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Se denomina ontogenia al conjunto de procesos que tienen lugar en un
organismo de forma continuada desde la fecundacion del 6vulo y la posterior
formacion del cigoto hasta que se constituye el organismo adulto. Los procesos
ontogenéticos han sido objeto de estudio desde antiguo, en una busqueda de los

mecanismos subyacentes a los cambios que se producen durante el desarrollo.

Dentro del desarrollo de los vertebrados, las fases tempranas de la formacion
del Sistema Nervioso conllevan una serie de cambios en el organismo que influyen en
gran medida en toda la morfogénesis posterior del animal. Ademas, el Sistema
Nervioso es el centro rector de todo el individuo y donde radican las funciones
superiores de cada especie. Es por ello que el desarrollo del Sistema Nervioso es uno
de los procesos que han sido estudiados con mayor interés dentro del campo de la
Embriologia. Por otra parte, la variedad de tipos celulares que constituyen el Sistema
Nervioso, la muy diferente naturaleza de los agentes utilizados en la modulacion y
transmision de los impulsos nerviosos, y la compleja organizacion de los circuitos de
transmision, hacen arduo su analisis y dificil su comprension. El andlisis de
organismos en fases de desarrollo temprano, cuyo Sistema Nervioso Central tiene una
densidad celular considerablemente menor, nos permite seguir desde sus primeros
momentos y con bastante precision la evolucion de las células y los procesos que
acontecen en el tejido hasta llegar a constituir el modelo definitivo de organizacion en

el adulto.
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ONTOGENIA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE VERTEBRADOS

El desarrollo del Sistema Nervioso es un proceso complejo que engloba
fendmenos muy diversos que se suceden en el tiempo. Para facilitar su comprension,
el proceso en su conjunto puede dividirse en diferentes etapas. Asi, en la formacion
inicial del Sistema Nervioso en los vertebrados podemos diferenciar cuatro fases

principales:

a) Organizacion de campos o compartimentos clonales durante las etapas
iniciales de segmentacion del embrion. Un nudmero restringido de blastémeros
progenitores organizaran durante el desarrollo todos los derivados neurales (Hirose y

Jacobson, 1979; Kimmel y cols., 1991).

b) Induccion neural del ectodermo en respuesta a sefiales de la notocorda
subyacente (Spemann, 1938). Tras este proceso, las células ectodérmicas adquieren
competencia neural, formandose la denominada placa neural, que es el primer esbozo
embrionario del Sistema Nervioso Central. A cada lado de ella, unas bandas celulares
se diferencian y constituyen las crestas neurales, estructuras precursoras del Sistema

Nervioso Periférico.

c) Regionalizacion de la placa neural, en la que se establece un gradiente de
induccién que determinara la organizacion anteroposterior y mediolateral del futuro

Sistema Nervioso (Schmitz y cols., 1993).

d) Neurulacién, proceso morfogenético que conduce a la formacion del tubo
neural al plegarse la placa neural a lo largo de su linea media (Schoenwolf y Smith,

1990).

El tubo neural queda constituido como un engrosamiento longitudinal en la
superficie del embrion. Desde el momento de su formacion, posee un didmetro
desigual: el extremo anterior es mas ancho, con las paredes mas gruesas y la cavidad

interior (neurocele) presenta un diametro mayor que en el resto del tubo neural. Esta
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morfologia prefigura el ulterior desarrollo del encéfalo a partir de la region anterior
del tubo neural y la formacion de la médula espinal desde las partes media y

posterior.

Dentro del tubo neural recién constituido se van a producir una serie de

fendmenos de histogénesis, que son los siguientes:

a) Proliferacion celular. Tras su formacion, la pared del tubo neural se

constituye como un epitelio pseudoestratificado. En la capa ventricular, region
limitante con el neurocele, se produce una division continuada de células
neuroepiteliales cuya consecuencia inmediata es un aumento de la poblacion celular y
el engrosamiento del tubo neural (Altman, 1963). Poco después, en la region mas
externa del tubo neural va a aparecer una capa marginal constituida en un principio
por las regiones apicales de las células neuroepiteliales, y que posteriormente se
ensanchara por la llegada de prolongaciones que surgen de los cuerpos celulares de

los precursores neuronales (Sauer, 1935).

b) Adhesion y comunicacién celular. Establecimiento de uniones fisicas entre

células vecinas a través de las cuales permanecen conectadas entre si. Son procesos
especialmente importantes durante el desarrollo y estdn mediados por moléculas

existentes en la superficie celular (Edelman, 1984; Lumsden y Keynes, 1989).

c) Diferenciacion celular. Las células neuroepiteliales resultantes de divisiones

sucesivas van a ir perdiendo su capacidad mitética, y van diferencidandose como
progenitoras de las diferentes estirpes celulares presentes en el Sistema Nervioso:
neuroblastos y glioblastos; o bien retienen su caracter de células epiteliales,
constituyendo el epitelio ependimario que recubre las cavidades ventriculares

(Altman y Bayer, 1978, 1988).

d) Migracion celular. Al inicio del proceso de diferenciacion, las células se

localizan en la region més interna de la pared del tubo neural (capa ventricular). En

una primera oleada migratoria estas células se dirigen hacia la periferia, surgiendo
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una nueva capa en el tubo neural entre la ventricular y la marginal, que se denomina
capa del manto, donde se sitian las células en proceso de diferenciacion.
Posteriormente, a lo largo del desarrollo del tejido nervioso, se producen
desplazamientos de poblaciones neuronales que se dirigen hacia el lugar que
ocuparan en el encéfalo maduro formando las distintas regiones del Sistema Nervioso
Central. Estos elementos neuronales son guiados por las prolongaciones de las células
gliales radiales (Rakic, 1972), tipo especial de neuroglia con el cuerpo celular situado
cerca de la luz ventricular y prolongaciones radiales dirigidas hacia la superficie del

tubo neural.

e) Formacién de conexiones especificas. La formacion de sinapsis o

sinaptogénesis es un proceso avanzado de la diferenciacion neuronal, e implica la
localizacion por parte de los axones de los lugares adecuados para realizar su
arborizacion terminal sinaptica. Para ello, el cono de crecimiento axonico se va
desplazando a través del tejido, dirigido por fendmenos de quimiotaxis, hasta que

alcanza la célula diana correcta (Sperry, 1963).

f) Estabilizacién de conexiones, con la consiguiente eliminacion de las sinapsis

andémalas, muerte de células que no lograron sinaptar (Sohal, 1976; Oppenheim,
1981; Cunningham, 1982) y reorganizacién de sinapsis, proceso este ultimo que se da
incluso durante la vida adulta del animal. Estos fendémenos se engloban bajo el

concepto de plasticidad sinaptica.

La induccion neural continla actuando segun un gradiente sobre el tubo neural,
estableciéndose una serie de parcelaciones longitudinales que se denominan, de la
porcién méas dorsal a la mas ventral: placa superior o del techo, placa lateral alar,
placa lateral basal (separadas una de otra por el sulcus limitans) y placa inferior o del
suelo (Kuhlenbeck, 1973). Estas placas organizaran diferentes regiones y nucleos a lo

largo del eje rostrocaudal del tubo neural.
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Los procesos microscopicos de histogénesis que se suceden en el tubo neural
del nuevo organismo van acompafiados por una serie de cambios morfoldgicos
macroscopicos y una evolucion hacia estructuras mas complejas que dardn lugar
finalmente a la formacion de las diferentes estructuras y ndcleos que componen el

Sistema Nervioso Central.

En cuanto se constituye como estructura independiente, el tubo neural se alarga
y en su porcién mas rostral aparecen los primeros engrosamientos en su pared. Las
diferentes regiones del tubo neural muestran un crecimiento independiente que las
Ileva a abombarse en lo que se conoce como segmentos neurales o neurémeros (Orr,

1887).

En un primer momento se originan las tres primeras vesiculas ceféalicas, que son
el inicio de las tres grandes regiones encefalicas: prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo (Cowan, 1978, 1979). La etapa en la que el cerebro esta formado por
tres vesiculas es breve. Rapidamente puede observarse la aparicion de nuevos
neurémeros. Al finalizar el desarrollo, el resultado de la segmentacion ha producido
la division de las tres vesiculas primordiales en diferente nimero de neurémeros que
se agrupan en las cinco grandes porciones en las que clasicamente se divide el
encéfalo (Kuhlenbeck, 1973). El prosencéfalo embrionario se subdivide en
telencéfalo, de localizacion anterior y diencéfalo, que ocupa la parte posterior del
prosencéfalo. EI mesencéfalo se situa tras el limite caudal del diencéfalo, y la tercera
vesicula, el rombencéfalo, se diferencia a su vez en metencéfalo, situado en la parte
anterodorsal, y mielencéfalo, en la parte ventral. La regién del tubo neural caudal al

mielencéfalo constituird la médula espinal.

MORFOGENESIS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE PECES
TELEOSTEOQOS
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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 segiin mecanismos peculiares y diferentes a los observados

en otros vertebrados.

Ya en los momentos mas tempranos del desarrollo pueden apreciarse
diferencias. Asi, el proceso de neurulacion en los peces teledsteos difiere en algunos
aspectos con el observado en otros grupos de vertebrados. Tras la induccién primaria,
el ectodermo se engrosa y forma la placa neural. No aparecen, sin embargo, los
caracteristicos pliegues neurales, que al cerrarse formaran el tubo neural. En su lugar
se forma una quilla neural central por mitosis sucesivas de las células de la placa
neural. El canal central o neurocele se desarrolla secundariamente dentro del espesor
del tejido, y no como resultado del curvamiento sobre si misma de la primitiva placa

neural (Hisaoka y Battle, 1958; Watermann y McCarty, 1977).

El proceso de proliferacion a partir de células neuroepiteliales indiferenciadas
se mantiene durante la vida adulta en algunas regiones del Sistema Nervioso Central
de teledsteos. Aunque no se trata de una caracteristica exclusiva de este grupo de
animales, ha sido objeto de estudio en profundidad en regiones como la retina
(Sharma y Romeskie, 1984), el techo Optico (Lara y cols., 1990), o el bulbo olfatorio
(Alonso y cols., 1987).

Existen también diferencias en la morfogénesis tardia del encéfalo. Mientras
que en la mayoria de los vertebrados el telencéfalo es producto de un proceso de
inversion del tubo neural, en los peces teledsteos aparece tras un proceso de eversion
(Gage, 1893, Nieuwenhuys y Meek, 1990). En primer lugar, surge una evaginacion
impar rostral, que va a reducirse tras la aparicion de dos evaginaciones pares que
originardn los dos hemisferios telencefalicos. A continuacion, se produce el
fendmeno de la eversion telencefalica, que provoca la aparicion de un ventriculo
central, limitado lateralmente por los dos hemisferios telencefalicos y dorsalmente

por una lamina epitelial derivada de la placa del techo. El telencéfalo impar queda
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restringido a la region de la comisura anterior. Por ultimo, surgen como dos
evaginaciones rostrales los dos bulbos olfatorios, en los que el ventriculo se mantiene
en los estadios ontogenéticos tempranos, para obliterarse frecuentemente al final del

desarrollo.

El Sistema Nervioso Central de teledsteos queda constituido como una
estructura compleja, en la que pueden diferenciarse seis grandes regiones: telencéfalo,
diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo, mielencéfalo y médula espinal, cuyas

caracteristicas describiremos a continuacion.

Telencéfalo

Es la region que aparece tras la diferenciacion de la porcién mas rostral del
prosencéfalo embrionario. Es un derivado exclusivo de la placa alar y de la placa del

techo (Kuhlenbeck, 1973).

El telencéfalo de los teledsteos estd constituido por dos pares de estructuras, los
bulbos olfatorios y los hemisferios telenceféalicos. El bulbo olfatorio es el primer
centro de relevo de la via olfatoria. Como en todos los vertebrados muestra una
estructura laminar (Nieuwenhuys, 1963) y contiene los cuerpos celulares de las
células mitrales y de los granos, aunque hay también tipos neuronales y conexiones
sinapticas no existentes en otros vertebrados (Alonso y cols., 1987, 1988; Arévalo y

cols., 1991).

Los hemisferios telencefalicos estan separados por el ventriculo central que
aparece entre ambos durante el proceso de eversion. Histologicamente podemos
distinguir dos regiones en el telencéfalo de teledsteos, que se conocen con los

términos de area ventral y area dorsal, términos introducidos por Kéllen (1951).
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Diencéfalo

Se produce por diferenciacion de la porcion mas caudal del prosencéfalo
embrionario. En su formacion tan solo intervienen elementos de la placa alar y de la
placa del techo (Kuhlenbeck, 1973). Durante el desarrollo, la protovesicula
dienceféalica se subdividira en tres vesiculas: la méas anterior dara lugar al hipotalamo
y al talamo ventral; la intermedia forma los territorios prospectivos del talamo dorsal,
el epitdlamo y la glandula pineal; y por dltimo la mas caudal organizara la region del

pretectum.

El diencéfalo de teledsteos es una region compleja situada entre el telencéfalo
rostralmente y el mesencéfalo caudalmente. Los limites exactos no estan claramente
definidos y han sido objeto de numerosos estudios y discusion. Segun Johnston
(1911), el area preoptica se incluiria en el telencéfalo. Hoogenboom (1929) situo el
limite rostral diencefalico en el centro del area predptica y Herrick (1948) en posicion
rostral al &rea preoptica. Segun Braford y Northcutt (1983), el area preodptica queda
incluida dentro del diencéfalo, y el limite caudal de éste se sitGa entre las comisuras
posterior y tectal dorsalmente, y entre el ndcleo del fasciculo longitudinal medial y el

ndcleo oculomotor, ventralmente.

His (1893) distingue tres zonas en el diencéfalo de teledsteos, que de dorsal a
ventral son: epitdlamo, talamo e hipotdlamo, reconocidas en todos los vertebrados.
Posteriormente, otros autores han hecho otras divisiones del diencéfalo. Braford y
Northcutt (1983) distinguen las siguientes regiones: area preoptica, pretectum,
epitdlamo, tres zonas talamicas (tubérculo posterior, talamo ventral y tdlamo dorsal),
hipotalamo, y sinencéfalo, en el que se incluyen la comisura posterior y el nucleo del

fasciculo longitudinal medial.

Mesencéfalo
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Esta region del tubo neural no se subdivide en otras entidades tras el proceso de
morfogénesis temprana. Su pared estd constituida por las placas basal, alar y del

techo (Kuhlenbeck, 1973).

El mesencéfalo esta formado por el techo mesencefalico o techo éptico y por el
tegmentum. EI techo Optico es el principal centro procesador de la informacion
visual, asi como el centro de integracion de dicha informacion con la de otros
sentidos y la locomocion. Esta constituido por dos masas de forma cupuliforme que
limitan el tercer ventriculo. Presenta una estratificacion en varias capas concéntricas
(Ariens-Kappers y cols., 1936; Lara y cols., 1983). Por su parte ventromedial, los dos
hemitechos se unen a una protuberancia Ilamada torus longitudinalis, que interviene
en la integracion de los sentidos del equilibrio y de la visién (Ito y Kishida, 1978;

Northmore y cols., 1983; Vanegas y cols., 1984).

El tegmentum se sitla ventralmente al techo Optico y estd limitado
anteriormente por las raices del nervio oculomotor y caudalmente por las raices del

nervio troclear, sin que sea visible ningln otro limite externo.

Metencéfalo

El metencéfalo esta constituido por el cerebelo y estructuras asociadas. Deriva
de la placa alar, y se organiza en los estadios tempranos en un cuerpo cerebelar

primordial (placa cerebelar) y dos auriculas laterales (Kuhlenbeck, 1973).

El cerebelo de los teledsteos esta dividido en tres grandes areas: valvula del
cerebelo, cuerpo del cerebelo y l6bulo vestibulolateral. Al igual que el cerebelo de
otros vertebrados, la tres zonas estan organizadas en tres capas: una capa molecular
superficial, formada por las dendritas de las células de Purkinje y células gliales; una
capa intermedia, la de las células de Purkinje; y una capa mas profunda, la capa

granular formada por pequefias neuronas Ilamadas granos y los axones de las células
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de Purkinje (Finger, 1983). Sin embargo, hay también diferencias notables entre el
cerebelo de teledsteos y el de otros vertebrados. Asi, en teledsteos las células de
Purkinje no son el elemento eferente del cerebelo, sino que proyectan a otro tipo
neuronal, las células euridendroides, situadas entre las de Purkinje, y que son las que

proyectan fuera del cerebelo (Finger, 1983).

Mielencéfalo

La parte principal del mielencéfalo es la médula oblongata que junto con el
tegmentum mesencefalico forman el denominado tronco del encéfalo. La pared
ventral de la médula oblongata es delgada y su pared dorsal estd formada por un
plexo coroideo que deriva de la placa del techo (Kuhlenbeck, 1973). Los nervios
trigémino, abducens, facial, vestibuloacustico, glosofaringeo y vago se originan y
tienen sus nucleos en esta region cerebral. La region dorsal de la médula comprende
el area sensorial, mientras que el &rea motora esta en la region ventral. La region
cercana al sulcus limitans forma el area visceral y la region mas alejada el area
somatica (Nieuwenhuys y Pouwels, 1983). La médula oblongata de teledsteos
contiene dos grandes células nerviosas, las células de Mauthner, que forman parte de
la formacién reticular y estdn encargadas de los movimientos rapidos de la

musculatura corporal (Faber y Korn, 1978).

Meéedula espinal

La porciéon mas caudal al mielencéfalo constituye la médula espinal. En ella, las
astas ventrales se derivan de la placa basal, mientras que las astas dorsales surgen de
la alar, estando ambas zonas separadas entre si por el sulcus limitans (Kuhlenbeck,
1973). La medula espinal de los teledsteos presenta una porcién de sustancia gris

central en forma de Y invertida. Por otro lado, existen tipos neuronales particulares
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(Nieuwenhuys, 1964) y conexiones sinapticas distintas de las existentes en otros

vertebrados, como los contactos con las células de Mauthner (Celio y cols., 1979).

Como hemos visto, los procesos histogenéticos y morfogenéticos que se
suceden durante la ontogenia del Sistema Nervioso han sido estudiados en
profundidad. Ello no obstante, estamos aun lejos de poseer un conocimiento completo
del desarrollo del Sistema Nervioso. Asi, los mecanismos moleculares que controlan
la especificacion regional, la diferenciacion y la morfogénesis no son bien conocidos.
Por ello, el estudio de los patrones de expresion de diferentes sustancias neuroactivas
a lo largo del desarrollo del Sistema Nervioso de teledsteos puede mostrar la
existencia de divergencias hasta ahora desconocidas en la formacion y en la
constitucién definitiva de sus centros nerviosos con respecto a lo observado en otros

vertebrados.
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EL CALCIO DURANTE EL DESARROLLO

El ion calcio participa dentro del Sistema Nervioso en diversos procesos
bioquimicos que suceden en las neuronas maduras. Dentro de ellas puede actuar
como primer 0 segundo mensajero, y a la vez puede actuar como diana de diferentes
sistemas de mensajeros secundarios (Rubin y cols., 1985). De entre todos los
procesos en los que actla pueden citarse la transduccion de la sefial nerviosa, la
sintesis y liberacion de neurotransmisores, la apertura de canales idnicos, y la
activacion de determinadas enzimas, como quinasas y proteasas (Evered y Whelan,

1986; Hidaka y cols., 1988).

Ademas de sus importantes funciones en el Sistema Nervioso adulto, muchos de
los procesos que tienen lugar durante el desarrollo del Sistema Nervioso son calcio-
dependientes; es decir, para que sucedan precisan de concentraciones particulares del
ion calcio en el medio. Asi, diversos estudios fisiologicos han demostrado que puede
ser un factor clave en procesos criticos que tienen lugar durante el desarrollo
temprano del Sistema Nervioso Central, como la elevacion de la cresta neural y la
neurulacion (Anglister y cols., 1982; Mattson y cols, 1988). Ademas, los ciclos de
division celular que se producen durante la etapa de proliferacion celular se
encuentran regulados, entre otros factores, por el ion calcio (Campbell, 1983; Hepler,

1994).

Con respecto a los procesos de adhesion y comunicacion celular, una de las
moléculas encargadas de la union entre células vecinas es la cadherina. Esta molécula
posee tres lugares de union para calcio que han de ser ocupados por dicho ion para
que la proteina sea funcional (Takeichi, 1990; Geiger y Ayalon, 1992). Igualmente el
calcio interviene en los movimientos de migracion celular (Campbell, 1983), en los
procesos que desembocan en la elongacion de las neuritas (Anglister y cols., 1982;
Mattson y Kater, 1987; Mattson y cols., 1988) y en los movimientos de los conos de

crecimiento en su busqueda de las neuronas diana con las que estableceran sinapsis
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(Kennedy, 1989). Todos estos datos enfatizan la importancia del calcio en el control y

modulacion de los procesos ontogenéticos del Sistema Nervioso.

PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO

Hasta el momento, nuestros conocimientos sobre los procesos que regulan la
actuacion del calcio durante el desarrollo y maduracién del Sistema Nervioso Central
son escasos. Una posible aproximacion para la resolucion de este problema puede ser
el estudio de los patrones de expresion de una serie de proteinas intracelulares
conocidas como proteinas ligantes de calcio, que al tamponar los niveles del ion

dentro de la célula pueden promover o restringir sus funciones (Rogers, 1989b).

Las proteinas ligantes de calcio constituyen una familia de pequefias proteinas
acidas, de bajo peso molecular, provistas de cavidades especificas que aceptan el ion
calcio con gran afinidad y selectividad. Su constante de disociacion es de rango
milimolar (Persechini y cols., 1989; Van Brederode y cols., 1990). Esta alta afinidad
es de gran importancia, pues los niveles de calcio intracelular son muy bajos (del
orden micromolar). En el medio existen otros iones, como el potasio y el magnesio,
en concentraciones semejantes (Hamoir, 1968; Berchtold, 1989), que no son retenidos

por las proteinas ligantes de calcio.
Las proteinas ligantes de calcio se suelen dividir en dos grandes grupos:

- Anexinas: proteinas que ademas de calcio, son capaces de unir otras moléculas

como los fosfolipidos.

- Proteinas del dominio EF (“EF-hand”): se denominan asi por la morfologia de
los centros de unidn al calcio (Khanna y cols., 1988; Persechini y cols., 1989). En
este grupo se incluyen la calmodulina, S-100, troponina C, y las tres proteinas objeto

de nuestro estudio, calbindina D-28k, parvalbumina y calretinina.
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A su vez, segun sea la respuesta que provocan tras su unién al calcio, las
proteinas ligantes de calcio del dominio EF se pueden clasificar en disparadoras
("trigger") y tamponadoras (“buffer”) (Khanna y cols., 1988; Celio, 1989). Las
proteinas ligantes de calcio disparadoras cambian su conformacion al unirse al calcio,
lo que permite su posterior interaccion con enzimas especificas o canales de
membrana, modulando asi su actividad. Este grupo incluye proteinas como la
calmodulina, la calcineurina y la troponina C. En cambio, las tamponadoras no
cambian su conformacion y actian como un sistema pasivo, encargado de ajustar las
concentraciones intracelulares o locales de este ion. A este grupo pertenecen la

parvalbumina, la calbindina D-28k y la calretinina.

Todas las proteinas ligantes de calcio con la excepcion de la troponina C
(Roisen y cols., 1983; Anthony y cols., 1984) se han hallado en el cerebro de varias
especies de vertebrados. Ademas, en todas las especies estudiadas, la parvalbimina
(Celio y Heizmann, 1981; Celio, 1986), la calbindina D-28k (Baimbridge y cols.,
1982; Baimbridge y Miller, 1982; Feldman y Christakos, 1983; Garcia-Segura y cols.,
1984; Celio y cols., 1986) y la calretinina (Pasteels y cols., 1990; Résibois y Rogers,

1992) se expresan en subpoblaciones neuronales especificas.

Ello no obstante, parvalbdmina y calbindina D-28k han sido descritas en alguna
ocasion como marcadores gliales. Asi, Crespo y cols. (1995) describen la presencia
de astrocitos marcados para ambas proteinas en cultivos mixtos de cerebro de rata. Se
ha demostrado también la presencia de glia radial positiva para calbindina D-28k

durante el desarrollo del telencéfalo del raton (Liu y Graybiel, 1992).

Las principales caracteristicas de las tres proteinas objeto de nuestro estudio son

las que se detallan a continuacion:

Parvalbimina
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La parvalbumina fue aislada por primera vez en musculo esquelético de
vertebrados anamniotas (carpa y rana) (Hamoir, 1968; Pechere y cols., 1977; Gerday,
1988; Gregersen y cols., 1990), y mas tarde en musculo esquelético, rifidn, testiculo y
cerebro de distintas especies de vertebrados (Heizmann, 1984; Heizmann y
Berchtold, 1987). En animales anamniotas existen varias isoenzimas de
parvalblmina, a diferencia de lo que ocurre en animales amniotas en los que existe

una unica forma enzimética (Heizmann y Hunzinker, 1989; Heizmann y cols., 1990).

La parvalbumina fue la primera proteina ligante de calcio de la que se conocid
su estructura molecular (Kretsinger, 1980). Dicha estructura terciaria ha resultado ser
similar para todas las proteinas ligantes de calcio de la familia EF, y esta formada por
seis regiones homdlogas de hélice o, con una regién N-terminal no helicoidal y cinco
bucles B situados entre las hélices a. Los lugares de unién al calcio estan en los
bucles que aparecen entre las hélices C-D y E-F, mientras que entre las hélices A-B la
parvalbimina no posee ningin lugar de union para el ion. Su peso molecular es de

11.5 kDa (Schoffl y Jockusch, 1990).

Su funcién especifica es aln desconocida. Se la ha relacionado con procesos de
proteccion frente a diferentes desordenes cerebrales; asi, por ejemplo, en el
hipocampo las células que contienen parvalbdmina son resistentes a isquemia
(Tortosa y Ferrer, 1994). En distintas regiones cerebrales existe un amplio grado de
colocalizacion entre parvalbimina y el transmisor inhibidor &cido gamma-
aminobutirico, por lo que se ha postulado que la parvalblmina podria estar
involucrada en la alta velocidad de disparo que presentan las células inhibidoras
(Celio, 1986). Ademas, la parvalbumina puede unirse al calcio libre, facilitando el
transporte del ion a otras partes de la neurona donde sea necesario (Glew y Coffee,

1984; Kuo y cols., 1986).

El inicio de su expresion se asocia en el tiempo con el inicio de la actividad
fisiologica en poblaciones neuronales especificas (Solbach y Celio, 1991), cuando

éstas ya estdn completamente diferenciadas (Berchtold y Means, 1985).
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Calbindina D-28k

La calbindina D-28k es una proteina con un peso molecular de 28 kDa
(Heizmann y cols., 1990) formada por seis dominios EF, de los cuales tan sélo cuatro
aceptan calcio (Persechini y cols., 1989). Esta proteina requiere vitamina D para
poder ser sintetizada por las células intestinales (Wasserman y Taylor, 1966; Taylor,
1974; Hunzinker y Schrickel, 1988); en cambio, en el Sistema Nervioso Central su

biosintesis es independiente de vitamina D (Varghese y cols., 1988).

La calbindina D-28k estd ampliamente distribuida en el Sistema Nervioso
Central (Baimbridge y Miller, 1982; Feldman y Christakos, 1983; Garcia-Segura y
cols., 1984; Celio y cols., 1986; Pinol y cols., 1990) y aparece, como regla general, en
neuronas de sistemas amielinicos y de proyeccion difusa relacionados con

subpoblaciones de interneuronas (Celio, 1989).

En relacion con su papel fisiologico dentro del Sistema Nervioso, se ha
postulado que la calbindina D-28k funciona como un tamponador intraneuronal de
calcio, previniendo la acumulacién excesiva de calcio libre citosolico, y protegiendo
a las neuronas contra los procesos degenerativos de excitotoxicidad mediada por
calcio (lacopino y Christakos, 1990; Mattson y cols., 1991; lacopino y cols., 1994).
Asi, se ha demostrado la supervivencia selectiva de neuronas que contienen
calbindina D-28k en la sustancia nigra de enfermos afectados por la enfermedad de
Parkinson y en modelos experimentales de dicha enfermedad (Yamada y cols., 1990;
Lavoie y Parent, 1991; German y cols., 1992). Ademas de tamponar calcio para evitar
la excitotoxicidad neuronal, la calbindina D-28k podria desempefiar un papel en el
movimiento celular (Enderlin y cols., 1987) y en la regulacién de los flujos
intracelulares de calcio (Williams, 1992). El inicio de la expresion de calbindina D-

28k durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central de mamiferos, coincide con
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los procesos que conducen a la diferenciacion y a la sinaptogénesis (Enderlin y cols.,

1987).

Calretinina

Es una proteina de 29-30 kDa (Rogers, 1987). La calretinina fue identificada
clonando un cDNA de retina de pollo (Rogers, 1987). Este cDNA codifica para seis
dominios EF, cuatro de los cuales son homoélogos a los primeros dominios de la
calbindina D-28k. La secuencia es homdloga en un 58% a la de la calbindina D-28k
en el pollo, y los segmentos mas conservados entre la calretinina y la calbindina D-
28k son precisamente segmentos de la secuencia aminoacidica que no ligan calcio:
los segmentos que contindan a los sitios I, IV y V, asi como el sitio VI que tampoco
liga calcio en la calbindina D-28k. Estos segmentos son también aquéllos que mas se

conservan entre la calbindina D-28k de aves (pollo) y mamiferos (rata).

La calretinina ha sido localizada inmunocitoquimicamente dentro del Sistema
Nervioso Central principalmente en la retina y en neuronas pertenecientes a vias
sensoriales (Pasteels y cols., 1990; Résibois y Rogers, 1992; Rogers y Résibois,
1992), existiendo un escaso grado de colocalizacion entre esta proteina y la
calbindina D-28k (Winsky y Jacobowitz, 1991; Miettinen y cols., 1992; Rogers y
Résibois, 1992).

Al igual que la calbindina D-28k y la parvalbumina, se ha postulado que la
calretinina tiene un importante papel en la regulacion de los niveles de calcio en el
citoplasma y en su transporte intracelular, promoviendo o restringiendo las acciones
del calcio dentro del metabolismo neuronal (Rogers, 1987). Sin embargo, la
calretinina podria controlar de un modo mas directo algunos procesos bioquimicos,

como la fosforilacion de proteinas de membrana (YYamaguchi y cols., 1991).
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La calretinina ha sido también propuesta como sistema de protecciéon de las
células. Asi, en cultivos de corteza cerebral, las neuronas que contienen calretinina
son resistentes a la excitotoxicidad provocada por la entrada masiva de calcio tras la
apertura de iondforos en su membrana (Lukas y Jones, 1994). Las neuronas corticales
que expresan calretinina son también resistentes a condiciones de estrés nutritivo

(Vogt-Weisenhorn y cols., 1996).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La citoarquitectura del Sistema Nervioso Central adulto de peces teledsteos ha
sido objeto de estudio en diferentes especies: tenca, Tinca tinca (Arévalo y cols.,
1992); carpin dorado, Carassius auratus (Peter y Gill, 1975); trucha arco iris,
Oncorhynchus mykiss (Billard y Peter, 1982); pez cebra de aguas salobres, Fundulus
heteroclitus (Peter y cols., 1975); el luchador siamés, Betta splendens (Marino-Neto y
Sabbatini, 1988); el gimnoto, Apteronotus leptorhynchus (Maler y cols., 1991); el pez
ciclido, Oreochromis mossambicus (Béuerle y Rahmann, 1993); y el pez sapo,
Opsanus tau (Highstein y cols., 1992), entre otros. Por otra parte, existen también
datos sobre la citoarquitectura del Sistema Nervioso Central durante el desarrollo
(Bauerle y Rahmann, 1993; Toyoda y Uematsu, 1994), aunque generalmente
restringidos a regiones concretas como el diencéfalo (Corujo y Anadon, 1990), el
hipotdlamo, (Naito y cols., 1993), la retina (Omura y Oguri, 1993), el techo dptico
(Sharma, 1975; Raymond y Easter, 1983; Raymond y cols., 1983; Mansour-Robaey y
Pinganaud, 1990), el cerebelo (Pouwels, 1978a,b,c,d), el tronco del encéfalo y la
médula espinal (Leghissa, 1942) o el area octavolateral (Kortje y cols, 1991) de

especies particulares.

Ademas de los estudios citoarquitectonicos utilizando técnicas morfologicas
clasicas, se ha estudiado la distribucion de diferentes sustancias neuroactivas en el
Sistema Nervioso Central adulto de distintas especies de peces. Asi, existen datos
acerca de la localizacion de sustancia P (Sharma y cols., 1989; Vecino y cols., 1989;
Alonso y cols., 1990; Vecino y Sharma, 1992; Weld y Maler, 1992), encefalinas
(Reaves y Hayward, 1979; Vecino y cols., 1992), somatostatina (Sas y Maler, 1991;
Zupanc y cols., 1991; Stroh y Zupanc, 1993), galanina (Holmqvist y Ekstrom, 1991;
Yamamoto y cols., 1992; Power y cols., 1996), sintasa del 6xido nitrico y NADPH-
diaforasa (Schober y cols., 1993; Holmqvist y cols., 1994; Ostholm y cols., 1994;
Arévalo y cols., 1995a; Briining y cols., 1995; Turner y Moroz, 1995; Villani y
Guarnieri, 1995a,b; Anken y Rahmann, 1996; Jansen y Enger, 1996b; Pérez y cols.,
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1996), colin acetiltransferasa (Ekstrom, 1987; Brantley y Bass, 1988; Zottoli y cols.,
1988), acido gamma-aminobutirico (Médina y cols., 1994; Roberts y cols., 1995),
factor liberador de gonadotropina (Amano y cols., 1991; Bailhache y cols., 1994;
Kudo y cols., 1994; Montero y cols., 1994; Parhar e lwata, 1994; Kim y cols., 1995;
Yamamoto y cols., 1995), oxitocina (Maejima y cols., 1994), aromatasa (Gelinas y
Callard, 1993), vasotocina e isotocina (Van den Dungen y cols., 1982; Holmqvist y
Ekstrom, 1991), serotonina (Van Veen y cols., 1984; Ekstrom y Ebbesson, 1989,
Johnston y cols., 1990; Ekstrom, 1994), dopamina (Meek y cols., 1989; Roberts y
cols., 1989; Ekstrom y cols., 1990; Holmqvist y Ekstrdm, 1995), noradrenalina
(Ekstrom y cols., 1986; Meek y cols., 1993), tirosina hidroxilasa (Hornby y cols.,
1987; Alonso y cols., 1989a; Hornby y Piekut, 1990; Ekstrom y cols., 1992; Meek y
Joosten, 1993; Ma, 1994), péptido intestinal vasoactivo (Alonso y cols., 1989b,
1990), neuropéptido Y (Vecino y Ekstrom, 1990; Pickavance y cols., 1992; Vallarino
y cols., 1995), glutamato (Wang y Maler, 1994), factor liberador de tirotropina (Matz
y Takahashi, 1994), e histamina (Ekstrom y cols., 1995).

Son mucho menos numerosos los estudios inmunocitoquimicos realizados en
diferentes estadios del desarrollo de peces teledsteos: existen datos sobre la
distribucion de serotonina (Van Veen y cols., 1984; Ekstrom y cols., 1985; Bolliet y
Ali, 1992), factor liberador de gonadotropina (Chiba y cols., 1994; Parhar y cols.,
1995), sustancia P (Vecino y Sharma, 1992), somatostatina (Becerra y cols., 1995),
acido gamma-aminobutirico (Sandell y cols., 1994; Ekstrom y Ohlin, 1995),
dopamina (Ekstrém y cols., 1992; Giorgi y cols., 1994) y tirosina hidroxilasa (Manso
y cols., 1993; Becerra y cols., 1994a). Por tanto, nuevos estudios con diferentes
marcadores inmunocitoquimicos pueden ofrecer nuevos datos acerca de los procesos,
aun no bien conocidos, que transcurren durante la morfogénesis del Sistema Nervioso

Central de teledsteos.

Existen estudios detallados sobre la distribucién de calbindina D-28k,

parvalbumina y calretinina en el Sistema Nervioso Central de animales tetrdpodos,
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tanto en adultos (Baimbridge y cols., 1982; Garcia-Segura y cols., 1984; Celio, 1990;
Arai y cols., 1991; Jacobowitz y Winsky, 1991; Rogers y Résibois, 1992; Andressen
y cols., 1993; Kishimoto y cols., 1993; Martinez-Guijarro y cols., 1994; Ren y Ruda,
1994; Bastianelli y cols., 1995a,b) como durante la ontogenia (Enderlin y cols., 1987;
Solbach y Celio, 1991; Alcantara y cols., 1993; Bastianelli y Pochet, 1993; Abbot y
Jacobowitz, 1995). En cambio, son escasos los trabajos realizados en peces
(Dechesne y cols., 1988; Denizot y cols., 1988; Losier y Matsubara, 1990; Miguel-
Hidalgo y cols., 1991; Alonso y cols., 1992; Sanna y cols., 1993a; Brifion y cols.,
1994; Arévalo y cols., 1995b; Djebar y cols., 1995) y éstos se limitan al estudio de la
distribucion de dichas proteinas en regiones determinadas del encéfalo de animales
adultos. En nuestra revision bibliografica solo hemos encontrado un trabajo acerca de
la distribucion de estas proteinas a lo largo de la ontogenia del Sistema Nervioso de
teledsteos, que describe la distribucion de calbindina D-28k durante el desarrollo de

la retina (Vecino y cols., 1993).

