anticuerpo monoclonal [aquel que reconoce un unico epitopo (“region

del antigeno reconocida por el anticuerpo”), (Montuenga, Esteban, & Calvo, 2014)].



Generalmente estas técnicas se pueden clasificar en: métodos directos y métodos

indirectos (Figura 3). En los primeros, el antisuero primario (“antisuero especifico

frente al antigeno que se quiere localizar”) estd marcado, mientras que en los

segundos no lo estd y es detectado posteriormente a través de un antisuero

secundario que si estd marcado.

Existe una clasificacion de estas técnicas segun el marcador empleado, para

poder observar si ha ocurrido la reaccidén antigeno-anticuerpo. Las moléculas mas

utilizadas como marcadores y empleadas en este trabajo son:

Enzimas. Reciben el nombre de técnicas inmunoenzimaticas y se trata

mayoritariamente de métodos indirectos. Se suele emplear la peroxidasa
y la fosfatasa alcalina que se revelan gracias al uso de sustratos
histoquimicos y cromdgenos adecuados, de los que se obtienen productos
coloreados e insolubles que pueden ser observados al microscopio
optico.

Fluorocromos o moléculas fluorescentes. Reciben el nombre de

técnicas de inmunofluorescencia. Absorben la luz a una determinada

longitud de onda y posteriormente emitiran a una longitud de onda
mayor. Para poder observar la muestra es necesario un microscopio de

epifluorescencia (Montuenga et al., 2014).

Inmunocitoquimica con anticuerpos con conjugacion directa  Inmunocitoquimica con métodos de marcaje indirectos

L3, ke

A N > =

Anticuerpo 17 Anticuerpo 29 Enzimas: peroxidasa Fluorecromao

especifico contra  especifico contra v fosfatasa alcalina

la molécula que el anticuerpo 12 Complejo peroxidasa
queremos detectar anti-peroxidasa

Figura 3. Representacion de métodos inmunohistoquimicos (Técnicas histolégicas,

2019).



1.4. Proteina Hu

Las proteinas Hu son una familia de proteinas de uniéon al ARN (RBPs). De sus

miembros, HuR se expresa en diferentes tejidos como el adiposo, intestinal, bazo,
testiculo y mama (Gonzalez Castafieda, 2015), mientras que HuB, HuC y HuD se

encuentran unicamente en las neuronas (Hinman & Lou, 2008).

En ratones, se ha visto que los diferentes constituyentes de esta familia expresan
distintas proteinas en las neuronas, que evocan una gran diversidad funcional
(Okano & Darnell, 1997) y ademads, “afectan al metabolismo post-transcripcional
del ARN, desde el empalme hasta la traduccién”. Presentan un papel importante por
ejemplo en la memoria y la plasticidad neuronal. En ratones, HuC estd implicado
en el aprendizaje espacial, sin embargo, la sobreexpresion de HuD en ratones
transgénicos se asocia a un deterioro de la memoria (Hinman & Lou, 2008).
Ademads, HuD estimula la diferenciacion de las neuronas y el crecimiento de los
axones neuronales (Perrone-Bizzozero & Bird, 2013). HuR por su parte, se relaciona
con la respuesta al estrés celular. Ademds se ha correlacionado la presencia de
anticuerpos anti-Hu con enfermedades inmunitarias neurodegenerativas (Senties-
Madrid & Vega-Boada, 2001), lo que evidencia que estas proteinas son necesarias

para el desarrollo y funcionalidad neuronal (Okano & Darnell, 1997).

Las proteinas Hu estabilizan el ARNm. La unién especifica de estas proteinas al
ARNm y la consiguiente modificacion de la expresion de este, es lo que se postula
como responsable de las funciones bioldgicas de estas proteinas. Se unirdn a
elementos ricos en AU (Adenina y Uracilo) y también preferiran secuencias ricas en
Uracilos. Presentan tres sitios de reconocimiento de ARN que comparten mas del
90% de la secuencia aminoacidica con el resto de miembros de la familia, ademas
de determinadas secuencias que les permiten desplazarse entre el ntcleo y el

citoplasma (Hinman & Lou, 2008).



