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Cap 1.- Antecedentes

1.1 La neurogénesis adulta

Desde los inicios de la neurobiologia moderna, la existencia de
plasticidad en el cerebro adulto ha suscitado un intenso debate entre los
neurobidlogos. Durante largo tiempo se ha mantenido que la estructura del
cerebro adulto debia ser estatica para garantizar la permanencia a largo plazo
de la informacién almacenada (e.g. Eckenhoff & Rakic, 1988). Hoy en dia, sin
embargo, se concibe el cerebro adulto como un drgano esencialmente
plastico, que desarrolla y redefine su estructura en respuesta al ambiente y a
las demandas funcionales. El cerebro adulto se ajusta al ambiente cambiante
a través de la regulacion de multiples procesos celulares desde la expresion
génica, la sintesis de neurotransmisores y receptores celulares, la arborizacion
dendritica, la axogénesis, la sinaptogénesis, la gliogénesis y la neurogénesis
adulta (Kempermann, 2006). La neurogénesis adulta consiste en la produccion
de nuevas neuronas y su incorporacion a circuitos funcionales en el cerebro
adulto. Parte de la plasticidad que muestra el cerebro adulto depende de la
neurogénesis adulta, ya que las nuevas neuronas crean nuevas conexiones
gue modifican los circuitos preexistentes y la acumulaciéon de estas nuevas
neuronas contribuye al crecimiento del cerebro adulto (Tramontin &
Brenowitz, 2000; Font et al., 2001; Kempermann, 2006; Gheusi & Lledo, 2007;
Kaslin et al., 2008; Barker et al., 2011; Paredes et al., 2015).

El descubrimiento de la neurogénesis adulta es relativamente reciente.
Durante mas de cien aflos se asumid que la neurogénesis era un proceso
restringido a la etapa embrionaria y ausente en el cerebro adulto (Ramén vy
Cajal, 1913; Gross, 2000). Esta creencia ha ido abandondndose en las ultimas
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décadas, ya que numerosos estudios han demostrado que realmente el
cerebro adulto continda produciendo nuevas neuronas (Altman, 1962; Kaplan
& Hinds, 1977; Bayer, 1982; Goldman & Nottebohm, 1983; Reynolds & Weiss,
1992; Corotto et al., 1993; Gross, 2000). Hoy en dia, la neurogénesis adulta se
ha demostrado de forma convincente en una gran variedad de especies
pertenecientes a distintos taxones, tanto invertebrados como vertebrados
(revisado en Tramontin & Brenowitz, 2000; Font et al., 2001; Kempermann,

2006; Kaslin et al., 2008; Barker et al., 2011; Paredes et al., 2015).

En los vertebrados adultos existen importantes diferencias en cuanto a
los lugares de nacimiento y destino de las nuevas neuronas (Fig. 1.1). En los
mamiferos se reconocen principalmente dos regiones neurogénicas: la zona
subventricular de los ventriculos laterales, que genera neuronas destinadas a
los bulbos olfativos, y la zona subgranular del hipocampo, que genera
neuronas destinadas al giro dentado (Altman & Das, 1965; Altman, 1969;
Kaplan & Hinds, 1977; Corotto et al.,, 1993). También se ha observado
neurogénesis adulta en el neocértex, el estriado y la amigdala de los
mamiferos, aunque en estas dreas la evidencia es mas controvertida (Gould et
al., 2007). En las aves se observa proliferacién celular en distintos puntos
(“hot spots”) de los ventriculos laterales, que producen neuronas que se
incorporan a un gran nimero de areas telencefalicas (Goldman & Nottebohm,
1983; Alvarez-Buylla et al., 1990, 1994). En los reptiles, la proliferacién celular
es muy abundante en la pared de los ventriculos laterales, principalmente en
las areas sulcales, que producen neuronas destinadas a numerosas areas

telencefdlicas (revisado en Font et al., 2001; Delgado-Gonzalez et al., 2008;