Las proteinas ligantes de calcio son marcadores inmunocitoquimicos tempranos
en el desarrollo del Sistema Nervioso de los mamiferos (Enderlin y cols., 1987;
Solbach y Celio, 1991) que permiten observar con detalle las caracteristicas
morfoldgicas de las células positivas. Por tanto, el estudio de la distribucion de
calbindina D-28k, parvalbumina y calretinina puede ser de gran ayuda en la
comprension de los procesos que transcurren durante la diferenciacion del Sistema
Nervioso Central de peces teledsteos, asi como aportar nuevos datos acerca de la

estructura de los diferentes nlcleos y regiones que lo componen.

Durante los Gltimos afios, una de las lineas de investigacion desarrolladas en la
Unidad de Biologia Celular del Departamento de Biologia Celular y Patologia ha sido
el estudio de la localizacién de diferentes proteinas ligantes de calcio en el Sistema
Nervioso Central de vertebrados anamniotas (Ibafiez, 1990; Weruaga, 1991; Brifion y
cols., 1994; Arévalo y cols., 1995b) y amniotas (Alonso y cols., 1992, 1993, 1995;

Brifion y cols., 1992). Por otra parte, desde hace més de una década se han realizado
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numerosos estudios concernientes a la citoarquitectura (Lara y cols., 1983, 1990,
1995; Alonso, 1987; Alonso y cols., 1987, 1988, Arévalo y cols., 1991, 1992; Brifion
y cols., 1993; Ldpez, 1996) y quimioarquitectura (Alonso y cols., 1989a,b, 1990,
1992; Arévalo y cols., 1995a; Velasco y cols., 1995) del Sistema Nervioso Central de

teledsteos adultos.

Combinando ambas lineas de investigacion, abordamos en el presente trabajo el
estudio de la distribucion de tres proteinas ligantes de calcio, calbindina D-28k,
parvalbumina y calretinina en diferentes estadios del desarrollo del Sistema Nervioso
Central de la trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) durante la pre-

y posteclosion, con los siguientes objetivos:

1) Determinar el momento de inicio de la expresion de las tres proteinas ligantes
de calcio en las principales divisiones y nucleos del Sistema Nervioso Central de

dicho animal.

2) Analizar el patron de evolucion espacio-temporal de la expresion de dichas

proteinas, a lo largo de la ontogenia del Sistema Nervioso Central.

3) Comparar nuestros resultados con los ya existentes sobre la distribucion de
proteinas ligantes de calcio durante la ontogenia del Sistema Nervioso Central de
mamiferos, asi como con los datos conocidos acerca de la distribucion de otras

sustancias neuroactivas durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central de peces.

4) Aportar nuevos datos acerca de la formacién y constitucion
citoarquitecténica de los diferentes nicleos que constituyen el Sistema Nervioso
Central de la trucha arco iris, desde su aparicion hasta su desarrollo final en el animal

adulto.
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MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL

Para la realizacion de este trabajo hemos empleado como animal de
experimentacion la trucha arco iris, Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792). Los
ejemplares utilizados se obtuvieron en una piscifactoria gestionada por la Junta de
Castilla y Leon, sita en el rio Tormes a su paso por el término municipal de

Galisancho (Salamanca).

La trucha arco iris es un animal oviparo en el que la fecundacion es externa. Al
tratarse de un animal ectotermo o poiquilotermo, cuya temperatura corporal depende
de las condiciones de temperatura del medio en el que vive, la tasa de desarrollo de la
trucha arco iris aumenta linealmente con la temperatura tras superar un umbral bajo el
cual el desarrollo no se produce y hasta llegar a un maximo en el que se detiene. Asi,
la duracion del desarrollo es inversamente proporcional a la temperatura del agua en
la que se depositaron los huevos fecundados. Por ello, para definir los estadios de
desarrollo en las etapas de vida embrionaria no podemos referirnos a una escala de
tiempo, sino que utilizamos una combinacion de tiempo y temperatura denominada

tiempo fisioldgico, cuyas unidades son los grados-dia (*-dia).

En nuestro estudio hemos considerado y analizado los siguientes estadios del

desarrollo:
- Embrion: Desde la fecundacion del huevo hasta la eclosion.

- Alevin: Desde la eclosion hasta que, tras la reabsorcién del saco vitelino,

adquieren una morfologia corporal similar a la del adulto.

- Juvenil: Animales con la misma morfologia corporal del adulto pero

inmaduros sexualmente.

- Adulto: A partir de la madurez sexual.
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Los huevos fecundados obtenidos en la piscifactoria mediante fertilizacion
artificial se trasladaron al laboratorio, donde fueron mantenidos en acuarios de 25 |
con agua no clorada en circulacion continua y aireacion forzada, dentro de una
camara isotérmica a temperatura constante de 5°C, y en un ciclo de iluminacién 12 h
luz: 12 h oscuridad. En estas condiciones los huevos eclosionaron en un periodo que
oscild entre los 370-410°-dia, y la reabsorcién completa del saco vitelino se produjo
entre los 25 y 35 dias después de la eclosion. Los alevines se alimentaron diariamente

con pienso enriquecido (Tetra MikroMin).

Los individuos juveniles y adultos fueron obtenidos directamente de la
piscifactoria, trasladados al laboratorio y mantenidos en acuarios con agua no clorada

y aireacion forzada a temperatura constante de 5°C hasta su procesado.
Los grupos de edad y numero de ejemplares utilizados fueron los siguientes:

- Embriones de 50, 100, 150, 200, 250, 300, y 350°-dia: 13 ejemplares de cada

grupo de edad.

- Alevines reciéen eclosionados, de 2, 6, 15, 21, y 30 dias post-eclosion: 10

ejemplares de cada grupo de edad.

- Juveniles de 3 meses, juveniles de 6 meses, juveniles de 1 afio, adultos de 3

afios: 6 ejemplares de cada grupo de edad.
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METODOS
FIJACION

Todos los animales fueron anestesiados en metanosulfonato de tricaina (MS-
222, Sigma) al 0.03% en agua. Posteriormente, fueron fijados utilizando una mezcla
de paraformaldehido al 4% y &cido picrico saturado al 15% en tampdn fosfato 0.1 M,

pH 7.4.
El protocolo para la preparacion de un litro de fijador fue el siguiente:

- Calentar 350 ml de agua destilada hasta 85-900C vy disolver en ella 40 g de
paraformaldehido. Si la solucion no es transparente, afiadir unas gotas de NaOH 0.1

N.

- Enfriar la solucién lo mas rapidamente posible, con hielo alrededor del

recipiente.

- Afadir 150 ml de acido picrico saturado (20 g de &cido picrico en 500 ml de

agua destilada, calentar hasta 500C y dejar reposar).
- Filtrar la solucion (es preferible filtrar los componentes por separado).

- Afadir 500 ml de tampdn fosfato 0.2 M, pH 7.4. Para corregir el pH afadir

NaOH si se necesita alcalinizar o NaH2PO4 si se necesita acidificar.

Los embriones y alevines, por su pequefio tamafio, fueron fijados mediante
inmersion en la mezcla fijadora durante tiempos que oscilaron de 1 a 10 horas
dependiendo del tamafio del animal. Los ejemplares juveniles y adultos se
perfundieron por via intracardiaca, lavando en primer lugar el arbol vascular con una
solucion salina (NaCl al 0.63% en agua destilada) con 5 U.l./ml de heparina para
evitar la formacién de coagulos. A continuacion se introdujo el fijador por la misma

via en volumen variable en funcion del tamafio del animal (la cantidad utilizada vario
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entre 50 y 150 ml). Tras la perfusion se extrajo el cerebro y se postfijo en la misma

solucion fijadora durante 4-6 h.

CORTE

Los ejemplares de edades superiores a los 2000-dia, tras finalizar el proceso de
fijacion, se lavaron en tampoén fosfato 0.1 M pH 7.4 y se crioprotegieron en una
solucion de sacarosa al 30% previamente a su corte. En el caso de embriones,
alevines y juveniles de hasta seis meses de edad se realizaron secciones de la cabeza

completa, y sélo de los encéfalos en los ejemplares de més edad.

Tras su crioproteccion, las piezas se congelaron rapidamente en nitrogeno
liquido, evitando el contacto directo entre el nitrégeno y la muestra, y se cortaron en
un criostato a una temperatura constante de -259C. Se realizaron secciones coronales,
sagitales y horizontales de 10 a 30 um de espesor, que fueron recogidas sobre
portaobjetos doblemente gelatinizados. Las secciones se secaron a temperatura

ambiente y fueron almacenadas a -800C hasta su procesado.

PROCESAMIENTO DE EMBRIONES IN TOTO

Debido a su escaso tamario, los ejemplares de menor edad (embriones de 50 a
2000-dia) son atravesados facilmente por la luz, por lo que fueron utilizados para la
realizacion de preparaciones inmunocitoquimicas in toto. Para ello, estos ejemplares
se lavaron en tampon fosfato 0.1 M pH 7.4, y fueron mantenidos en una solucién de
glicerol al 30% vy polietilenglicol al 30% en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 a -80°C

hasta su procesado.
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TECNICA INMUNOCITOQUiMICA EN SECCIONES DE TEJIDO

Las secciones recogidas sobre portaobjetos se lavaron tres veces, a intervalos de
15 minutos, en tampodn fosfato 0.1 M, pH 7.4 a temperatura ambiente, para eliminar
los restos de fijador, y se procesaron siguiendo la técnica inmunocitoquimica de la

avidina-biotina-peroxidasa.

El protocolo que se siguio para llevar a cabo dicha técnica fue el siguiente:

1) Lavado de las secciones en metanol con un 10% de H202 durante 15 minutos

para inhibir las peroxidasas endogenas.

2) Lavado de las secciones tres veces, a intervalos de 15 minutos, en tampdn

fosfato 0.1 M, pH 7.4.

3) Incubacion en el primer anticuerpo (anti-calbindina D-28k, anti-
parvalbimina o anti-calretinina) durante tres dias a 40C en camara himeda. El
anticuerpo se utiliz6 a una dilucion de 1:1000 en el caso de anti-calbindina y anti-
parvalbumina, y a una dilucion de 1:20000 en el caso de anti-calretinina. En los tres
casos el anticuerpo se disuelve en tampon fosfato 0.1 M (pH 7.4); a esta solucién se
afiadié un 10% de suero fetal de ternera (Vector) para los anticuerpos anti-calbindina
y anti-parvalbumina, y un 5% de suero normal de cabra (Vector) para el anticuerpo
anti-calretinina. EI medio de incubacion contenia, ademas, un 0.05% de Triton X-100

(Panreac) para favorecer la penetracion de los anticuerpos.

4) Lavado en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 tres veces, con un intervalo de 10

minutos entre cada lavado.

5) Incubacion en el segundo anticuerpo. Se empled inmunoglobulina G anti-
raton biotinilada de caballo (Vector) para anti-calbindina y anti-parvalbumina, e
inmunoglobulina G anti-conejo biotinilada de cabra (Vector) para anti-calretinina; en
todos los casos a una concentracion de 1:200 en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4,

durante 90 minutos, a temperatura ambiente en camara humeda.



Material y Métodos - 7 -

6) Lavado de las secciones dos veces con un intervalo de 5 minutos entre uno y

otro, en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4.

7) Incubacion en el complejo avidina-peroxidasa (Vector) durante 2 horas a
temperatura ambiente en camara humeda. ElI complejo se mantuvo durante 30
minutos a 49C en oscuridad antes de su uso y se utilizd a una concentracién de 1:225

en tampodn fosfato 0.1 M, pH 7.4.

8) Lavado de las secciones dos veces. El primero de los lavados se realizo en

tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 y el segundo en tampon Tris-HCI 0.1 M, pH 7.6.

9) El revelado de la peroxidasa se efectu6 con una solucion de

3,3’diaminobencidina (Sigma) al 0.05% en tampoén Tris-HCI 0.2 M, pH 7.6, con un
0.003% de H202.

La observacion de las secciones al microscopio éptico permite decidir en que
momento detener la reaccion. Una vez alcanzado el grado de tincion deseado, se
interrumpid rapidamente el revelado lavando las secciones con tampdn fosfato 0.1 M,

pH 7.4.

Tras el lavado, las secciones se deshidrataron en etanol en graduaciones
crecientes (700, 800, 909, 969 y 1009). A continuacion, las secciones se aclararon en

xilol y se montaron con Entellan (Merck) y cubreobjetos.

TECNICA INMUNOCITOQUIMICA IN TOTO

Los embriones empleados se lavaron tres veces, a intervalos de 10 minutos, y
otras tres veces a intervalos de 30 minutos en tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4. A
continuacion se procesaron siguiendo la técnica inmunocitoquimica de la avidina-

biotina-peroxidasa.
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En el caso de las preparaciones in toto, el protocolo utilizado es similar al
empleado para las secciones de tejido, con la diferencia de que los tiempos de
incubacion y lavado deben ser més largos, y es indispensable incluir en el tampdn un
detergente como el Triton X-100 para favorecer la penetracion de los anticuerpos. El

protocolo empleado es el siguiente:

1) Incubacion en una solucion formada por un 10% de suero fetal de ternera y
un 1% de albdmina de suero bovino en tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4, durante 12
horas a temperatura ambiente y en agitacion constante. En este y en todos los pasos
posteriores se afiadié un 1% de Triton X-100 (Panreac) a los tampones de incubacion

y lavado.

2) Incubacion en el primer anticuerpo (anti-calbindina D-28k, anti-
parvalbdmina o anti-calretinina) durante cuatro dias a 40C en agitacion constante. El
anticuerpo se utilizo en las mismas concentraciones que en el caso de las secciones de

tejido.

3) Lavado en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4 tres veces durante 10 minutos cada

una, y tres veces durante 30 minutos cada una.

4) Incubacion en el segundo anticuerpo. Se emplearon las mismas
inmunoglobulinas biotiniladas que para las secciones de tejido, en todos los casos a

una concentracién de 1:200, durante 12 horas, a 49C en agitacion constante.

5) Lavado en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4 tres veces durante 10 minutos cada

una, y tres veces durante 30 minutos cada una.

6) Incubacion en el complejo avidina-peroxidasa (Vector) durante 16 horas a
40C en agitacion constante. EI complejo se mantuvo durante 30 minutos a 49C en

oscuridad antes de su uso y se utiliz a una concentracion de 1:225.

8) Lavado de las secciones tres veces. El primero de los lavados se realizo en

tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4, y los otros dos en tampon Tris-HCI 0.1 M, pH 7.6.
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9) El revelado de las secciones se efectud6 con wuna solucion de

3,3’diaminobencidina (DAB, Sigma) al 0.05% en tampon Tris-HCI 0.2 M, pH 7.6,
con un 0.003% de H202.

Una vez finalizada la reaccién, se interrumpio rapidamente el revelado lavando
las secciones con tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4. Posteriormente, los embriones fueron
montados entre dos cubreobjetos con un 30% de glicerol en tampdn fosfato 0.1 M, pH

7.4.

CONTROLES DE LA REACCION INMUNOCITOQUIMICA

Para verificar la especificidad de la reaccion se realizaron los siguientes

controles inmunocitoquimicos:
1) Incubacion del tejido en ausencia del primer anticuerpo. No se observo reaccion.

2) Preabsorcion del primer anticuerpo con el antigeno correspondiente en una

cantidad de 100 pg/ml. No aparecio ningdn tipo de marcaje.

3) Sustitucién del segundo anticuerpo por una solucién de tampon fosfato 0.1 M, pH

7.4. La reaccion resulto negativa en todos los casos.

4) Tratamiento de las secciones exclusivamente con 3,3'diaminobencidina y agua
oxigenada para comprobar la existencia 0 no de peroxidasas enddgenas. No se

observé reaccion.

ESPECIFICIDAD DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos necesarios para la realizacion de la presente investigacion
fueron proporcionados por el profesor M. R. Celio, de la Universidad de Fribourg,

Suiza. EIl proceso seguido para la obtencidon de dichos anticuerpos, asi como las
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pruebas realizadas con el fin de asegurar su especificidad frente a la calbindina D-28k
(Celio y cols., 1990), la parvalbdmina (Celio y cols., 1988) o la calretinina (Schwaller

y cols., 1993), fueron los siguientes:

Calbindina D-28k

La calbindina D-28k utilizada como antigeno fue aislada de duodeno de pollo y
clonada en ratones de la cepa BALB/c. Mediante un test de manchas se identificaron
los clones productores de anticuerpo frente a calbindina D-28k. De los 3743 hibridos
resultantes, so6lo 25 produjeron anticuerpo contra esta proteina, siendo todos ellos

estables durante meses.

Las pruebas realizadas para comprobar su especificidad fueron las siguientes:
radioinmunoensayo, inmunohistoquimica e inmunoblot en electroforesis
bidimensional en gel. Las reacciones cruzadas con otras proteinas ligantes de calcio
han sido excluidas por radioinmunoensayo y por inmunoblot. La menor concentracion

de proteina detectable es de 10 ng de calbindina D-28k por prueba.

Dos de estos clones, el 300 y el 318, producian anticuerpo altamente reactivo
para la determinacion histoquimica de calbindina D-28k en todas las especies
estudiadas, presentando reacciones cruzadas en tejidos de las siguientes especies:

carpa, ratén, rata, conejo, mono y hombre.

Para la elaboracion de este trabajo hemos utilizado el anticuerpo monoclonal
MCcAB 300, que se une a su proteina correspondiente con una afinidad de 1.6 x 10-18
I/mol, segun fue determinado por radioinmunoensayo. Una caracteristica destacable
de este anticuerpo es que no presenta en ningun caso reaccidon cruzada con

anticuerpos frente a calretinina.
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Parvalbumina

Para la obtencion de anticuerpos contra parvalbimina, la proteina fue aislada de
musculo de carpa y clonada en la misma cepa de ratones utilizada para el caso de la
calbindina D-28Kk. Los cultivos productores de dicho anticuerpo frente a parvalbumina
se seleccionaron, igual que se hizo con los clones productores de anticuerpo frente a
calbindina D-28k, por medio de un test de manchas. En este caso, 30 de los 2600
hibridos totales producian anticuerpos contra parvalbumina. Todos eran estables

durante meses.

Con el fin de verificar la especificidad de los anticuerpos se emplearon las
mismas pruebas que las efectuadas para la calbindina D-28k: radioinmunoensayo,
inmunohistoquimica e inmunoblot en electroforesis bidimensional en SDS-gel.
Mediante radioinmunoensayo y test de manchas se excluyeron reacciones cruzadas
con otras proteinas ligantes de calcio. La menor concentracion detectable de proteina
coincide con la obtenida en el caso de la calbindina D-28k, 10 ng de parvalbumina
por ensayo. Los anticuerpos 235, 239 y 267 presentan reacciones cruzadas en las

siguientes especies: carpa, raton, rata, mono y hombre.

Entre estos, el anticuerpo monoclonal McAb 235, utilizado por nosotros, es el
que posee un mayor fndice de afinidad, 7.9 x 10-12 I/mol. Este anticuerpo reconoce

un determinante comdn en carpa, rata, raton, mono y hombre.

Calretinina

Para la obtencion del anticuerpo contra calretinina se utilizd la proteina
recombinante humana obtenida de lisados de Escherichia coli. Tras ser purificada, se
inyectaron 20 g de proteina purificada en conejos para la produccion de anticuerpos
policlonales contra calretinina siguiendo el procedimiento descrito por Schwaller y

cols. (1993). La especificidad del anticuerpo obtenido se comprobd mediante



Material y Métodos - 12 -

inmunoblot en SDS-gel de extractos proteicos obtenidos de homogenados de cerebro
de mono, rata, pollo y pez; y mediante pruebas de inmunoabsorcion en secciones de
cerebro de mono y rata. Incubando con una mezcla de anticuerpos contra calbindina
D-28k y calretinina en inmunoblots de las fracciones proteicas indicadas
anteriormente se concluye que este anticuerpo no presenta reacciones cruzadas con

calbindina D-28k en ninguna de las especies ensayadas.

TINCIONES HISTOLOGICAS BASICAS

Con el fin de localizar las estructuras encefalicas en los distintos estadios de
desarrollo, realizamos una tincién de Nissl, con la que se marcan de manera muy
evidente los cuerpos celulares, y que por tanto permite una buena diferenciacion de
las distintas regiones del Sistema Nervioso. Para ello, un ejemplar de cada grupo de
edad se corto en criostato y las secciones se recogieron en portaobjetos gelatinizados.
Estas secciones se mantuvieron durante diez dias en una solucion de formalina al
10%, efectuandose cambios del fijador cada tres dias. Posteriormente se lavaron las
secciones en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4 y se dejaron secar. Una vez secas, Se
mantuvieron los cortes en una mezcla de cloroformo-etanol (1:1), durante una hora
para eliminar los lipidos. Posteriormente se hidrataron las secciones en etanol en
graduaciones decrecientes (1000, 700, 500) y finalmente en agua destilada. A
continuacion se sumergieron en una solucién de tionina al 0.25% en una mezcla de
agua destilada (76.4%), acido acético 1 M (20%) y NaOH 1 M (3.6%), durante 15
segundos. Tras ello se lavaron sucesivas veces en agua destilada, se deshidrataron en
etanol en graduaciones crecientes (700, 800, 900, 960 con cinco gotas de acético
glacial, 960 y 1000). Finalmente, las secciones se aclararon en xilol y se montaron

con Entellan (Merck) y cubreobjetos.
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DOCUMENTACION

Los mapas del Sistema Nervioso Central se dibujaron mediante una camara
clara acoplada a un microscopio Zeiss; y los esquemas definitivos, indicando la
distribucion de los elementos positivos a cada una de las proteinas ligantes de calcio
en las diferentes regiones, se realizaron con el programa informéatico CANVASTM
3.0.6. (Deneba Software), en un ordenador Macintosh Centris 660AV (Apple

Computer Inc.).

Las fotografias se tomaron en fotomicroscopios Zeiss Il y Axiophot (Zeiss) con

peliculas T-Max y Technical Pan (Kodak).
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RESULTADOS
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A) DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS
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DESCRIPCION GENERAL DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LA
TRUCHA ARCO IRIS

Telencéfalo

El telencéfalo de la trucha arco iris esta constituido por los bulbos olfatorios y
los hemisferios telencefalicos. El bulbo olfatorio se desarrolla como una estructura
laminar en la que podemos distinguir cuatro capas: capa de las fibras del nervio
olfatorio, capa glomerular, capa plexiforme y capa de los granos. En los hemisferios
telencefalicos de la trucha no se definen nucleos, pero podemos distinguir distintas
areas: dorsodorsal, dorsolateral, dorsomedial, ventrodorsal, ventrolateral,

ventroventral y ventrosupracomisural.

Diencéfalo

El dienceéfalo puede subdividirse en una serie de regiones que son: area
predptica, pretectum, epitdlamo, talamo, hipotalamo y sinencéfalo. Dentro del area
predptica aparecen una serie de nucleos de localizacion periventricular que son el
nucleo predptico periventricular, el ndcleo predptico y el nucleo anterior
periventricular. En el pretectum se localizan el area pretectal, el nicleo geniculado
lateral, el nucleo pretectal y el niucleo rotundo. El epitdlamo estd constituido por la

habénula.

Dentro del tdlamo podemos distinguir el talamo dorsal, con los nucleos
dorsolateral y dorsomedial, el talamo ventral con los nucleos ventrolateral y
ventromedial, y el tubérculo posterior, en el que aparecen el nacleo glomeruloso, el

nucleo mamilar y el ndcleo difuso del torus lateralis.
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Dentro del hipotdlamo se localizan los nucleos anterior, lateral y posterior del
taber, el nucleo posterior periventricular, el nicleo difuso del 16bulo inferior, y los
nucleos del receso lateral y del receso posterior. Por ultimo, el sinencéfalo de la trucha
arco iris se encuentra constituido por el nucleo del fasciculo longitudinal medial y la

comisura posterior.

Mesencéfalo

Dentro del mesencéfalo podemos distinguir el techo dptico y el tegmentum
mesencefalico. El techo Optico es una estructura laminar con seis estratos
diferenciables, que del mas interno al més externo son: periventricular, blanco central,
gris central, fibroso y gris superficial, 6ptico y marginal. Uniendo los dos hemitechos

aparece el torus longitudinalis.

El tegmentum mesencefalico se sitda ventralmente al techo éptico por debajo del
ventriculo mesencefalico. En la region mas lateral se sitta el torus semicircularis, en
la base del ventriculo mesencefalico. En las zonas mediales mas rostrales se sittan los
nucleos de los nervios oculomotor y troclear, y méas lateralmente el nucleo rojo. Méas
caudalmente se localiza el nucleo lateral de la valvula que hace intrusion hacia el
ventriculo mesencefalico. En toda la extension del tegmentum aparecen neuronas de
gran tamafo que constituyen el ndcleo reticular mesencefalico-tegmental. En las
porciones mas caudales, junto a la linea media del tegmentum, se dispone el nucleo

interpeduncular.

Metencéfalo

El metencéfalo de los teledsteos esta constituido por tres porciones: valvula del
cerebelo, que se introduce rostralmente dentro del ventriculo mesencefalico, cuerpo

del cerebelo y l6bulo vestibulolateral. En la porcion lateral de éste Gltimo se diferencia
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la eminencia granular. En las tres regiones, el metencéfalo presenta una
citoarquitectura laminar, pudiendo diferenciarse tres capas, cuya disposicion de mas
externa a mas interna en el cuerpo del cerebelo y el 16bulo vestibulolateral, y al
contrario en la valvula del cerebelo, es: capa molecular, capa de las células de

Purkinje y capa de los granos.

Mielencéfalo

Dentro del mielencéfalo se sitian la mayoria de los nacleos de los pares
craneales. Asi, en esta region aparecen en progresion rostrocaudal el nicleo del nervio
trigémino, el ndcleo del nervio abducens, el nucleo del nervio facial, el nlcleo del
nervio octavo o vestibuloacustico, el nucleo del nervio glosofaringeo, y el nucleo del

nervio vago.

En el mielencéfalo se localizan también los nlcleos del area octavolateral, que
ocupan las porciones dorsolaterales y que de mas rostral a mas caudal son: nucleo
intermedio del area octavolateral, nicleo vestibular magnocelular, nicleo tangencial y
nucleo vestibular descendente. En intima asociacion con todos estos ndcleos se sitdan
las células de Mauthner, dos células de gran tamafio que se localizan junto al fasciculo
longitudinal medial, una a cada lado de la linea media. El fasciculo longitudinal

medial discurre por el mielencéfalo hacia la médula espinal.

En la zona ventromedial mas rostral se diferencia el nucleo del rafe, y
lateralmente a éste las diferentes porciones de la formacion reticular, que de més
rostral a mas caudal son: ndcleo reticular superior, ndcleo reticular medio y ndcleo
reticular inferior. Por ultimo, en las porciones mas caudales del mielencéfalo aparece

en posicion dorsal el nucleo del fasciculo solitario, y en la base ventral la oliva.

Medula espinal
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Dentro de la médula espinal se diferencian las astas dorsales y ventrales, asi
como los corpusculos epiteliales. Dentro de la médula aparecen ademas diferentes

sistemas fibrilares ascendentes, descendentes y comisurales.
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CALRETININA

La calretinina es la proteina ligante de calcio de mas temprana expresion durante
el desarrollo del Sistema Nervioso de la trucha arco iris. Asi, en el estadio de 150°-dia
tras la fecundacion podemos observar células inmunorreactivas en la placoda olfatoria
(fig. 34a), en el mielencéfalo (figs. 1d,e; 58a) y en la médula espinal (figs. 1f; 58a). La
expresion de calretinina puede detectarse ya desde estadios preeclosion en el
telencéfalo (figs. 2a; 35a; 36a), diencéfalo (figs. 1b,c; 37a,b; 40a; 42a; 45a) y
mesencéfalo (figs. 2c-e; 46a), mientras que en el metencéfalo se observan elementos

inmunorreactivos solamente a partir de la eclosion (figs. 3f-h; 51a).

En todos los estadios estudiados, el marcaje para calretinina dentro del Sistema
Nervioso de la trucha arco iris se observo siempre en células de estirpe neuronal. En

ningun caso podemos observar elementos gliales inmunotefiidos para calretinina.

Telencéfalo

Durante el desarrollo del telencéfalo, en su porcién anteroventral se diferencian
los bulbos olfatorios, region que recibe inervacion del nervio olfatorio constituido por
los axones de las células receptoras localizadas en el epitelio olfatorio. Los
precursores de las células receptoras, situados en la placoda olfatoria, resultan
inmunotefiidos para calretinina en el estadio de 150°-dia (fig. 34a). A partir del estadio
de 300°-dia, las celulas precursoras calretinina positivas finalizan su diferenciacion a
receptores (fig. 34b,d), enviando axones inmunotefiidos (fig. 34c) que pueden verse
alcanzando el esbozo del bulbo olfatorio en su porcion mas ventral (figs. 2a; 3a; 35a).
El ndmero de axones inmunotefiidos para calretinina va aumentando durante el
desarrollo embrionario y en los primeros estadios posteclosion. En los alevines de 6
dias de edad, estos axones se arborizan dentro del bulbo olfatorio en campos

terminales globosos o elipsoidales, los glomérulos olfatorios. Junto a este marcaje
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fibrilar, en el mismo estadio se observan células calretinina-positivas de morfologia

redondeada, sin prolongaciones marcadas, situadas junto a los glomérulos olfatorios.

El patron de marcaje glomerular para calretinina se va haciendo méas complejo a
lo largo del desarrollo. En los alevines de 15 dias (fig. 4a), 21 dias y un mes aumenta
progresivamente el numero y tamafio de glomérulos marcados. Lo mismo ocurre con
el nimero de células positivas, si bien éstas apenas aumentan su tamafio y no se

observan prolongaciones marcadas saliendo de ellas.

En los juveniles de tres meses, las aferencias positivas para calretinina en el
bulbo olfatorio se organizan en campos de glomérulos segregados topograficamente
(fig. 35b). Pueden distinguirse siete campos: anterior medial, ventral medial, dorsal
lateral, lateral, ventral posterior lateral, ventral posterior, y posterior lateral. En los
juveniles de seis meses aparecen dos nuevos campos de glomérulos: dorsal posterior
medial y dorsal posterior lateral. Las neuronas calretinina positivas se localizan en los
limites entre la capa glomerular y la plexiforme (fig. 6a), no observandose la presencia

de neuritas inmunopositivas.

En los juveniles de un afio y en los adultos se mantiene el mismo patrén de
marcaje fibrilar en la capa glomerular (figs. 9a; 35c,d). En estos estadios las células
esféricas inmunopositivas para calretinina presentan, en ocasiones, una dendrita

inmunorreactiva de escasa longitud (fig. 35e,f).

Caudalmente a los bulbos olfatorios se van desarrollando, mediante un proceso
de eversion, los hemisferios telenceféalicos. Los primeros elementos celulares
inmunotefidos para calretinina en los hemisferios telencefélicos, se observan en los
embriones de 350°-dia de edad. Se trata de celulas redondeadas localizadas en el area
ventral y junto a la linea media de separacion de los hemisferios (fig. 36a). En
alevines recién eclosionados el nimero y tamafio de las células inmunopositivas va
aumentando, y se localizan en las divisiones ventrodorsal, ventroventral vy

ventrosupracomisural del telencéfalo (figs. 3b,c; 36b). A los 6 dias después de la
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eclosion aumenta el numero de células inmunorreactivas en estas tres regiones (fig.

36¢).

A partir de 15 dias posteclosion, si bien la mayoria de las células
inmunopositivas siguen localizandose en las areas ventrodorsal y ventroventral junto
al ventriculo telencefalico (fig. 4b,c), pueden observarse algunas células
inmunopositivas a calretinina en el area ventrolateral, sobre todo en los niveles mas

caudales en los que aparece la comisura anterior.

En los juveniles de tres meses de edad, ademas del marcaje de somas neuronales,
aparece marcaje para calretinina en un tracto fibrilar que, procedente de niveles
diencefalicos, se divide en tractos de menor calibre. Dichos tractos finalmente se
resuelven en campos terminales que ocupan el area dorsomedial telencefalica (fig.
36d). EI mismo patrén de marcaje, con un ligero aumento en el nimero de células y

fibras inmunotefiidas, se observa en los juveniles de seis meses de edad (fig. 6b-d).

La distribucion de calretinina en los juveniles de un afio de edad es similar al
descrito hasta este momento, con la diferencia de que aumenta en gran medida el
namero de neuronas inmunorreactivas. Ademas la longitud de sus prolongaciones es
mucho mayor (fig. 36e). Aumenta el nimero de neuronas positivas localizadas en el
area ventrolateral. Los fasciculos de fibras inmunorreactivas estan mas intensamente

tefiidos, y la region del area dorsomedial que inervan es mucho mas amplia.

En los animales adultos el patron fibrilar es idéntico al observado en los
juveniles de un afio. Sin embargo, el patron de marcaje de somas neuronales es
diferente. EI nimero de neuronas positivas para calretinina localizadas en las regiones
ventrales periventriculares es menor, y ha aumentado en gran medida en otras
regiones, observandose somas inmunorreactivos en las porciones mas externas de las
areas ventrolateral y dorsolateral telencefalicas (figs. 9b-d; 36f,g). La morfologia de

estas células es globular o piriforme, y presentan prolongaciones inmunotefiidas.
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Diencéfalo

Podemos observar marcaje para calretinina en todas las grandes divisiones en las
que se parcela el diencéfalo: area predptica, pretectum, epitdlamo, talamo, hipotalamo

y tubérculo posterior, asi como en el sinencéfalo.

Dentro del diencéfalo, los primeros elementos inmunorreactivos para calretinina
que detectamos son observados en el estadio de 200°-dia, en los esbozos del tadlamo
(figs. 1c; 40a) y del area predptica (figs. 1b; 37a,b). Se trata de células redondeadas,
débilmente tefiidas y que no presentan prolongaciones marcadas. En el siguiente
estadio estudiado, 250°-dia, ademas de las células anteriormente descritas en el area
predptica y en el talamo, observamos células inmunotefiidas de similares

caracteristicas en las regiones del hipotalamo caudal presuntivo (fig. 42a).

En el estadio de 300°-dia aparecen neuronas intensamente tefiidas en el nucleo
predptico periventricular del area preoptica (fig. 2b) y en el esbozo de la region
pretectal que limita con el techo dptico mesencefalico (fig. 2c,d). Ademas, el patron
general de marcaje se va complicando. Dentro del tdlamo, ya podemos identificar dos
grupos de neuronas localizadas a diferentes alturas, correspondientes las mas dorsales
al tdlamo dorsal y las mas ventrales al tdlamo ventral (fig. 2c,d). Dentro del
hipotdlamo, observamos neuronas inmunorreactivas para calretinina en el nucleo del
receso lateral, en el nucleo difuso del I6bulo inferior (figs. 2e; 42b) y en los nucleo
anterior y lateral del taber (fig. 2c,d). En el tubérculo posterior aparecen las primeras
neuronas inmunorreactivas en la regién mas rostral (fig. 2e). La morfologia de las
células marcadas en este estadio es generalmente redondeada, si bien algunas

presentan una morfologia ovalada con cortas prolongaciones.

A partir de los 350°-dia las células del nucleo del fasciculo longitudinal medial
son positivas para calretinina (fig. 3e). Son células de morfologia redondeada u
ovoide, y con un tamafio ligeramente mayor que las de los nucleos adyacentes y cortas

prolongaciones marcadas.
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En el siguiente estadio, el de la eclosion, el marcaje se complica, y puede
observarse un mayor numero de grupos de células inmunorreactivas. Asi, dentro del
area preoptica pueden diferenciarse neuronas esféricas con cortas prolongaciones
inmunorreactivas localizadas en el ndcleo preoptico periventricular (fig. 37¢), en el
nacleo predptico y en el nucleo anterior periventricular (figs. 3d; 37d). En el
pretectum aparece inmunorreactividad para calretinina en el esbozo del ndcleo
geniculado lateral y del nucleo rotundo (fig. 3d,e). En ambos casos las células
positivas estan débilmente tefiidas, y se agrupan en masas circulares muy

apelotonadas.

Dentro del tdlamo dorsal se observan células inmunorreactivas de morfologia
fusiforme, monopolares, situadas junto al suelo del ventriculo, y con dendritas
orientadas en direccion ventrolateral. En el tdlamo ventral se observa un grupo de
células inmunorreactivas con caracteristicas similares, si bien la orientacién de los

somas y sus neuritas es perpendicular al eje dorsoventral del diencéfalo (figs. 3e; 40b).

También la estructura del hipotdlamo se hace mas compleja, y van apareciendo
una serie de nucleos en sucesion rostrocaudal en los que observamos células
inmunotefiidas para calretinina. Resultan inmunopositivas algunas células
redondeadas indiferenciadas en el nucleo posterior periventricular (fig. 3e), y més
ventralmente en los nucleos anterior y lateral del tuber (figs. 3d,e; 43a). Mas
caudalmente dentro del hipotdlamo aparecen células con una mayor intensidad de
tincion y que presentan cortas prolongaciones marcadas, orientadas en direccion
perpendicular a los recesos ventriculares hipotalamicos. Este tipo de ceélulas lo
observamos en el nucleo posterior del tuber (fig. 43b), en los nucleos del receso lateral
y del receso posterior (figs. 3e; 42¢), asi como en el ndcleo difuso del 16bulo inferior
(fig. 3f). En la region del tubérculo posterior se observan celulas esféricas en los

esbozos del ndcleo difuso del torus lateralis y del nicleo glomeruloso (fig. 3e).