2. OBJETIVOS

Los objetivos planteados en el presente estudio son:

- Estudiar presencia/ausencia de poblaciones neuronales Hu positivas en el
diencéfalo del pez cebra adulto.
- Estudiar topograficamente las poblaciones neuronales inmunorreactivas al Hu

(Hu-ir) en el diencéfalo del pez cebra adulto.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Obtencion de los ejemplares

Para la realizacion de este estudio se han empleado 11 ejemplares de pez cebra

adulto, obtenidos de un suministrador comercial.
3.2.  Procesamiento del material biologico
Los ejemplares son anestesiados con dosis subletales de sal de metanosulfonato

de 3-aminobenzoato de etilo (A5040-25G, Sigma-Aldrich) diluido con agua de

acuario (0,1 g/L), para posteriormente ser procesados:

3.2.1. Fijacion por perfusion

Tras ser anestesiados, los individuos son fijados mediante fijacidn quimica para

conservar los tejidos de la forma mas fiel posible a su estado in vivo. Se emplea
paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato (PB 0,1M pH 7.4) (ANEXO I)

mediante perfusion vascular: se realiza una incision en el ventriculo con una canula

para llegar a la aorta e introducir el fijador en el torrente sanguineo.



3.2.2. Postfijacion por inmersion

Una vez fijados, se seccionan las cabezas de los animales y se levanta la tapa
osea del craneo para realizar una postfijacion por inmersiéon, en el mismo fijador
utilizado anteriormente. Pasadas 24 horas, se descerebran (Figura 4) (en el caso de
los bloques de parafina se trabaja con la cabeza entera) y se realizan 2 lavados de

media hora con tampon fosfato para eliminar el exceso de fijador.

Figura 4. Fotografia del proceso de extirpacion del encéfalo.
3.2.3. Conservacion
Los encéfalos cuando van a ser utilizados para su inclusion en parafina (36114-
4V, VWR Chemicals) serdn conservados en etanol de 70° y a temperatura ambiente;

mientras que en el caso de la inclusion en Tissue-Tek (4583, Sakura) para su

procesamiento en el criostato, se conservaran en metanol de 100° en el congelador.
3.2.4. Inclusion en parafina
Antes de la realizacion de los bloques de parafina se requieren una serie de
pasos:

e Deshidratacion. Debido a que la parafina es hidrofoba y los tejidos tienen

gran cantidad de agua, es necesario deshidratarlos. Para eso se realizan
bafios en alcohol de concentracidn creciente durante un minimo de 40
minutos cada uno: un bafio de alcohol de 80°, dos en alcohol de 96° y tres

en alcohol de 100°.

e Aclarado en bafios de xilol I y I, durante 20 minutos cada uno.

e Infiltracién en parafina. Las cabezas se sumergen en parafina, que ha
sido fundida. Permanecen en parafina I (4-6 horas), parafina II (toda la

noche) y parafina III (2 horas) en el interior de una estufa a 60°.



e Realizacion de los bloques. Se introducen las cabezas en orientacion

vertical en un molde con parafina fundida y se deja solidificar a

temperatura ambiente.

3.2.5. Inclusion en Tissue-Tek

En este caso, como los bloques van a ser congelados es necesario crioprotegerlos

para que no se formen cristales que dafien el tejido. Para ello se sumergen los
encéfalos en soluciones de sacarosa en tampon fosfato de concentracidon creciente:
sacarosa al 10% (2-4 horas), al 20% (4 horas) y al 30% (toda la noche).
Posteriormente, se hace un cuarto bafio durante 2-4 horas con 50% sacarosa al 30%
y 50% Tissue-Tek, para que infiltre bien en el tejido, y a continuacion, ya se realizan
los bloques. En un recipiente con 2-metilbutano al 99% (126470010, Acros
organics) se introduce el molde que contiene Tissue-Tek y el encéfalo; esto se hace
con el objetivo de que se congele de forma homogénea desde el exterior al interior.

Tras esto, se aflade nitrégeno liquido y se obtiene el bloque.