10
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Maine et al., 2014). Fuera del telencéfalo también se ha descrito neurogénesis
en el cerebelo, el drea predptica y el hipotdlamo, aunque no en todos los
reptiles estudiados y en menor proporcion que en los ventriculos laterales
(Pérez-Caiiellas & Garcia-Verdugo, 1992; Pérez-Caiiellas et al., 1997; Maine et
al., 2014). Por ultimo, en los anfibios y los peces, la proliferacién celular se
halla muy extendida a lo largo del eje rostrocaudal del cerebro, desde los
bulbos olfativos al rombencéfalo (Ekstrom et al., 2001; Zupanc et al., 2005;
Grandel et al.,, 2006; Raucci et al., 2006). El estudio de las diferencias y
semejanzas en la extension e intensidad de la neurogénesis adulta entre
distintos grupos de vertebrados y entre distintas especies dentro de cada
grupo puede ayudar a identificar los principales cambios evolutivos que se
han producido, las presiones de selecciéon implicadas y el posible valor

adaptativo de este fendmeno.
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Mamifero
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Figura 1.1 (pagina 12) Secciones sagitales (izquierda) y transversales (derecha)
esquematizadas de cerebros de vertebrados adultos mostrando las zonas
donde se generan nuevas células. En reptiles, aves y mamiferos se muestra
ademas la migracion de las nuevas células a los bulbos olfativos (OB). Las
areas en azul son nucleos del circuito implicado en la produccién del canto de
las aves [high vocal center (HVC), nlcleo robusto del arcopalio (RA) y Area X] y
areas cerebrales esenciales para la memoria espacial (Dm: palio dorsomedial;
DI: palio dorsolateral; Pm, palio medial; MC, cértex medial; Hp, hipocampo).

CB, cerebelo; V, ventriculo. Modificado a partir de Barker et al., 2011.

13
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1.2 Factores que regulan la neurogénesis adulta en los

vertebrados

Una de las caracteristicas que han llevado a los cientificos a pensar que
la neurogénesis adulta sirve a una funcién y no es simplemente un remanente
no funcional de la neurogénesis embrionaria, es que la neurogénesis adulta
responde a la regulacion de numerosos factores (Kempermann, 2011). Estos
factores actian en numerosos niveles, desde el nivel molecular a niveles
supraorganismicos (Fig. 1.2). La regulacion de la neurogénesis adulta es un
proceso altamente complejo, por el gran numero de factores implicados y
porgue muchos factores ejercen su accién en multiples niveles, interaccionan
entre si o actdan a través de otros (Kempermann et al., 2011). Para facilitar su
estudio a menudo los factores se organizan en modelos jerarquizados, en los
qgue los factores se ordenan en niveles, pero que son claras simplificaciones

del proceso de regulacién de la neurogénesis adulta (Fig. 1.2).

La mayoria de las lineas de investigacion que estudian la regulacién de
la neurogénesis adulta se han centrado principalmente en mamiferos y aves.
Estos estudios han revelado que la neurogénesis adulta es regulada a nivel
molecular y celular, entre otros, por la matriz extracelular, factores
neurotréficos (e.g. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), factores de
crecimiento (e.g. fibroblast growth factor 2, FGF2), neurotransmisores (e.g.
serotonina), hormonas (e.g. testosterona) y células gliales. También el sexo y
la edad influyen en la neurogénesis adulta, asi como factores relacionados con
la interaccién del organismo con el ambiente como el fotoperiodo, la

temperatura ambiental, el estrés, los estimulos sociales, el aprendizaje, los
14
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niveles de actividad fisica o la complejidad del medio (revisado en
Kempermann et al., 2011). Estos factores producen efectos muy variados
sobre las distintas fases del proceso de neurogénesis (i.e. la proliferacion de
precursores neuronales en la zona ventricular, la migracidn de neuroblastos,
la diferenciacién en neuronas y la incorporacién a circuitos funcionales; Tabla
1.1; revisado en Tramontin & Brenowitz, 2000; Gage & van Praag, 2002;
Kempermann, 2006, 2011; Meitzen & Thompson, 2008).