Al llegar al estadio de 15 dias tras la eclosion el patron de marcaje en el

diencéfalo alcanza su maximo grado de complejidad. Ademas de los nucleos
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anteriormente indicados del tuber (fig. 43c,d) y tubérculo posterior (fig. 44a,b), que
presentan un grado mayor de desarrollo, distinguimos por primera vez dentro del
pretectum dos nuevos grupos celulares inmunorreactivos, pertenecientes al nucleo
pretectal y al area pretectal (figs. 4e; 38a). Ademas se observan por primera vez
células inmunotefidas, esféricas y sin prolongaciones en el complejo habenular del
epitallamo (figs. 4d; 39a). Dentro del talamo observamos cuatro grupos
individualizados de células calretinina positivas situadas en los nacleos dorsomedial,
dorsolateral, ventromedial y ventrolateral del talamo (figs. 4e,f; 40c,d). Estas neuronas
talamicas tienen morfologia piriforme y presentan cortas prolongaciones marcadas.
Ademas, podemos distinguir algunas células esféricas, sin prolongaciones marcadas,
en el nucleo mamilar del tubérculo posterior. En el nucleo del fasciculo longitudinal
medial del sinencéfalo las neuronas inmunorreactivas son elipticas y de mayor talla
que las de regiones adyacentes, y sobre ellas pueden observarse en ocasiones

terminales positivos para calretinina (figs. 4f; 49c).

En las etapas siguientes, las células inmunorreactivas para calretinina en el
diencéfalo van diferenciandose progresivamente a lo largo de los estadios juveniles
(figs. 6e-g; 7; 9d-f; 10; 11) adquiriendo el patrén de inmunotincion que reflejamos a

continuacion.

Dentro del area preoptica, todas las células positivas son ovoides, monopolares y
con sus prolongaciones dispuestas perpendicularmente a la pared ventricular. EI grupo
mas numeroso se localiza en la region del nucleo predptico periventricular (figs. 6d,;
9d), siendo las células del nlcleo predptico las que presentan dendritas inmunotefiidas
de mayor longitud (fig. 37fh). Las células presentes en el ndcleo anterior
periventricular son de un tamafio ligeramente menor que las de los otros dos nucleos

(fig. 37e,0).

En el pretectum, el marcaje de cuerpos celulares perfila y divide en dos I6bulos
al nucleo geniculado lateral, cuyo interior se encuentra inervado por un fino plexo de

fibras positivas a calretinina (figs. 6e,f; 9e; 38b-d). En niveles mas caudales del
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diencéfalo observamos inmunorreactividad en células grandes, de morfologia variada,
poligonales o fusiformes, con cortas prolongaciones marcadas, pertenecientes al
nacleo pretectal (figs. 6f,g; 9f; 10a; 38b,c,f). En el mismo nivel en que aparece el
nacleo pretectal observamos marcaje en células redondeadas monopolares y
fusiformes bipolares situadas junto a la pared del ventriculo mesencefalico,
correspondientes al area pretectal (figs. 6g; 9f; 38e). A este mismo nivel podemos
observar un moderado marcaje en células redondeadas y terminales difusos dentro del

nacleo rotundo (figs. 6g; 7a,b; 9f; 10; 11a; 41a,d).

El talamo de la trucha arco iris presenta un marcaje muy extenso (figs. 6g; 7a;
9f; 10a,b). En la region dorsal, observamos células inmunorreactivas para calretinina
en los ndcleos dorsomedial y dorsolateral (fig. 41a-c), mas cercano este Gltimo al &rea
pretectal. Se trata de células fusiformes monopolares que dirigen sus prolongaciones
hacia el ndcleo rotundo del pretectum. En el tdlamo ventral, gran nimero de neuronas
inmunorreactivas se localizan en los ndcleos ventrolateral y ventromedial (fig. 41d).
Estas células estan intensamente tefiidas, son algo mayores que las observadas en el
talamo dorsal y se organizan en racimos desde el centro de la region talamica hasta los

limites del pretectum, rostralmente y del tubérculo posterior, caudalmente.

También se observa marcaje para calretinina en toda la extensién rostrocaudal
del hipotalamo (figs. 6g; 7; 9f; 10; 11). En sus regiones mas rostrales aparecen células
inmunorreactivas de morfologia alargada y monopolares junto a la comisura
horizontal, correspondientes a los nucleos anterior y lateral del tuber (fig. 43e). Algo
mas caudalmente, aparecen neuronas piriformes con su eje mayor y sus dendritas
orientadas perpendicularmente al eje dorsoventral del encéfalo en la region del nicleo
posterior periventricular. En los niveles en los que aparecen los recesos ventriculares
hipotaldmicos, aparecen celulas inmunotefiidas para calretinina en los nacleos que los
rodean, tanto en el nacleo posterior del taber (fig. 43f) como en los de los recesos
posterior y lateral (fig. 42d-f). Estas células inmunorreactivas se sitdan junto a la

pared de los recesos ventriculares, y presentan una Unica prolongacion dirigida en
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direccion opuesta a éstos. Por Gltimo, aparecen células de morfologias diversas,

monopolares o bipolares, dispersas por el nucleo difuso del 16bulo inferior (fig. 44e).

En el tubérculo posterior, se observa inmunotincion para calretinina en el ndcleo
glomeruloso y en el nucleo difuso del torus lateralis (figs. 7a,b 9f; 10; 11a). En el
nacleo glomeruloso vemos neuronas globulares débilmente tefiidas, rodeadas por un
fino entramado de fibras positivas (fig. 44c,d). En las regiones méas laterales del
tubérculo posterior se sitla el nacleo difuso del torus lateralis. Este ndcleo presenta,
sobre todo en las regiones de contacto con el talamo, algunas células dispersas
inmunotefiidas. Se trata de células de tamafio medio, con morfologias muy variadas
(redondeadas, poligonales, irregulares) y varias prolongaciones marcadas (fig. 44c,e).
Por ultimo, en la porcién mas caudal se sitGa el nucleo mamilar (figs. 7b; 11a), en el
que se observan gran cantidad de células esféricas, moderadamente tefiidas, sin

prolongaciones marcadas (fig. 44f).

El marcaje en el sinencéfalo aparece en las células del nucleo del fasciculo
longitudinal medial (fig. 10c). Se trata de neuronas grandes, ovoides o elipsoidales,
con una prolongacion inmunorreactiva, situadas junto al ventriculo. Ademas, podemos
observar campos terminales calretinina positivos en esta region, tanto sobre células

inmunorreactivas como sobre células negativas (fig. 49c¢,d).

La habénula epitalamica se localiza en la porcion mas dorsal del diencéfalo. El
marcaje, que en esta region aparece a los 15 dias después de la eclosion (figs. 4d,;
39a), no sigue el patron general de aumento gradual observado en otras regiones
diencefalicas. Desde que aparece hasta el estadio de tres meses, aumenta el nimero de
elementos marcados y su intensidad de tincion (fig. 39b,c). A partir del estadio de seis
meses (fig. 6e) la intensidad de tincion y el ndmero de elementos marcados
disminuye, desapareciendo la inmunorreactividad para calretinina en la habénula del

adulto (figs. 9e; 39d).
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La retina es un derivado neural que se origina a partir de la vesicula Optica
diencefalica. Los primeros elementos inmunorreactivos para calretinina se observan
dentro de la retina en el estadio de 250°-dia. Se trata de células situadas en la region
central de la retina, localizadas por encima de la capa plexiforme interna presuntiva
(fig. 45a). Son células de morfologia redondeada con una prolongacion marcada en

direccion vitreal.

En el estadio de 300°-dia, ademas de un mayor numero de elementos
inmunorreactivos localizados por encima de la capa plexiforme interna, aparecen
algunas células ganglionares débilmente tefiidas en la region central de la retina. En el
estadio de eclosion aumenta el nimero de células ganglionares inmunorreactivas asi
como la intensidad de tincion que presentan. Las células localizadas por encima de la
capa plexiforme interna son méas abundantes y estdn mas intensamente tefiidas,
extendiéndose el marcaje a zonas algo mas alejadas de la porcién central retiniana en
relacion a lo observado en el estadio anterior. Tienen soma piriforme y un proceso
inmunorreactivo Unico que se dirige hacia la capa plexiforme interna. Estas
caracteristicas morfoldgicas, asi como su localizacion nos permiten identificarlas
como células amacrinas. Ademas aparece un denso marcaje neuropilar en la capa
plexiforme interna debido a las prolongaciones de las células amacrinas

inmunorreactivas, que se arborizan en dicha capa (fig. 45b).

En los estadios posteriores de alevin (fig. 45¢) se produce una complicacion en
el patron de marcaje, que ademas se va distribuyendo desde el centro de la retina hacia
regiones cada vez mas periféricas. Ademas de las células ganglionares y de las
amacrinas, aparecen células bipolares inmunorreactivas con su soma localizado en la

capa nuclear interna.

En los juveniles de tres y seis meses, el patron apenas muestra diferencias con el
descrito para los alevines. Numerosas células ganglionares resultan débilmente
marcadas para calretinina. Ademas observamos inmunorreactividad en células

bipolares localizadas en el seno de la capa nuclear interna, justo por debajo de la capa
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plexiforme externa, asi como en células amacrinas con prolongaciones dirigidas hacia
la capa plexiforme interna, donde estas prolongaciones se arborizan en un denso plexo

de prolongaciones inmunorreactivas para calretinina (fig. 45d).

Mesencéfalo

Tras los procesos de morfogénesis cerebral, el mesencéfalo embrionario daréa
lugar a dos regiones diferenciadas en el encéfalo de la trucha arco iris: el techo optico

y el tegmentum mesencefalico.

El techo Optico recibe, entre otras, aferencias retinianas a través del nervio
dptico que estad constituido por los axones de las células ganglionares de la retina.
Estas neuronas, como hemos descrito anteriormente, presentan inmunorreactividad
para calretinina en el estadio de 300°-dia (fig. 45b). En el mismo estadio de desarrollo
observamos células positivas en el limite del techo 6ptico con la region del pretectum
del diencéfalo (figs. 2c-e; 46a). Desde el estadio de eclosion, axones débilmente
tefiidos para calretinina pueden observarse en el nervio y tracto dptico (fig. 46e).
Ademaés aumenta el numero de células positivas para calretinina en la region germinal.
En la zona blanca externa aparecen algunas fibras positivas para calretinina en la zona
ventral, junto con algunas células esféricas de pequefio tamarfio (figs. 3d-g; 46b). Los

animales de 6 dias de edad presentan un patron de marcaje similar.

A los 15 dias, el techo éptico de la trucha ha complicado su laminacion. A partir
de la zona blanca externa se desarrolla un estrato éptico, en el que podemos observar
la presencia de fibras inmunorreactivas para calretinina, y un estrato marginal que
carece de ellas (figs. 4d,g; 46¢). Las fibras marcadas se localizan en el tercio mas
anterior de la extension rostrocaudal del techo dptico (fig. 4d,f). En este estadio las
células inmunorreactivas son muy abundantes en el estrato periventricular (figs. 4d-g;

5a,b; 46¢).
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Gradualmente la laminacion del techo dptico va haciéndose cada vez mas
compleja. Al llegar al estadio de tres meses después de la eclosion aparece,
ventralmente al estrato Optico, el estrato fibroso y gris superficial. Estos dos estratos
presentan inervacion de fibras calretinina positivas en un patron bilaminar
caracteristico en la mitad anterior de la extension rostrocaudal del techo éptico (fig.
46d). El estrato periventricular disminuye su tamafio relativo respecto al total del
espesor del techo Optico, y se originan dos nuevos estratos, el gris central y el blanco
central. En éste ultimo se observan haces de fibras inmunorreactivas a calretinina
discurriendo longitudinalmente (fig. 46d). EI ndmero y tamafio de las células
inmunorreactivas en los demas estratos ha aumentado, presentando todas morfologias

ovoides, globulares o fusiformes, y no se observan en ellas prolongaciones marcadas.

En los juveniles de seis meses de edad, las células inmunorreactivas para
calretinina en el techo 6ptico muestran variaciones en su morfologia. Mientras las
células del estrato periventricular siguen presentando formas globulares sin
prolongaciones, caracteristicas de células indiferenciadas, en los otros estratos su
forma es ahusada o redondeada, orientadas tanto en direccion paralela como
perpendicular a la laminacion tectal (fig. 46f). En ocasiones pueden verse cortas
prolongaciones inmunotefiidas. El patron de aferencias calretinina positivas en los
estratos fibroso y gris superficial y Optico es mas nitido que en estadios anteriores, y
ocupa los dos tercios anteriores de la extension rostrocaudal del techo dptico (figs. 6e-

g; 7a,b).

En los juveniles de un afio de edad (fig. 47a), la laminacién del techo dptico es la
misma que en el adulto (fig. 47b). El patron de aferencias en los estratos
retinocipientes (estrato Optico, estrato fibroso y gris superficial, y estrato blanco
central) ocupa toda la extension rostrocaudal del techo optico (figs. 9e,f; 10; 11; 12a).
Las células positivas para calretinina del estrato periventricular de los juveniles de un
afio de edad aun no presentan prolongaciones marcadas. Por el contrario, las situadas

en otros estratos estan mas diferenciadas. Podemos observar células fusiformes y
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piriformes con una o dos prolongaciones cortas inmunotefiidas en todos los estratos
excepto en el marginal. En este ultimo aparecen células esféricas inmunotefiidas de
pequefio tamafio, con una corta prolongacion que se dirige hacia el estrato éptico (fig.

47c).

El patrén de marcaje en los adultos presenta variaciones con respecto al descrito
para los juveniles. Asi, las células del estrato periventricular presentan una dendrita
apical inmunotefiida (fig. 47e,f), que cruzando el espesor del techo se arboriza en el
estrato fibroso y gris superficial y en el estrato optico. Por otro lado, en los adultos no
aparecen células marcadas en el estrato marginal, aunque si observamos pequefias
células con cortas prolongaciones en la zona méas superficial del estrato optico (fig.
47d). Las aferencias positivas para calretinina muestran un patrén bilaminar
homogéneo en toda la extensién dorsoventral del techo dptico, mientras que las
aferencias al estrato blanco central se sitian predominantemente en la region dorsal

del techo optico.

Uniendo los dos hemitechos, a los 15 dias tras la eclosion, se empieza a
desarrollar el torus longitudinalis (fig. 4e-g). En este estadio y en todos los siguientes
hasta el estado adulto se observan dentro de €l pequefias neuronas inmunorreactivas

con prolongaciones paralelas al eje rostrocaudal de la estructura.

La otra region que constituye el mesencéfalo de la trucha arco iris es el
tegmentum mesencefalico. No observamos marcaje en neuronas de ninguno de los
pares craneales que se sitlan en esta region, el nacleo del nervio oculomotor y el
nacleo del nervio troclear en ninguno de los estadios analizados. Los primeros
elementos inmunorreactivos para calretinina detectados en el tegmentum aparecieron
a los 300°dia. Se trata de células indiferenciadas situadas en los territorios
presuntivos del torus semicircularis y del nucleo reticular mesencefalico-tegmental

(fig. 2e).
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En el estadio de eclosion se observan los esbozos de la mayoria de las
estructuras tegmentales que resultaron ser positivas para calretinina durante el
desarrollo. Asi, aparece marcaje en el torus semicircularis (figs. 3e; 50b), ndcleo
lateral de la valvula (figs. 3f; 50a), nucleo interpeduncular (figs. 3f; 48a), y nucleo
reticular mesencefalico-tegmental (figs. 3f; 50b). A los 15 dias tras la eclosion
podemos distinguir algunas células esféricas positivas rodeadas de terminales
marcados para calretinina en el nicleo rojo (figs. 4g; 49c). Todas las estructuras
tegmentales mencionadas anteriormente van aumentando su volumen hasta alcanzar el

patron adulto (figs. 7; 10; 11), que describiremos a continuacion.

Las dos porciones del tegmentum mas proximas al ventriculo son el torus
semicircularis, situado mas lateralmente, y el nucleo lateral de la valvula, medial a la
region anterior. En el torus semicircularis (figs. 7; 10b,c; 11) observamos la presencia
junto al ventriculo mesencefalico de células esféricas o fusiformes, pequefias y
monopolares, con sus prolongaciones dirigidas ventralmente (fig. 50f), asi como otras
de morfologia ovoide situadas entre fasciculos negativos a calretinina (fig. 50g). En el
nacleo lateral de la vélvula (figs. 7c; 11b,c), aparecen gran cantidad de neuronas
inmunorreactivas para calretinina. Se trata de células esféricas y de pequefio tamafio y
en las que no pueden observarse prolongaciones inmunopositivas (fig. 50e). La
morfologia y distribucion de estas neuronas se mantiene constante a lo largo del
desarrollo, observandose tan sélo un gradual aumento en su tamafio hasta alcanzar el

estado adulto.

Mas ventralmente se sitia el nucleo reticular mesencefalico-tegmental y el
nacleo rojo. En el nucleo reticular mesencefalico-tegmental, en los estadios de alevin,
observamos células esféricas o piriformes positivas a calretinina (fig. 50c), que van
aumentando en estos estadios progresivamente su tamafio y numero, asi como la
longitud de sus prolongaciones. En los estadios juveniles (fig. 7c) y en el adulto (fig.
11b,c), el ndcleo esta formado por neuronas grandes, ovoides o poligonales

distribuidas por una amplia region del nucleo (fig. 50d). En el ndcleo rojo (figs. 7a,b;
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11a) observamos la llegada de terminales calretinina positivos que realizan contactos

tanto con células positivas como con otras negativas para calretinina (fig. 49c,d).

En la region més ventral del tegmentum y junto a la linea media se localiza el
nucleo interpeduncular, dividido en dos porciones, una ventral y otra dorsal. En ambas
porciones se observan a partir del estadio de eclosion células inmunorreactivas para
calretinina, esféricas y pequefias, asi como terminales inmunopositivos (fig. 48a). En
este nucleo el patron de evolucion temporal de la inmunorreactividad para calretinina
es diferente. En los estadios de alevin el nimero de células marcadas va aumentando
progresivamente (figs. 3f; 5b; 48b,c), pero al llegar al desarrollo juvenil se produce un
descenso progresivo en el nimero de células y fibras marcadas, que se sitdan en la
region periférica del ndcleo interpeduncular en los animales de uno, tres y seis meses
(figs. 7c; 48d). En el estadio de un afo las células positivas a calretinina son muy
pocas y se localizan en los limites externos del nucleo interpeduncular (fig. 48e). Por
ultimo, no se observa inmunorreactividad ni en cuerpos celulares ni en fibras en el

ndcleo interpeduncular del adulto (figs. 11c; 48f).

Metencéfalo

La placa cerebelar metenceféalica no presenta ningun marcaje para calretinina
durante los estadios embrionarios. El primer estadio en el que se observan elementos
inmunorreactivos para calretinina es el de eclosién (fig. 3f-h). Asi, observamos la
presencia de un tracto de fibras positivas a calretinina que, penetrando por la region
ventrolateral, se dirige hacia las zonas mas dorsales. Ademas, se observa un grupo de
células marcadas con una intensidad de tincion moderada, globulares y de tamafio

muy pequefio (fig. 51a).

En el siguiente estadio estudiado, 2 dias después de la eclosion, el tracto fibrilar
es de mayor calibre, con mayor nimero de fibras inmunorreactivas a calretinina. El

grupo celular positivo sigue presentando las mismas caracteristicas morfologicas y de
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inmunotincion. En los alevines de 6 dias, las células inmunorreactivas para calretinina
son algo mayores, y algunas de ellas presentan cortas prolongaciones marcadas (fig.
51b). Estas células son identificadas como granos. En los animales de 15 dias el
marcaje en los granos se hace mas extenso, y aparecen tanto en el I6bulo
vestibulolateral como en la valvula del cerebelo y las porciones mas rostrales del

cuerpo del cerebelo (fig. 5a-c).

En los alevines de un mes, ademéas del marcaje fibrilar en la zona superficial y
de los granos, observamos otras células inmunorreactivas a calretinina en el 16bulo
vestibulolateral y en el cuerpo del cerebelo. Se trata de células piriformes, con una
menor intensidad de tincion que los granos, situadas en un estrato monocelular, y
presentan una gruesa dendrita dispuesta paralelamente a la laminacion cerebelar. Estas

caracteristicas nos permiten identificarlas como células de Lugaro.

En los juveniles de tres meses el marcaje para calretinina es muy extenso,
apareciendo en todas las regiones metencefalicas excepto en la eminencia granular.
Asi, pueden observarse fibras positivas a calretinina a nivel de la capa de células de
Purkinje en la valvula y el cuerpo del cerebelo, y granos intensamente tefiidos en las
dos regiones, asi como en el I6bulo vestibulolateral. Por Gltimo se observan células de
Lugaro moderadamente inmunorreactivas en el I6bulo vestibulolateral, y en posicion
ventral y dorsal en los niveles mas rostrales del cuerpo del cerebelo y en la valvula del

cerebelo (fig. 51c).

Este patron se mantiene en todos los demas estadios hasta llegar al adulto (figs.
11; 12a-d; 51d,e), aunque el nimero y tamafio de los elementos inmunorreactivos va
aumentando con la edad. Ademas, en los animales de mayor edad (juveniles de un afio
y adultos), observamos algunas neuronas inmunorreactivas a calretinina, monopolares
y esféricas dispersas en la eminencia granular (fig. 51d). En la capa de células de
Purkinje, donde llegan las aferencias positivas a calretinina, podemos observar la

presencia de botones terminales sobre los cuerpos de las células de Purkinje, que



Resultados - 22 -

resultan negativas para calretinina en todos los estadios de desarrollo estudiados (fig.

51f).

Mielencéfalo

El mielencéfalo es una de las regiones en las que la expresion de calretinina es
mas temprana durante el desarrollo. En el estadio de 150°-dia se observan células
inmunotefidas para calretinina, situadas en la zona més ventral del mielencéfalo. Las
células presentan morfologia piriforme y una corta dendrita dirigida ventralmente (fig.
58a). Las identificamos como precursores de neuronas reticulares. En secciones
horizontales de embriones de 250°-dia podemos observar como estas neuronas
reticulares mielencefalicas envian sus prolongaciones caudalmente reunidas en un

tracto que discurre paralelo a la linea media del encéfalo (fig. 54a).

En el estadio de 300°-dia puede observarse como las células inmunorreactivas
para calretinina se localizan en los esbozos de diferentes ndcleos mielencefalicos (fig.
2f-i). Asi, observamos células positivas a calretinina en el ndcleo vestibular
magnocelular, nucleo tangencial, nucleo intermedio del area octavolateral y ndcleo
vestibular descendente, todos ellos pertenecientes al area octavolateral, y en los
nacleos reticulares superior, medio e inferior. En el nucleo vestibular magnocelular
(fig. 2g) aparecen células inmunorreactivas de gran tamafio con prolongaciones que se
dirigen medialmente. El ndcleo tangencial, situado entre el anterior y la salida del
nervio vestibuloacustico (fig. 2g), contiene células esféricas de menor tamafio con
prolongaciones que toman la misma direccion que las anteriores. El nucleo intermedio
del area octavolateral esta situado mas dorsalmente que los anteriores, a lo largo de la
mayoria de la extension rostrocaudal del mielencéfalo (fig. 2f-h). En él se observan
pequefias neuronas inmunotefiidas sin prolongaciones inmunorreactivas a calretinina.

Células con las mismas caracteristicas de inmunotincién aparecen en el ndcleo
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vestibular descendente, que aparece caudalmente a los anteriores (fig. 2h). A lo largo
del mielencéfalo podemos observar en este estadio la presencia de neuronas esféricas
o piriformes muy intensamente tefiidas localizadas en las regiones centrales del
mielencéfalo, que constituyen, de mas rostral a mas caudal, los nucleos reticulares
superior (fig. 2f), medio (fig. 2g,h) e inferior (fig. 2i). Ademas, a nivel del esbozo del
nucleo del fasciculo solitario se observan pequefias células inmunorreactivas esféricas

o elipsoidales (fig. 56a).

En el estadio de eclosion, ademés de en los ndcleos anteriormente citados (fig.
3g-j) observamos neuronas inmunorreactivas en la oliva, el ndcleo gustatorio
secundario y el nucleo del rafe (fig. 3f-j). Las neuronas de la oliva son esféricas y se
encuentran inmersas en un fino entramado de fibras positivas a calretinina (fig. 56b).
El nucleo gustatorio secundario puede distinguirse junto al limite ventral del
metencéfalo, adyacente al cuarto ventriculo, y en él aparecen pequefias células
esféricas y fibras inmunorreactivas (fig. 52b). En la zona ventral, a ambos lados de la
linea media mielenceféalica, podemos diferenciar las neuronas del ndcleo del rafe de
las de los ndcleos reticulares por su menor tamafio y su patrén de ramificacion

especifico hacia la linea media del mielencéfalo (fig. 54b).

En los animales de 6 dias de edad observamos neuronas inmunorreactivas a
calretinina en diferentes nucleos de los pares craneales. Podemos distinguirlas tanto
por su localizacion especifica como por su morfologia, diferente a la de las neuronas

reticulares circundantes que presentan forma mas irregular.

A partir de los 6 dias tras la eclosién no aparece ningin nuevo grupo de células
inmunorreactivas para calretinina en el mielencéfalo, observidndose Unicamente un
incremento en el nimero y tamafio de las células en los subsiguientes estadios de
alevines y juveniles hasta llegar al estado adulto (figs. 5b-e; 8a-d; 12a-e). A
continuacién describiremos el patrén de inmunomarcaje para calretinina que pudo

observarse a lo largo de dichos estadios y en el adulto.
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Dentro del mielencéfalo se disponen varios ndcleos de los nervios craneales.
Siguiendo el eje rostrocaudal, el primero en aparecer es el nicleo del nervio trigémino
(figs. 5¢; 8a; 12 a; 52a,c,e). En él podemos observar células intensamente tefiidas para
calretinina, de morfologia fusiforme, que se sitGan en posicion dorsomedial junto al

cuarto ventriculo y presentan prolongaciones que se dirigen ventrolateralmente.

Mas caudalmente, y en posicion ventrolateral con respecto al anterior, se
situaban las neuronas inmunopositivas para calretinina del nacleo del nervio abducens
(figs. 5d; 8b; 12b; 53a-c). Son neuronas mas pequefas que las del resto de los nucleos
de los nervios craneales, de morfologia globular con una prolongacion que se dirige

ventrolateralmente.

Los dos nucleos de los pares craneales mas caudales que aparecen marcados
para calretinina son el ndcleo del nervio facial y el ndcleo del nervio vestibuloacustico
(figs. 5d; 8c; 12c; 53a,b,d). Ambos aparecen al mismo nivel mielencefélico, si bien el
nacleo del nervio facial se sitia dorsocentralmente y el nacleo del nervio
vestibuloacustico mas ventrolateralmente. La morfologia de las células en ambos
nucleos es similar, células alargadas o piriformes con prolongaciones que se dirigen
ventrolateralmente (fig. 53d). Las células de los nucleos de los nervios glosofaringeo

y vago no resultan positivas para calretinina en ninguno de los estadios estudiados.

Dentro del sistema de nucleos vestibulares y del &rea octavolateral aparecen
neuronas inmunorreactivas para calretinina ampliamente distribuidas por los
diferentes nucleos que lo componen. EIl primer nicleo de este sistema en aparecer a lo
largo del eje rostrocaudal del mielencéfalo es el nucleo intermedio del éarea
octavolateral (figs. 5c-e; 8b,c; 12a-c). Observamos neuronas inmunopositivas
pequefas, esféricas, en algunos casos con cortas prolongaciones, a lo largo de toda la

extension rostrocaudal del nucleo (fig. 55a,d).

Ventralmente al nlcleo intermedio del area octavolateral se sitian el nicleo

vestibular magnocelular y el nucleo tangencial (figs. 5c; 8b; 12b). En ambos aparece
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inmunomarcaje para calretinina (fig. 55b,e). En el ndcleo vestibular magnocelular
aparecen células de gran tamafio, débilmente inmunotefiidas, globosas o elipticas, con
una o dos prolongaciones, alrededor de las cuales pueden observarse fibras terminales
arrosariadas también positivas para calretinina. En el ndcleo tangencial, las neuronas
son de menor tamafio, mas intensamente tefiidas, con una o dos cortas prolongaciones.
Las células de los nucleos del &rea octavolateral envian prolongaciones hacia la linea
media del encéfalo, las cuales en algunas ocasiones se decusan y contactan con los
cuerpos celulares negativos de las células de Mauthner. En otros casos, las
prolongaciones se integran en el fasciculo longitudinal medial (fig. 49a,b), en cuyo
interior podemos observar numerosas fibras inmunopositivas a lo largo de toda su
extension, que alcanzan los nucleos de los nervios oculomotor y troclear (fig. 49e,f),
asi como el nucleo rojo y el ndcleo del fasciculo longitudinal medial (fig. 49c,d).
Ademés de estas proyecciones contralaterales, las células de los ndcleos del area
octavolateral, originan fibras inmunorreactivas que se integran en el tracto
vestibuloespinal ipsilateral, dirigiéndose a las regiones mas caudales del encéfalo y la

médula espinal.

Mas caudalmente se observa marcaje en el nicleo vestibular descendente (figs.
5d; 8c; 12c; 55c,f). Se trata de pequefias neuronas esféricas fuertemente
inmunorreactivas, con cortas prolongaciones marcadas. Alrededor de este nucleo
aparece un intenso marcaje en las fibras nerviosas que constituyen la rama

descendente del tracto vestibuloespinal.

Junto a la porcion ventral de la linea media del mielencéfalo observamos
inmunorreactividad para calretinina en neuronas pertenecientes al complejo del rafe
(figs. 5¢,d; 8a,b; 12a,b; 54c,d). Son células de pequefio tamafio, muy intensamente
tefiidas. Presentan una prolongacion fuertemente marcada dirigida hacia la linea media
del mielencéfalo, donde las prolongaciones de estas neuronas forman un denso plexo

inmunorreactivo (fig. 54d).
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Dentro de la formacion reticular aparece marcaje en toda la extension
rostrocaudal del mielencéfalo. Rostralmente se observan células calretinina positivas
moderadamente tefiidas localizadas a nivel del ndcleo reticular superior (figs. 5¢; 8a;
12a), con morfologias variadas desde fusiformes a poligonales, con dos o tres
prolongaciones dendriticas marcadas. Mas caudalmente se observa inmunotincion a
nivel del nacleo reticular medio (figs. 5d; 8b; 12b,c) en dos subpoblaciones de
neuronas reticulares. Una de ellas la constituyen células fusiformes intensamente
tefiidas, con una o dos prolongaciones marcadas sin orientacion definida (figs. 53b,c;
54e). La otra subpoblacion reticular media estd constituida por neuronas mas
débilmente marcadas que las anteriores, de mucho mayor tamafio y localizadas cerca
de la linea media mielencefalica (figs. 53b,d; 54c,f). Por Gltimo, a nivel del nacleo
reticular inferior (figs. 5e; 8c; 12d) observamos dos subpoblaciones neuronales de

caracteristicas morfoldgicas similares a las descritas en el nacleo reticular medio.

Junto a la pared del cuarto ventriculo, podemos observar marcaje en el nucleo
gustatorio secundario (figs. 5b; 8a; 12a). En él se observan células inmunorreactivas
de soma esférico alineadas en dos o tres hileras junto a la pared del cuarto ventriculo.
Presentan prolongaciones marcadas que se dirigen lateralmente hasta llegar a un denso

plexo de fibras inmunopositivas (fig. 52d,f).

En las porciones méas caudales del mielencéfalo se observa inmunorreactividad
para calretinina en el nucleo del fasciculo solitario y en la oliva (figs. 5d,e; 8c,d; 12c-
e). Dentro del ndcleo del fasciculo solitario aparecen pequefias células
inmunorreactivas, de morfologia esférica, dispuestas en hilera y con una unica
prolongacién que se dirige ventralmente (fig. 56¢,e). Dentro de la oliva, situada en la
porcion mas ventral de los niveles caudales mielencefalicos, podemos observar un
denso entramado de terminales inmunorreactivos entre los que se disponen pequefias

neuronas esféricas monopolares o bipolares (fig. 56d,f).

Adyacente a la parte externa de las paredes mielencefalicas se desarrolla el

ganglio vestibuloacustico perteneciente al Sistema Nervioso Periférico. Dentro de este
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ganglio podemos observar neuronas inmunorreactivas para calretinina a partir del
estadio de 350°-dia. Se trata de células grandes, globosas o fusiformes, que en este
estadio muestran una intensidad de tincion moderada (fig. 57a). En los estadios
siguientes pueden observarse prolongaciones marcadas surgiendo de polos opuestos
del soma, que son cada vez de mayor longitud. En el estadio de 2 dias de edad se
observa como una de ellas penetra en el mielencéfalo en la region del ndcleo
vestibular magnocelular y del nucleo tangencial, mientras que la otra se dirige por la
rama eferente del ganglio vestibular para inervar las células receptoras vestibulares.
En los alevines de 15 dias (fig. 5¢), en los estadios juveniles (figs. 8b; 57b) y en los
adultos (fig. 12b) va aumentando progresivamente el ndmero de neuronas
inmunorreactivas localizadas en el ganglio vestibuloacustico. Dichas neuronas envian
gran cantidad de prolongaciones inmunotefiidas hacia el mielencéfalo, que toman dos
direcciones diferentes. Algunas se decusan en la linea media contactando con la célula
de Mauthner contralateral (fig. 57¢,d), mientras que otras se dirigen hacia los nlcleos
vestibulares del area octavolateral ipsilateral, en los que observamos campos
terminales inmunorreactivos tanto sobre células positivas como negativas para

calretinina.

Medula espinal

La médula espinal junto con el mielencéfalo son las regiones del Sistema
Nervioso Central en las que primero aparece el marcaje para calretinina. En los
embriones de 150°-dia procesados in toto para calretinina podemos observar una serie
de células piriformes situadas en una hilera rostrocaudal en la porcion ventral de la
médula espinal, con una corta prolongacion dirigida hacia las regiones dorsales de la

médula (fig. 58a).

El nimero de neuronas positivas a calretinina va aumentando a lo largo del
desarrollo embrionario (figs. 1f; 2j). Al llegar al estadio de 350°-dia, en secciones
transversales de la médula espinal, podemos observar numerosas neuronas

inmunotefiidas a diferentes alturas dentro del espesor de la médula, todas redondeadas
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o piriformes (fig. 58b). A los 2 dias de edad, estas neuronas se distribuyen por las

astas dorsales y ventrales, y presentan prolongaciones marcadas (fig. 58c).

En los estadios sucesivos las neuronas positivas a calretinina van aumentando en
namero y tamafo (figs. 3k; 5f). En el estadio de 15 dias pueden identificarse dos
subpoblaciones neuronales de caracteristicas diferentes (fig. 58d). Una formada por
motoneuronas, de morfologia poligonal y tamafio grande, y otra subpoblacion formada
por interneuronas medulares de morfologia ovoide o fusiforme y de menor tamafio.
También aparece marcaje fibrilar en los fasciculos de la sustancia blanca, y un fino

entramado de campos terminales alrededor de las neuronas inmunonegativas.

En los estadios juveniles de tres y seis meses (fig. 8e) se distinguen con mayor
claridad las dos subpoblaciones de neuronas medulares positivas a calretinina. Las
interneuronas medulares tienen formas elipticas o redondeadas, con cortas
prolongaciones, mientras que las motoneuronas son mucho mayores y de morfologia
poligonal. En estas Ultimas podemos observar la presencia de prolongaciones
inmunotefiidas extendiéndose por el asta dorsal, y una prolongacion de mayor
longitud que discurre por el asta ventral hasta salir por la raiz ventral medular (fig.

58e).

En los juveniles de un afio se alcanza el patrén definitivo, que se mantiene en los
adultos (fig. 12f). Pueden observarse neuronas inmunopositivas esféricas, de pequefio
tamarfio y cortas prolongaciones a nivel de los corpusculos epiteliales medulares (fig.
58h). Podemos observar ademas interneuronas semilunares y redondeadas (fig. 58f),
asi como motoneuronas de gran tamafio (fig. 58g). Ademas, aparece marcaje en fibras
de las comisuras medulares, asi como en los tractos descendentes, y en un fino
entramado de terminales calretinina positivos situados alrededor de neuronas

inmunonegativas localizadas en las astas ventrales de la médula (fig. 58f).
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PARVALBUMINA

Dentro de las proteinas ligantes de calcio estudiadas, la parvalbumina es la mas
tardia en su aparicion durante la ontogenia del Sistema Nervioso de la trucha arco iris.
Las primeras células positivas se observan en derivados de la cresta neural anexos al
mielencéfalo (territorios presuntivos del ganglio asociado al nervio vestibuloacustico)
a la edad de 250°-dia preeclosion (fig. 67a). Por el contrario, las primeras células
inmunorreactivas en el Sistema Nervioso Central se observan a la edad de 6 dias tras
la eclosion en el nucleo vestibular magnocelular y en el nucleo tangencial del area
octavolateral (fig. 66a), asi como en el cerebelo (fig. 63a). En el resto de las regiones
encefalicas la aparicion de marcaje para parvalbimina es mas tardia, produciendose

cuando la morfogénesis encefalica esta muy avanzada.

Ademas del marcaje en elementos neuronales, aparece inmunotincion para
parvalbumina en células gliales. Dicho marcaje esta localizado en las zonas limitantes
con los ventriculos encefalicos (fig. 59c,e), en el canal del epéndimo y en asociacion

con algunos tractos nerviosos (fig. 68e,f) en los juveniles de un afio y en los adultos.

Telencéfalo

Los primeros elementos marcados para parvalbumina en el telencéfalo de la
trucha arco iris aparecen en el estadio juvenil de seis meses. Se trata de pequefias
neuronas esféricas, débilmente tefiidas y sin prolongaciones marcadas situadas en las

divisiones dorsolateral y dorsodorsal de los hemisferios telencefalicos (figs. 15; 59b).