3.2.6. Seccionado del tejido

El seccionado del tejido se hace de forma transversal y a 12 um de grosor,

independientemente del tipo de bloque. Lo que cambia es el método de seccionado:

e Microtomo de rotacion o de Minot (LKB Bromma). Es el empleado
para los bloques de parafina y consiste en su desplazamiento hacia una
cuchilla situada perpendicularmente a ellos, gracias a la rotacion

producida por una manivela (Montuenga et al., 2014).

Figura 5. Representacion basica de un microtomo de rotacion

(Torres Seco, 2002).



e Criostato (Microm HM500-MV). Se emplea en los bloques de Tissue
Tek y sigue el mismo mecanismo con la diferencia de que se encuentra

en el interior de una camara a una temperatura de aproximadamente -

20°C.

Figura 6. Fotografia de un modelo de criostato (Montuenga et al.,

2014).

Los cortes se recogieron en portaobjetos previamente gelatinizados para una

mejor adherencia.

3.3. Procesamiento inmunohistoquimico

En primer lugar hay que eliminar el medio de inclusiéon de las muestras y en el

caso de la parafina se hace mediante cuatro bafios de xileno, de 5 minutos cada uno,
seguidos de una rehidratacion de las secciones en bafios de 5 minutos en
concentraciones de alcohol decrecientes: dos bafios de alcohol a 100° y uno a 96° y a
80°; si se trata de Tissue-Tek, solamente son necesarios dos bafios de 10 minutos
cada uno, en tampon fosfato salino (PBS 0,01M pH 7.4) (ANEXO I). A
continuacion, el procedimiento es similar aunque con algunas diferencias en ambos

Casos:

3.3.1. Técnica inmunoenzimatica: peroxidasa

e Realizacién de 2 lavados en PBS durante 10 minutos cada uno.

e Recuperacion antigénica en tampon citrico-citrato sddico 0,1 M pH 6

en una cubeta en el interior de un bafio termostatico a 90°- 95°C durante

30 minutos. Este paso hace visibles los lugares del antigeno y que por

tanto, reaccione mejor.
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Dejar atemperar unos 20 minutos.

De nuevo, 2 lavados con PBS durante el mismo tiempo que en la anterior
ocasion.

Tratamiento con peréxido de hidrégeno al 3% en PBS durante media
hora y a temperatura ambiente. Esto permite eliminar la peroxidasa que

esta ya presente en el tejido y evitar falsos positivos durante el revelado.

Lavado en PBS durante 10 minutos.
Lavado otros 10 minutos con PBS-Tritéon al 0,01%. El Triton es un

detergente que permeabiliza las membranas de forma que el anticuerpo

puede penetrar y unirse al antigeno (Montuenga et al., 2014).

Incubacion de los portaobjetos con suero normal de cabra, NGS (G6767,
Sigma-Aldrich), diluido (1:10) en PBS durante 1 hora, en una cdmara
hiimeda y a temperatura ambiente.

Incubacion de los portaobjetos con la solucion en PBS del anticuerpo
primario (1:500) de ratén anti-proteina neuronal humana, Hu C/D
(A21271, Invitrogen), en camara himeda y a temperatura ambiente hasta
la mafiana siguiente.

Lavado en PBS y posteriormente en PBS-Tritén, ambos durante 10
minutos.

Incubacion de los portaobjetos durante una hora del anticuerpo
secundario diluido (1:100) en PBS: inmunoglobulina de cabra anti-raton
marcada con peroxidasa de rabano GAM-HRP (A0168-1 mL, Sigma-
Aldrich). La incubacion se produce en una camara humeda y a
temperatura ambiente.

Tras dos lavados de 10 minutos en PBS, se revela la actividad peroxidasa

con una disolucion de diaminobencidina, DAB, (D5637-56, Sigma-
Aldrich) al 0,06% y peroxido de hidrégeno al 0,005% en PBS durante
aproximadamente 5 minutos. Posteriormente se realizan 2 lavados de
PBS de 10 minutos. La DAB formara un precipitado de color marrén
en aquellos lugares donde esté presente el anticuerpo secundario marcado
con la peroxidasa.