En las truchas juveniles de un afio el marcaje en el telencéfalo es mas extenso.
Se observan elementos débilmente inmunotefiidos para parvalbumina en el bulbo
olfatorio, pertenecientes a dos subpoblaciones neuronales diferentes. Una constituida
por neuronas grandes, piramidales o piriformes, con una o dos cortas prolongaciones

marcadas, localizadas en el limite entre los estratos glomerular y plexiforme. La otra
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esta constituida por células grano de morfologia esférica, localizadas en el seno del

estrato granular (fig. 59a).

El marcaje en los hemisferios telencefélicos es mas abundante en los ejemplares
de un afio de edad, aumentando tanto en numero como en intensidad de tincion.
Ademas de las areas dorsodorsal y dorsolateral, presentan marcaje para parvalblimina
las &reas ventrodorsal, ventroventral, ventrosupracomisural y dorsomedial, donde

aparecen neuronas esféricas inmunotefiidas, sin prolongaciones marcadas.

La comisura anterior presenta un marcaje difuso para parvalblmina, aunque sin
que puedan diferenciarse fibras individuales. En los mismos niveles en los que
aparece la comisura anterior pueden apreciarse fasciculos tefiidos de manera similar a
la comisura, que se dirigen hacia las areas dorsodorsal y dorsolateral, en las que puede

observarse un tenue marcaje de campos terminales.

En el telencéfalo de los animales adultos (fig. 18a-d) se mantiene el mismo
patron de marcaje que en las truchas juveniles de un afio, observandose un ligero
aumento en el ndmero y en el tamafio de las neuronas inmunorreactivas. Asi,
observamos tanto las dos subpoblaciones positivas para parvalbimina localizadas en
el bulbo olfatorio, como las neuronas esféricas débilmente tefiidas en las éareas
dorsolateral, ~ dorsomedial,  dorsodorsal,  ventrodorsal,  ventroventral vy
ventrosupracomisural de los hemisferios telencefélicos. Asimismo, se observa en las
truchas adultas el mismo marcaje fibrilar difuso en la comisura anterior y en los

tractos que aparecen al mismo nivel (fig. 59c¢,d).

Ademas del marcaje neuronal, en los animales juveniles de un afio de edad y en
los adultos, observamos elementos gliales positivos a parvalbdmina situados en el
telencéfalo de la trucha. Estas células tienen su soma localizado en la region limitante
periventricular, o en regiones dorsales de la limitante subpial. Presentan un cuerpo

celular alargado y una prolongacién positiva que se dirige hacia el interior de los
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hemisferios telencefalicos. Por su morfologia y localizacién las hemos identificado

como ependimocitos (fig. 59e).

Diencéfalo

Dentro del diencéfalo, las primeras neuronas positivas a parvalbumina aparecen
en los animales de 15 dias de edad en el sinencéfalo, y las identificamos como
pertenecientes al nucleo del fasciculo longitudinal medial (fig. 13). Se trata de células
grandes, globosas u ovoides, que se disponen medialmente junto a la pared del
ventriculo mesencefalico (fig. 60a). A lo largo del desarrollo del animal estas células
van aumentando su tamafio, hasta que en los individuos de 6 meses pueden observarse
como células de gran tamafio que envian prolongaciones inmunotefiidas hacia las
regiones mas caudales del encéfalo y la médula espinal a través del fasciculo
longitudinal medial (figs. 16; 60c). Células con las mismas caracteristicas pueden

observarse en las truchas de un afio de edad y en las adultas (figs. 19c; 60e).

La aparicion de marcaje para parvalbimina en otras regiones diencefalicas es
mucho mas tardia. Asi, las primeras neuronas positivas a parvalbimina se observan en
los ejemplares de un afio de edad en los ndcleos pretectal, glomeruloso y geniculado
lateral. Los elementos positivos en este estadio presentan las mismas caracteristicas
que en el adulto (figs. 18e,f; 19; 20a). Las neuronas marcadas en el nucleo pretectal
son grandes, con un soma piriforme o globular y una Unica prolongacion gruesa
inmunotefiida (fig. 60d). Las neuronas que aparecen dispersas por el nucleo
geniculado lateral son de menor tamafio y globulares (fig. 60b). Similares en su
morfologia son las que observamos en el ndcleo glomeruloso, pero estas ultimas

presentan menor intensidad de tincion para parvalbumina (fig. 60f).

El resto de los ndcleos diencefalicos no presentan marcaje para parvalbumina en

ninguno de los estadios del desarrollo analizados (figs. 13; 15; 16; 18; 19; 20).
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Mesencéfalo

El mesencéfalo en la trucha arco iris estd constituido por el tegmentum
mesenceféalico y el techo Optico. En ambas regiones aparece por primera vez
inmunorreactividad para parvalbumina en los animales juveniles de un afio de edad,

marcaje que se observa también en los animales adultos (figs. 18e,f; 19; 20; 21a).

En el techo Optico encontramos neuronas inmunopositivas a parvalbumina en
todos los estratos, pero principalmente en el éptico y en el periventricular. Ademas,
son mas abundantes en las regiones dorsomedial y ventrolateral del techo
mesencefalico. Las células estan débilmente tefiidas, son esféricas o fusiformes, y
algunas presentan cortas prolongaciones orientadas perpendicularmente a la

laminacion tectal (fig. 61a,b).

El torus longitudinalis se desarrolla en la linea media del mesencéfalo uniendo
los dos hemitechos Opticos a partir de 15 dias después de la eclosion. No se observan
células positivas a parvalbdmina en el torus longitudinalis en ninguno de los estadios

analizados.

En el tegmentum mesencefalico se observa por primera vez inmunotincion para
parvalbumina en los animales juveniles de 1 afio de edad en el ndcleo del nervio
oculomotor, en el nucleo del nervio troclear, en el ndcleo lateral de la valvula'y en el
torus semicircularis. Las neuronas del nucleo del nervio oculomotor, dispuestas a
ambos lados de la region mas ventral del ventriculo mesencefalico, son de tamafio
grande, con un soma esférico y wuna sola prolongacion tefiida dirigida
lateroventralmente (fig. 62c). Las neuronas del nlcleo del nervio troclear son de

menor tamafo, redondeadas, y en ellas no podemos observar prolongaciones
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inmunotefiidas. Se encuentran dispuestas dorsalmente a los haces parvalbumina

positivos del fasciculo longitudinal medial (fig. 62d).

En el nucleo lateral de la valvula observamos inmunotincion para parvalbimina
en pequefas células esféricas, sin marcaje en sus prolongaciones y distribuidas de
modo homogéneo por toda la extension del nucleo (fig. 61d). En el torus
semicircularis observamos células inmunopositivas dispuestas entre los fasciculos

negativos de los tractos mesencefalicos (fig. 61c).

Metencéfalo

La expresion de parvalbimina en el metencéfalo comienza 6 dias despueés de la
eclosion de los ejemplares, si bien es relativamente temprana con respecto al resto de
las regiones encefélicas. En el estadio de 6 dias se observan células débilmente
tefiidas, formando un estrato monocelular en las regiones dorsocentrales de la placa
cerebelar (cuerpo del cerebelo presuntivo), asi como un grupo celular, también
débilmente positivo, en las zonas laterales (I6bulo vestibulolateral presuntivo) (fig.
63a). Por su ubicacion y posterior desarrollo morfolédgico a lo largo de la ontogenia,
las hemos identificado como células de Purkinje inmaduras. EI marcaje en esta region
va extendiéndose progresivamente a lo largo de los estadios sucesivos del desarrollo
de 15 dias (fig. 14a-d) y 21 dias de edad a los tres componentes cerebelares (cuerpo
del cerebelo, véalvula del cerebelo y 16bulo vestibulolateral). En el estadio de un mes
posteclosion ya se observan las células de Purkinje positivas en toda la extension

rostrocaudal del metencéfalo.

Posteriormente, a los tres meses después de la eclosion, pueden observarse las
dendritas inmunorreactivas de las células de Purkinje extendiéndose por la capa
molecular (fig. 63b). En el siguiente estadio estudiado, a los seis meses después de la

eclosion (figs. 16b,c; 17a-c; 63c,d), las células de Purkinje aumentan en nimero y
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tamarfio, asi como en intensidad de tincion, y sus dendritas inmunorreactivas son de

mayor longitud.

En los animales de un afio de edad y en los adultos podemos observar el patron
definitivo de marcaje para parvalbdmina en el cerebelo (figs. 20; 21a-d; 63e,f). Las
células de Purkinje presentan sus cuerpos celulares de morfologia piriforme,
intensamente tefiidos, observandose en ocasiones las porciones iniciales del axon. Las
dendritas de estas neuronas se dirigen hacia el estrato molecular, donde se ramifican

profusamente.

Por debajo de la monocapa de células de Purkinje encontramos terminales
axonicos positivos para parvalbumina que delimitan los cuerpos celulares negativos
de las neuronas de proyeccion del cerebelo en los teledsteos, las células

euridendroides (fig. 63e,f).

No observamos marcaje para parvalbimina en la eminencia granular en ninguno

de los estadios analizados.

Mielencéfalo

El mielencéfalo es una de las regiones encefalicas en las que primero aparecen
elementos positivos para parvalbimina durante el desarrollo del Sistema Nervioso de

la trucha arco iris.

Es en el estadio de 6 dias tras la eclosion cuando observamos por primera vez
células inmunopositivas a parvalbumina. Se trata de neuronas localizadas a nivel del
nacleo tangencial y del nicleo vestibular magnocelular del area octavolateral (fig.
66a). A partir de los 15 dias posteclosion, las neuronas envian prolongaciones
inmunotefiidas que se agrupan en dos haces inmunorreactivos diferentes (fig. 66b,c).
Uno se dirige ipsilateralmente en direccion caudal por el tracto vestibuloespinal, en el

que observamos fibras marcadas durante todo el desarrollo (figs. 14c-e; 17b-d; 21b-d).
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El otro cruza la linea media mielencefalica y algunas de sus fibras realizan contactos
sobre la célula de Mauthner contralateral (fig. 64c,d), mientras que el resto penetran
en el fasciculo longitudinal medial (figs. 13f,g; 14; 17; 20; 21). Estas Gltimas se
dirigen a regiones mesencefalicas y diencefalicas, realizando contactos sobre los
nacleos de los nervios oculomotor y troclear, asi como sobre el nucleo del fasciculo
longitudinal medial (figs. 60a,c,e; 62). Durante el desarrollo juvenil, las células de los
nacleos tangencial y vestibular magnocelular van aumentando progresivamente de
tamano (fig. 66¢). Por ultimo, en los animales adultos se observan células esféricas de
pequefio tamafio e intensamente tefiidas en el nucleo tangencial (fig. 66d), y neuronas
mas grandes pero mas debilmente marcadas en el nicleo vestibular magnocelular (fig.

66€).

En los juveniles de tres meses de edad se observan neuronas positivas para
parvalbimina dentro de los nucleos inferior, medio y superior de la formacion
reticular. Al alcanzar los seis meses de edad (fig. 17a-c) estas neuronas aumentan su
tamafio, y su forma es claramente poligonal, observandose el inicio de dos o tres
prolongaciones marcadas (fig. 64a). En los ejemplares de un afio y en los adultos las
neuronas de los nucleos de la formacion reticular son de mayor tamafio, mas

intensamente tefiidas y sus prolongaciones pueden observarse con claridad (fig. 64b).

En el estadio de seis meses despues de la eclosion observamos marcaje para
parvalbimina en el nucleo del nervio trigémino y en las células de Mauthner. El
nacleo del nervio trigémino aparece en las regiones mas rostrales del mielencéfalo,
ventralmente al cuarto ventriculo (fig. 17a). Las neuronas de este nucleo, débilmente
positivas para parvalbimina, son alargadas, a veces piriformes, pudiéndose observar
en ocasiones el inicio de prolongaciones positivas (fig. 65a). Este marcaje se mantiene

en los animales de un afo de edad y en los adultos (figs. 21a; 65b).

Las células de Mauthner presentan su soma débilmente inmunotefiido, y
dendritas marcadas de gran tamafo, asi como su axoén (fibra de Mauthner),

discurriendo por la porcion mas dorsal del fasciculo longitudinal medial (figs. 17b;
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64a). La inmunorreactividad para parvalbdmina se mantiene en los animales juveniles

de un afio y en los adultos (figs. 21b; 64c,d).

En las truchas de un afio de edad aparece por primera vez marcaje para
parvalbumina en el ndcleo del nervio abducens, ndcleo del nervio facial, nacleo del
nervio vestibuloacustico, nicleo del nervio glosofaringeo y nucleo del nervio vago. En
el estadio adulto (fig. 21b-e), los elementos neuronales positivos para parvalbimina
descritos en los nucleos de los nervios craneales presentan las mismas caracteristicas
morfoldgicas, si bien son algo mayores en su tamafio, y algo mas fuerte la intensidad

de tincion para parvalbdmina.

El nacleo del nervio abducens se localiza en posicion ventrolateral al cuarto
ventriculo. Las neuronas de este ndcleo estan muy débilmente marcadas y son de

morfologia mas o menos globular (fig. 65c¢).

Caudalmente al nicleo del nervio abducens pueden observarse neuronas
parvalbumina positivas en posicion ventrolateral con respecto al ventriculo, y
dorsolateralmente al fasciculo longitudinal medial. Se trata de neuronas mas alargadas
o piriformes, de las que en ocasiones surgen prolongaciones que se dirigen
ventrolateralmente. Unas se localizan en posicion mas dorsomedial, y las hemos
identificado como pertenecientes al nicleo del nervio facial (fig. 65 d), mientras que
las que se sitlan en posicion mas ventrolateral pertenecen al nucleo del nervio

vestibuloacustico (fig. 65d).

Los nucleos del nervio glosofaringeo (fig. 65e) y del nervio vago (fig. 65f)
también resultan marcados para parvalbimina. Las neuronas de ambos nulcleos son
grandes, redondeadas, y se disponen en la zona central ventralmente al nucleo del

fasciculo solitario.

Al alcanzar el estadio de 250°-dia en el Sistema Nervioso Periférico observamos
por primera vez inmunorreactividad a parvalbdmina en el ganglio asociado al nervio

vestibuloacustico, situado junto a la pared ventrolateral del mielencéfalo. Se trata de
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células esfericas de pequefio tamafio, con una tincion débil y sin prolongaciones
marcadas (fig. 67a). En el estadio de 300°-dia, las neuronas parvalblimina positivas
del ganglio vestibuloacustico presuntivo son algo mayores, y su patrén de tincion es
homogéneo. En el estadio siguiente, 350°-dia, se observa como desde estas neuronas
surgen dos prolongaciones marcadas. Las prolongaciones van siendo de mayor
longitud en los estadios siguientes, alevines recién eclosionados y de 2 dias de edad
(fig. 67b). Se dirigen tanto hacia las ramas nerviosas vegetativas como hacia el
encéfalo. En el estadio de 6 dias de edad, las fibras procedentes del ganglio penetran
en el encéfalo, tomando diferentes direcciones. Algunas se dirigen hacia la linea
media, y tras decusarse, contactan con la célula de Mauthner contralateral. Otras se
integran en el tracto vestibuloespinal (fig. 67c) dirigiéndose a los nucleos vestibulares
del area octavolateral, donde desde el estadio de 15 dias (fig. 14c,e) hasta el adulto
(fig. 21a-c) podemos observar botones terminales positivos a parvalbumina sobre
células débilmente positivas (fig. 66e) o negativas (fig. 66f) de dichos nucleos. A lo
largo del desarrollo juvenil aumenta el nimero y tamafio de las células marcadas en el
ganglio vestibuloacustico, asi como el de fibras inmunorreactivas que salen de él (fig.

67d), hasta alcanzar el patron definitivo en el adulto (fig. 67e).

Meéedula espinal

Las primeras células positivas a parvalbimina en la médula espinal se observan
en el estadio de tres meses tras la eclosion. Se trata de células poligonales de tamafio
medio, débilmente marcadas y localizadas en las astas ventrales de la médula espinal.
Por su morfologia y localizacion, estas neuronas han sido identificadas como

motoneuronas (fig. 68a).

En los juveniles de seis meses (fig. 17e), las neuronas parvalbimina positivas
son algo mayores, observandose en algunas de ellas el esbozo de prolongaciones

dendriticas marcadas (fig. 68b). En este estadio puede observarse ademéas una débil
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inmunotincion en los axones de las células de Mauthner que discurren

rostrocaudalmente por la médula espinal.

En los animales juveniles de un afio y en los adultos (fig. 21f), las motoneuronas
positivas para parvalbdmina son células grandes, de morfologia ovoide o esférica y
que presentan varias prolongaciones dendriticas marcadas (fig. 68c,d). Ademas, en
estos estadios se observaron gran cantidad de fibras inmunorreactivas en los sistemas
fibrilares ascendentes, descendentes y comisurales que discurren por la médula

espinal. (fig. 68c,d)

Al igual que ocurria en el telencéfalo, en la médula espinal de los ejemplares
mayores de un afio de edad y en los adultos, hemos observado células que expresan
parvalbimina con las caracteristicas morfologicas de células gliales. Se trata de
células grandes, alargadas, con dos prolongaciones que surgen de polos opuestos del
cuerpo celular y que se disponen entre los paquetes fibrilares de las regiones mas
mediales de la médula (fig. 68e,f). Todas estas caracteristicas nos inclinan a

identificar, tentativamente, a estas células como oligodendrocitos.
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CALBINDINA D-28K

El marcaje con el anticuerpo monoclonal McAB anti-calbindina D-28k se
detecta siempre en elementos gliales. Aparece por primera vez en el estadio de 200°-
dia. En este momento del desarrollo del Sistema Nervioso de la trucha arco iris
observamos inmunotincién en elementos gliales de la regién hipotalamica (figs. 22c,d;
72a) y en el polo ventral de la linea media del mielencéfalo (figs. 22e; 80a) y la
médula espinal (figs. 22f; 83a,b). Al avanzar en el desarrollo podemos identificar esos
elementos como células de glia radial. EI marcaje en otras regiones encefalicas
aparece en estadios posteclosion. Asi, tras la eclosion aparece marcaje en cuerpos
celulares situados en la region periventricular del techo optico (figs. 24e; 75a). A los 2
dias después de la eclosion aparecen elementos inmunorreactivos en el metencéfalo,
correspondientes a los precursores de la glia de Bergmann (fig. 78a,b). La expresion
maés tardia se produce en el telencefalo, donde aparecen tanicitos inmunorreactivos

periventriculares a partir del estadio de 6 dias tras la eclosion (fig. 70a).

Telencéfalo

El telencéfalo es la region donde la expresion de elementos inmunorreactivos
para calbindina D-28k es mas tardia. EI primer momento en el que observamos
inmunorreactividad es 6 dias tras la eclosion. En niveles caudales del telencéfalo
aparecen algunos cuerpos celulares positivos a calbindina situados en la region ventral
de la linea media, junto al ventriculo telencefalico (fig. 70a). La posterior evolucion
de su morfologia y localizacion nos ha permitido identificarlos como tanicitos

periventriculares.

En el estadio de 15 dias aparecen nuevos tanicitos inmunorreactivos en niveles
mas rostrales del telencéfalo. Asi observamos algunos localizados a nivel del area

dorsodorsal telencefalica (fig. 70b). En niveles mas caudales, observamos
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inmunorreactividad en dos grupos de tanicitos periventriculares, uno a nivel del area
dorsodorsal telencefalica y otro a nivel del area ventrodorsal telencefalica, quedando
libre de marcaje el area dorsomedial comprendida entre ambas (figs. 25b,c; 70c).
Estos tanicitos envian prolongaciones que se dirigen ventrolateralmente hacia regiones

subpiales.

En los alevines de 21 dias y de un mes el marcaje se va haciendo gradualmente
mas extenso. Aumenta el nimero de tanicitos inmunorreactivos, cuyas prolongaciones
se distribuyen por regiones cada vez mas amplias de las distintas areas ventrales
telencefalicas (fig. 70d). La comisura anterior aparece libre de inmunorreactividad

(figs. 70e).

El marcaje alcanza su méximo de complejidad en los hemisferios telencefalicos
en el estadio de tres meses posteclosion. A partir de ese momento y hasta alcanzar la
edad adulta el patron de marcaje no varia (figs. 27b-d; 30b-d; 71). Los tanicitos
positivos poseen prolongaciones inmunorreactivas dirigidas lateralmente (fig. 71d), se
localizan en toda la superficie periventricular exceptuando la correspondiente al area
ventroventral en la zona de transicion con los bulbos olfatorios (fig. 71a), y el area
ventrodorsal en niveles mas caudales ya proximos al &rea predptica diencefélica (fig.
70f). En los niveles mas caudales se observa una regién dentro del &rea dorsolateral en

la que no aparecen prolongaciones inmunorreactivas para calbindina D-28k (fig. 71b).

El marcaje en el bulbo olfatorio aparece muy tardiamente, en los alevines de 15
dias de edad (fig. 25a). Observamos marcaje entre los fasciculos del nervio olfatorio
que llegan a la superficie ventral del bulbo (fig. 69a). Posteriormente, en el estadio de
un mes tras la eclosion, aparece marcaje en cuerpos celulares de tanicitos de
localizacién periventricular de los que salen prolongaciones que atraviesan todo el
espesor del bulbo olfatorio. ElI marcaje para calbindina D-28k en el bulbo olfatorio
muestra un aspecto homogeneo e invariable desde este estadio hasta la edad adulta

(figs. 27a; 30a; 69b-d).
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Diencéfalo

La expresion de calbindina D-28k en el diencéfalo es muy temprana. Los
primeros elementos inmunorreactivos detectados se observan en el esbozo del
hipotdlamo en el estadio de 200°-dia. Hemos observado cuerpos celulares
inmunotefiidos en la zona mas ventral de la linea media (fig. 22c), de los que surgen
procesos inmunorreactivos que se dirigen hacia niveles mas caudales, formando un
casquete subpial alrededor de la superficie ventral del hipotdlamo embrionario (figs.

22d; 72a).

En estadio de 300°-dia, el marcaje localizado en el hipotdlamo se hace maés
extenso, apareciendo mayor cantidad de cuerpos celulares y fibras inmunorreactivas
para calbindina D-28k en la region del taber presuntivo (fig. 23d). Ademas,
observamos algunos cuerpos celulares inmunotefiidos en la regién del talamo dorsal,
situados periventricularmente, y de los que salen cortas prolongaciones en direccién

ventrolateral (figs. 23c,d; 73a).

A los 350°-dia, aumenta el numero y la intensidad de tincion de elementos
marcados en la region del taber. Las prolongaciones que surgen de los cuerpos
celulares periventriculares del tdlamo dorsal son mucho més evidentes. Se dirigen
lateralmente hacia las regiones del pretectum y del nacleo rotundo en los niveles méas
rostrales, y hacia el nucleo difuso del torus lateralis y el nacleo difuso del 16bulo
inferior en los mas caudales. Ademas, aparece marcaje en cuerpos celulares de

localizacion periventricular en el area predptica (fig. 72b).

En el siguiente estadio, el de la eclosion, aumenta el nimero de células marcadas
en la region del area predptica y del tdber, asi como el de fibras inmunorreactivas que
atraviesan el talamo hacia las estructuras pretectales y del tubérculo posterior descritas
en el estadio anterior (fig. 24d,e). Ademads, aparece inmunorreactividad para

calbindina D-28k en un nuevo grupo de células periventriculares situadas en el tdlamo
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ventral, por debajo del grupo descrito en el estadio anterior (fig. 24e). De estas células
surgen prolongaciones inmunotefiidas orientadas perpendicularmente a la linea media

(fig. 73b).

En los alevines de 2 dias, ademas de hacerse méas extenso el marcaje en las
regiones taldmicas e hipotalamicas anteriormente citadas, aparecen nuevos grupos de
células inmunorreactivas en la region periventricular del &rea predptica, localizadas en
el nucleo preodptico periventricular y en el nucleo predptico (fig. 72c). En el
hipotalamo observamos un grupo de células marcadas en el nucleo posterior
periventricular. En todos los casos de las células surge una prolongacion que se dirige

lateralmente hacia regiones subpiales.

A partir de los 6 dias después de la eclosion el patron de marcaje se generaliza a
todos los niveles diencefalicos (fig. 73c). Asi, aparecen células inmunorreactivas en
las paredes de los recesos ventriculares posterior y lateral (figs. 25g; 26a,b; 74a,b),
con prolongaciones muy cortas, de tal manera que queda libre de prolongaciones la

region hipotalamica que rodea a los recesos.

A lo largo del desarrollo va aumentando el nimero de células inmunorreactivas
en todas las regiones diencefélicas. Hemos observado inmunotincion en cuerpos
celulares de la region central periventricular diencefélica, si bien aparecen regiones
sin inmunotincion entre las regiones positivas (figs. 72d-f, 73d-f). En algunas
ocasiones vemos cuerpos celulares inmunorreactivos desplazados de la region
periventricular (fig. 73f). Encontramos inmunotincion para calbindina D-28k en el
area preoptica y en todos los niveles talamicos. Los procesos inmunorreactivos de las
células positivas a calbindina D-28k se distribuyen por todo el espesor diencefalico,
alcanzando los ndcleos del pretectum y del tubérculo posterior (figs. 25d-g; 27e-g;
28a; 30e,f; 31). En los niveles mas caudales los ndcleos del tuber presentan células
periventriculares marcadas y procesos inmunorreactivos distribuidos por toda su
extension, mientras que la zona ventral que rodea los recesos hipotalamicos queda

libre de procesos inmunorreactivos positivos para calbindina D-28k (fig. 74b,c).
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Dentro de la habénula el marcaje es muy escaso, observandose algunos cuerpos

celulares periventriculares y fibras inmunorreactivas dispersas (fig. 74d).

Mesencéfalo

Dentro de las dos regiones en las que se divide el mesencéfalo, techo éptico y
tegmentum, el marcaje para calbindina D-28k aparece primero en el tegmentum, en
estadios embrionarios. En el techo Optico se observan los primeros elementos

inmunorreactivos tras la eclosion.

En el estadio de 250°-dia observamos marcaje en los niveles tegmentales méas
caudales. Esta localizado en cuerpos celulares de la base de la linea media
mesenceféalica (fig. 77a). En el siguiente estadio, 300°-dia, aparecen células
inmunorreactivas en la base del ventriculo mesencefalico (figs. 23e; 77b). En el
estadio de 350°-dia estas células positivas presentan prolongaciones marcadas que se
dirigen ventralmente hacia regiones subpiales (fig. 77c). En el estadio de eclosion el
marcaje en la linea media se extiende desde la zona mas dorsal a la mas ventral (fig.
24f). Ademas, aumenta el nimero de cuerpos celulares inmunotefiidos, asi como el
area ocupada por sus prolongaciones inmunopositivas de recorrido dorsoventral. En la
zona mas rostral del tegmentum aparece marcaje en células de ubicacion
periventricular distribuidas por toda la base del ventriculo mesencefalico, que envian

prolongaciones ventralmente hasta el limite con el diencéfalo (figs. 24e,f; 77d).

A partir de la eclosion, el nimero de células inmunorreactivas localizadas tanto
en la linea media, como en la base del ventriculo mesencefélico, va aumentando
gradualmente, asi como el de fibras que surgiendo de los cuerpos celulares se
distribuyen por todos los niveles tegmentales. En el estadio de 15 dias, podemos
observar como la linea media del tegmentum queda libre de cuerpos celulares
inmunorreactivos y se encuentra ocupada por prolongaciones inmunorreactivas

quedando las células restringidas a la region periventricular (figs. 26b; 77e). El patron



Resultados - 44 -

observado a partir de este momento del desarrollo no sufre modificaciones
sustanciales en estadios posteriores (figs. 28b,c; 32). La Unica variacion se observa en
los juveniles de un afio de edad y en los adultos, en los que pueden observarse cuerpos
celulares inmunorreactivos para calbindina D-28k desplazados de la region

periventricular al interior del tegmentum (fig. 77f).

En el techo oOptico los primeros elementos inmunorreactivos para calbindina D-
28k aparecen en el estadio de eclosion (fig. 24e). EI marcaje se observa en cuerpos
celulares periventriculares de la zona dorsolateral del techo optico (fig. 75a). En el
estadio de 2 dias después de la eclosion la region marcada es mas amplia,
observandose mayor nimero de células inmunorreactivas en la region periventricular
del techo Optico. A los 6 dias se observa como de esas células inmunorreactivas
surgen prolongaciones inmunotefiidas que atraviesan todos los estratos del techo
optico (fig. 75b). Este marcaje es mas abundante en zonas rostrales, llegando a

desaparecer en los niveles mas caudales del techo dptico.

El area ocupada por los procesos inmunorreactivos a calbindina D-28k va
haciéndose cada vez mayor a lo largo del desarrollo, aumentando tanto dorsal como
ventralmente y a lo largo del eje rostrocaudal (fig. 25d-g). Asi, al alcanzar el estadio
de tres meses de edad, el marcaje alcanza su maxima extension, quedando tan solo
libres de cuerpos celulares y procesos inmunorreactivos estrechas porciones de las
regiones dorsocentral y ventrolateral (fig. 75¢). En los animales de seis meses (figs.
27e-g; 28; 29a), un afio y adultos (figs. 30e,f; 31; 32; 33a; 75d-f), el patron de marcaje
es el mismo, si bien el nimero de células inmunorreactivas y la longitud de los
procesos positivos que de ellas salen va siendo progresivamente mayor, paralelamente
al aumento de tamafio que se produce en el techo dptico a lo largo de toda la vida del

animal.

En los alevines de 15 dias de edad podemos observar inmunorreactividad para
calbindina D-28k en el territorio presuntivo del torus longitudinalis (fig. 25f,g). Se

observan células inmunorreactivas en la linea media de esta estructura (fig. 76a). Al
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avanzar en el desarrollo aumenta el numero de células inmunorreactivas. En los
alevines de un mes las células inmunorreactivas se localizan en las paredes ventrales
del torus longitudinalis que estan en contacto con los hemitechos Opticos. En los
juveniles de tres meses (fig. 76b) y seis meses (fig. 76¢) se observa como de estas
células surgen prolongaciones marcadas que se dirigen dorsalmente hacia regiones
subpiales de la estructura. En los juveniles de un afio y en los adultos, el torus
longitudinalis ya no se encuentra encerrado entre los dos hemitechos, sino que
presenta una superficie ventral libre en contacto con el ventriculo, en la que se sitdan
los cuerpos celulares inmunorreactivos para calbindina D-28Kk (figs. 31; 32; 33a; 76d).
Las células presentan procesos inmunorreactivos que se dirigen hacia la superficie

dorsal del torus longitudinalis.

Metencéfalo

Los primeros elementos inmunorreactivos para calbindina D-28k en el
metencéfalo se observan a los 2 dias de edad en las porciones ventrolaterales (fig. 78a)
y dorsocentrales (fig. 78b) de la placa metencefalica. Por su morfologia y localizacion
estos cuerpos celulares fueron identificados como pertenecientes a la glia de
Bergmann. Ademas, aparecen cuerpos celulares inmunotefiidos de localizacion

periventricular.

En el siguiente estadio estudiado, 6 dias despues de la eclosion, las células
gliales de Bergmann positivas presentan mayor intensidad de tincion, y se localizan en
la regidn del estrato de las células de Purkinje (fig. 78c). Ademas se observan otras
células inmunopositivas para calbindina D-28k dispersas por la capa de los granos, de
morfologia esférica y pequefio tamafio. A lo largo de toda la extension rostrocaudal de
la placa metencefalica aparecen cortas fibras inmunorreactivas en la capa molecular

(fig. 78d).
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A los 15 dias de edad el marcaje es similar al descrito anteriormente, si bien el
namero de células inmunorreactivas es mayor y las prolongaciones en la capa
molecular son mas numerosas (fig. 26a-d). Queda solamente libres de células y fibras
una franja en la linea media del cuerpo del cerebelo (fig. 78f), asi como el esbozo de
la eminencia granular (fig. 78e). A partir de los 21 dias el marcaje presenta el patron
definitivo. En los estadios juveniles (figs. 28b,c; 29a-c) se produce un aumento
gradual en el numero y tamafio de elementos inmunorreactivos en paralelo al
crecimiento de todas las regiones metencefalicas hasta que se alcanza el estado adulto
(figs. 32; 33a-d). Aparece inmunotincion para calbindina D-28k en todas las regiones
en las que se divide el metencéfalo: cuerpo del cerebelo, valvula del cerebelo, y 16bulo
vestibulolateral (fig. 79). Asi, vemos células gliales de Bergmann inmunotefidas, a
nivel del estrato de las células de Purkinje, y otros cuerpos celulares inmunotefiidos y
fibras dispersas en el seno del estrato granular. En el estrato molecular aparece un
intenso marcaje fibrilar, constituido por procesos inmunopositivos paralelos entre si
perpendiculares a la superficie cerebelar. Ademas, en las regiones de la valvula del
cerebelo observamos ependimocitos marcados con prolongaciones inmunotefiidas que

se dirigen al interior del cerebelo.

Mielencéfalo

Esta regidn, junto con el diencéfalo, son las primeras en las que aparece
inmunorreactividad para calbindina D-28k. En el estadio de 200°-dia observamos
inmunorreactividad en cuerpos celulares y fibras localizadas en la base de la linea
media, en la primitiva placa del suelo (figs. 22e; 80a). En el siguiente estadio, el de
250°-dia, aparece marcaje en cuerpos celulares agrupados en la regién dorsolateral a
nivel del nucleo del fasciculo solitario presuntivo. De ellos salen prolongaciones
inmunotefiidas que recorren todo el espesor del mielencéfalo hasta alcanzar la

superficie ventral del mismo.
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A la edad de 300°-dia, el marcaje se encuentra extendido ya préacticamente por
toda la linea media del mielencéfalo embrionario (fig. 23 f-h). Esta constituido por
células inmunorreactivas en la mitad dorsal y cortas prolongaciones marcadas en la
mitad ventral de la linea media. En secciones caudales, a nivel del ndcleo reticular
inferior, se observan ademas prolongaciones inmunorreactivas que, surgiendo de las
células de la linea media, se dirigen a regiones subpiales ventrales del mielencéfalo
(fig. 80b). Junto a éstas, pero situadas mas lateralmente podemos observar
prolongaciones marcadas que surgiendo del acumulo dorsal descrito en el estadio

anterior se dirigen también hacia la superficie ventral (fig. 23i).

En el estadio de eclosion el marcaje se generalizd a todas las regiones
mielencefalicas. Asi, en los niveles mas rostrales, pueden observarse células
inmunotefiidas para calbindina D-28k en posicién subpial por toda la superficie dorsal
del mielencéfalo. Ademas, las prolongaciones inmunorreactivas procedentes de esas
células ocupan el espesor del mielencéfalo (figs. 24g-i; 80c), alcanzando las fibras
positivas toda la extension periventricular de las paredes ventrales y laterales. En las
regiones mas caudales, en los niveles en que aparece la oliva, s6lo se observan
cuerpos celulares inmunorreactivos en la porcion mas dorsal de la linea media,
quedando restringidas las prolongaciones inmunorreactivas a la mitad ventral del

mielencéfalo (figs. 24j; 80d).

En el estadio de 2 dias tras la eclosion comienzan ya a observarse elementos
celulares inmunorreactivos para calbindina D-28k en las regiones dorsales en las que
previamente no aparecian. En los estadios sucesivos se hizo gradualmente mas
extenso el marcaje por la superficie dorsal (figs. 26¢-e; 80e), hasta que en el estadio de
21 dias después de la eclosion el marcaje alcanza la totalidad de las regiones

mielencefélicas.

En los estadios posteriores va aumentando gradualmente el nimero de células
inmunorreactivas localizadas en posicion periventricular en la zona dorsal, asi como

también el nimero de procesos inmunorreactivos (figs. 29; 33; 80f; 81a). La Unica
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variacion sustancial es la presencia de células inmunorreactivas dispersas por regiones
mas internas del mielencéfalo, que aparecen en los individuos juveniles de tres y seis

meses, en los juveniles de un afio y en los adultos (fig. 81b-d).

Adyacente a las regiones de los nucleos vestibulares y del &rea octavolateral se
dispone el ganglio vestibuloacustico, que forma parte del Sistema Nervioso Periférico.
En los embriones de 350°-dia aparecen células gliales perineuronales en esta region,
rodeando a neuronas que son inmunonegativas para calbindina D-28k (fig. 82a). En
los estadios siguientes puede observarse como aumenta el nimero de células gliales
perineuronales (fig. 24h). Al llegar al estadio de 6 dias después de la eclosion
observamos inmunorreactividad para calbindina D-28k en las ramas nerviosas que
salen de este ganglio hacia las porciones sensitivas del sistema vestibular (fig. 82b).
Esta localizada en cuerpos celulares alargados con cortas prolongaciones que abrazan
los fasciculos axénicos negativos. A lo largo del desarrollo va aumentando el nimero
de celulas gliales perineuronales positivas para calbindina D-28k (fig. 82c), hasta que
en los animales adultos los elementos gliales inmunorreactivos a calbindina D-28k se
distribuyen por toda la extension del ganglio y sus ramas nerviosas eferentes (fig.

82d).

Medula espinal

Al igual que el hipotdlamo y el mielencéfalo, la médula espinal muestra
inmunorreactividad para calbindina D-28k en estadios muy tempranos del desarrollo.
En el estadio de 200°-dia observamos marcaje en cuerpos celulares y fibras
localizadas en el polo ventral de la linea media de la médula espinal embrionaria (figs.
22f; 83a,b). En el estadio de 300°-dia se observan ademas células inmunorreactivas
localizadas en la zona central de la linea media. De ellas surgen procesos marcados

que se dirigen ventralmente a regiones subpiales (fig. 23j).
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Posteriormente, a los 350°-dia, aparece marcaje en cuerpos celulares localizados
en el polo dorsal de la médula, a nivel de los corplsculos epiteliales, y el marcaje
descrito para los estadios anteriores se hace méas abundante, ocupando los procesos
inmunorreactivos todo el tercio ventral de la médula espinal embrionaria (fig. 83c). En
el estadio de eclosion se observa una parcelacion de la médula espinal tras la
inmunotincion con calbindina D-28k. Asi, podemos observar inmunomarcaje en
cuerpos celulares de la linea media y en sus prolongaciones ocupando los tercios
dorsal y ventral, mientras que la region lateral de la médula queda libre de
inmunomarcaje (fig. 24k). Esta parcelacion va desapareciendo durante el desarrollo, y
asi, al llegar al estadio de 15 dias tras la eclosion, préacticamente toda la médula
espinal presenta procesos inmunotefiidos para calbindina D-28k (figs. 26f; 83d). El
patron se mantiene durante el resto de la ontogenia, si bien el nimero y tamafio de los
elementos inmunotefiidos va aumentando hasta que se alcanza el patron definitivo. En
los animales juveniles de tres meses y seis meses (figs. 29e; 83e), en los juveniles de
un afio, y en los adultos (fig. 33f), la observacion detallada permite detectar cuerpos
celulares de ependimocitos, junto con sus prolongaciones, fuertemente

inmunorreactivas, que se extienden por la regién periependimaria (fig. 83 f).
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B) ICONOGRAFIA
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LISTA DE ABREVIATURAS

ad: Asta dorsal de la médula espinal

AM: Campo anterior medial del bulbo olfatorio
AP: Area pretectal

APr: Area predptica

av: Asta ventral de la médula espinal

BO: Bulbo olfatorio

CA: Comisura anterior

cac: comisura accesoria

CAns: Comisura ansulata

CC: Cuerpo del cerebelo

CG: Capa de los granos del bulbo olfatorio
CGl: Capa glomerular del bulbo olfatorio

CH: Comisura habenular

CHo: Comisura horizontal

cM: Célula de Mauthner

cme: Columna motora espinal

CP: Comisura posterior

CPI: Capa plexiforme del bulbo olfatorio

crc: Cresta cerebelar

Dd: Area dorsodorsal telencefalica

DI: Area dorsolateral telencefalica

Dm: Area dorsomedial telencefalica

DPM: Campo dorsal posterior medial del bulbo olfatorio
EBC: Estrato blanco central del techo 6ptico
EFGS:Estrato fibroso y gris superficial del techo dptico
EGC: Estrato gris central del techo dptico

egr: Eminencia granular
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EM: Estrato marginal del techo dptico
EO: Estrato dptico del techo dptico
EPV: Estrato periventricular del techo optico
flm: Fasciculo longitudinal medial

fM: Fibra de Mauthner

G: Glomeérulo olfatorio

gr: capa de los granos del cerebelo
GVIII: Ganglio vestibuloacustico

H: Habénula

HIP: Hipotalamo

L: Campo lateral del bulbo olfatorio

II: Lemnisco lateral

LVL: Lébulo vestibulolateral

MED: Médula espinal

MES: Mesencéfalo

MET: Metencéfalo

MIEL: Mielencéfalo

mol: Capa molecular del cerebelo
NAPv: Nucleo anterior periventricular
NAT: Ndcleo anterior del taber

NDL: Ndcleo dorsolateral del tAlamo
NDLI: Nucleo difuso del l6bulo inferior
NDM: Ndcleo dorsomedial del tAlamo
NDTL: Nucleo difuso del torus lateralis
Nflm: Nucleo del fasciculo longitudinal medial
Nfsol: Nucleo del fasciculo solitario
NG: Ndcleo glomeruloso

NGL: Nucleo geniculado lateral

NGS: Nucleo gustatorio secundario
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Nlaov: Nucleo intermedio del area octavolateral
NIP: Nucleo interpeduncular

NLT: Nucleo lateral del taber

NLV: Nucleo lateral de la valvula

NM: Nucleo mamilar

NP: Nucleo pretectal

NPO: Ndcleo predptico

NPP: Nucleo preoptico periventricular
NPPv: Ndcleo posterior periventricular
NPT: Nucleo posterior del taber

NR: Ndcleo rotundo

NRa: Nucleo del rafe

NRIi: Ndcleo reticular inferior

NRL: Nucleo del receso lateral

NRm: Ndcleo reticular medio

NRMT: Nucleo reticular mesencefalico-tegmental
NRO: Nucleo rojo

NRP: Nucleo del receso posterior

NRs : Nucleo reticular superior

Ntang: Nucleo tangencial

NVed: Nucleo vestibular descendente.
NVem: Nucleo vestibular magnocelular
NVL: Ndcleo ventrolateral del talamo
NVM: Ndcleo ventromedial del tAlamo
NI: Nervio olfatorio

NII: Nervio optico

NIII: Nucleo del nervio oculomotor
NIV: Ndcleo del nervio troclear

NV: Ndcleo del nervio triggémino
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NVI: Ndcleo del nervio abducens

NVII: Nucleo del nervio facial

NVIII: Nucleo del nervio vestibuloacustico
NIX: Nucleo del nervio glosofaringeo

NX: Ndcleo del nervio vago

oli: Oliva

PL: Campo posterior lateral del bulbo olfatorio
PO: Placoda olfatoria

Pret: Pretectum

Pu: Capa de las células de Purkinje del cerebelo
QO: Quiasma optico

TAL: Talamo

tbs: Tracto bulboespinal

TD: Talamo dorsal

Teg: Tegmentum

TEL: Telencefalo

TL: Torus longitudinalis

tmcba: tracto mesencéfalocerebelar anterior
TO: Techo 6ptico

TP: Tubérculo posterior

TrO: Tracto 6ptico

TS: Torus semicircularis

ttbc: Tracto tectobulbar cruzado

ttbr: Tracto tectobulbar recto

TV: Talamo ventral

tvsp: Tracto vestibuloespinal

V: Ventriculo

VC: Vélvula del cerebelo

Vd: Area ventrodorsal telencefalica
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VI: Area ventrolateral telencefalica

VM: Campo ventromedial del bulbo olfatorio

VP: Campo ventral posterior del bulbo olfatorio

VPL: Campo ventral posterior lateral del bulbo olfatorio

Vv: Area ventroventral telencefalica
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FIGURAS 1-33

Esquemas de secciones coronales del Sistema Nervioso Central de la trucha arco iris en
los cuales se representa el marcaje detectado para cada una de las proteinas ligantes de calcio
estudiadas. Los esquemas han sido ordenados por edades y, dentro de cada edad, desde los

niveles mas rostrales a los mas caudales.

Figuras 1-12: Marcaje para calretinina.
Figura 1: Estadio de 200°-dia.
Figura 2: Estadio de 300°-dia.
Figura 3: Estadio de eclosion.
Figuras 4 y 5: Estadio de 15 dias.
Figuras 6-8: Estadio de 6 meses.

Figuras 9-12: Estadio adulto.

Figuras 13-21: Marcaje para parvalbumina.
Figuras 13 y 14: Estadio de 15 dias.
Figuras 15-17: Estadio de 6 meses.
Figuras 18-21: Estadio adulto.

Figuras 22-33: Marcaje para calbindina D-28k.
Figura 22: Estadio de 200°-dia.
Figura 23: Estadio de 300°-dia.
Figura 24: Estadio de eclosion.
Figuras 25 y 26: Estadio de 15 dias.
Figuras 27-29: Estadio de 6 meses.
Figuras 30 -33: Estadio adulto.
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En la mitad derecha de cada esquema quedan recogidos los limites y denominacion de
los diferentes nucleos y tractos que aparecen a ese nivel de corte, y en la mitad izquierda
representamos la distribucion de la inmunorreactividad observada en cada seccion. También
indicamos, en un esquema del encéfalo de la trucha arco iris en vista dorsal, el nivel de corte
y, en la parte superior izquierda de cada figura el estadio y la proteina a que corresponde el

marcaje. La nomenclatura se corresponde con la de la lista de abreviaturas.

Barra de escala = 1 mm.
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FIGURA 34

a) Vista ventral de un embrion de 150°-dia procesado in toto con anticuerpos anti-calretinina.
En la placoda olfatoria (PO), situada rostralmente al ojo, se observan células

inmunorreactivas redondeadas.

b) Receptores olfatorios inmunorreactivos para calretinina en la mucosa olfatoria de un

embrion de 300°-dia.

c) Alevin de 21 dias. Fasciculos de axones olfatorios inmunopositivos para calretinina

convergiendo en el nervio olfatorio (NI).

d) Detalle de los receptores olfatorios inmunorreactivos para calretinina en un ejemplar

juvenil de 6 meses. Puede distinguirse la vesicula olfatoria en la porcion mas apical (flecha).

Barra de escalaenay c =100 pum.
Barra de escala en b = 50 pm.

Barra de escalaend = 25 pm.
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FIGURA 35

a) Fibras inmunorreactivas para calretinina en el esbozo del bulbo olfatorio (BO) de un

embrion de 300°-dia.

b) Fibras inmunomarcadas para calretinina del nervio olfatorio arborizandose en glomérulos
que se retunen en campos terminales. En la imagen, correspondiente a un individuo juvenil de

3 meses, se observan el campo lateral (L) y el campo ventral posterior lateral (VPL).

c y d) Vistas generales del marcaje para calretinina en dos secciones coronales del bulbo
olfatorio de un animal adulto (c es rostral y d es caudal). Pueden observarse distintos campos
terminales de glomérulos: anterior medial (AM), dorsal posterior medial (DPM), lateral (L),
posterior lateral (PL), ventromedial (VM), ventral posterior lateral (VPL), y ventral posterior

(VP).

e) Glomérulos olfatorios (G) y granos (flechas) inmunorreactivos para calretinina en el bulbo

olfatorio adulto.

f) Detalle de granos inmunorreactivos para calretinina en el bulbo olfatorio de un animal

adulto.

Barra de escalaenay f =50 pm.
Barra de escala en b-d= 50 pm.

Barra de escala en e = 100 pm.
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FIGURA 36

a) Células inmunorreactivas a calretinina localizadas en el area ventral telencefélica en un

embrion de 350°-dia.

b-e) Marcaje para calretinina en las areas ventroventral (Vv) y ventrodorsal (\Vd) del
telencéfalo de la trucha arco iris en un alevin recién eclosionado (b), en un alevin de 6 dias
(c), en un juvenil de 3 meses (d) y en un juvenil de un afio (€). Observamos que el nimero de
células positivas para calretinina se incrementa a lo largo del desarrollo asi como la longitud
de las prolongaciones marcadas. En la figura d aparecen también campos terminales

inmunorreactivos en el area dorsomedial telencefalica (Dm).

f) Marcaje para calretinina en las areas dorsomedial (Dm) y ventrolateral (V1) del telencéfalo
adulto. Se observan tractos de fibras positivas (flechas) que proceden del diencéfalo y se
resuelven en campos terminales en el area dorsomedial. También se ven cuerpos celulares

marcados (flechas abiertas) en el area ventrolateral.

g) Imagen a mayor aumento de las fibras y neuronas positivas en el area ventrolateral

telencefalica (VI).

Barra de escala en a = 50 pm.
Barra de escala en b-e y g = 100 pm.

Barra de escala en f = 200 pum.
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FIGURA 37

a y b) Células inmunorreactivas a calretinina en el esbozo del area predptica (APr) en el
estadio de 200°-dia. La figura a corresponde a una vista ventral de un embrion procesado in

toto y la figura b a una seccion coronal.

c y d) Marcaje para calretinina en el estadio de eclosion en el ndcleo predptico

periventricular (NPP) (c) y en los nucleos predptico (NPO) y anterior periventricular (NAPV)

(d).

e y g) Inmunorreactividad para calretinina en el ndcleo anterior periventricular en un
ejemplar de 6 meses tras la eclosion (e) y en el adulto (g). Las células aumentan su tamafio y

la longitud de sus prolongaciones.

fy h) Inmunotincion para calretinina en el nicleo predptico a los 6 meses tras la eclosion (f)
y en el adulto (h). Podemos observar que las células positivas extienden sus prolongaciones

perpendicularmente a la pared ventricular.

Barra de escala en a-d y h=100 pum.

Barra de escala en e-g = 50 pum.
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FIGURA 38

a-c) Evolucion del marcaje para calretinina en el pretectum. Aparecen células
inmunorreactivas en el area pretectal (AP), nlcleo pretectal (NP), nicleo rotundo (NR) y
nacleo geniculado lateral (NGL). a: alevin de 15 dias. b: alevin de un mes. c: juvenil de 3

meses. En la figura a se observa también el ndcleo dorsolateral del tAilamo (NDL).

d-f) Micrografias de secciones coronales del encéfalo de la trucha arco iris adulta a nivel de
pretectum. El marcaje para calretinina se localiza en el nucleo geniculado lateral (d), area

pretectal (e) y nucleo pretectal (f). V: Ventriculo.

Barra de escala en a-c, e y f =100 pm.

Barra de escala en d = 200 pum.
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FIGURA 39

Expresion transitoria de calretinina en la habénula. Las primeras celulas
inmunorreactivas se observan en el estadio de 15 dias (a). EI numero de células positivas
aumenta gradualmente como puede apreciarse en los estadios de un mes (b) y 3 meses (c),
sin embargo, en estadios mas avanzados del desarrollo el nimero de células marcadas

disminuye y en el adulto desaparecen (d).

Barra de escalaenay b =50 pum.

Barra de escalaen cy d = 100 pm.
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FIGURA 40

Evolucién de la inmunotincion para calretinina en el tdlamo (TAL) de la trucha arcoiris.
En el estadio de 200°-dia (a) se observa un Unico grupo de células inmunorreactivas.
Progresivamente se incrementa el nimero de neuronas, asi, en el estadio de eclosion (b) se
observan dos grupos celulares, uno en el tdlamo dorsal (TD), y otro en el talamo ventral
(TV). Al avanzar en el desarrollo aparecen més grupos de células inmunorreactivas
localizados en los nucleos taldmicos dorsomedial (NDM), dorsolateral (NDL), ventromedial
(NVM) y ventrolateral (NVVL), como se aprecia en secciones de alevines de 15 dias (c es
rostral y d es mas caudal). En las figuras b, ¢ y d se observa también marcaje en nucleos
hipotalamicos como el ndcleo anterior del taber (NAT), nucleo lateral del tuber (NLT) y

nucleo posterior periventricular (NPPV).

Barra de escala = 100 pm.
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FIGURA 41

a) Seccion coronal del encéfalo de un animal juvenil de 3 meses a nivel de los nucleos
dorsales taldmicos. Puede observarse como las neuronas positivas a calretinina del ndcleo
dorsomedial (NDM) se alinean en direccion al nucleo rotundo (NR) del pretectum. NDL:

Nucleo dorsolateral del talamo.

b-d) Marcaje para calretinina en los nicleos talamicos de un ejemplar adulto. La figura b
muestra el ndcleo dorsolateral y la figura c el dorsomedial. En la figura d aparecen neuronas
positivas en los nucleos ventromedial (NVM) y ventrolateral (NVL) del talamo. Pueden
observarse ademas células débilmente marcadas en los nucleos glomeruloso (NG) y rotundo

(NR).

Barra de escala = 100 pm.
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FIGURA 42

a) Marcaje para calretinina en una seccién coronal del hipotadlamo caudal de un embrién de

250°-dia. HIP: hipotalamo.

b) Imagen de un embrién de 300°-dia en la que ya podemos distinguir dos nucleos
hipotaldmicos positivos a calretinina: el nacleo difuso del I6bulo inferior (NDLI) y el nucleo

del receso lateral (NRL).

¢ y d) Inmunotincion en los nucleos de los recesos hipotaldmicos. En el estadio de eclosion
(c) podemos observar neuronas positivas a calretinina pequefias y esféricas en el nacleo del
receso lateral (NRL). Aparecen otras células positivas con prolongaciones dirigidas
lateralmente en el nicleo del receso posterior (NRP), que aumentan en nimero y tamafio a lo

largo del desarrollo como observamos en un ejemplar juvenil de 6 meses (d).

e y f) Neuronas monopolares en el nlcleo del receso lateral (e) y en el nicleo del receso
posterior () en el estadio adulto. En el nicleo del receso posterior se aprecian ademas tractos

fibrilares positivos a calretinina.

Barra de escalaena, c,ey f =100 pum.

Barra de escalaen by d =50 pm.
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FIGURA 43

Evolucion del marcaje para calretinina en los nucleos anterior (NAT) y lateral (NLT) del
tiber (a, c y e), y en el nucleo posterior del tuber (b, d y f). Se muestra el patron de
inmunotincion en el estadio de eclosion (a, b), en alevines de 15 dias (c, d) y en juveniles de
un afio (e, f). A lo largo del desarrollo aumenta el nimero y tamafio de los elementos
inmunorreactivos. El patron de inmunorreactividad en los juveniles de un afio es similar al

encontrado en los individuos adultos.

Barra de escala en a-d = 50 um.
Barra de escala en e = 200 pm.

Barra de escala en f = 100 pum.
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FIGURA 44

a-c) Micrografias de secciones coronales del encéfalo de la trucha arco iris a nivel del
diencéfalo caudal procesadas con anticuerpos anti-calretinina en diferentes estadios del
desarrollo; a: alevin de 6 dias, b: alevin de 15 dias, c: alevin de un mes. Ademas del marcaje
en estructuras diencefalicas como los nucleos glomeruloso (NG), difuso del torus lateralis
(NDTL), del receso lateral (NRL) y mamilar (NM), se observan neuronas inmunorreactivas

en el techo Optico (TO) y en el torus semicircularis (TS).

d-f) Marcaje para calretinina en diferentes nicleos del tubérculo posterior e hipotdlamo en
individuos adultos. Se observan neuronas esféricas sin prolongaciones marcadas en los
nacleos glomeruloso (d) y mamilar (f), asi como células con neuritas marcadas en los

nucleos difuso del torus lateralis (NDTL) y difuso del 16bulo inferior (NDLI) (e).

Barra de escala = 100 pm.
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FIGURA 45

Expresion de calretinina durante el desarrollo de la retina de la trucha arco iris. En los
embriones de 250°-dia (a) aparecen células amacrinas positivas (flecha) en la parte central de
la retina, mientras que el resto de las regiones se encuentra libre de marcaje. A los 300°-dia
(b), ademas de las células amacrinas (flechas), se observan células ganglionares positivas
(flechas abiertas) ocupando mayor extension de la retina. EI marcaje se va extendiendo a
regiones laterales, y aumenta la intensidad de inmunotincion en los elementos positivos,
como puede observarse en una seccion de un alevin de 6 dias (c). En la misma imagen vemos
las fibras positivas del nervio 6ptico en su porcion inicial (flecha). En los juveniles de 3
meses (d), ademas del marcaje anteriormente descrito en células ganglionares (cabeza de

flecha) y amacrinas (flecha), pueden distinguirse células bipolares positivas (flecha abierta).

Barra de escalaenay b =100 pm.

Barra de escalaency d =50 um.
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FIGURA 46

a) Inmunorreactividad para calretinina en el techo 6ptico (TO) de un embrién de 300°-dia.

Las células positivas se localizan junto al limite con el tegmentum mesencefalico (Teg).

b-d) A lo largo del desarrollo el marcaje para calretinina en el techo 6ptico se va extendiendo
a la vez que se diferencian los distintos estratos. En el estadio de eclosion (b) pueden
distinguirse celulas inmunomarcadas, asi como fibras inmunorreactivas (flecha) en la porcion
mas externa. En los alevines de 15 dias (c) el marcaje aparece distribuido en 3 estratos:
estrato marginal (EM), estrato dptico (EO) y estrato periventricular (EPV). Al alcanzar los 3
meses de edad (d) ya se distinguen, ademas de los anteriormente citados, los estratos fibroso
y gris superficial (EFGS), gris central (EGC) y blanco central (EBC). Aparecen fibras
inmunorreactivas en EBC (flecha), EFGS y EO.

e) Fibras calretinina positivas en el nervio optico (NII) y tracto dptico (TrO) en un juvenil de

3 meses de edad.

f) Detalle de las células positivas para calretinina en el techo 6ptico de un individuo juvenil
de 6 meses. Se observan células débilmente tefiidas, de morfologia esférica, en los estratos
marginal (flecha) y periventricular (cabeza de flecha), y otras fusiformes en el estrato gris

central (flecha abierta).

Barra de escala en a-c= 50 pm.
Barra de escalaen dy f =100 pm.

Barra de escala en e = 200 pm.
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FIGURA 47

a 'y b) Vistas panoramicas del patrén de distribucion de calretinina en el techo éptico de un
juvenil de un afio (a), y de un adulto (b). EI marcaje es similar en ambos estadios,
exceptuando en el estrato marginal. EM: estrato marginal. EO: estrato dptico. EFGS: estrato
fibroso y gris superficial. EGC: estrato gris central. EBC: estrato blanco central. EPV: estrato

periventricular.

c y d) Detalle de los estratos marginal (EM) y éptico (EO) en un individuo de un afio (c) y en
un adulto (d). Mientras que aparecen células inmunorreactivas en el estrato marginal en
individuos de un afio, el mismo estrato esta libre de inmunorreactividad en el adulto, pero se

observan neuronas de caracteristicas similares en la porcion mas externa del estrato optico.

e y f) Detalle de distintos tipos celulares inmunorreactivos en el techo déptico de trucha arco
iris adulta. Se aprecian diferentes morfologias celulares en los estratos periventricular

(flechas abiertas), gris central (cabezas de flecha) y blanco central (flechas).

Barra de escalaenay b =200 pm.

Barra de escala en c-f = 50 um.
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FIGURA 48

Expresion transitoria de calretinina en el nucleo interpeduncular de la trucha arco iris. El
marcaje se detecta por primera vez en el estadio de eclosion (a), y aumenta progresivamente
durante el desarrollo, como se observa en alevines de 6 (b) y de 15 dias (c). Al alcanzar el
estado juvenil el nimero de células va disminuyendo progresivamente, como se aprecia en
las imagenes correspondientes a individuos de 3 meses (d) y de un afio (e), desapareciendo

completamente en los adultos (f).

Barra de escalaenay b =50 pum.
Barra de escalaen cy d = 100 pm.

Barra de escalaen ey f =200 pm.
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FIGURA 49

a) Seccion coronal del encéfalo de una trucha arco iris a nivel de los ndcleos motores
mesencefalicos en el estadio de eclosién, en la que se observan fibras inmunorreactivas a

calretinina discurriendo por el fasciculo longitudinal medial (flm).

b) Inmunotincion para calretinina en el tegmentum de un alevin de 6 dias de edad. Pueden
observarse fibras del fasciculo longitudinal medial (flm) que se dirigen hacia el nucleo
troclear (NIV), asi como células marcadas en el ndcleo lateral de la valvula (NLV) y en el

nucleo reticular mesencefalico-tegmental (NRMT).

c y d) Inmunotincién para calretinina en los nucleos del fasciculo longitudinal medial
(NfIm), rojo (NRO) y glomeruloso (NG) de un alevin de 15 dias (c) y en un juvenil de un afio
(d). Puede observarse un leve entramado fibrilar sobre las neuronas inmunomarcadas de

estos nucleos.

e y f) Terminales calretinina-positivos que, procedentes del fasciculo longitudinal medial
(flm), contactan con las células de los nicleos motores del tegmentum (flechas) en un
individuo adulto. NIII: NdGcleo del nervio oculomotor. NIV: Ndcleo del nervio troclear. V:

Ventriculo. VC: Vélvula del cerebelo.

Barra de escalaenay f =50 pm.
Barra de escalaen by ¢ = 100 pm.

Barra de escalaen dy e = 200 pm.
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FIGURA 50

a-c) Micrografias de secciones coronales del encéfalo de la trucha arco iris a nivel del
tegmentum mesencefalico, en las que se observan neuronas inmunorreactivas para calretinina
en el nacleo lateral de la valvula (NLV), torus semicircularis (TS) y nucleo reticular
mesencefalico-tegmental (NRMT). También se distinguen fibras inmunorreactivas en el

fasciculo longitudinal medial (flm). a y b: estadio de eclosidn. c: alevin de 15 dias.

d-g) Marcaje para calretinina en diferentes regiones del tegmentum en animales adultos.
Distinguimos neuronas de diferentes morfologias con prolongaciones marcadas en el nicleo
reticular mesencefalico-tegmental (d), y neuronas pequefias, esféricas muy apelotonadas en
el ndcleo lateral de la valvula (e). En el torus semicircularis aparecen neuronas piriformes
situadas junto a la base del ventriculo mesencefalico (f), y otras fusiformes situadas entre

tractos fibrilares negativos (g).

Barra de escala = 100 pm.
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FIGURA 51

a-c) Evolucién del marcaje para calretinina en el metencéfalo de la trucha arco iris. En el
estadio de eclosion (a) aparecen células esféricas, sin prolongaciones marcadas, asi como un
tracto fuertemente inmunorreactivo (flecha). En alevines de 6 dias (b) se observan granos
con cortas prolongaciones marcadas. En la imagen c, correspondiente a un juvenil de 3
meses, ademas de fibras (flecha abierta), y granos positivos (cabeza de flecha), observamos

celulas de Lugaro marcadas (flecha).

d) Vista general del marcaje para calretinina en el metencéfalo de trucha arco iris adulta.
Pueden observarse granos en el cuerpo del cerebelo (CC) y en la eminencia granular (egr), y

celulas de Lugaro en el I6bulo vestibulolateral (LVL).

e) Detalle de las células inmunorreactivas para calretinina en el cerebelo de la trucha arco iris
adulta. Aparecen granos de pequefio tamafio (cabeza de flecha) y células de Lugaro més

grandes, en las que en ocasiones se observa el inicio del axon (flecha).

f) Terminales inmunorreactivos para calretinina a nivel de las células de Purkinje
inmunonegativas (asterisco). mol: capa molecular. Pu: capa de las células de Purkinje. gr:

capa de los granos.

Barra de escalaenay b =50 um.
Barra de escalaenc, ey f =100 pm.

Barra de escala en d = 200 pum.
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FIGURA 52

a, c y e) Micrografias de secciones coronales del encéfalo de trucha arco iris que muestran
las células inmunorreactivas para calretinina en el nucleo trigémino (flechas) en diferentes

estadios de desarrollo. a: alevin de 6 dias. c: juvenil de 6 meses. e: adulto.

b, d y f) Micrografias de secciones coronales del encéfalo de trucha arco iris que muestran la
evolucion del marcaje para calretinina en el ndcleo gustatorio secundario. b: estadio de

eclosion. d: juvenil de un mes. f: adulto.

Barra de escala a, c, ey f =100 pm.

Barra de escalaen by d =50 pum.
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FIGURA 53

a) Marcaje para calretinina en los nicleos motores del mielencéfalo en un alevin de 15 dias.
Se observan celulas grandes pertenecientes a los nacleos del nervio facial (NVII) y del nervio
vestibuloacustico (NVII), asi como somas esféricos de menor tamafio pertenecientes al

nucleo del nervio abducens (NVI).

b) Vista general del mielencéfalo de un ejemplar juvenil de un afio a nivel de los nacleos de
los pares craneales. Junto a las neuronas inmunorreactivas para calretinina correspondientes a
los ndcleos del nervio abducens (NVI), del nervio facial (NVII) y del nervio
vestibuloacustico (NVIII), se observan células positivas de diferentes tamafios y morfologias

pertenecientes al nucleo reticular medio (NRm).

c) Detalle de la figura b mostrando las neuronas esféricas del ndcleo del nervio abducens

(NV1), asi como células y fibras correspondientes al nucleo reticular medio (NRm).

d) Detalle de la figura b donde se observan células fusiformes con largas prolongaciones
marcadas en los nucleos de los nervios facial (NVII) y del nervio vestibuloacustico (NVII1),
asi como otras de gran tamafio y morfologia ovoide y poligonal pertenecientes al nicleo

reticular medio (NRm).

Barra de escalaenay d =100 pm.
Barra de escala en b = 200 pum.

Barra de escala en ¢ = 50 pm.
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FIGURA 54

Marcaje para calretinina en los nucleos reticulares y del rafe. En secciones horizontales
de embriones de 250°-dia (a) se aprecian numerosas neuronas localizadas a nivel de los
nucleos reticulares que envian sus prolongaciones reunidas en un tracto que se dirige hacia
regiones mas caudales. En el estadio de eclosion (b) ya pueden diferenciarse las neuronas
pertenecientes al nucleo del rafe (NRa) de las del ndcleo reticular superior (NRs). Las
diferencias entre ambos grupos celulares se van acentuando durante el desarrollo, y en
juveniles de 6 meses (c) se aprecia la diferencia existente en tamafio y patron de ramificacion
entre las neuronas reticulares (flecha) y las pertenecientes al nucleo del rafe (flecha abierta).
En el mielencéfalo adulto aparecen neuronas esféricas fuertemente inmunorreactivas con
gruesas prolongaciones marcadas en el nlcleo del rafe (d) y células de diferentes morfologias

en los ndcleos reticulares, en ocasiones de gran tamafio (flecha) (e y f).

Barra de escalaen a, d, ey f=100 pm.

Barra de escalaby ¢ =50 um.
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FIGURA 55

Marcaje para calretinina en los nucleos vestibulares en alevines de 6 dias (a, b, ¢) y
juveniles de un afio (d, e, f). Aparecen células inmunorreactivas para calretinina de
morfologia esférica en los ndcleos intermedio del area octavolateral (Nlaov) (a y d),
tangencial (Ntang) (b y e) y vestibular descendente (NVed) (c y f), asi como otras de forma
ovoide de mayor tamafio en el ndcleo vestibular magnocelular (NVem) (b y e). Sobre las
neuronas de estos nucleos se aprecia un denso entramado de fibras inmunopositivas

correspondientes al tracto vestibuloespinal (flechas). GVIII: ganglio vestibuloacustico.

Barra de escala en a-c, d y f = 100 pm.

Barra de escala en e = 150 pm.
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FIGURA 56

a, ¢y e) Evolucion del marcaje para calretinina en el nucleo del fasciculo solitario a lo largo
de la ontogenia de la trucha arco iris. En el estadio de 300°-dia (a) se observan neuronas
esféricas sin prolongaciones marcadas. En alevines de 6 dias (c) ya empiezan a observarse
células con prolongaciones inmunorreactivas, hasta que las neuronas adquieren la morfologia

piriforme y monopolar que podemos observar en los adultos (e).

b, d y f) Inmunorreactividad para calretinina en la oliva en diferentes estadios de desarrollo.
El primer estadio en el que se observa marcaje es el de eclosion (b), aparecen pequefias
células esféricas sin prolongaciones marcadas, inmersas en un fino entramado de terminales
calretinina positivos. A lo largo del desarrollo aumenta gradualmente la extension del
marcaje como observamos en secciones coronales de un juvenil de 3 meses (d) y de un

adulto (f).

Barra de escala en a-c = 50 pm.
Barra de escala en d= 100 pm.

Barra de escalaen ey f =200 pm.
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FIGURA 57

a y b) Neuronas inmunorreactivas para calretinina en el ganglio vestibuloacustico en un

embrion de 350°-dia () y en un juvenil de un afio (b).

c y d) Fibras inmunorreactivas para calretinina (flechas) sobre las células de Mauthner
inmunonegativas en ejemplares de 15 dias (c) y de un afio (d) de edad. Pueden observarse
gruesas fibras marcadas (flechas abiertas) que se integran en el fasciculo longitudinal medial

(fim).

Barra de escala = 50 um.
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FIGURA 58

a-e) Evolucién del marcaje para calretinina en la médula espinal de la trucha arco iris. En
embriones de 150°-dia procesados in toto para calretinina (a) se observan neuronas
piriformes monopolares en el mielencéfalo (MIEL) y la médula espinal (MED), alineadas a
ambos lados de la linea media. Al avanzar en el desarrollo, aumenta gradualmente el nimero
de neuronas inmunorreactivas, como puede observarse en secciones coronales de embriones
de 350°-dia (b) y de alevines de 2 dias de edad (c). Al alcanzar el estadio de 15 dias (d)
pueden distinguirse dentro de la médula espinal interneuronas redondeadas (flechas) y
motoneuronas (flecha abierta) inmunorreactivas. En juveniles de 6 meses (e) pueden
distinguirse grandes motoneuronas (flecha) con una prolongacién que sale de la médula

espinal por la raiz medular ventral (flechas abiertas).

f-h) Inmunorreactividad para calretinina en la médula espinal de la trucha arco iris adulta.
Pueden distinguirse interneuronas marcadas de diferentes morfologias (f); algunas bipolares
(flecha abierta), otras semilunares (flecha), asi como terminales inmunorreactivos para
calretinina sobre elementos celulares negativos (cabezas de flecha). Se observa también

marcaje en grandes motoneuronas (g) y en células de los corpusculos epiteliales (h).

Barra de escala en a-e = 100 pm.

Barra de escala en f-h = 50 pm.



Iconografia - 92 -

FIGURA 59

a) Marcaje para parvalbdmina en el bulbo olfatorio de individuos juveniles de un afio de
edad. Se observan células esféricas pequefias (flechas) y otras de mayor tamafio y morfologia

ovalada o piriforme (flechas abiertas).

b-e) Inmunorreactividad para parvalbumina en el telencéfalo de la trucha arco iris. La figura
b muestra células inmunorreactivas para parvalbdmina (flechas) en las areas dorsodorsal
(Dd) y dorsolateral (DI) de un juvenil de 6 meses. En los animales adultos (c) el marcaje esta
mas extendido y se localiza en ependimocitos periventriculares (flecha abierta), fibras
inmunorreactivas (flechas) y pequefias neuronas esféricas en las areas telencefélicas
dorsomedial (Dm), dorsodorsal (Dd) y dorsolateral (Dd). A mayor aumento se muestran las

neuronas (d) y los ependimocitos (e) en el telencéfalo de la trucha arco iris adulta.

Barra de escalaena, by d =100 pm.
Barra de escala en ¢ = 200 pm.

Barra de escala en e = 50 pum.
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FIGURA 60

a, ¢ y e) Evolucion del marcaje para parvalbdmina en el nacleo del fasciculo longitudinal
medial. En los alevines de 15 dias (a) se observan neuronas marcadas y fibras
inmunorreactivas que proceden del fasciculo longitudinal medial (flm). Al avanzar en el
desarrollo puede observarse la presencia de prolongaciones marcadas en las neuronas
positivas, como se aprecia en secciones coronales el encéfalo de juveniles de 6 meses (¢) y

adultos (e).

b) Ndcleo geniculado lateral en un individuo juvenil de un afio. Se observa un denso

entramado fibrilar y pequefias neuronas inmunorreactivas para parvalbdmina.

d) Neuronas monopolares inmunorreactivas para parvalbumina del nucleo pretectal de un

individuo adulto.

f) Inmunorreactividad para parvalbimina en el nlcleo glomeruloso de una trucha arco iris

adulta. Se observan pequefias células esféricas tefiidas sin prolongaciones marcadas (flechas).

Barra de escalaenay ¢ =50 pm.
Barra de escala en b = 200 pum.

Barra de escala en d= 100 pm.
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FIGURA 61

a y b) Marcaje para parvalbdmina en el techo dptico de una trucha arco iris de un afio. Se
observan celulas inmunorreactivas en los estratos periventricular (EPV) y blanco central

(EBC) (a), asi como en los estratos éptico (EO) y fibroso y gris superficial (EFGS) (b).
c y d) Inmunotincion para parvalbumina en el tegmentum de trucha arco iris adulta.
Aparecen células marcadas entre paquetes de fibras inmunonegativas del torus semicircularis

(c), y neuronas esféricas sin prolongaciones marcadas en el ndcleo lateral de la valvula (d).

Barra de escala = 50 um.
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FIGURA 62

Marcaje para parvalbumina en los nicleos de los pares craneales mesencefalicos. El
marcaje se localiza en fibras procedentes del fasciculo longitudinal medial (flm) que
contactan con las células inmunonegativas de los nucleos del nervio troclear (NIV) y del
nervio oculomotor (NIII) en los alevines de 15 dias (a) y 3 meses (b). Al llegar al estadio
juvenil de un afio de edad las células que constituyen ambos nucleos presentan

inmunorreactividad para parvalbumina (c y d).

Barra de escalaena, by d =50 um.

Barra de escala en ¢ = 100 pm.
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FIGURA 63

Evolucion del marcaje para parvalbumina en el metencéfalo de la trucha arco iris. Los
primeros elementos inmunorreactivos aparecen a los 6 dias de edad (a) en células de Purkinje
inmaduras a nivel del l6bulo vestibulolateral (LVL). La imagen b muestra el cuerpo del
cerebelo de un juvenil de 3 meses; las células inmunorreactivas se alinean en la capa de las
células de Purkinje (Pu) con sus dendritas extendiéndose por la capa molecular (mol), y no se
observa marcaje en la capa de los granos (gr). En juveniles de 6 meses de edad pueden
observarse células de Purkinje en la valvula del cerebelo (VC) (c) y en el I6bulo
vestibulolateral (LVL) (d). En secciones coronales del cerebelo adulto (e y f) aumenta el
tamafio de las células de Purkinje, asi como la longitud de sus dendritas marcadas, que
discurren por la capa molecular. En ocasiones se distingue el inicio de su axén marcado
(cabeza de flecha). Se observan ademas campos terminales positivos sobre células

euridendroides negativas (flechas).

Barra de escalaenay c =100 pum.
Barra de escala en by e= 200 pum.

Barra de escalaen dy f =50 um.
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FIGURA 64

a) Juvenil de 6 meses de edad. Inmunotincion para parvalbumina en las células de Mauthner.
Se marca intensamente tanto el cuerpo celular, como las dendritas (cabeza de flecha) que se
extienden por el mielencéfalo, y el axdn (flecha) que se integra en el fasciculo longitudinal

medial (flm). Se observan ademas neuronas reticulares inmunopositivas (flecha abierta).

b) Neurona reticular inmunorreactiva para parvalbimina en una trucha arco iris adulta.

c y d) Secciones coronales de células de Mauthner a nivel rostral (c) y caudal (d). Se
observan terminales inmunorreactivos para parvalbdmina que hacen contacto sobre ellas

(flechas).