Los pasos finales consisten en una deshidratacién de las secciones en

concentraciones de alcohol de graduacidn creciente (80°, 96° y 100° (I y
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I1)) durante 5 minutos cada bafio y un aclarado en xilol mediante cuatro
bafios de 5 minutos cada uno; para finalmente realizar el montaje con
Eukitt (resina sintética).

e FEl resultado puede observarse al microscopio Optico tras un previo

secado en una estufa a 40°C.

3.3.2. Inmunofluorescencia

El procedimiento es muy similar al de la peroxidasa pero con una serie de
diferencias. El tratamiento con peroxido de hidrégeno es sustituido por una solucién
de borohidruro de sodio 0,1 M en PBS a temperatura ambiente durante media

hora. Este compuesto permite eliminar la fluorescencia enddgena, evitando asi

falsos positivos, y previamente a este paso se requeriran tres bafios de PBS de 5
minutos cada uno. Otra diferencia es el anticuerpo secundario utilizado, en este
caso, se ha empleado GAM-fluoresceina (F2761, Invitrogen), que emitird
fluorescencia en color verde. Tanto estos pasos como los siguientes deben hacerse
en oscuridad para que no disminuya la intensidad de la fluorescencia. En la
inmunofluorescencia no seran necesarios los pasos de deshidratacidon y aclarado;
ademas, tras el montaje las muestras serdn conservadas en el refrigerador y

protegidas de la luz hasta su observacion mediante el microscopio de fluorescencia.

3.4. Observacion de las secciones y procesamiento de imagenes

Las secciones se observaron con un microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse 901) y se fotografiaron con una camara digital (Olympus DP71) acoplada a
¢l. Para el procesamiento de las iméagenes y elaboracién de plantillas, se emplearon

los programas CorelDraw X8 y Corel PHOTO-PAINT X8.
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4. RESULTADOS

El presente estudio se centra en la descripcion del diencéfalo de pez cebra adulto

mediante técnicas inmunohistoquimicas basandome en el atlas del encéfalo del pez

cebra de Wullimann et al. (1996). Los métodos empleados permiten el estudio y

deteccidon de las agrupaciones de somas neuronales

muestran esquematicamente en la Figura 7.

LISTADO DE ABREVIATURAS

A

APN

ATN

CIL

CM

CcO

CP

CPN

DIL

DP

FR

Had

Hav

Nicleo anterior
talamico

Nucleo pretectal
accesorio

Nicleo tuberal
anterior

Nucleo central del
I6bulo inferior

Cuerpo mamilar

Quiasma 6ptico

Nucleo talamico
posterior central

Nucleo pretectal
central

Nucleo difuso del
I6bulo inferior

Nicleo talamico
posterior dorsal

Fasciculo retroflexo

Nucleo dorsal del
habénula

Nucleo ventral del
habénula

Hc

Hd

LH

LR

PCN

PGa

PGl

PGm

PM

PMg

PO

Zona caudal del
hipotalamo
periventricular

Zona dorsal del
hipotalamo periventricular

Zona ventral del
hipotalamo periventricular

Nucleo hipotalamico
lateral

Receso lateral del
ventriculo diencefalico

Nicleo talamico
posterior

Nucleo
paracomisural

Nucleo preglomerular
anterior

Nucleo preglomerular
lateral

Nucleo preglomerular
medial

Nucleo predptico
magnocelular

Parte gigantocelular del
nucleo predptico
magnocelular

Nucleo pretectal posterior

. Los resultados obtenidos se

PPa

PPd

PPp

PPv

PTN

PVO

SC

TGN

TLa

TPM

TPp

VM

VL

Parte anterior del nicleo
predptico parvocelular

Parte dorsal del nucleo
periventricular pretectal

Parte posterior del
nucleo predptico
parvocelular

Parte ventral del

nucleo periventricular

pretectal

Nicleo tuberal
posterior

Organo
paraventricular

Nucleo
supraquiasmatico

Nucleo gustativo
terciario

Toro lateral

Tracto
pretectomamilar

Nucleo
periventricular del
tubérculo posterior
Nucleo talamico
ventromedial

Nucleo taldmico
ventrolateral
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Figura 7 (A-H). Representacion esquematica de secciones transversales de
encéfalo de pez cebra adulto (Danio rerio) mostrando la distribucion en el