Barra de escala en a = 100 pm.

Barra de escalaen b, cy d =50 um.
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FIGURA 65

a) Marcaje para parvalbumina en el ndcleo del nervio trigémino (NV) de un individuo

juvenil de 6 meses.

b-f) Inmunorreactividad para parvalbimina en los nucleos de los pares craneales
mielencefalicos en la trucha arco iris adulta. Se observan las células de los nucleos del nervio
trigémino (b; NV), nervio abducens (c; NVI), nervio facial (d; NVII), nervio
vestibuloacustico (d; NVIII), nervio glosofaringeo (e; NIX) y del nervio vago (f; NX). Las
flechas en las figuras d y f sefialan el axdn de Mauthner inmunorreactivo para parvalbdmina

discurriendo por el fasciculo longitudinal medial (flm).

Barra de escala en a = 50 pm.

Barra de escala en b-f = 100 pum.
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FIGURA 66

Marcaje para parvalbimina en los ndcleos vestibulares de la trucha arco iris. Aparecen
celulas débilmente inmunorreactivas en el ndcleos vestibular magnocelular (NVem) y células
mas intensamente tefiidas en el nicleo tangencial (Ntang), nlcleos a los que ademas llegan
fibras inmunopositivas procedentes del ganglio vestibuloacUstico, como se aprecia en
secciones coronales del encéfalo de alevines de 6 (a) y 15 dias (b). En la figura ¢ se muestra
una vista general del marcaje en los nucleos vestibulares en el estadio de un afio. Ademas de
las neuronas inmunopositivas de los nucleos vestibular magnocelular y tangencial, se
observan fibras inmunorreactivas que se dirigen hacia la linea media del encéfalo (flechas).
A mayor aumento se muestra el marcaje que aparece en ejemplares adultos (d-f). Asi se
observan neuronas intensamente tefiidas para parvalbimina en el ndcleo tangencial (d),
neuronas débilmente tefiidas rodeadas de terminales inmunopositivos en el nlcleo vestibular
magnocelular (e), y terminales positivos para parvalbimina sobre células inmunonegativas

en el nacleo vestibular descendente (f).

Barra de escalaenay c =200 um.

Barra de escala en by d-f = 50 pum.
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FIGURA 67

Evolucion de la inmunorreactividad para parvalbdmina en el ganglio vestibuloacustico.
Las primeras células inmunorreactivas se observan en el estadio de 250°-dia (a). A los 2 dias
de edad (b) puede observarse mayor nimero de células positivas y con prolongaciones
marcadas, algunas dirigiéndose a regiones sensoriales (flecha abierta) y otras hacia el
mielencéfalo (flecha). En una seccion sagital del encéfalo de un alevin de 6 dias (c) se
observa como las fibras que penetran en el mielencéfalo se integran en el tracto
vestibuloespinal (flechas). A lo largo del desarrollo aumenta el numero de células y fibras
inmunopositivas en el ganglio vestibuloacuistico, como se aprecia en secciones de juveniles

de 3 meses (d) y de un afio (e).

Barra de escalaena, b, dy e =100 um.

Barra de escala en ¢ = 100 pm.
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FIGURA 68

Inmunorreactividad para parvalbdmina en la médula espinal de trucha arco iris. En una
seccion coronal de la médula espinal de un juvenil de 3 meses (a) se observan células
débilmente marcadas (flechas). A los 6 meses (b) las células positivas son de mayor tamafio
y presentan cortas prolongaciones. En el adulto, el marcaje estd méas extendido (c),
observandose inmunorreactividad en cuerpos celulares y tractos fibrilares. En imagenes a
mayor aumento podemos ver motoneuronas (d), y en el polo ventral de la médula espinal (e)
oligodendrocitos inmunorreactivos (flechas), dispuestos junto a los tractos fibrilares

inmunorreactivos ().

Barra de escalaenay c =200 um.
Barra de escalaen by f =50 pum.

Barra de escalaen dy e =100 pm.
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FIGURA 69

Marcaje para calbindina D-28k en el bulbo olfatorio (BO) de la trucha arco iris. El
marcaje se observa por primera vez a los 15 dias después de la eclosién (a) entre los
fasciculos del nervio olfatorio (NI) a su entrada en el bulbo olfatorio. En los alevines de un
mes (b), ademas del marcaje en el nervio olfatorio se pueden observar fibras dispersas en el
interior del bulbo olfatorio. En secciones coronales de individuos adultos (¢ y d) se observan
tanicitos periventriculares (flechas abiertas) con prolongaciones que se relnen en gruesos
tractos marcados (flechas) y llegan hasta la capa plexiforme (CPI) y la capa glomerular

(CGI).

Barra de escalaena, cy d =100 um.

Barra de escala en b = 50 pum.
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FIGURA 70

Inmunorreactividad para calbindina D-28k en el telencéfalo de la trucha arco iris. Los
primeros cuerpos celulares inmunorreactivos aparecen en la region ventral de la linea de
separacion de los dos hemisferios telencefalicos en alevines de 6 dias (a). En secciones
coronales del telencéfalo de alevines de 15 dias (b) se observan tanicitos periventriculares
con prolongaciones marcadas (flecha), localizados en el area dorsodorsal telencefélica (Dd).
En niveles méas caudales (c) aparece marcaje en tanicitos localizados en las areas dorsodorsal
y ventrodorsal (Vd), y en sus prolongaciones que se dirigen hacia regiones subpiales
ventrales (flechas). La region dorsomedial (Dm) est4 libre de marcaje. Posteriormente, a los
21 dias (d), los tanicitos se disponen a lo largo de toda la linea media, y envian
prolongaciones que contactan con la region subpial (flechas). En los alevines de un mes (e)
aumenta en gran medida el nimero de fibras inmunorreactivas en la region ventral
telencefélica, si bien la comisura anterior (CA) aparece libre de marcaje. En los juveniles de
3 meses (f) el marcaje se distribuye por todo el hemisferio, excepto en las regiones ventrales

de los niveles méas caudales que limitan con el diencéfalo (asterisco).

Barra de escalaenay b =50 pum.

Barra de escala en c-f = 100 pm.
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FIGURA 71

a) Juvenil de un afo. La region del &rea ventroventral telencefalica (Vv) que limita con los
bulbos olfatorios no presenta tanicitos inmunorreactivos, que son muy abundantes e

intensamente inmunotefiidos en el resto del telencéfalo.

b-d) Marcaje para calbindina D-28k en el telencéfalo de trucha arco iris adulta. Las
prolongaciones inmunomarcadas ocupan todo el hemisferio excepto una pequefia porcion del
area dorsolateral (b; asterisco) y la region de la comisura anterior (c; CA). En la figura d se

muestran a mayor aumento los tanicitos inmunorreactivos.

Barra de escalaenay c =100 pum.
Barra de escala en b = 400 pum.

Barra de escala en d = 50 um.
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FIGURA 72

a) Embrion de 200°-dia. Fibras inmunorreactivas para calbindina D-28k localizadas

subpialmente a nivel del hipotdlamo (HIP).

b-f) Evolucion del marcaje para calbindina D-28k en el area preodptica (APr) de la trucha arco
iris. En embriones de 350°-dia (b) la inmunorreactividad aparece en cuerpos celulares
periventriculares en el area predptica. En los alevines de 2 dias (c) pueden distinguirse dos
grupos de células diferentes, uno a nivel del nacleo predptico (NPO) y otro a nivel del ndcleo
anterior periventricular (NAPv). Al llegar al estadio de 15 dias (d) se observan
prolongaciones inmunomarcadas que surgen en sentido lateral hacia regiones subpiales desde
los cuerpos celulares localizados a nivel del ndcleo anterior periventricular. Estas
prolongaciones se retnen en un fasciculo que alcanza porciones subpiales ventrales (flecha)
en los juveniles de un mes (e). Al alcanzar la edad de 6 meses (f) el marcaje se generaliza a la
mayor parte del &rea predptica, si bien permanecen regiones libres de inmunorreactividad

(asteriscos). TAL: Talamo. TO: Techo éptico.

Barra de escalaenay b =50 um.
Barra de escalaenc, dy f=100 pm.

Barra de escala en e = 200 pm.
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FIGURA 73

Expresion de calbindina D-28k en el diencéfalo de la trucha arco iris. En los embriones
de 300°-dia (a) aparecen cuerpos celulares inmunorreactivos localizados junto al ventriculo
(V) a nivel del tdlamo dorsal, con prolongaciones que se dirigen lateralmente (flechas). En el
estadio de eclosion (b), las prolongaciones inmunorreactivas de las células localizadas en el
talamo dorsal alcanzan regiones subpiales (flechas), y aparecen dos nuevos grupos de células
inmunorreactivas, uno en el talamo ventral (flecha abierta) y otro en el tiber (cabeza de
flecha). En los alevines de 6 dias (c), aunque quedan zonas libres de marcaje (asteriscos), el
desarrollo de estos grupos celulares y la longitud de las fibras inmunorreactivas es mucho
mayor, alcanzando todas ellas las regiones subpiales laterales (flechas). Durante el desarrollo
juvenil (d, e; 6 meses) y en el adulto (f) el marcaje fibrilar se generaliza a todo el diencéfalo,
aunque quedan franjas transversales libres de marcaje (asteriscos). Se observan cuerpos
celulares en la linea media (cabezas de flecha), fibras inmunorreactivas (flechas abiertas), asi

como algunos cuerpos celulares desplazados de la linea media (flechas).

Barra de escalaen a, ey f =50 pm.
Barra de escalaen by ¢ = 100 pm.

Barra de escala en d = 200 pum.
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FIGURA 74

a) Marcaje para calbindina D-28k en el tegmentum (Teg), nucleo difuso del 16bulo inferior
(NDLI), y nacleos del receso lateral (NRL) y del receso posterior (NRP) en un alevin de 6

dias.

b) Inmunorreactividad para calbindina D-28k en cuerpos celulares localizados alrededor de
los recesos hipotalamicos en un juvenil de 3 meses. Queda libre de marcaje una gran porcion
de los nucleos del receso lateral (NRL) y del receso posterior (NRP). Se observa gran

cantidad de fibras inmunorreactivas en el nucleo difuso del I6bulo inferior (NDLI).

c) Inmunotincion para calbindina D-28k en los ndcleos de los recesos hipotaldmicos de un
ejemplar adulto. Se observan cuerpos celulares inmunorreactivos periventriculares a nivel de
los nucleos del receso lateral (NRL) y del receso posterior (NRP), asi como algunas células

esféricas marcadas alejadas de los recesos hipotalamicos (flechas).

d) Cuerpos celulares periventriculares y fibras dispersas inmunorreactivas a calbindina D-

28Kk en la habénula de un individuo juvenil de un afio. V: ventriculo.

Barra de escala en a = 200 pm.

Barra de escala en b-d = 100 pum.
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FIGURA 75

a) Estadio de eclosion. Células inmunorreactivas para calbindina D-28k situadas alrededor
del ventriculo mesencefalico que separa el techo 6ptico (TO) del tegmentum mesencefalico

(Teg). En el tegmentum se observan fibras inmunomarcadas (flechas).

b-f) Evolucion del marcaje para calbindina D-28k en el techo dptico de la trucha arco iris. Se
observan células inmunorreactivas, de localizacion periventricular, cuyas prolongaciones
cruzan todos los estratos tectales. Los asteriscos marcan las regiones dorsomedial y
ventrolateral del techo dptico que quedan libres de marcaje durante todo el desarrollo. b:

alevin de 6 dias. c: juvenil de 3 meses. d: juvenil de 6 meses. e y f: adulto.

Barra de escala en a = 50 pm.
Barra de escala en b = 100 pm.

Barra de escala en ¢ -f= 400 pm.
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FIGURA 76

Evolucion del marcaje para calbindina D-28Kk en el torus longitudinalis de la trucha arco

iris.

a) Alevin de 15 dias. Se observan células inmunomarcadas en la parte central del torus

longitudinalis (flecha).

b y c¢) Las células inmunorreactivas que limitan lateralmente el torus longitudinalis (flecha)
envian prolongaciones marcadas que alcanzan la superficie dorsal (flecha abierta). El
asterisco indica la region limitante del techo déptico que carece de inmunorreactividad para

calbindina D-28k. b: juvenil de 3 meses. c: juvenil de 6 meses.

d) Adulto. Se observan células redondeadas localizadas en el limite con el ventriculo

mesencefalico (V).

Barra de escala = 100 pm.
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FIGURA 77

a) Imagen de una seccion coronal a nivel del tegmentum de un embrion de 250°-dia. El

marcaje para calbindina D-28k se localiza en cuerpos celulares de la placa del suelo.

b) Células inmunorreactivas a calbindina D-28k en la base del ventriculo mesencefalico (V)

de un embrion de 300°-dia.

c-e) Evolucién del marcaje en el tegmentum mesencefalico. Los cuerpos celulares
inmunorreactivos se localizan en la zona dorsal de la linea media y en la base del ventriculo
mesencefalico (cabezas de flecha), y envian prolongaciones inmunomarcadas hacia regiones
subpiales ventrales (flechas). La linea media tegmental queda ocupada por prolongaciones
inmunomarcadas (flechas abiertas). ¢: embridn de 350°-dia. d: estadio de eclosion. e: alevin

de 15 dias.

f) Vista general de una seccion coronal del tegmentum de una trucha arco iris adulta. Ademas
de cuerpos celulares localizados en posicién periventricular, pueden observarse otros

aislados, en zonas internas del tegmentum (flechas).

Barra de escalaenay b =50 um.
Barra de escalaen cy d = 100 pm.

Barra de escalaeney f =200 pm.
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FIGURA 78

Evolucion del marcaje para calbindina D-28k en el metencéfalo de la trucha arco iris. A
los 2 dias de edad se observan células inmunorreactivas (flechas) en regiones laterales (a) y
centrales (b) de la placa cerebelar. En el estadio de 6 dias tras la eclosion (c y d) aumenta el
namero de células inmunorreactivas (flechas), y aparecen ademas fibras marcadas (flechas
abiertas). A los 15 dias posteclosion (e y f) se observa méas claramente la laminacion
metencefalica, y aparecen células y fibras marcadas en toda su extension, excepto en el
esbozo de la eminencia granular (e; asterisco) y en una banda central (f; asteriscos) del
cuerpo del cerebelo (CC) y el I6bulo vestibulolateral (LVL). mol: capa molecular. Pu: capa

de las células de Purkinje. gr. capa de los granos.

Barra de escala en a-d= 50 pum.

Barra de escalaeney f =100 pm.
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FIGURA 79

a) Seccion coronal del cuerpo del cerebelo de un juvenil de 6 meses. EI marcaje para
calbindina D-28k se observa en fibras apelotonadas en la capa molecular (mol), asi como en
las células gliales de Bergmann de la capa de las células de Purkinje (Pu) y fibras y células
inmunorreactivas dispersas por la capa de los granos (gr). Quedan libres de
inmunorreactividad dos zonas localizadas dorsal y ventralmente en la linea media del

metencéfalo (asteriscos).

b) Vista panoramica de una seccion coronal del cerebelo adulto procesada con anticuerpos
anti-calbindina D-28k. El marcaje se distribuye de modo amplio por el cuerpo del cerebelo

(CC), el I6bulo vestibulolateral (LVL) y la eminencia granular (egr).

¢ y d) Elementos inmunorreactivos a calbindina D-28k en el cuerpo del cerebelo (c) y la
valvula del cerebelo (d). Se observan células de Bergmann (flechas abiertas) en la capa de
células de Purkinje (Pu) y cuerpos celulares inmunorreactivos (cabezas de flecha) en la capa
de los granos (gr), asi como gran nimero de fibras marcadas en la capa molecular (mol), y
menos abundantes, en la capa de los granos. Obsérvese que la laminacion difiere en las dos
estructuras, siendo la capa mas externa en el cuerpo del cerebelo la molecular, mientras que
en la vélvula del cerebelo es la granular. Ademas, aparecen cuerpos celulares esféricos de

localizacion periventricular (d; flechas) en la valvula del cerebelo.

Barra de escalaenay c =200 um.
Barra de escala en b = 400 pum.

Barra de escala en d = 50 um.
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FIGURA 80

Evolucion del marcaje para calbindina D-28k en el mielencéfalo de la trucha arco iris.
Los primeros elementos marcados se observan a los 200°-dia en la placa del suelo (a), donde
se observan células situadas dorsalmente (flecha) y fibras ventralmente (flecha abierta). A los
300°-dia (b) aparecen prolongaciones que se dirigen a regiones subpiales ventrales (flechas).
Al alcanzar el estadio de eclosién, en secciones rostrales (c) se distinguen células
inmunorreactivas en la pared ventricular dorsal (flecha abierta), y en ocasiones se observa
como sus prolongaciones abrazan el fasciculo longitudinal medial (flecha). En secciones
caudales (d) los cuerpos celulares se localizan en el polo dorsal de la linea media (flecha) y
el tercio ventral del mielencéfalo (flecha abierta) se encuentra ocupado por prolongaciones.
En los alevines de 6 dias (e) aumenta el nimero de células marcadas de la pared dorsal
(flecha abierta), que envian prolongaciones a las regiones ventrales (flechas) limitantes con
el ganglio vestibuloacustico (GVIII). El marcaje en la linea media lo forman prolongaciones
muy apelotonadas e intensamente marcadas (cabeza de flecha). Al avanzar en el desarrollo,
el marcaje se generaliz0 a todas las regiones mielencefalicas, como se observa en una seccion

coronal de un individuo juvenil de 3 meses (f).

Barra de escalaenay b =50 um.
Barra de escala en c-e = 100 pm.

Barra de escala en f = 200 pum.
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FIGURA 81

a y b) Secciones coronales del mielencéfalo de una trucha arco iris adulta a nivel de los
nucleos de los nervios facial y vestibuloacustico (a) y a nivel de la cresta cerebelar (crc) y del
nucleo del fasciculo solitario (Nfsol) (b). EI marcaje fibrilar para calbindina D-28k se

distribuye homogéneamente en toda la extension de ambas secciones.

c y d) Detalles del marcaje para calbindina D-28k en el mielencéfalo adulto en la region de la
linea media (c) y en la region lateral (d). Ademés de los cuerpos celulares de localizacion
periventricular (flecha abierta) se observan celulas marcadas en regiones mas internas

(flechas).

Barra de escala en a = 400 pm.
Barra de escala en b = 200 pum.

Barra de escalaen cy d = 100 pm.
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FIGURA 82

Inmunorreactividad para calbindina D-28k en el ganglio vestibuloacustico (GVIII).

a) Embrion de 350°-dia. Células gliales perineuronales (flechas) en el esbozo del ganglio

vestibuloacUstico. MIEL: mielencéfalo.

b) Alevin de 6 dias. Se observan fibras inmunorreactivas (flechas) que acomparian a la rama

nerviosa eferente del ganglio vestibuloacustico.

c y d) Células gliales perineuronales (flechas) en un individuo juvenil de un mes (c) y en un

adulto (d).

Barra de escalaenay d =50 pm.
Barra de escala en b = 200 pum.

Barra de escala en ¢ =50 pm.
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FIGURA 83

Marcaje para calbindina D-28k en la médula espinal de la trucha arco iris. En una
seccion horizontal (a) y en otra coronal (b) de un embrién de 200°-dia se observa
inmunotincion en cuerpos celulares (flechas) y fibras localizados en la porcion ventral
correspondiente a la placa del suelo. En el estadio de 350°-dia (c) se observa marcaje también
en el polo dorsal de la médula espinal embrionaria. A lo largo del desarrollo el marcaje se va
generalizando hasta ocupar toda la extension de la médula espinal, como se aprecia en la
imagen d, que muestra una seccion coronal de la médula de un alevin de 15 dias. En estadios
posteriores se mantiene este patron de inmunorreactividad constituido por cuerpos celulares

periependimarios (flecha) y fibras, como observamos en juveniles de 6 meses (e) y adultos

().

Barra de escala en a-c = 100 pm.
Barra de escalaen dy e =200 pm.

Barra de escala en f = 50 pum.
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DISCUSION
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PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO EN LA ONTOGENIA DEL SISTEMA
NERVIOSO DE LA TRUCHA ARCO IRIS

En la presente Memoria de Tesis Doctoral hemos analizado los patrones de
aparicion y distribucion de tres proteinas ligantes de calcio, parvalbumina, calbindina
D-28k, y calretinina, a lo largo de la ontogenia del Sistema Nervioso de la trucha arco
iris, Oncorhynchus mykiss. Para ello hemos empleado anticuerpos monoclonales
contra parvalbumina y calbindina D-28Kk, y policlonales contra calretinina, siguiendo
el método inmunocitoquimico indirecto de la avidina-biotina peroxidasa. Hemos
obtenido marcaje especifico para las tres proteinas en diferentes elementos celulares
tanto en el Sistema Nervioso Central como en el Sistema Nervioso Periférico de la

trucha arco iris.

Las tres proteinas objeto de nuestro estudio han sido tradicionalmente
consideradas como marcadores neuronales especificos dentro del Sistema Nervioso,
tanto en mamiferos (Baimbridge y Miller, 1982; Garcia-Segura y cols., 1984; Arai y
cols., 1991; Résibois y Rogers, 1992; Rogers y Résibois, 1992) como en peces
teledsteos (Miguel-Hidalgo y cols., 1991; Losier y Matsubara, 1990; Vecino y cols.,
1993; Brifién y cols., 1994; Arévalo y cols., 1995b). En la trucha arco iris, la
inmunotincion para calretinina se localiza exclusivamente en somas neuronales a lo
largo del desarrollo, en consonancia a lo descrito previamente en el Sistema Nervioso
de teledsteos adultos (Arévalo y cols., 1995b; Loépez, 1996). EI marcaje para
parvalbumina aparece mayoritariamente en somas neuronales, pero en los estadios de
un afio y adulto se observaron también ependimocitos y oligodendrocitos
interfasciculares marcados. Este marcaje glial ha sido también descrito previamente

en la médula espinal de la trucha arco iris adulta (L6pez, 1996).
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No hemos encontrado marcaje para calbindina D-28k en elementos neuronales
en ninguno de los estadios de desarrollo de la trucha arco iris; por el contrario, el
marcaje siempre aparece en elementos gliales. Sin embargo, trabajos previos indican
que esta proteina es un marcador neuronal en peces teledsteos (Maler y cols., 1984;
Dechesne y cols., 1988; Denizot y cols., 1988; Miguel-Hidalgo y cols., 1991; Losier y
Matsubara, 1990; Vecino y cols., 1993; Presson, 1994; Djebar y cols., 1995). Esta
divergencia en los resultados puede deberse a que los estudios previos fueron
realizados utilizando anticuerpos policlonales contra calbindina D-28k, que presentan
inmunorreactividad cruzada con calretinina (Résibois y Rogers, 1992; Rogers y
Resibdis, 1992), mientras que nosotros hemos empleado un anticuerpo monoclonal.
Tras experimentos de Western blot con anticuerpos policlonales anti-calbindina D-
28k, solo aparece una banda correspondiente a una proteina de 28 kDa en peces,
mientras que aparecen dos, una de 28 kDa correspondiente a la calbindina D-28k y
una de 29 kDa correspondiente a la calretinina en el cerebro de vertebrados tetrapodos
(Parmentier y cols., 1987). Se obtienen los mismos resultados si se realiza el Western
blot con una mezcla del anticuerpo policlonal contra calretinina y el anticuerpo
McAB 300 contra calbindina D-28k que nosotros hemos utilizado (Schwaller y cols.,
1993). Estos datos parecen indicar que en teledsteos sélo existe una proteina ligante
de calcio en este rango de peso molecular, y que los anticuerpos policlonales contra
calbindina D-28k y contra calretinina, obtenidos a partir de proteinas purificadas de

mamiferos y aves, reconocerian una sola proteina en esta clase de peces.

Por otra parte, experimentos de caracterizacion del anticuerpo monoclonal
McAB 300 mediante inmunoblot en homogenados de cerebro de trucha comun Salmo
trutta fario indican que podria reconocer una proteina ligante de calcio diferente, la
calbindina D-9k (Becerra y cols., 1996). En ese sentido, cabe considerar que el peso
molecular de la S-100, otra proteina ligante de calcio de la misma familia, se
encuentra en el mismo rango de peso molecular, aproximadamente 10 kDa (Donato,

1991). Dicha proteina ha sido detectada inmunocitoquimicamente con anticuerpos
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especificos en células gliales radiales y en astrocitos (Buwalda y cols., 1994; Velasco,

1994).

Aunque la naturaleza molecular del antigeno reconocido por este anticuerpo esta
aun en discusion, la tincion inmunocitoquimica con el anticuerpo McAB 300 contra
calbindina D-28k es una herramienta neurohistologica util en el estudio de la
ontogenia del Sistema Nervioso en teledsteos, al marcar especificamente distintos
tipos de células gliales durante el desarrollo. Nuestros resultados en la trucha arco iris
muestran que la presencia de cuerpos celulares periventriculares y de procesos
inmunorreactivos orientados radialmente, correspondientes a ependimocitos y glia
radial, respectivamente, se mantienen durante todo el desarrollo y en el adulto. Los
cuerpos celulares inmunorreactivos que observamos alejados de las regiones
periventriculares, asi como muchas de las prolongaciones dispersas por diferentes
regiones del encéfalo y la médula espinal pueden ser de naturaleza astrocitaria.
Dentro del Sistema Nervioso Periférico, el marcaje para calbindina D-28k se ha

localizado en células gliales perineuronales.

Se ha descrito que la glia radial, encargada de dirigir la migracion neuronal
durante el desarrollo embrionario (Rakic, 1972), puede mantenerse en el adulto, como
ocurre en el cerebelo (glia de Bergmann) e hipocampo de mamiferos (Mori y cols.,
1990; Reichenbach, 1990), y en diferentes regiones del encéfalo de vertebrados
anamniotas (King, 1966). Ademas de cumplir las funciones que desempefian las
células ependimarias adultas, podrian estar encargadas de dirigir la migracion celular
que se produce indefinidamente en teledsteos, al mantenerse el crecimiento del
Sistema Nervioso durante toda la vida del animal (Bauchot y cols., 1979). Por otra
parte, la glia radial y los astrocitos comparten caracteristicas como la expresion de
proteinas de filamentos intermedios, tales como nestina, vimentina y proteina glial
fibrilar acida (Dahl y cols., 1981; Benjelloun-Touimi y cols., 1985; Hockfield y
McKay, 1985; Le Vine y Goldman, 1988; Tohyama y cols., 1992), y se ha descrito

que la glia radial se transforma en astrocitos en numerosas regiones del Sistema
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Nervioso Central cuando la migracion neuronal ha finalizado (Schmechel y Rakic,

1979).

Durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central, la primera proteina ligante
de calcio en expresarse de las que hemos estudiado es la calretinina, concretamente a
los 150°-dia en el mielencéfalo y en la médula espinal. Con un ligero retraso, a los
250°-dia, se detectaron elementos gliales marcados con el anticuerpo monoclonal
McAB 300 contra calbindina D-28k en la placa del suelo de regiones diencefalicas,
mielencefalicas y de la médula espinal. La mas tardia en aparecer es la parvalblmina,
a los 6 dias después de la eclosion, y se localiza en neuronas de los nucleos

vestibulares del mielencéfalo y en las células de Purkinje del cerebelo.

La secuencia de aparicién de las tres proteinas es diferente en el Sistema
Nervioso Periférico. La mas temprana en su expresion es también la calretinina, que
se observa en células de la placoda olfatoria a los 150°-dia. La parvalbumina, a
diferencia de lo que ocurre en el Sistema Nervioso Central, aparece durante el
desarrollo embrionario en células ganglionares del ganglio vestibuloacuUstico a los
250°-dia. El marcaje para calbindina D-28Kk es el mas tardio, ya que aparece en células
gliales del ganglio vestibuloacustico en el estadio de 350°-dia. Por tanto, dentro del
ganglio vestibuloacustico, la inmunorreactividad para las tres proteinas ligantes de
calcio aparece casi a la vez, y evoluciona en paralelo para las tres a lo largo de la
ontogenia, con un aumento gradual en el numero y tamafio de los elementos

inmunorreactivos.

Los patrones de evolucién del marcaje a lo largo del desarrollo del Sistema
Nervioso Central son diferentes para las tres proteinas estudiadas. La calbindina D-
28k comienza a expresarse en el diencéfalo, mielencéfalo y médula espinal
embrionarios. Con un cierto retraso, pero también en estadios embrionarios, se
detecta marcaje en el mesencéfalo. Después de la eclosion aparece

inmunorreactividad en el telencéfalo y en el metencéfalo. La calretinina comienza a
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desarrollarse en los embriones en el mielencéfalo y la médula espinal, posteriormente
en el diencéfalo, mesencéfalo y telencéfalo. La inmunorreactividad para calretinina en
el metencéfalo se observa por primera vez en estadios posteclosion. La parvalbimina,
en cambio, no se expresa en estadios embrionarios, apareciendo marcaje en regiones
diencefalicas (ndcleo del fasciculo longitudinal medial), metencefalicas (células de
Purkinje) y mielencefalicas (neuronas de los ndcleos vestibulares) en los primeros
dias tras la eclosion. EI marcaje para parvalbdmina en el telencéfalo, mesencéfalo y

médula espinal aparece ya en estadios juveniles.

De las tres proteinas estudiadas, la calretinina es la Unica que ha mostrado un
patron de expresion transitoria (células positivas durante el desarrollo que son
negativas en el adulto) en la habénula hipotalamica, en el nacleo interpeduncular del
tegmentum y en el estrato marginal del techo dptico. Distintos procesos pueden
explicar estos fenomenos de expresion transitoria: apoptosis de las poblaciones
neuronales inmunorreactivas, cese de la expresion de la proteina, o en el caso del
techo dptico, migracion de las células inmunopositivas del estrato marginal al estrato

optico.

Los patrones de evolucion del marcaje para calretinina y calbindina D-28k
muestran un paralelismo con los obtenidos tras analisis del desarrollo relativo de las
diversas regiones encefalicas en distintas especies de teledsteos (Pouwels,
1978a,b,c,d; Bduerle y Rahmann, 1993; Tomoda y Uematsu, 1996; Toyoda y
Uematsu, 1994), en los que se demuestra la maduracion tardia que presentan el
telencéfalo y el metencéfalo respecto al resto de regiones encefalicas. Ademas,
durante el desarrollo embrionario, la expresion de calretinina sigue un gradiente de
desarrollo rostrocaudal similar al descrito tras estudios de morfogénesis en el
diencéfalo de la trucha comun Salmo trutta fario (Corujo y Anadén, 1990). Dentro
del techo Optico tanto calretinina como calbindina D-28k se expresan siguiendo el
gradiente de desarrollo rostrocaudal y lateromedial que se ha descrito previamente en

estudios morfoldgicos del desarrollo de esta region en teledsteos (Pinganaud, 1980).
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Ademas, el patrén de expresion de calretinina en los estratos retinorecipientes sigue
una evolucion paralela al establecimiento de las aferencias retininanas en el techo
Optico, que se establecen en el primer tercio rostral al inicio del desarrollo del alevin,
y alcanzan las zonas caudales al final del desarrollo (Mansour-Robaey y Pinganaud,
1990). No hemos encontrado correspondencia en la evolucion del marcaje para
parvalbmina con ningin proceso morfogenético conocido durante el desarrollo del

Sistema Nervioso Central de la trucha arco iris.

Como hemos indicado, la calbindina D-28k aparece sélamente en células gliales
radiales, astrocitos y ependimocitos en el Sistema Nervioso Central de la trucha arco
iris. La parvalbumina aparece principalmente en elementos neuronales, pero también
hemos detectado su presencia en ependimocitos y oligodendrocitos interfasciculares.
Los ependimocitos positivos a parvalblimina presentan localizacion similar a los
elementos positivos para calbindina D-28k en el telencéfalo y la médula espinal. La
expresion de parvalbumina en ependimocitos es tardia, a partir del afio de edad,
momento a partir del cual podria darse una colocalizacion parcial de las dos proteinas
en células gliales del telencéfalo y la médula espinal de la trucha arco iris. En este
sentido, en cultivos mixtos de células nerviosas telencefélicas se ha descrito la
colocalizacion de calbindina D-28k y parvalbimina en células gliales (Crespo y cols.,
1995). En el resto de las regiones la parvalbdmina aparece en células neuronales en

las que nunca hemos observado inmunorreactividad para calbindina D-28k.

En trabajos previos en mamiferos, se ha descrito que calbindina D-28k y
calretinina muestran diferentes grados de colocalizacion (Rogers y Résibois, 1992),
siempre en células neuronales. Esta circunstancia no se produce en la trucha arco iris,
ya que el marcaje para calbindina D-28k aparece en células gliales, mientras que la

calretinina es un marcador exclusivamente neuronal.

Se ha visto la existencia de colocalizacion de calretinina y parvalbdmina en

diferentes poblaciones neuronales adultas de reptiles (Martinez-Guijarro y Freund,
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1992), aves, (Rogers, 1989a), y mamiferos (Miettinen y cols., 1992), asi como de
modo transitorio durante el desarrollo, en la corteza cerebral del mono (Yan y cols.,
1995). Ademas, se ha descrito que en algunas regiones existe un solapamiento entre la
distribucion de calretinina y la de parvalbumina en el encéfalo de la rata, lo que
sugiere la existencia de colocalizacion de ambas proteinas (Arai y cols., 1991;
Résibois y Rogers, 1992). En cuanto a su distribucion en la trucha arco iris, existen
diversas zonas en las que hemos descrito neuronas inmunorreactivas para las dos
proteinas. Sin embargo los patrones de expresion son completamente diferentes, ya
que la expresion de calretinina precede a la de parvalbumina durante el desarrollo, a
veces con un intervalo que va desde la expresion en estadios embrionarios para la
calretinina hasta los estadios juveniles en el caso de la parvalbumina. Sin embargo, en
regiones como el metencéfalo, regiones especificas del mielencéfalo, y en el ganglio
vestibuloacustico del Sistema Nervioso Periférico, los patrones de inmunorreactividad
siguen un desarrollo paralelo que permite comparar ambos marcajes durante la

ontogenia.

En el metencéfalo, las células de Purkinje maduran y se sitlan en una monocapa
previamente a que finalice su division y migracion en sentido medial-lateral de las
células grano (Pouwels, 1978b). En nuestro estudio hemos observado que la
inmunorreactividad para parvalbumina en las células de Purkinje aparece seis dias
después de la eclosién, tiempo después de que éstas se hayan diferenciado y
alcanzado su posicion definitiva (Pouwels, 1978b). Las células grano son
inmunorreactivas para calretinina en el estadio de eclosion dentro de las regiones
laterales del cerebelo. Estas células migran desde regiones centrales hasta las regiones
laterales, en las que detienen su migracion y culminan su diferenciacion (Pouwels,
1978b). A la capa de las células de Purkinje llegan fibras inmunorreactivas para
calretinina en el estadio de eclosion, que se localizan en regiones laterales, y a lo
largo del desarrollo se van dirigiendo a regiones mediales, siguiendo el mismo

gradiente de maduracion latero-medial que el cerebelo (Pouwels, 1978b). Por su
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localizaciéon dentro de la laminacion cerebelar las hemos identificado como fibras
trepadoras, que procedentes de la oliva (también inmunorreactiva para calretinina
desde el estadio de eclosion), inervan a las dendritas de las células de Purkinje,
modulando su actividad (Finger, 1983). El otro tipo celular inmunorreactivo para
calretinina lo forman células fusiformes con dendritas de orientacién horizontal, de
caracteristicas muy similares a las celulas de Lugaro, descritas como

inmunorreactivas para calretinina en mamiferos y aves (Rogers, 1989a).

Al igual que ocurre en el metencéfalo, podemos encontrar una
complementariedad en los patrones de inmunorreactividad para calretinina y
parvalbimina en el circuito que forman los nucleos vestibulares y las células de
Mauthner (Retzlaff, 1957). Las células de Mauthner son positivas para parvalbumina
a partir de los seis meses, aunque estas células estan en el grupo de las primeras
neuronas que se forman durante el desarrollo embrionario en el encéfalo de teledsteos
(Leghissa, 1942), pero son negativas para calretinina. Ademas, estan inervadas por
aferencias procedentes tanto de las células ganglionares vestibuloacusticas (Meredith
y Butler, 1983; Zottoli y cols., 1995) como de los nucleos vestibulares (Triller y
Korn, 1978), regiones que son inmunorreactivas para ambas proteinas desde estadios
tempranos del desarrollo. En este sentido, hemos encontrado campos terminales
inmunorreactivos para ambas proteinas sobre las células de Mauthner desde el estadio

de 15 dias posteclosion.

Ademés de las aferencias a las células de Mauthner, desde los nucleos
vestibulares se desarrollan proyecciones que se disponen ipsilateralmente por el tracto
vestibuloespinal y se dirigen hacia las neuronas medulares (Highstein y cols., 1992), y
contralateralmente por el fasciculo longitudinal medial hacia los nucleos motores
mesencefalicos (Jansen y Enger, 1996a). En nuestro estudio hemos encontrado fibras
inmunorreactivas para calretinina y parvalbdmina que discurren por estas vias desde

los estadios iniciales del desarrollo posteclosion, asi como campos terminales
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positivos sobre motoneuronas medulares y sobre el nucleo del fasciculo longitudinal

medial, el nacleo del nervio troclear y el nucleo del nervio oculomotor.

En el Sistema Nervioso Periférico, dentro del ganglio vestibular, la
inmunorreactividad para calretinina aparece en el mismo tipo celular, las células
ganglionares, aunque con un retraso de 50°-dia respecto a la parvalbimina, siendo
probable un alto grado de colocalizacion en este tipo celular a lo largo del desarrollo.
Durante la ontogenia se produjo un aumento gradual en el numero de células
inmunorreactivas para ambas proteinas. Las células ganglionares reciben estimulacion
de las regiones sensoriales vestibuloauditivas: saculo, utriculo, lagena, la mécula
neglecta y las crestas de los canales semicirculares (Becerra, 1989). Ademas, envian
proyecciones a las células de Mauthner (Meredith y Butler, 1983) y a los nucleos del
area octavolateral (McCormick y Braford, 1993), regiones en las que hemos
encontrado campos terminales inmunorreactivos para calretinina y para parvalbimina

a lo largo del desarrollo.
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INMUNORREACTIVIDAD PARA PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO EN
EL SISTEMA NERVIOSO DE PECES TELEOSTEOS

Son escasos los estudios realizados sobre la distribucion de proteinas ligantes de
calcio en el Sistema Nervioso de teledsteos. En nuestra revision bibliogréafica
solamente hemos encontrado un trabajo en el que se describe la distribucion de
calbindina D-28k a lo largo del desarrollo de la retina de la trucha comdn, Salmo
trutta fario (Vecino y cols., 1993). Sin embargo, hay diversos estudios acerca de la
distribucién de calretinina, calbindina D-28k y parvalbimina en regiones concretas
del Sistema Nervioso de teledsteos adultos. A continuacion compararemos los
resultados obtenidos en la presente Memoria de Tesis Doctoral con los obtenidos por

otros autores en trabajos previos.

Distribucion de calbindina D-28k

Se ha detectado inmunocitoquimicamente la presencia de calbindina D-28k en
teledsteos adultos en las motoneuronas de la médula espinal (Denizot y cols., 1988;
Djebar y cols., 1995), en el techo 6ptico (Miguel-Hidalgo y cols., 1991), en los
nucleos electrosensoriales (Maler y cols., 1984; Losier y Matsubara, 1990) y en el
sistema vestibular (Dechesne y cols., 1988; Presson, 1994) de tele6steos adultos, asi
como en la retina durante el desarrollo (Vecino y cols., 1993). Todos estos trabajos
previos indican la presencia de calbindina D-28k en elementos neuronales. Por el
contrario, como hemos comentado anteriormente, nosotros encontramos
inmunorreactividad para calbindina D-28k en células de glia radial, células satélite
perineuronales, asi como en células y prolongaciones ependimales y astrocitarias en
los estadios juveniles y adulto. Ademas, en estudios previos realizados por nuestro
grupo de investigacion en encéfalo (Velasco, 1992), médula espinal, (Lépez, 1996) y

retina (Weruaga, 1991) de trucha arco iris adulta se ha detectado la presencia de
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inmunomarcaje con el anticuerpo monoclonal McAB 300 en los mismos tipos de

células gliales descritos por nosotros.

Esta divergencia en los resultados obtenidos se debe, como hemos indicado
anteriormente, a las diferentes caracteristicas de los anticuerpos empleados. En este
sentido, los resultados descritos para calbindina D-28k por Vecino y cols. (1993) en
su estudio durante la ontogenia de la retina de la trucha comdn, Salmo trutta fario, se
asemejan en gran medida tanto en los tipos celulares, como en su secuencia de
apariciéon, con los observados por nosotros en la trucha arco iris utilizando
anticuerpos especificos contra calretinina. En el techo Optico de la tenca Tinca tinca,
tras emplear anticuerpos policlonales contra calbindina D-28k (Miguel-Hidalgo y
cols., 1991) y contra calretinina (Arévalo y cols., 1995b), también se observa una
gran similitud entre los dos patrones de inmunotincion, lo que indicaria que se estan

originando problemas de reactividad cruzada.

Distribucion de calretinina

Los datos existentes sobre la distribucion de esta proteina en el Sistema
Nervioso de teledsteos son escasos. Se ha descrito inmunorreactividad para
calretinina en el techo 6ptico de la tenca Tinca tinca en estado adulto (Arévalo y
cols., 1995b), siendo similar el patron descrito en este estudio con el observado por
nosotros en los ejemplares adultos de trucha arco iris. Asi, en ambas especies son
inmunorreactivos los axones retinotectales de los estratos dptico y fibroso y gris
superficial, asi como neuronas inmunorreactivas en los estratos periventricular,
blanco central y gris central. Sin embargo, en la trucha arco iris hemos visto neuronas
inmunorreactivas para calretinina en el estrato fibroso y gris superficial y en el estrato
Optico, que no aparecen en el techo Optico de la tenca. Ademas, en el estrato marginal
observamos expresion transitoria de calretinina hasta el afio de edad, desapareciendo

en los adultos. Se ha descrito tambien la distribucién de calretinina en la médula
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espinal de la trucha arco iris (L6pez, 1996). Al igual que en el presente trabajo, la
inmunorreactividad para calretinina en la médula espinal se encuentra en
motoneuronas, neuronas supramedulares de los corpusculos epiteliales, fibras de la

sustancia gris y axones de los tractos de la médula espinal.

Distribucion de parvalbamina

La inmunorreactividad para parvalbumina ha sido estudiada en regiones
concretas del Sistema Nervioso adulto en diferentes especies de teledsteos. En el
telencéfalo, las areas dorsodorsal, dorsolateral y dorsocentral, asi como las areas
ventroventral,  ventrosupracomisural y  ventrodorsal = poseen  neuronas
inmunorreactivas para parvalbumina en la tenca, Tinca tinca (Ibafiez, 1990; Brifidn y
cols., 1994). En la trucha arco iris, el marcaje es menos extenso, ya que no hemos
encontrado inmunorreactividad para parvalbimina en el éarea dorsocentral del
telencéfalo, si bien es coincidente en el area ventral. En el cerebelo, nuestros
resultados son similares a los descritos hasta ahora en la trucha arco iris y en la tenca
adultas (Alonso y cols., 1992). En las dos especies, las células de Purkinje del
cerebelo son positivas a parvalbdmina. Por el contrario, en la retina, nuestros
resultados son diferentes a los descritos previamente en el carpin dorado Carassius
auratus (Sanna y cols., 1993a). No hemos observado células ganglionares ni
amacrinas inmunorreactivas para parvalbumina, que si han sido descritas en la retina
del carpin dorado (Sanna y cols., 1993a). En la medula espinal, al igual que en el caso
de la calretinina y la calbindina D-28Kk, el marcaje para parvalbimina es similar al que
observO Lopez (1996) en la trucha arco iris. Dicho marcaje aparece en
oligodendrocitos interfasciculares, ependimocitos, tractos fibrilares ascendentes,
descendentes y comisurales, y en motoneuronas. Dentro del Sistema Nervioso

Periférico, en el ganglio vestibuloacustico encontramos células ganglionares positivas
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a parvalbdmina. Las mismés células han sido descritas como inmunorreactivas para

parvalblmina en el pez ciclido Astronotus ocellatus (Presson, 1994).
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DISTRIBUCION DE PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO EN OTROS
VERTEBRADOS

La secuencia de aparicion de las tres proteinas ligantes de calcio ha sido
observada dentro del Sistema Nervioso Central de mamiferos (Enderlin y cols., 1987;
Solbach y Celio, 1991; Andressen y cols., 1993) en el mismo orden que nosotros
hemos visto en la trucha arco iris. La primera en expresarse es la calretinina, después
la calbindina D-28k y por ultimo la parvalbdmina. Sin embargo, en el Sistema
Nervioso Periférico de la trucha arco iris, la aparicion de parvalbdmina es mas precoz
que la de las otras dos proteinas, circunstancia que también se ha encontrado en
mamiferos (Zhang y cols., 1990; Enderlin y cols., 1987, Solbach y Celio, 1991,
Dechesne y cols., 1994). Existen numerosos trabajos sobre la expresion de las tres
proteinas ligantes de calcio objeto de nuestro estudio en el Sistema Nervioso de
mamiferos adultos (Celio, 1990; Arai y cols., 1991; Jacobowitz y Winsky, 1991,
Résibois y Rogers, 1992; Rogers y Résibois, 1992) y durante el desarrollo (Enderlin y
cols., 1987; Solbach y Celio, 1991). Sin embargo, los estudios acerca de su expresion
durante la ontogenia del Sistema Nervioso en otros vertebrados son escasos,
existiendo sélo datos en la corteza cerebral de la lagartija Podarcis hispanica
(Martinez-Guijarro y cols., 1994), y en el cerebelo y la retina del pollo (Sanna 'y cols.,

1992, Bastianelli y Pochet, 1993).

Distribucion de calbindina D-28k

En los mamiferos se han realizado numerosos estudios acerca de la distribucion
de calbindina D-28k a lo largo del desarrollo en diferentes regiones encefélicas:
corteza cerebral (Hendrickson y cols., 1991; Hogan y Berman, 1993), hipocampo
(Goodman y cols., 1993), cerebelo (Shamley y cols., 1992) complejo olivar superior

(Friauf, 1993), nucleos cocleares (Friauf, 1994), médula espinal (Antal y Polgar,
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1993), y también en el conjunto del encéfalo de la oveja (McDonald y cols., 1995) y
de la rata (Enderlin y cols., 1987). También se ha estudiado exhaustivamente su
distribucion en el Sistema Nervioso de la rata adulta (Celio, 1990). En todos estos
estudios, el marcaje ha aparecido en subpoblaciones neuronales especificas. Al igual
que sucede en la trucha arco iris, en las paredes ventriculares del cerebro de rata
adulta aparecen células ependimales inmunorreactivas para calbindina D-28k
(Feldman y Christakos, 1983; Garcia-Segura y cols., 1984; Celio, 1990). También en
el estriado del raton se ha descrito la expresion transitoria de calbindina D-28k en
células de glia radial durante los ultimos dias de desarrollo embrionario (Liu vy
Graybiel, 1992). Dicha region del encéfalo de mamiferos es homdloga al area
dorsomedial telencefalica de teledsteos (Butler y Hodos, 1996), en la que nosotros

encontramos glia radial positiva a calbindina D-28k durante el desarrollo.

Distribucion de parvalbamina

El patron de inmunotincion observado para parvalblmina en el Sistema
Nervioso de la trucha arco iris es mucho mas restringido que el que se observa en
mamiferos. Ademas, el inmunomarcaje aparece en estadios tempranos
(mayoritariamente prenatales) en mamiferos, mientras que lo hace en estadios tardios
(en numerosas ocasiones juveniles) en la trucha arco iris. A continuacion
compararemos las caracteristicas del marcaje para parvalbdmina en las diferentes
regiones del Sistema Nervioso de la trucha arco iris con los resultados descritos en

otras especies de vertebrados.

Telencéfalo

Dentro del telencéfalo de la trucha arco iris podemos distinguir dos regiones, los
bulbos olfatorios y los hemisferios telencefalicos. La estructura del bulbo olfatorio es

comun a todos los vertebrados (Allison, 1953), aunque existen variaciones entre los
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teledsteos y los tetrdpodos, tanto en los tipos neuronales como en los patrones de
conectividad (Kosaka y Hama, 1982; Alonso, 1987). En el bulbo olfatorio de la trucha
arco iris hemos descrito interneuronas positivas a parvalbumina localizadas en el
limite entre los estratos glomerular y plexiforme, y en el de los granos, pero su
aparicion durante el desarrollo es muy tardia, en el estadio juvenil de un afio. En el
bulbo olfatorio de la rata, la expresion de parvalbimina, comienza siete dias después
del nacimiento (Kosaka y cols., 1994b), y el numero de células inmunorreactivas va
aumentando gradualmente hasta alcanzar el patron adulto, en el que diversos tipos de
interneuronas localizadas en la capa plexiforme externa expresan parvalbumina

(Celio, 1990; Kosaka y cols., 1994a).

En los mamiferos, los hemisferios telencefalicos son el centro de integracion
encefalico mas complejo (Delmas, 1976). En teleGsteos se encuentran menos
desarrollados y estan asociados principalmente con la funcion olfatoria (Romer,
1970), habiéndose establecido una serie de homologias de las diferentes areas
telencefalicas de teledsteos con diversas regiones del telencéfalo de los mamiferos
(Vanegas y Ebbesson, 1976; Northcutt y Braford, 1980; Butler y Hodos, 1996). En la
corteza cerebral de mamiferos la expresion de parvalbumina se inicia en la primera
semana de vida postnatal, en la rata (Solbach y Celio, 1991; Sanchez y cols., 1992;
Alcéantara y cols., 1993; De Lecea y cols., 1995), en el raton (Del Rio y cols., 1994) y
en el gato (Alcantara y Ferrer, 1994; Hogan y Berman, 1994). Por el contrario, en los
primates la expresion es mas temprana, puesto que se inicia ya en estadios fetales
(Hendrickson y cols., 1991; Verney y Derer, 1995; Yan y cols., 1995; Cao y cols.,
1996). En la corteza de la lagartija Podarcis hispanica el nimero de células
inmunorreactivas para parvalbumina aumenta progresivamente desde el nacimiento
hasta el estado adulto (Martinez-Guijarro y cols., 1994). En la region de teledsteos
homéloga a la corteza cerebral de otros vertebrados, el &rea dorsodorsal del
telencéfalo, la inmunorreactividad para parvalbdmina aparece en un estadio muy

tardio, seis meses después de la eclosion.
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En la rata adulta, ademas del marcaje en la corteza cerebral, hay otras regiones
en las que aparece inmunorreactividad para parvalbdmina (Celio, 1990). Asi ocurre
en el estriado, homologo al area dorsomedial del telencéfalo, que presenta neuronas
inmunorreactivas para parvalbumina en la trucha arco iris. Ademas hay neuronas
marcadas para parvalbimina en la amigdala basolateral y en el complejo septal, cuyas
regiones homodlogas en teledsteos (el area ventrosupracomisural, y las areas
ventrodorsal y ventroventral, respectivamente) también poseen inmunorreactividad

para parvalbumina en la trucha arco iris.

Diencéfalo

El diencéfalo es la region encefalica de teledsteos en la que se ha descrito mayor
variabilidad en su constitucion citoarquitectdnica, y la nomenclatura de los ndcleos no
es homogénea entre los diferentes autores. Ademas, las homologias con el diencéfalo
de tetrdpodos son dificiles de establecer. Asi, el tubérculo posterior es casi inexistente
en los mamiferos, y los ndcleos pretectales se encuentran reducidos en gran medida

(Butler y Hodos, 1996).

En el diencéfalo de la trucha el marcaje para parvalbimina es restringido y
aparece después de la eclosion. Sin embargo, en los mamiferos es mas abundante y
mas temprano en su aparicion, detectandose ya en estadios embrionarios en algunos

nucleos (Solbach y Celio, 1991).

Dentro del pretectum de la trucha arco iris, hemos observado marcaje en el
nucleo pretectal y en el ndcleo geniculado lateral, pero sélo en el estadio adulto,
mientras que en la rata el marcaje para parvalbdmina en el area pretectal aparece en el

dia embrionario 21 (Solbach y Celio, 1991).

No hemos observado células inmunorreactivas para parvalbumina en ningun
nucleo talamico de la trucha arco iris. En el tdlamo de la rata se ha descrito la

aparicion de células inmunorreactivas para parvalbumina dentro del nucleo reticular
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talamico en el dia embrionario 20 (Solbach y Celio, 1991), aumentando
progresivamente el nimero de elementos positivos durante la primera semana de vida
postnatal (Frassoni y cols., 1991, Mitrofanis, 1992). También dentro del tdlamo, en la
rata adulta aparece inmunorreactividad a parvalbmina en los ndcleos paratenial y

geniculado lateral (Celio, 1990).

El epitdlamo y el &rea predptica de la trucha arco iris no poseen células
inmunorreactivas para parvalbimina en ninguna de sus divisiones. En el resto del
diencéfalo, aparecen células marcadas Unicamente en el ndcleo glomeruloso del
tubérculo posterior y en el nucleo del fasciculo longitudinal medial del sinencéfalo.
Sin embargo, en la rata adulta, el marcaje para parvalbdmina es muy abundante: asi,
ademas de las zonas talamicas y pretectales anteriormente indicadas, se observan
algunas neuronas marcadas en la habénula epitaldmica, nucleo paraventricular, area

predptica lateral, hipotalamo lateral y en los nicleos mamilares (Celio, 1990).

En la retina de la rata aparecen células amacrinas y ganglionares
inmunorreactivas para parvalbimina, asi como algunos axones inmunorreactivos en el
nervio, quiasma y tracto éptico (Celio, 1990). Por el contrario, nosotros no hemos
observado inmunorreactividad para esta proteina en la retina de la trucha arco iris, ni

en sus conexiones con el techo éptico mesencefalico.

Mesencéfalo

Existen homologias claras entre las diferentes regiones mesencefalicas de
teledsteos y mamiferos. Asi, los homdlogos del techo Optico y el torus semicircularis
de teledsteos en el encéfalo de mamiferos son el coliculo superior e inferior,
respectivamente (Butler y Hodos, 1996). En la trucha arco iris hemos observado
células inmunorreactivas a parvalbimina en diferentes estratos del techo dptico, pero
s6lo en animales de un afio de edad y en adultos. Durante el desarrollo de la rata, se
observan células en el coliculo superior desde el dia embrionario 21 (Solbach y Celio,

1991), y al alcanzar la edad adulta aparecen fibras inmunorreactivas para
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parvalbumina, asi como células bipolares inmunorreactivas en la capa del nervio
optico (Celio, 1990). En el torus semicircularis de la trucha arco iris, aparecen células
inmunorreactivas a partir del afio de edad. Sin embargo, en su homélogo en la rata, el
coliculo inferior, las primeras neuronas positivas a parvalbimina se observan a la

edad embrionaria de 21 dias (Solbach y Celio, 1991).

En otras regiones mesencefalicas, como el nucleo oculomotor y el ndcleo
troclear, aparece inmunorreactividad para parvalbimina tanto en la trucha arco iris
como en la rata, si bien en la rata su expresion comienza en estadios embrionarios

tempranos (Solbach y Celio, 1991), y en la trucha arco iris en individuos juveniles.

Otros nacleos mesencefalicos presentan inmunorreactividad en la rata pero no
en la trucha, como el ndcleo rojo y diversos nucleos tegmentales (Celio, 1990). El
nucleo lateral de la valvula, estrechamente relacionado con el cerebelo en teledsteos y
que no presenta homélogo en mamiferos (Butler y Hodos, 1996), presenta

inmunorreactividad para parvalbimina en la trucha arco iris.

Metencéfalo

Hemos observado marcaje para parvalbumina por primera vez dentro del
cerebelo en las células de Purkinje en el estadio de 6 dias después de la eclosion,
alcanzéndose el patrén de distribucion definitivo a los 21 dias despues de la eclosion.
Sin embargo, en el metencéfalo de la rata la expresion de parvalbumina en el cerebelo
comienza durante el desarrollo embrionario en las células de Purkinje (Solbach y
Celio, 1991), y cuatro dias después del nacimiento todas ellas son inmunorreactivas
para parvalbdmina, y se disponen en una monocapa. En el cerebelo humano, la
inmunorreactividad para parvalbumina se observa en la semana 16 de gestacion en
células de Purkinje (Yu y cols., 1996), aumentando la intensidad de inmunotincion
hasta la semana 28, en la que puede observarse un elaborado arbol de dendritas

inmunorreactivas para parvalblmina en las células de Purkinje.
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Las células de Purkinje son muy variables en la morfologia de su soma y en su
patrén de ramificacion dendritica entre los distintos grupos de vertebrados. Ademas,
en los teledsteos no son las células que envian proyecciones fuera del cerebelo, sino
que contactan con las células euridendroides situadas por debajo de las células de
Purkinje (Finger, 1983). Las células euridendroides son las que envian directamente
sus axones a regiones tegmentales, a los nucleos vestibulares y a la médula espinal,
no existiendo un contacto en ndcleos cerebelosos profundos similar al descrito en
otros vertebrados (Finger, 1983; Butler y Hodos, 1996). Si bien la organizacion
citoarquitectdnica de la via es diferente, parece estar conservada en cuanto a su patron
de inmunotincién para parvalbimina. Las células euridendroides, negativas para
parvalblmina estan inervadas por los axones de Purkinje parvalbumina-positivos. En
los mamiferos, la funcion de las células euridendroides la cumplen las neuronas de los
nucleos cerebelosos profundos, que no expresan parvalbimina y también reciben

axones de células de Purkinje positivos a parvalbumina (Celio, 1990).

En el cerebelo de rata y en el humano son también inmunorreactivas para esta
proteina las células estrelladas y las células en cesto (Celio, 1990; Yu y cols., 1996).
Aunque estos tipos neuronales han sido descritos previamente en el metencéfalo de
teledsteos (Finger, 1983; Pouwels, 1978a,b,c,d), en la trucha arco iris son negativos

para parvalbimina.

Mielencéfalo

Dentro del mielencéfalo, la inmunorreactividad para parvalbumina en los
nucleos de los pares craneales aparece tardiamente en el Sistema Nervioso Central de
teledsteos, en animales juveniles de un afio y en los adultos. En cambio, en los
mamiferos estos nucleos demuestran inmunorreactividad para parvalbumina en
estadios prenatales. Asi, aparecen neuronas marcadas de los nucleos de los nervios
oculomotor, troclear y abducens en el estadio embrionario 15, y en el nucleo del

nervio trigémino en el dia embrionario 19 (Solbach y Celio, 1991). En la formacién
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reticular de la trucha arco iris las primeras neuronas inmunorreactivas se observan a
los tres meses de edad. En la rata se observan interneuronas dispersas por esta region

en el dia embrionario 19 (Solbach y Celio, 1991).

En la trucha arco iris, las primeras neuronas inmunorreactivas que aparecen en
el Sistema Nervioso Central son las que se sitlan en el area octavolateral, a los seis
dias después de la eclosion. En la rata, los nucleos vestibulares y cocleares son los
homdlogos de los del &rea octavolateral de teledsteos, y las primeras células
inmunorreactivas que se observan en el nicleo coclear ventral aparecen el dia
embrionario 21 (Morris y cols., 1988; Solbach y Celio, 1991). En la rata adulta se
observan neuronas inmunorreactivas para parvalbumina en el ndcleo vestibular

medial (Celio, 1990).

Todos los nucleos de los nervios craneales situados en el mielencéfalo poseen
inmunorreactividad para parvalbumina en la trucha arco iris. En la rata aparecen
tefiidas las neuronas del nucleo del nervio trigémino, el nucleo del nervio vago y el
nucleo del nervio hipogloso (Celio, 1990), que no tiene homdlogo en la trucha arco
iris (Butler y Hodos, 1996). Las células de Mauthner, neuronas de gran tamafio que
no aparecen en los mamiferos (Butler y Hodos, 1996), son positivas a parvalbimina,
al igual que el ndcleo del fasciculo solitario, que es negativo en la rata (Celio, 1990).
Sin embargo, aparecen células inmunorreactivas para parvalbimina en el nicleo
olivar inferior de la rata (Celio, 1990), mientras que no hemos observado

inmunorreactividad para parvalbimina en la oliva de la trucha arco iris.

Médula espinal

Una caracteristica comun entre el marcaje para parvalbimina en la rata (Celio,
1990; Ren y Ruda, 1994) y en la trucha arco iris es la presencia de
inmunorreactividad en gran cantidad de fibras que discurren por tractos axonales
ascendentes, descendentes y comisurales presentes en la médula espinal. En la rata se

ha descrito la expresion transitoria de parvalbumina en células de las astas dorsales
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desde el dia embrionario 17 hasta el dia embrionario 20 (Solbach y Celio, 1991),

fendmeno que no se observa en la médula espinal de la trucha arco iris.

Sistema Nervioso Periférico

Nuestros resultados muestran que el sistema vestibuloacuUstico es la primera
region en la que se expresa parvalbumina en la trucha arco iris. Aparecen células
inmunorreactivas en el interior del ganglio en el estadio de 250°-dia, y sus
prolongaciones inmunomarcadas se observan dentro de los nucleos vestibulares
mielencefalicos a los dos dias después de la eclosion. En la rata, tambien el sistema
vestibuloacustico es muy temprano en la expresion de dicha proteina (Morris y cols.,
1988; Solbach y Celio, 1991). En el dia embrionario 14 aparecen las primeras
neuronas marcadas en el ganglio vestibular, y algunas fibras inmunorreactivas de la
raiz del ganglio penetran en el mielencéfalo. La expresion en el ganglio coclear es
algo mas tardia, comenzando en el dia embrionario 17, observandose terminales
marcados dentro de la oliva superior en el dia embrionario 19 (Morris y cols., 1988;

Solbach y Celio, 1991).

Marcaje en células gliales

En los ejemplares de trucha arco iris de un afio y adultos observamos marcaje en
ependimocitos del telencéfalo y de la médula espinal. También en la rata, se expresa
parvalblmina de forma transitoria, desde el estadio embrionario 15 hasta el
nacimiento, en tanicitos y células ependimales dispersas por los ventriculos
telencefélicos y el tercer ventriculo (Solbach y Celio, 1991). En estudios realizados en
ratas adultas in vivo (Celio, 1990) o in vitro (Crespo y cols., 1995) se ha descrito la
presencia de inmunorreactividad para parvalbdmina en ependimocitos y astrocitos de

mamiferos.

Distribucion de calretinina
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Como hemos hecho para la parvalbdmina, compararemos nuestros resultados
sobre la distribucion de calretinina en el encéfalo de la trucha arco iris con datos
previos en otros vertebrados. En general, existe un mayor grado de coincidencia en la
evolucion del marcaje para calretinina entre teledsteos y otros vetebrados, que el
observado con parvalbumina. Sin embargo, hay regiones que presentan diferencias en
el marcaje entre los distintos grupos, y es dificil llevar a cabo una correlacion
temporal durante el desarrollo. Por ello, el uso del marcaje para calretinina como
herramienta para establecer homologias entre areas del Sistema Nervioso debe
circunscribirse a zonas concretas, y confirmar los resultados con los obtenidos

mediante estudios morfélogicos o de distribucion de otros marcadores especificos.

Los trabajos sobre la distribucion de calretinina a lo largo del desarrollo
ontogenético del Sistema Nervioso de mamiferos se restringen a zonas concretas, no
existiendo un trabajo que estudie en su totalidad el mismo durante los diferentes
estadios. En cambio, si existen estudios detallados de la distribucion de calretinina en
el conjunto del Sistema Nervioso en el adulto (Arai y cols., 1991; Jacobowitz y

Winsky, 1991; Résibois y Rogers, 1992).

Telencéfalo

En nuestro estudio hemos detectado la presencia de calretinina en estadios
embrionarios tempranos en los receptores olfatorios y en sus axones que conectan con
el bulbo olfatorio. En los receptores y fibras olfatorias de la rata se observa
inmunorreactividad para calretinina desde los primeros dias del desarrollo postnatal
(Bastianelli y Pochet, 1995; Bastianelli y cols., 1995a), alcanzandose el patrén adulto
20 dias después del nacimiento. En la rata, tanto las células mitrales como diferentes
tipos de interneuronas (periglomerulares y granos) son inmunorreactivas para
calretinina (Wouterlood y Hartig, 1995). Sin embargo, en el bulbo olfatorio de la
trucha arco iris s6lo aparece inmunorreactividad en un tipo celular, los granos. En el

sistema olfatorio accesorio de la rata aparecen marcadas para calretinina las
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aferencias vomeronasales (Bastianelli y cols., 1995a), interneuronas (células
periglomerulares y granos) y células mitrales (Jacobowitz y Winsky, 1991). El
sistema olfatorio accessorio se desarrolla como un sistema sensorial independiente en

los tetrapodos (Allison, 1953), y por tanto no esta desarrollado en la trucha arco iris.

En los hemisferios telencefalicos de la trucha arco iris la calretinina aparece
ampliamente distribuida. Asi, aparece marcaje en el area dorsolateral, region
homdloga de la corteza cerebral de mamiferos (Northcutt y Braford, 1980). En esta
region se ha descrito expresion transitoria de calretinina durante el desarrollo
embrionario en las células de Cajal-Retzius tanto en roedores (Vogt-Weisenhorn y
cols., 1994; Del Rio y cols., 1995) como en primates (Fonseca y cols., 1995; Verney y
Derer, 1995; Yan y cols., 1995). Sin embargo, en el area dorsolateral de la trucha arco
iris el marcaje va aumentando gradualmente hasta alcanzar el patrén adulto, y en

ningun caso hemos detectado la expresion transitoria de la proteina en dicha region.

Hemos observado también inmunorreactividad para calretinina en el area
ventroventral y ventrosupracomisural del telencéfalo de la trucha arco iris. En las
regiones homologas del telencéfalo de la rata, septo medial y amigdala,
respectivamente, también se ha descrito la presecia de células positivas a calretinina
(Jacobowitz y Winsky, 1991; Résibois y Rogers, 1992). En los nucleos caudado y
putamen aparecen células inmunorreactivas en la rata adulta (Jacobowitz y Winsky,
1991; Résibois y Rogers, 1992). Dichos nucleos son homdlogos al &rea dorsodorsal
de la trucha arco iris (Northcutt y Braford, 1980), y al contrario de lo que sucede en

otras areas telencefélicas, en ellos no hemos observado marcaje.

Diencéfalo

En nuestra revision bibliografica no hemos encontrado datos sobre la expresion
de calretinina a lo largo del desarrollo en el diencéfalo de la rata. Sin embargo, en el
diencéfalo de la rata adulta el marcaje esta muy extendido (Arai y cols., 1991;

Jacobowitz y Winsky, 1991; Résibois y Rogers, 1992). La amplia distribucion de
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calretinina en el diencéfalo, importante estacion de relevo de vias sensoriales y
motoras, asi como directamente involucrado en el control neuroendocrino, es una

caracteristica compartida entre la rata y la trucha arco iris.

En la trucha arco iris, la inmunorreactividad para calretinina aparece
ampliamente distribuida tanto en las regiones talamicas dorsales como en las
ventrales, asi como en diferentes nucleos del tuber y la region periventricular
hipotalamica. Igual sucede en la rata, donde aparecen neuronas inmunopositivas en
nucleos talamicos como el periventricular, el reticular, el centromedial, el lateral
posterior, el paraventricular y el subparafascicular (Jacobowitz y Winsky, 1991,
Résibois y Rogers, 1992). En el hipotdlamo de la rata todos los nucleos, excepto el
paraventricular y el posterior mamilar, poseen células inmunorreactivas para

calretinina (Jacobowitz y Winsky, 1991; Résibois y Rogers, 1992).

El marcaje también esta ampliamente distribuido en el pretectum de la trucha
arco iris, apareciendo neuronas inmunorreactivas en el area pretectal, nucleo
geniculado lateral, nucleo pretectal y ndcleo rotundo. Todos los nacleos del pretectum
de la rata presentan también neuronas inmunorreactivas a calretinina (Jacobowitz y

Winsky, 1991; Résibois y Rogers, 1992).

Una de las regiones en las que hemos observado expresion transitoria de
calretinina en la trucha es la habénula. Dicha region no presenta células
inmunorreactivas en el adulto; por el contrario, en la habénula de la rata si aparece
expresion de calretinina en el adulto (Jacobowitz y Winsky, 1991; Résibois y Rogers,

1992).

También se ha estudiado la distribucion de calretinina durante el desarrollo
postnatal en la retina de la rata (Bastianelli y cols., 1995b). La inmunorreactividad
aparece desde el primer dia del desarrollo postnatal en células ganglionares y en
células amacrinas, de modo similar a lo que ocurre en la trucha arco iris. Ademas, se

ha estudiado el patron de inmunorreactividad para calretinina en la retina adulta de
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diferentes especies de vertebrados (Rogers, 1989b; Pasteels y cols., 1990). En todas
las especies estudiadas se ha descrito inmunorreactividad en células bipolares, células
amacrinas y células ganglionares. Los mismos tipos celulares son positivos para

calretinina en la retina de la trucha arco iris.

Mesencéfalo

Igual que en el diencéfalo, no existen estudios que describan la apariciéon y
desarrollo de elementos inmunorreactivos para calretinina en el mesencéfalo de
vertebrados amniotas. Si se ha descrito el patrén de inmunorreactividad en el
mesencéfalo de rata adulta (Arai y cols., 1991; Résibois y Rogers, 1992). En la trucha
arco iris, los axones de las células ganglionares de la retina, a lo largo de su recorrido
por el nervio, quiasma y tracto Optico hasta alcanzar el techo 6ptico, son positivas
para calretinina. También son positivos en la rata en todo su recorrido hasta que
llegan al coliculo superior (Arai y cols., 1991; Résibois y Rogers, 1992). Se
observaron ademas células inmunorreactivas en la capa del nervio déptico del coliculo
superior, de modo similar a lo que ocurre en diferentes estratos del techo éptico de la
trucha arco iris. Por tanto, el marcaje para calretinina parece estar conservado en la
via visual. También aparece inmunorreactividad en el coliculo inferior de la rata (Arai
y cols., 1991; Résibois y Rogers, 1992), homodlogo del torus semicircularis de la
trucha arco iris en el que hemos descrito la presencia de células marcadas para

calretinina.

En otras regiones mesencefalicas el marcaje es también similar en la trucha y en
la rata. No aparece inmunorreactividad para calretinina en el nacleo troclear ni en el
nicleo oculomotor, mientras que si que aparece en el nicleo tegmental reticular
(Résibois y Rogers, 1992). Por el contrario, el marcaje es diferente en otras zonas. En
la rata adulta aparecen neuronas inmunorreactivas para calretinina en el ndcleo
interpeduncular (Reésibois y Rogers, 1992), mientras que en la trucha arco iris

aparecen transitoriamente durante el desarrollo, pero no se observan en el adulto. En
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el nacleo rojo no aparece inmunorreactividad en la rata (Résibois y Rogers, 1992),

mientras que si la hemos observado en la trucha arco iris.

Metencéfalo

La expresion de calretinina en el metencéfalo queda restringida al cerebelo,
tanto en la trucha arco iris como en otras especies de vertebrados en las que se ha

estudiado.

En el cerebelo del pollo, la calretinina se expresa de forma transitoria entre los
estadios embrionarios 11 y 20 en granos y células de Golgi (Bastianelli y Pochet,
1993), mientras que en el pollo adulto la inmunorreactividad aparece en las células
estrelladas y en cesto de la capa molecular, en las células de Lugaro y en las fibras
musgosas Yy trepadoras (Rogers, 1989a). En el raton, las células inmunorreactivas
aparecen durante el desarrollo embrionario y se mantienen hasta el adulto (Abbott y
Jacobowitz, 1995). En la rata adulta se observa inmunorreactividad en granos, en
células de Lugaro y en las fibras musgosas (Rogers, 1989a; Résibois y Rogers, 1992).
Los elementos positivos para calretinina en el cerebelo de la trucha aparecen en el
momento de la eclosion, aumentando su tamafio e intensidad de tincion gradualmente
hasta el estadio adulto. Tanto en el pollo como en la rata la expresion de calretinina en
el cerebelo es mas temprana, aparece en estadios embrionarios (Rogers, 1989a;
Bastianelli y Pochet, 1993). Ademaés, en el pollo aparece expresion transitoria de
calretinina entre los estadios embrionarios 11 y 21, en granos y células de Golgi
(Bastianelli y Pochet, 1993). En el cerebelo de la trucha arco iris no hemos
encontrado células que expresen calretinina de forma transitoria. Los granos son
positivos en el cerebelo de trucha arco iris y rata adultas (Rogers, 1989a; Résibois y
Rogers, 1992). Sin embargo, en el pollo adulto s6lo son positivas a calretinina las
células estrelladas y en cesto de la capa molecular (Rogers, 1989a). En cuanto a las

fibras, en el pollo son positivas las fibras musgosas y trepadoras (Rogers, 1989a), en
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rata s6lo las musgosas (Résibois y Rogers, 1992), y en la trucha arco iris sélo las

trepadoras.

El dato que méas llama la atencion es que en las tres especies las células de
Lugaro son positivas a calretinina (Rogers, 1989a; Résibois y Rogers, 1992). Las
células de Lugaro so6lo se habian descrito hasta el momento en mamiferos (Butler y
Hodos, 1996), pero su morfologia ahusada y la orientacion horizontal de sus dendritas
en la trucha arco iris nos permite identificarlas como homologas a las descritas por

Rogers (1989a) como inmunorreactivas a calretinina en el cerebelo del pollo y la rata.

Mielencéfalo

La expresion de calretinina en el mielencéfalo de la trucha es muy temprana,
igual que sucede en el raton, especie en la que se han descrito neuronas
inmunomarcadas en la formacion reticular en el estadio embrionario 10 (Abbott y
Jacobowitz, 1995). No hemos encontrado datos sobre la expresion de calretinina
durante la ontogenia en otros nucleos mielencefélicos ni en otras especies, pero si
existen estudios sobre su distribucion en el cerebro de la rata adulta. EI nacleo del
trigémino, los nucleos cocleares y vestibulares, los ndcleos del rafe, el ndcleo del
fasciculo solitario, y los nucleos reticulares son positivos a calretinina tanto en la
trucha arco iris como en la rata adultas (Arai y cols., 1991; Résibois y Rogers, 1992).
Sin embargo, en el mielencéfalo de truchas adultas hemos observado
inmunorreactividad para calretinina en el nacleo del nervio abducens y en el ndcleo
del nervio facial, que son negativos en la rata (Arai y cols., 1991; Rogers y Résibois,
1992). En la rata, las células de la oliva inferior son negativas a calretinina, y se
encuentran rodeadas por neuropilo positivo (Résibois y Rogers, 1992). En cambio, en
la trucha arco iris, ademas del neuropilo positivo a calretinina, las células de la oliva

presentan calretinina.