diencéfalo de los somas neuronales inmunorreactivos a la Hu. Barra de escala
de 200 pm.
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En la parte mas rostral del diencéfalo, el area predptica, se observa un grupo de
células en la region ventral que se caracterizan por su intensa inmunorreactividad y
que se localizan en el nucleo predptico parvocelular anterior (PPa) (Figuras 7A y
8A). Estas células estan bastante agrupadas alrededor del ventriculo diencefalico.
Este nucleo (PPa) sera reemplazado por el nucleo predptico parvocelular posterior
(PPp) (Figuras 7B, 7C, 8B, 8C, 9A y 9C), que estard acompafiado en posicidn
ventrolateral por el nucleo supraquiasmatico (SC) (Figuras 7C, 8C, 9A y 9C), que
presenta somas mas dispersos y con un marcaje ligeramente menor. Dorsalmente a
PPp emerge el nlcleo predptico magnocelular (PM) (Figuras 7B, 8B y 9A) cuyas
neuronas estdn intensamente marcadas y muy agrupadas; de €l surgiria mas
caudalmente el gigantocelular (PMg) (Figura 7C) sin embargo, en el presente
estudio el marcaje ha sido negativo. Destacar la presencia del quiasma 6ptico (CO)

(Figuras 7C y 7D) en posicidn ventral a la region predptica anterior.

Mas caudalmente, en el epitdlamo, se encuentran los nucleos de la habénula
dorsal (Had) (Figuras 7D, 7E y 9B) y ventral (Hav) (Figuras 7C, 7D, 7E y 9B). En
el primero las células se distribuyen de forma bastante agrupada, mientras que en el
Hav estan en menor numero y de forma mas aislada. Bajo la porcion caudal de esta
ultima surge el talamo dorsal, que estd constituido por un nucleo anterior (A)
(Figuras 7D, 7E, 7F y 8C) y mas caudalmente, por el nucleo posterior talamico
dorsal (DP) (Figuras 7G y 8I) y el nucleo posterior talamico central (CP) (Figuras
7G, 8F y 9G). Ventralmente se situa el tdlamo ventral, donde se diferencian los

nucleos ventromedial (VM) y ventrolateral (VL) (Figuras 7C, 7D, 7E, 7F, 8C, 9B y

9E, en ambos casos) pudiéndose observar una mayor compactacion de los somas en

VM.

En el tubérculo posterior, entre el tdlamo ventral y el hipotdlamo se diferencian

el nucleo periventricular del tubérculo posterior (TPp) (Figuras 7E, 7F, 7G, 7H, 8E,
8F y 9F) y el nucleo tuberal posterior (PTN) (Figuras 7G, 7H, 8G, 91, 10B y 10D)
asi como el drgano paraventricular (PVO) (Figuras 7H, 9J, 10A, 10B, 10C y 10D).
En ellos las neuronas estan muy marcadas y agrupadas, salvo en el caso de PTN, en
el que lo estin en menor medida. Siguiendo una secuencia rostrolateral-
caudomedial, son visibles nucleos que han migrado y entre los que se aprecian: los
nuicleos preglomerulares anterior (PGa) (Figuras 7F y 8E), lateral (PGI) (Figuras 7F,
7G, TH, 8E, 8H, 9H y 10A) y medial (PGm) (Figuras 7G, 7H, 8H, 9H, 9J, 10A, 10C
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y 10E). En posiciéon ventral a PGm se situa el nucleo gustativo terciario
(preglomerular) (TGN) (Figuras 7H, 10C y 10E) y en la regién ventrolateral al
nucleo preglomerular caudal (que no se observa en este estudio), se localiza el
conocido como cuerpo mamilar (CM) (Figuras 9K, 10G, 10H y 10I). También se
encuentran en el tubérculo posterior: el nucleo taldmico posterior (P) (Figuras 7H,

10A y 10C) y el toro lateral (TLa) (Figuras 7H, 10E).

La regién hipotalamica presenta en su parte ventral zonas inmunorreactivas en el

nucleo periventricular (Hv) (Figuras 7D, 7E, 7F, 7G, 7H, 8E, 8G, 8H, 9H, 9J y 10A)

que se extiende mas rostralmente. Lateralmente a este, se encuentran el nucleo
anterior (ATN) (Figuras 7E, 7F, 7G y 9H) y el nucleo hipotalamico lateral (LH)
(Figuras 7G, 7H, 8H, 9H, 91 y 10A). Mas caudalmente, en la region hipotalamica
dorsal, se forman recesos ventriculares laterocaudales pareados (LR) (Figura 10C) a
los que rodean masas de células periventriculares (Hd) (Figuras 7G, 7H, 8G, 9H, 91,
9J, 10A, 10B, 10C, 10F, 10H y 10I). De estas masas migran células que forman el
nucleo difuso de células pequefias (DIL) (Figuras 7H, 9K, 10F, 10H y 10]) y el
nucleo central de células més grandes (CIL) (Figuras 9K, 10F, 10H y 10I) del 16bulo
inferior. Son neuronas que se encuentran bastante solitarias y no tan marcadas,
especialmente las que forman parte de DIL. Rostralmente, un grueso Hv situado
ventralmente al nucleo tuberal posterior del tubérculo posterior, inicia la region
hipotaldmica caudal. Esta region, mas caudalmente, consiste en recesos
posterioventriculares pareados y rodeados por nicleos periventriculares (Hc) (Figura

10G).

En el sinencéfalo se observa inmunorreactividad en los nucleos del pretecho

periventricular (PPd/PPv) (Figuras 7G y 8I) y el paracomisural (PCN) (Figura 7G).

Por ultimo, en el pretecho, unas células mas pequefias y desordenadas forman el
nucleo pretectal posterior (PO) (Figuras 7E, 7F y 8D). Dorsalmente a ese PO surge
el nucleo pretectal central (CPN) (Figuras 7E, 7F y 8D) y en posicion dorsolateral al
PO, el nucleo pretectal accesorio (APN) (Figuras 7E, 7F y 8D). Es importante
nombrar la presencia del tracto pretecto-mamilar (TPM) (Figuras 7E, 7F, 7G y 7H)
que recorre PO hasta llegar al cuerpo mamilar; y la presencia del tracto habenulo-

interpeduncular (FR) (Figuras 7D, 7E, 7G, 7H y 8I).
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Figura 8 (A-I). Microfotografias de secciones transversales de encéfalo de
pez cebra adulto (Danio rerio) mostrando la distribucion en el diencéfalo de

los somas neuronales inmunorreactivos a la Hu.
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Figura 9 (A-K). Microfotografias con fluorescencia de secciones

transversales de diencéfalo de pez cebra adulto (Danio rerio) mostrando los

somas de las neuronas inmunorreactivas a la Hu.
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Figura 10 (A-I). Microfotografias de secciones transversales de encéfalo de

pez cebra adulto (Danio rerio) mostrando la distribucion en el diencéfalo de

los somas neuronales inmunorreactivos a la Hu.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos tras la realizacion de las técnicas inmunohistoquimicas
en el diencéfalo del pez cebra para la localizacion de las proteinas Hu, muestran una
gran expresion neuronal en los nucleos principales de esta subdivision encefalica.
En el area predptica, los nucleos predptico parvocelular anterior (PPa) y posterior
(PPp), nucleo supraquiasmatico (SC) y nucleo predptico magnocelular (PM)
presentaron inmunorreactividad para la HuC/D. Todos estos nucleos descritos por
Wullimann et al. (1996) en el pez cebra y anteriormente por Braford & Northcutt
(1983) en peces actinopterigios, parecen estar implicados en el comportamiento
sexual y en la mediacion de determinadas conductas agresivas, de hecho, esta region
predptica recibe gran cantidad de aferencias procedentes de la retina y acaban en el
nucleo parvocelular posterior y en ntcleo supraquiasmatico, mientras que aquellas
aferencias procedentes de los bulbos olfatorios terminan de manera casi exclusiva en
el nucleo predptico parvocelular anterior. Cabe destacar, que el principal nicleo del
area preoptica, el nucleo predptico magnocelular (PM), estd intimamente
relacionado con la actividad de la hipofisis presentando sus células la capacidad de

producir y liberar determinados nonapéptidos (Holmqvist & Ekstrom, 1991, 1995).