Médula espinal
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En la trucha arco iris, distintos tipos neuronales presentes en la médula espinal
de teledsteos presentan inmunorreactividad para calretinina, asi como fibras
inmunorreactivas de diferentes calibres que discurren por los tractos medulares, y
otras que forman plexos y campos terminales en la sustancia gris de la médula. El
mismo tipo de marcaje, tanto en neuronas como en las fibras nerviosas ha sido

descrito en la rata adulta (Résibois y Rogers, 1992; Ren y Ruda, 1994).

Sistema Nervioso Periférico

Se ha descrito la expresion de calretinina a lo largo del desarrollo en los
ganglios vestibular y coclear del raton (Dechesne y cols., 1994). Las células
ganglionares comienzan a expresar calretinina el dia embrionario 19, y aumenta su
numero a lo largo del desarrollo hasta llegar al dia postnatal 14, en el que el marcaje
es similar al que aparece en el adulto. EI mismo patron se ha descrito en la rata adulta
(Demémes y cols., 1992). En la trucha arco iris la inmunorreactividad se observa por
primera vez en estadios embrionarios, y al igual que sucede en el ratén, se produce un
aumento gradual en el nimero de elementos inmunorreactivos hasta alcanzar el

estado adulto.
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DISTRIBUCION DE NEUROTRANSMISORES Y  SUSTANCIAS
NEUROACTIVAS EN EL SISTEMA NERVIOSO DE TELEOSTEOS

Los estudios que describen la distribucion de neurotransmisores y sustancias
neuroactivas durante el desarrollo del Sistema Nervioso de teledsteos son escasos,
conociéndose solamente datos sobre catecolaminas (Ekstrom y cols., 1992; Manso y
cols., 1993), serotonina (Ekstrom y cols., 1985; Bolliet y Ali, 1992; Ekstrom, 1994),
hormona liberadora de gonadotropina (Chiba y cols., 1994; Parhar y cols., 1995)
acido gamma-aminobutirico (Ekstrém y Ohlin, 1995), somatostatina (Becerra y cols.,
1995) y sustancia P (Vecino y Sharma, 1992). Otras sustancias neuroactivas no se han
estudiado a lo largo de la ontogenia, pero si en el Sistema Nervioso de los animales
adultos. Asi se conoce la distribucion de sustancias como encefalinas (Vecino y cols.,
1992), neuropéptido Y (Pickavance y cols., 1992; Subhedar y cols., 1996), y sintasa
del 6xido nitrico (Holmguvist y cols., 1994; Ostholm y cols., 1994; Arévalo y cols.,
1995a; Turner y Moroz, 1995; Anken y Rahmann, 1996), entre otras. Estos trabajos
han sido realizados en especies muy diversas, y la mayoria de las sustancias no han
sido estudiadas en la trucha arco iris, por lo que no podemos realizar una comparacion
directa con nuestros resultados sobre la distribucion de proteinas ligantes de calcio.
Analizando los trabajos previos sobre la distribucién de diversas sustancias en el
Sistema Nervioso de teledsteos tanto durante la ontogenia como en el estado adulto,
la conclusion a la que llegamos es que no existe en ningln caso una correspondencia
total con los resultados obtenidos para proteinas ligantes de calcio en la trucha arco
iris. Aunque en determinadas regiones se produce una colocalizacion zonal, seria
necesario realizar dobles marcajes para demostrar la posible colocalizacién a nivel

celular.
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Catecolaminas

Se ha estudiado la evolucién durante el desarrollo y el patron adulto de marcaje
para tiroxina hidroxilasa, dopamina-f-hidroxilasa y dopamina en diferentes especies
de teledsteos, como la trucha arco iris (Alonso y cols., 1989a), la trucha comin Salmo
trutta fario (Manso y cols., 1993; Becerra y cols., 1994a), el espinoso Gasterosteus
aculeatus (Ekstrom y cols., 1990,1992) y en el mormirido Gnathonemus petersii

(Meek y Joosten, 1993).

El marcaje para tirosina hidroxilasa aparece en estadios embrionarios, como en
el caso de la calretinina. La inmunorreactividad para dopamina-p-hidroxilasa y
dopamina aparece en los mismos tipos neuronales que la tirosina hidroxilasa, aunque
con un cierto retraso temporal (Ekstrom y cols., 1992). Los primeros elementos
inmunorreactivos para tirosina hidroxilasa aparecen durante el desarrollo embrionario
en el nucleo posterior del taber, que es inmunorreactivo para calretinina durante el
desarrollo embrionario, y en el nacleo del fasciculo solitario, que es positivo para
parvalbimina y calretinina pocos dias después de la eclosion. También se observa
tirosina hidroxilasa en el locus coeruleus, que no presenta inmunorreactividad para
proteinas ligantes de calcio a lo largo del desarrollo. Més tardiamente aparecen
neuronas en las areas ventrodorsal, ventroventral y ventrosupracomisural del
telencéfalo, en granos del bulbo olfatorio, en los nlcleos del &rea octavolateral, en los
nucleos ventrales y dorsales del talamo, en el nlcleo pretectal, en el ndcleo reticular
inferior y en el ndcleo del fasciculo solitario. Todas estas regiones presentan
inmunorreactividad para proteinas ligantes de calcio durante el desarrollo embrionario

o0 en los primeros dias tras la eclosion.

En la habénula se observd una expresion transitoria de tirosina hidroxilasa en

estadios juveniles, estando el marcaje ausente de esta region en los adultos (Manso y
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cols., 1993). Este mismo fendmeno se ha observado en la inmunotincion para

calretinina en la habénula de la trucha arco iris.

En la retina (Becerra y cols., 1994a), la inmunorreactividad para tirosina
hidroxilasa aparece durante el desarrollo embrionario en células interplexiformes
dispersas en la capa nuclear interna, que aparecen en primer lugar en las regiones de
la retina periférica, haciéndose el marcaje extensivo a las zonas centrales a lo largo
del desarrollo. ElI marcaje para calretinina observado en la retina de la trucha arco iris,
ademaés de aparecer en tipos neuronales diferentes (células ganglionares y amacrinas)
sigue un patrén espacio-temporal de aparicion inverso a lo largo del desarrollo. Los
primeros elementos inmunorreactivos aparecen en la retina central durante el
desarrollo embrionario, generalizandose el marcaje a la retina periférica a lo largo de

la vida del animal.

Serotonina

La inmunorreactividad para serotonina aparece durante el desarrollo
embrionario en los nacleos del rafe en el salvelino Salvelinus fontinalis (Bolliet y Ali,
1992) y en el espinoso Gasterosteus aculeatus (Ekstrom y cols., 1985; Ekstrom,
1994), nucleos que poseen calretinina en la trucha arco iris desde la eclosion. En esas
dos especies, a lo largo del desarrollo se han observado ademas células positivas a
serotonina en el area pretectal y en el ndcleo del receso posterior, regiones que
también presentan calretinina en la trucha arco iris. En los nucleos del rafe, se ha
descrito una expresion transitoria de serotonina en las dos especies antes
mencionadas, que desaparece en los animales adultos. Por el contrario, en el gimnoto
Apteronotus leptorhynchus aparece serotonina en los nucleos del rafe en el adulto
(Johnston y cols., 1990). No hemos encontrado expresion transitoria de ninguna de las

proteinas ligantes de calcio estudiadas en los nucleos del rafe.
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Hormona liberadora de gonadotropina

La distribucion de hormona liberadora de gonadotropina durante el desarrollo se
ha descrito en varias especies de teledsteos: en dos salmones, Oncorhynchus nerka y
O. keta (Chiba y cols., 1994; Parhar y cols., 1995), en el gurami enano Colisa lalia
(Maejima y cols., 1994; Yamamoto y cols., 1995), en el carpin dorado Carassius
auratus (Kim y cols., 1995), y en la anguila Anguilla anguilla (Montero y cols.,
1994). Su distribucién es muy restringida a lo largo del Sistema Nervioso. Las células
positivas se originan primeramente en la placoda olfatoria y van migrando
progresivamente a lo largo del desarrollo hacia el bulbo olfatorio, el éarea
ventromedial telencefélica, el ndcleo predptico anterior y la base del ventriculo
mesencefalico. Su patron de aparicion y migracién no se corresponde con el que
hemos detectado para las proteinas ligantes de calcio, aunque en esas mismas zonas
encontramos expresion de calretinina y parvalbimina. En animales adultos la
hormona liberadora de gonadotropina aparece en el nucleo del fasciculo longitudinal
medial, que también presenta calretinina y parvalblimina en la trucha arco iris adulta,

pero en este caso su expresion comienza durante el desarrollo.

Acido gamma-aminobutirico

Se ha estudiado la distribucion de inmunorreactividad para acido gamma-
aminobutirico durante el desarrollo del encéfalo del espinoso, Gasterosteus aculeatus
(Ekstrom y Ohlin, 1995) y de la retina del pez cebra Brachydanio rerio (Sandell y
cols., 1994), asi como el patron definitivo en el encéfalo adulto de la anguila Anguilla
anguilla (Médina y cols., 1994). Las primeras estructuras en las que aparece acido

gamma-aminobutirico son la region predptica y la médula espinal, regiones que
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expresan tempranamente calretinina en la trucha arco iris, asi como el nucleo del
fasciculo longitudinal medial, que expresa calretinina y parvalbimina mas
tardiamente  (después de la eclosion). Posteriormente, aparecen células
inmunorreactivas para acido gamma-aminobutirico en las areas dorsomedial y
ventroventral del telencéfalo, y en los granos del bulbo olfatorio, en los que hay
inmunorreactividad para calretinina y parvalbumina en la trucha arco iris. La placoda
olfatoria, que es una de las primeras regiones en expresar calretinina, muestra
inmunorreactividad para acido gamma-aminobutirico en la parte final del desarrollo
embrionario. También aparecen grupos de neuronas inmunorreactivas para &acido
gamma-aminobutirico en el hipotdlamo (nucleos del receso lateral, receso posterior,
posterior del taber y difuso del l6bulo inferior), en los ndcleos ventrales y dorsales
taldmicos, asi como en los nacleos geniculado lateral y pretectal del pretectum,
regiones que también poseen neuronas inmunorreactivas para calretinina durante el

desarrollo en la trucha arco iris.

Justo antes de la eclosiébn se observaron por primera vez neuronas
inmunopositivas para acido gamma-aminobutirico en el estrato periventricular del
techo Optico, region en la que aparece inmunorreactividad para calretinina en un
momento proximo a la eclosién, y en el cerebelo, region donde, en cambio, no se
observO inmunorreactividad para proteinas ligantes de calcio hasta después de la
eclosion. En el mielencéfalo son inmunorreactivos los nlcleos vestibulares, del rafe,
del nervio glosofaringeo y del nervio vago, regiones que poseen células
inmunorreactivas para proteinas ligantes de calcio, asi como el locus coeruleus, que

en cambio es negativo tanto para calretinina como para parvalbumina.

En la retina, la inmunorreactividad para 4cido gamma-amino butirico se observa
por primera vez durante el desarrollo embrionario en células amacrinas de la capa
nuclear interna, localizadas en las porciones centrales, que son positivas para
calretinina durante el desarrollo embrionario de la trucha arco iris. Posteriormente,

aparece inmunorreactividad para acido gamma-aminobutirico en las células
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ganglionares, que se mantiene durante la vida embrionaria pero desaparece pocos dias
despues de la eclosién. En la trucha arco iris, la inmunorreactividad para calretinina
aparece también mas tarde en las células ganglionares que en las amacrinas, pero

ambos tipos mantienen su inmunorreactividad durante todo el desarrollo.

Somatostatina

Se ha estudiado la evolucion espacio-temporal del marcaje para somatostatina
durante el desarrollo del encéfalo en la trucha comdn Salmo trutta fario (Becerra y
cols., 1995), y su patron de distribucién en el carpin dorado adulto Carassius auratus
(Pickavance y cols., 1992), en el pez cuchillo Eigenmania virescens (Zupanc y cols.,

1991), y en el gimnoto Apteronotus leptorhynchus (Stroh y Zupanc, 1993),

Las primeras regiones que muestran inmunorreactividad para somatostatina son
el nacleo lateral del tuber del hipotadlamo, region que presenta inmunorreactividad
para calretinina durante el desarrollo embrionario de la trucha arco iris, asi como las
areas ventrolateral y dorsomedial telencefalicas que son, sin embargo, muy tardias en
la expresion de calretinina (se observa en estadios juveniles). Méas tardiamente
aparecen neuronas positivas a somatostatina en los nicleos predptico periventricular,
predptico, y anterior periventricular del area predptica, en el talamo ventral y dorsal,
asi como en el nucleo difuso del torus lateralis, regiones que son positivas a

calretinina en la trucha arco iris.

En el mesencéfalo aparecen células marcadas para somatostatina en el techo
optico y en el nacleo interpeduncular del tegmentum de forma transitoria, solamente
en juveniles, no observandose en embriones, ni en alevines, ni en adultos. En estas
regiones de la trucha arco iris también se ha descrito una expresion transitoria de
calretinina, pero durante un periodo largo del desarrollo que ocupa los estadios de

aleviny juveniles.
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En el metencéfalo es inmunorreactivo para somatostatina un nuevo tipo celular
descrito por primera vez en teledsteos (Stroh y Zupanc, 1993), localizado entre los
estratos molecular y granular del cerebelo, y con caracteristicas morfologicas
totalmente diferentes a las células de Purkinje positivas para parvalbimina, a los

granos y a las células de Lugaro positivas para calretinina en la trucha arco iris.

En el mielencéfalo, la inmunorreactividad para somatostatina aparece en el
adulto en el gris central (inmunonegativo para proteinas ligantes de calcio), en los
nacleos del nervio glosofaringeo y del nervio vago (positivos solo para
parvalblmina), asi como en la formacion reticular, en el nicleo del trigémino, y en el
nucleo del fasciculo solitario (inmunorreactivos tanto para parvalbimina como para

calretinina).

Sustancia P

La sustancia P se ha estudiado durante la ontogenia del carpin dorado,
Carassius auratus (Vecino y Sharma, 1992), asi como en el encéfalo adulto del
gimnoto Apteronotus leptorhynchus (Weld y Maler, 1992). Los Unicos elementos
inmunorreactivos para sustancia P que aparecen antes de la eclosion se localizan en la
region periventricular del telencéfalo, region que en la trucha arco iris posee neuronas
positivas para calretinina durante el desarrollo embrionario, y para parvalbiumina en
estadios juveniles y en el adulto. En otras regiones telencefalicas como el nucleo
olfatoretinal y la region ventrocentral se ha descrito la presencia de
inmunorreactividad para sustancia P, pero no para proteinas ligantes de calcio. Tras la
eclosion se observan células inmunorreactivas para sustancia P en los nucleos del
receso posterior, del receso lateral, posterior periventricular, posterior del taber del
hipotalamo y, més tarde, en el torus semicircularis,el nucleo gustatorio secundario, y
el nucleo del nervio vago. En todas estas regiones hemos detectado marcaje para

proteinas ligantes de calcio en la trucha arco iris, pero el marcaje para calretinina en
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algunos de estos nicleos ya se observa en estadios embrionarios. También aparece
marcaje para sustancia P en el nicleo ambiguo y en el area postrema, regiones en las
que no hemos hallado neuronas inmunotefiidas para calretinina o para parvalbimina.
La habénula presenta inmunorreactividad para sustancia P en el adulto, mientras que
muestra expresion transitoria de calretinina durante el desarrollo, pero es negativa en

el adulto.

Encefalinas

Se ha descrito el patrén de inmunorreactividad para encefalinas en la trucha arco
iris adulta (Vecino y cols., 1992). No existe una correlacion general en el patron de
inmunorreactividad para encefalinas y proteinas ligantes de calcio, ya que estas
Gltimas presentan una distribucién mucho mas extensa. Sin embargo, en algunas
regiones, como el area ventral telencefalica, nucleos diencefalicos (nucleo
ventromedial del tAlamo, nucleo lateral del taber, nicleo del receso lateral y ndcleo
del receso posterior), torus semicircularis, nucleo rostral mesencefalico-tegmental,
capa granular del cerebelo, y nicleo del fasciculo solitario, que poseen células

positivas para proteinas ligantes de calcio, podria existir una colocalizacién parcial.

Neuropeptido Y

La distribucion de neuropéptido Y se ha estudiado en el encéfalo del carpin
dorado Carassius auratus (Pickavance y cols., 1992) y del pez cebra de agua salobre
Fundulus heteroclitus (Subhedar y cols., 1996). Comparando la distribucion de
proteinas ligantes de calcio con la de neuropéptido Y, encontramos que podria existir
un solapamiento de estas sustancias en algunas regiones del Sistema Nervioso de
teledsteos. Son positivas para neuropéptido Y las areas ventroventral, ventrolateral y

dorsolateral telencefalicas, nacleo predptico periventricular, nicleo predptico, nucleo
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lateral del tdber y nacleo dorsomedial del tAlamo de ambas especies; ademas, en el
carpin dorado son inmunorreactivos para neuropéptido Y los nicleos dorsolateral y
ventromedial del talamo, y el nucleo difuso del 16bulo inferior. Todas estas regiones
son inmunorreactivas para proteinas ligantes de calcio en la trucha arco iris. Sin
embargo, en regiones mesencéfalicas, metencéfalicas, mielencefalicas y de la médula
espinal encontramos proteinas ligantes de calcio y nunca aparece neuropéptido Y. En
otras zonas como el nacleo olfatoretinal, el nucleo entopeduncular y el area
dorsocentral telencefalica del pez cebra de agua salobre, y el locus coeruleus del
carpin dorado, se ha descrito la presencia de neuropéptido Y, pero nosotros no
encontramos ni calretinina ni parvalbdmina. En otro teledsteo, el salmén Salmo salar
hay células inmunorreactivas para neuropéptido Y en el torus semicircularis y en el
estrato periventricular del techo 6ptico (Vecino y Ekstrém, 1990), que en la trucha

arco iris presentan marcaje tanto para calretinina como para parvalbimina.

Sintasa del 6xido nitrico y NADPH-diaforasa

La distribucién de sintasa de éxido nitrico se ha estudiado en diversas especies
de teledsteos tanto mediante técnicas inmunocitoquimicas, como con su marcador
histoquimico, la NADPH-diaforasa. Asi, existen trabajos en el carpin dorado
Carassius auratus (Villani y Guarnieri, 1995a,b), tenca Tinca tinca (Arévalo y cols.,
1995a), gimnoto Apteronotus leptorhynchus (Turner y Moroz, 1995), salmén Salmo
salar (Holmqvist y cols., 1994; Ostholm y cols., 1994), rodaballo Scophtalmus
maximus (Jansen y Enger, 1996b) y en el pez de cola de sable Xiphophorus helleri
(Anken y Rahmann, 1996). Esta enzima aparece en numerosos nucleos del Sistema
Nervioso de teledsteos, siendo mas abundantes las neuronas que la poseen en las
areas caudales del encéfalo y en la médula espinal que en las regiones encefalicas mas

rostrales (Arévalo y cols., 1995a).
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La distribucion de proteinas ligantes de calcio es también muy amplia en el
Sistema Nervioso de la trucha, y existen muchas regiones en las que los patrones se
superponen con el observado para la sintasa del éxido nitrico, como son: las fibras
olfatorias y los glomérulos del bulbo olfatorio, las areas dorsomedial, ventroventral,
ventrodorsal y ventrosupracomisural telencefélicas, el nucleo pretectal, el nucleo
lateral del taber, el ndcleo difuso del l6bulo inferior, el nucleo difuso del torus
lateralis, el nucleo posterior periventricular, el nucleo glomeruloso, los cuerpos
mamilares, los ndcleos ventrales y dorsales del tdlamo, el techo Optico, el torus
semicircularis, los granos y células de Purkinje del cerebelo, los nucleos de los
nervios troclear, oculomotor, abducens, facial, glosofaringeo y vago, las células de
Mauthner, los nicleos del &rea octavolateral, el ntcleo del fasciculo solitario, el rafe y
la formacidn reticular. Sin embargo, los patrones no coinciden en su totalidad con los
descritos para calretinina y para parvalbumina en el Sistema Nervioso de la trucha
arco iris adulta. Asi encontramos sintasa del Oxido nitrico en regiones que no
presentan inmunorreactividad para proteinas ligantes de calcio, como las &reas
dorsocentral y dorsoposterior telencefalicas, el nucleo entopeduncular, la habénula y
el nacleo interpeduncular, el ndcleo del istmo, las células euridendroides del cerebelo
y el gris central. En cambio, otras regiones presentan inmunorreactividad para
proteinas ligantes de calcio, pero en ellas no hay neuronas positivas para sintasa del
oxido nitrico como, por ejemplo, los nucleos anterior y posterior del tuber, el nicleo

rojo, el nucleo lateral de la valvulay la oliva.

Otros neurotransmisores y sustancias neuroactivas

Ademas de los estudios que hemos citado hasta este momento, en los que se
hace referencia a sustancias con una amplia distribucién dentro del Sistema Nervioso
adulto de diversas especies de teleGsteos, se han realizado descripciones de la

distribucion de algunas sustancias que se encuentran restringidas a zonas muy
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concretas. Algunas de ellas se localizan en regiones que son inmunorreactivas para
proteinas ligantes de calcio en la trucha arco iris, y por lo tanto podria haber
colocalizacion en las mismas células. Asi, las fibras y glomérulos olfatorios de la
trucha arco iris positivos a calretinina poseen también péptido intestinal vasoactivo
(Alonso y cols., 1989b). Los granos del bulbo olfatorio y las células del area
ventroventral telencefélica, positivos para calretinina y parvalbumina en la trucha
arco iris poseen factor liberador de tirotropina en el salmén Oncorhynchus
tshawytscha (Matz y Takahashi, 1994). Aparece vasotocina e isotocina en células
localizadas en el nacleo preoptico de la trucha arco iris (Van Den Dungen y cols.,
1982), nucleo en el que hemos detectado células inmunorreactivas para calretinina.
En el nacleo del receso posterior, positivo a calretinina en la trucha arco iris, hay
histamina en el espinoso Gasterosteus aculeatus (Ekstrom y cols., 1995). Se ha
determinado la presencia de galanina en el area preoptica y el hipotalamo de la brema
de mar Sparus aurata (Power y cols., 1996) y del gimnoto Apteronotus leptorhynchus
(Yamamoto y cols., 1992), regiones con células inmunorreactivas para proteinas
ligantes de calcio en varios de los ndcleos que la constituyen. Dentro del estrato
periventricular del techo Optico se ha descrito la presencia de cuerpos celulares
inmunorreactivos para aromatasa en el carpin dorado Carassius auratus (Gelinas y
Callard, 1993), que son positivos tanto para calretinina como para parvalbimina en la

trucha arco iris.

Otras sustancias aparecen en regiones en las que no se ha detectado
inmunorreactividad para proteinas ligantes de calcio; asi, por ejemplo, en el pez cebra
Brachydanio rerio las neuronas del locus coeruleus son inmunorreactivas para colin

acetiltransferasa (Ma, 1994).
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ACTIVIDAD FUNCIONAL DE LAS PROTEINAS LIGANTES DE CALCIO
EN EL SISTEMA NERVIOSO

Calbindina D-28k, parvalbumina y calretinina son proteinas ligantes de calcio
pertenecientes a la familia del dominio EF, que presentan constantes de afinidad muy
altas por el calcio, y no por otros iones que se presentan en el interior de las células en
concentraciones similares. Por tanto, pueden actuar como un sistema tamponador muy
eficaz que mantenga las concentraciones de calcio en el intervalo 6ptimo para la
actividad celular. En este sentido, hay estudios que demuestran la actuacion de
parvalbumina, calbindina D-28Kk y calretinina en la regulacion de los niveles de calcio
intracelular (Mattson y cols., 1991; Lledo y cols., 1992; Chard y cols., 1995; Dreessen
y cols., 1996), mediando los efectos de este ién dentro de las células nerviosas. Sin
embargo, las funciones concretas que desempefian las proteinas ligantes de calcio en
la fisiologia celular ain no son bien conocidas, si bien existen datos fragmentarios
sobre su posible papel. Asi, la parvalbumina puede controlar la homeostasis del calcio
en las neuronas inhibidoras gabaérgicas que presentan alta velocidad de disparo
(Celio, 1986), protegiéndolas de la entrada masiva de calcio que se produce durante
los trenes de potenciales de accién. La calbindina D-28k esta relacionada con la
regulacion de la neurotransmision excitatoria en sinapsis hipocampales (Chard y
cols., 1995). Por ultimo, ademéas de su funcion comdn con el resto de proteinas del
grupo, se ha descrito que la calretinina actia como inhibidor de la fosforilacion

proteica (Yamaguchi y cols., 1991).

Muchos de los procesos que transcurren a lo largo del desarrollo del Sistema
Nervioso se encuentran modulados por el calcio. Debido a su capacidad para
mantener la homeostasis del i6n, se ha postulado que calbindina D-28Kk, parvalbimina
y calretinina podrian controlar diversos fendmenos durante la ontogenia (Rasmussen
y Means, 1989). La parvalbimina aparece en ocasiones en neuroblastos en migracion

(Hogan y Berman, 1994), pudiendo ademas regular la sintesis de componentes de
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membrana en las neuritas en crecimiento (Braun y cols., 1986). Sin embargo, la
aparicion de parvalbdmina en la mayoria de las regiones encefalicas comienza cuando
las neuronas han alcanzado su posicion definitiva y han establecido conexiones
funcionales (Solbach y Celio, 1991). En este sentido, la parvalbumina se asocia con la
maduracion funcional en el sistema visual en desarrollo (Hendrickson y cols., 1991).
Sin embargo, en algunas subpoblaciones de neuronas gabaérgicas la aparicion de
parvalbumina esta retrasada respecto al inicio de la actividad de las mismas (Solbach
y Celio, 1991). En el caso de la trucha arco iris existen regiones, como los nucleos
vestibulares o el cerebelo, en las que puede observarse una correlacion del patron de
inmunorreactividad con la maduracion neuronal. Sin embargo, en la mayoria de
regiones del Sistema Nervioso Central de la trucha arco iris la expresion de esta
proteina comienza en momentos tardios del desarrollo, en ocasiones juveniles, en los
que la inmensa mayoria de las células nerviosas ya estdn completamente

diferenciadas.

En el Sistema Nervioso Central de mamiferos se ha asociado a la calbindina D-
28k con el control de los procesos de diferenciacién y sinaptogénesis neuronal que se
producen durante la ontogenia (Enderlin y cols., 1987). Aunque la expresion de
calbindina se produce mayoritariamente en neuronas, se ha descrito también su
presencia en celulas gliales durante el desarrollo (Enderlin y cols., 1987; Crespo y
cols., 1995). En el telencéfalo de embriones de raton aparece calbindina D-28k en
células de glia radial (Liu y Graybiel, 1992), de caracteristicas similares a las
descritas por nosotros en la trucha arco iris. Se ha propuesto que los procesos radiales
inmunorreactivos para calbindina D-28k podrian regular la proliferacion celular en las
regiones en que aparecen. En nuestro estudio, la inmunotincién con el anticuerpo
monoclonal McAB 300 se observa por primera vez en un estadio embrionario muy
temprano en células de glia radial localizadas en la placa del suelo. Esta region guia a
los conos de crecimiento durante el desarrollo embrionario temprano en el pez cebra

Brachydanio rerio (Greenspoon y cols., 1995). Ademas, aparecen células gliales
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radiales inmunorreactivas a calbindina D-28k cuyos procesos marcan rutas de
migracion ya definidas previamente en el diencéfalo de la trucha arco iris, como la
que organiza la aparicion del nucleo difuso del torus lateralis en el diencéfalo (Corujo
y Anaddn, 1990), la formacién de la capa molecular del cerebelo (Pouwels,
1978a,b,c,d), y la migracion celular a través de los estratos del techo Optico
mesencefalico (Sharma, 1975; Pinganaud, 1980; Mansour-Robaey y Pinganaud,

1990).

Respecto a la funcion de la calretinina durante el desarrollo, se la ha involucrado
en el control de los niveles de calcio durante la mitosis (Gotzos y cols., 1992), y se ha
tomado como indice de madurez de los elementos neuronales en el oido interno del
ratbn, ya que su patron de desarrollo discurre paralelamente a la maduracion
morfoldgica y fisioldgica de las neuronas inmunorreactivas (Dechesne y cols., 1994).
En nuestro estudio hemos podido observar que el marcaje para calretinina en la
trucha arco iris evoluciona en paralelo con el desarrollo morfofuncional en regiones
como la médula espinal, el diencéfalo, el cerebelo, el sistema vestibuloacustico, la via
visual, y el sistema olfatorio, cuyo desarrollo ha sido previamente estudiado mediante
técnicas morfoldgicas y/o fisioldgicas (Leghissa, 1942; Sharma, 1975; Pouwels y
cols., 1978a,b,c,d; Pinganaud, 1980; Zielinski y Hara, 1988; Corujo y Anadén, 1990;

Kortje y cols., 1991; Becerra y cols., 1994b).

Una de las supuestas funciones de las proteinas ligantes de calcio que mas
atencion ha recibido es su posible papel neuroprotector. Asi, la calretinina actia como
protector frente a la excitotoxicidad provocada por calcio en neuronas corticales en
cultivo (Lukas y Jones, 1994). También se ha demostrado la supervivencia selectiva
de neuronas inmunorreactivas para calretinina en enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer (Hof y cols., 1993), o su resistencia a la toxicidad
mediada por citoquinas en el cerebro de pacientes con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (Diop y cols., 1996). Por otro lado, la calbindina D-28k

podria proteger a las neuronas contra procesos de excitotoxicidad mediada por calcio
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(Mattson y cols., 1991; lacopino y cols., 1994). La parvalblmina esta presente en
neuronas hipocampales resistentes a isquemia (Tortosa y Ferrer, 1994), y las neuronas
méas resistentes a la degeneracion en la esclerosis lateral amiotréfica poseen
parvalbimina (Alexianu y cols., 1994; Reiner y cols., 1995). Sin embargo, existen
datos que contradicen los anteriores, por lo que actualmente el papel neuroprotector
de las proteinas ligantes de calcio es objeto de controversia. En este sentido, se ha
descrito que la resistencia a excitotoxicidad de las neuronas calretinina positivas no se
debe a la presencia de la proteina, sino a la existencia de una menor expresion de
receptores para aminoacidos excitatorios en estas células (Mockel y Fischer, 1994).
En apoyo de esta hipdtesis existen estudios que indican que las células
inmunorreactivas a calretinina no son resistentes a procesos de isquemia en el
hipocampo (Freund y Magloczky, 1993). Se ha propuesto que la naturaleza del agente
0 proceso neurotoxico, en combinacién con las propiedades neuroquimicas
intrinsecas de las neuronas, pueden conducir a una respuesta diferente dependiendo
de la region del Sistema Nervioso en que éstas se encuentren (Vogt-Weisenhorm vy

cols., 1996).

En todos los estudios anteriormente citados se da por supuesto que los cambios
en los patrones de inmunorreactividad vienen determinados por variaciones en la
cantidad de proteina presente dentro de la célula. Sin embargo, cambios detectados en
la intensidad de la inmunorreactividad para calretinina en las diferentes fases del ciclo
celular no se correlacionan con cambios en la concentracion de proteina determinada
mediante inmunoblot (Gotzos y cols., 1992). Recientemente se han realizado pruebas
de la afinidad de los anticuerpos que nosotros hemos empleado en presencia de
diferentes concentraciones de calcio (Winsky y Kuznicki, 1996). Se ha visto que la
inmunorreactividad aumenta de manera proporcional a la concentracion de calcio
afadida (Winsky y Kuznicki, 1995;1996), lo que parece indicar que el anticuerpo se
une con mayor afinidad a la proteina cuando ésta cambia su conformacion al unirse al

calcio. Ello explicaria los cambios en la intensidad de la inmunotincion que se
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producen en algunos estudios tras manipulacion experimental, lo cual provoca
cambios bruscos en las concentraciones de calcio en el interior de la célula (Mattson y
cols., 1991; Sanna y cols., 1993b; Arai y cols., 1995). Todos estos datos aconsejan
una mayor cautela a la hora de interpretar las variaciones obtenidas en los patrones de
inmunorreactividad para proteinas ligantes de calcio tras diferentes tratamientos
experimentales 0 procesos neurodegenerativos. De cualquier modo, existen también
evidencias de aumentos en la expresion de los ARN mensajeros que codifican las
proteinas ligantes de calcio en el hipocampo tras estimulacion de las vias aferentes
(Lowenstein y cols., 1991). Ello nos indica la posibilidad de que existan mecanismos
de regulacion de la expresién proteica, y que estas se reflejen en variaciones de los

patrones de inmunorreactividad para las proteinas ligantes de calcio.
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1.- Las proteinas ligantes de calcio son marcadores inmunocitoquimicos de
poblaciones celulares especificas durante la ontogenia del Sistema Nervioso de

la trucha arco iris.

2.- El anticuerpo monoclonal McAB 300 contra calbindina D-28k es un marcador glial
durante el desarrollo del Sistema Nervioso de la trucha arco iris, apareciendo en

células de glia radial, ependimocitos, astrocitos, y células gliales perineuronales.

3.- Los anticuerpos contra calretinina y parvalbdmina marcan poblaciones especificas
de neuronas en diferentes estadios ontogenéticos. La parvalbumina aparece,
ademas, en ependimocitos y oligodendrocitos interfasciculares en los estadios mas

avanzados del desarrollo.

4.- Durante la ontogenia del Sistema Nervioso de la trucha arco iris, la calretinina es
la més temprana en su expresion, apareciendo durante el desarrollo embrionario a
los 150°-dia, tanto en el Sistema Nervioso Central como en el Sistema Nervioso
Periférico. EI marcaje para calbindina D-28k se observa por primera vez a los
200°-dia en el Sistema Nervioso Central, y a los 300°-dia en el Sistema Nervioso
Periférico. La parvalbumina aparece a los 250°-dia de vida embrionaria en el
Sistema Nervioso Periférico, en un estadio intermedio entre la calretinina y la
calbindina D-28Kk, pero es la que mas tarde comienza a expresarse durante el

desarrollo del Sistema Nervioso Central, seis dias después de la eclosion.

5.- Con respecto a la distribucion espacial, la expresion de calretinina durante el
desarrollo embrionario del Sistema Nervioso Central de la trucha arco iris
comienza en el mielencéfalo y en la médula espinal. Mas tardiamente, aunque
también durante el desarrollo embrionario, aparece inmunorreactividad para
calretinina en el diencéfalo, el mesencéfalo y el telencéfalo. EI marcaje para

calretinina en el metencéfalo aparece después de la eclosion.
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6.- Dentro del Sistema Nervioso Central de la trucha arco iris, la inmunorreactividad
para parvalbimina se inicia a los seis dias posteclosion en regiones diencefalicas
(ndcleo del fasciculo longitudinal medial), metencefalicas (células de Purkinje) y
mielencefalicas (ndcleos del area octavolateral), mientras que aparecen mucho
mas tardiamente, en estadios juveniles, en el telencéfalo, mesencéfalo y médula

espinal.

7.- El marcaje para calbindina D-28k en el Sistema Nervioso Central de la trucha arco
iris se produce por primera vez durante el desarrollo embrionario en células
gliales radiales localizadas en la placa del suelo del diencéfalo, del mielencéfalo y
de la médula espinal. En los estadios finales del desarrollo embrionario aparece
inmunorreactividad para calbindina D-28k en el mesencéfalo. Las regiones mas
tardias en expresar calbindina D-28k son el telencéfalo y el metencéfalo, en las

que se observa marcaje por primera vez en estadios posteclosion.

8.- De modo general, el nimero de elementos inmunorreactivos para proteinas ligantes
de calcio, asi como su tamafio e intensidad de marcaje aumenta a lo largo del
desarrollo en las diferentes regiones del Sistema Nervioso de la trucha arco iris.
Ello no obstante, hemos encontrado expresion transitoria de calretinina en la
habénula, y en dos regiones mesencefélicas, el estrato marginal del techo optico y
el ndcleo interpeduncular. En ningun caso hemos observado expresion transitoria

de parvalbimina o de calbindina D-28Kk.

9.- Los patrones de expresion de proteinas ligantes de calcio evolucionan en paralelo a
fendbmenos conocidos que se producen durante el desarrollo, como son la
maduracion tardia del telencéfalo, los gradientes de migracion celular en el
diencéfalo y el cerebelo, el establecimiento de las aferencias retinianas en el techo

Optico, y la organizacion de las vias nerviosas del sistema vestibuloacustico.
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10.- El orden en que se expresan las tres proteinas durante el desarrollo en la trucha
arco iris es el mismo que en mamiferos. Sin embargo, existen diferencias
significativas en las caracteristicas de los elementos inmunotefiidos, en la
evoluciéon del patron de inmunorreactividad durante el desarrollo y en su

distribucion final en el organismo adulto.

11.- Comparando nuestros resultados con los descritos para otros neurotransmisores y
sustancias neuroactivas en el Sistema Nervioso de tele6steos, podemos concluir
que hay coincidencias parciales en la distribucion de proteinas ligantes de calcio
con otros marcadores; pero en ningln caso se aprecia un solapamiento general en

la evolucion del marcaje a lo largo del desarrollo o en su localizacion en el adulto.

12.- El Sistema Nervioso de teledsteos presenta una estructura neuroquimica tan
compleja como el de mamiferos, del que se diferencia por una evolucion
divergente que se refleja, entre otras caracteristicas, en el patrén de distribucion
espacio-temporal de proteinas ligantes de calcio. La organizacion del Sistema
Nervioso de la trucha arco iris no puede ser, por tanto, considerada un modelo

simplificado de la de vertebrados anamniotas.
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