En el epitdlamo la expresion de la HuC/D en los nucleos dorsal y ventral de
ambas habénulas, permite el estudio topografico de ambos nucleos rostro-
caudalmente a diferencia de lo observado en el pez cebra por Castro, Becerra,
Manso, & Anadéon (2006). En dicho estudio la inmunorreactividad para la
calretinina, es bastante tenue y se localiza en una banda entre la parte dorsal y
ventral, para la colina-acetiltransferesa (ChAT) en neuronas de la zona medioventral
y para el neuropéptido Y (NPY) s6lo determinadas neuronas de la zona ventrolateral

de la habénula izquierda.

El tadlamo constituye las paredes laterales del diencéfalo y ocupando una region
ventral con respecto al epitdlamo. La region talamica de peces teledsteos muestra un
grado de desarrollo mayor que el observado en peces ciclostomos asi como en
anfibios urodelos, debido a que presenta una gran diferenciacion en nucleos
neuronales, la mayor parte de ellos relacionados con el sistema visual, como ocurre
en la regidn predptica anteriormente mencionada. Esta relacion con el sistema visual

es debida a que tanto el talamo dorsal como el ventral muestran una relacidon con la
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integracion de impulsos sensoriales hacia el telencéfalo ya que presentan conexiones
reciprocas con los ntcleos del telencéfalo ventral (Vd y Vv) en el pez cebra (Rink &

Waulliman, 2002, 2004).

En un estudio realizado en otro teledsteo (Lamas, Anadon, & Diaz-regueira,
2007) la técnica inmunohistoquimica de doble marcaje para la Hu y el dipéptido
carnosina, permitio identificar las poblaciones neuronales inmunorreactivas a la
carnosina (Car-ir) por primera vez en el encéfalo de un pez, mostrando una amplia
expresion dentro de la region taldmica asi como en la zona del tubérculo posterior,
demostrando la gran utilidad de dicha técnica para identificar poblaciones

neuronales.

Al igual que en el estudio realizado en el mugil anteriormente mencionado, en el

tubérculo posterior del pez cebra, los principales nucleos tanto periventriculares, que

forman el tubérculo posterior periventricular, asi como una serie de nucleos
migrados, que s6lo estan presentes en peces (Braford & Northcutt, 1983) presentan
inmunorreactividad para la HuC/D. Cabe destacar la inmunorreactividad observada
en los nucleos preglomerulares, relacionados con la integracion de la informacion
acustica y macanosensorial, asi como en el organo paraventricular, considerada
como una especializacion del epéndimo situado en el limite con el hipotdlamo
(Braford & Northcutt, 1983). En este organo paraventricular, desde sus células
parten largos tractos de fibras tirosina hidroxilasa-positivas, lo cual sugiere que este
nucleo es en gran medida, responsable de la inervacion dopaminérgica del cerebro

de teledsteos (Braford & Northcutt, 1983).

Dentro del hipotdlamo, el nucleo tuberal estd implicado en la regulacion
neuroendocrina de la adenohipdfisis asi como la liberacion de la hormona del
crecimiento en los actinopterigios (Peter & Fryer, 1983), y junto con el nucleo
predptico magnocelular, forman los dos centros neurosecretores “por excelencia”
dentro de la subdivision diencefalica. Ambos nucleos presentan neuronas Hu-ir, con
lo que se podria sugerir la utilizacion del doble marcaje para la HuC/D y otra
sustancia objeto de estudio, lo cual permitiria poder localizar e identificar la

presencia de neuronas neurosecretoras en el sistema nervioso del pez cebra.

Es conocido que las proteinas Hu juegan un importante papel en la plasticidad y

en la diferenciacion neuronal, tanto en el Sistema Nervioso Central como en el
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Sistema Nervioso Periférico, al asegurar el control post-transcripcional de RNAs
que codifican multiples proteinas (Glisovic, Bachorik, Yong, & Dreyfuss, 2008).

Un reciente estudio ha analizado la expresion proteica de HuB, HuC y HuD en
neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal (tanto en somas como en neuritas)
de ratones macho adultos a los que se indujo diabetes (Mustaciosu et al., 2019). Asi,
se ha descrito un aumento de la expresion de HuB y una disminucion de la

expresion de HuD en los ratones diabéticos comparados con los ratones control.

Los peces teledsteos son intolerantes a la glucosa, presentando una
hiperglucemia constante similar a la de pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Este
hecho hace que los peces cebra sean adecuados para el estudio y el diagndstico de
esta enfermedad cronica. Ademas, la insulina que secretan es muy sensible a la
glucosa y sus niveles en sangre son comparables a los descritos en mamiferos
(Wright, Bonen, Michael Conlon, & Pohajdak, 2000). A pesar de ello, en los peces
teledsteos, la insulina no regula adecuadamente los niveles circulantes de glucosa y
¢sta puede provocar disminucidén de la insulina (Moon, 2001). Por todo ello, los
peces teledsteos son utilizados como modelos de estudio de pacientes

insulinodependientes con diabetes mellitus tipo 1.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos han permitido establecer las siguientes conclusiones:

Se ha observado la presencia de poblaciones neuronales
inmunorreactivas a la proteina HuC/D en el diencéfalo del pez cebra
adulto.

La presencia de la proteina HuC/D en los somas neuronales de los
nucleos del diencéfalo de Danio rerio, confirma su utilidad como

marcador topografico en esta subdivisidon encefalica.

CONCLUSIONS

Os resultados obtidos permitiron establecer as seguintes conclusions:

Observouse a presenza de poblacion neuronais inmunorreactivas a
proteina HuC/D no diencéfalo do peixe cebra adulto.

A presenza da proteina HuC/D nos somas neuronais dos nucleos do
diencéfalo de Danio rerio, confirma a sua utilidade como marcador

topografico nesta subdivision encefélica.

CONCLUSIONS

The results obtained have led to the following conclusions:

The presence of immunoreactive neuronal populations to the HuC/D
protein has been observed in the diencephalon of adult zebrafish.

The presence of HuC/D protein in neuronal bodies in diencephalic nuclei
of Danio rerio, confirms its usefulness as a topographic marker in this

brain subdivision.
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ANEXO 1

Preparacion de soluciones:

- Tampoén fosfato (PB) 0,1M pH 7,4 (1L). Se prepara en probeta a partir de:

» Fosfato monosddico 0,2M (95 mL). Obtenido a partir de 27,598 g de

NaH:PO.. 1 H20 completando hasta llegar al litro con agua destilada.
» Fosfato disédico 0,2M (405 mL). Obtenido a partir de 71,623 g de

NaH:POa. 12 H20 completando hasta llegar al litro con agua destilada.
» Agua destilada (500 mL).

- Tampon fosfato salino (PBS) 0,01M pH 7,4 (1L). Se prepara en probeta a
partir de:

» Fosfato monosodico 0,2M (9,5 mL)
» Fosfato disédico 0,2M (40,5 mL)
> NaCl (8,76 g)
>
>

KCI (0,2 g)
Agua destilada (hasta llegar a 1L)

- Paraformaldehido al 4% en PB 0,1M pH 7.4 (1L). En una campana de
extraccion de gases, se mezclan 500 mL de agua destilada (calentada a 75°-
80°C) con 40 g de paraformaldehido y un par de gotas de NaOH IN, hasta que la
solucidn quede transparente. Por ultimo, tras enfriar la solucion, se afiaden 500

mL de tampon fosfato (PB) 0,2M pH 7,4.
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