ENTORNO

Complejidad ambiental Estimulos sociales

Estacionalidad

Temperatura
ambiental

ORGANISMO

Actividad fisica
Fotoperiodo

Estrés

CEREBRO

Experiencia Fian
P Aprendizaje Hormonas

Factores de Motivacion

crecimiento AREA CEREBRAL L EY

Alimentacion Neurotransmisores Excitacién Percepcion

LTP
Factores NICHO Inhibicion

neutréficos Matriz

Lesiones
extracelular Receptores celulares

Farmacos
Astrocitos CITOPLASMA Lumen ventricular
Vias de transmision de

- . Uniones ga
seinales intracelulares gap

Microglia
Cautividad NUCLEO Vascularizacion
Epigenética

Migracion

Figura 1.2 Principales factores que regulan la neurogénesis adulta

jerarquizados en niveles (modificado a partir de Kempermann et al., 2011).
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Tabla 1.1 Regulacion de la neurogénesis adulta en los vertebrados*

Factor

Area cerebral Grupo Zoolégico Efecto en la neurogénesis adulta

Referencias

sexo

los machos reclutan mas
neuronas que las hembras

peces cebra
(Danio rerio)

cerebelo

Ampatzis & Dermon, 2007

estacionalidad area predptica ranas & aumenta la proliferacion celular Chetverukhin & Polenov,
(Rana temporaria) en la primavera 1993

altos niveles de amigdala topillos & estimula la proliferacion celular Fowler et al., 2003

testosterona (Microtus pennsylvanicus)

exposicion repetida hipocampo ratas disminuye la supervivencia de las Barker & Galea, 2008

a estradiol (Rattus norvegicus) nuevas neuronas

estrés hipocampo simios & (Callithrix jacchus) inhibe la proliferacion celular Gould et al., 1998

exposicion crénica HVC aves canoras & inhibe la proliferacion celular Newman et al., 2010

a la corticosterona (Melospiza melodia)

fotoperiodos cortos svz hamsters & (Mesocricetus auratus) estimula la proliferacion celular Huang et al., 1998

bajas temperaturas RMS lagartos & inhibe la migracion de las nuevas Pefafiel et al., 2001
(Psammodromus algirus) células al bulbo olfativo

complejidad nucleo peces eléctricos & estimula la proliferacién celular Dunlap et al., 2011

ambiental marcapasos (Brachyhypopomus gauderio)

exposicién a MOB ratones & estimula la supervivencia de las Rochefort et al., 2002

nuevos olores (Mus musculus) nuevas neuronas

actividad fisica hipocampo ratones @ (Mus musculus) estimula prolif. celular y superviv. van Praag et al., 1999b

aprendizaje hipocampo aves que almacenan alimento estimula la proliferacién celular Patel et al., 1997

espacial (Parus palustris)

cautividad telencéfalo lagartos & (Gallotia galloti) inhibe la proliferacion celular Delgado-Gonziélez et al., 2008

*Este listado de factores no es exhaustivo, Unicamente pretende mostrar una vision general de la regulacidn de la neurogénesis adulta en los vertebrados.
HVC, high vocal center; MOB, bulbo olfativo principal; RMS, torrente migratorio rostral; SVZ, zona subventricular.
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1.3 Influencia del sexo, la estacionalidad y las hormonas
en el tamaiio del cerebro y la neurogénesis adulta en los

vertebrados

El objetivo principal de la tesis consiste en identificar factores que
regulan el tamafio del cerebro y la neurogénesis adulta en los reptiles. El sexo,
la estacionalidad y las hormonas esteroides son algunos de los principales
factores que regulan la neurogénesis adulta en otros vertebrados (e.g. Kirn et
al., 1994; Rasika et al., 1994; Tanapat et al., 1999; Peretto et al., 2001; Galea,
2008; Dunlap et al.,, 2011). A continuacién revisamos la informacion
disponible sobre tres modelos bien conocidos de animales vertebrados con
areas y sistemas cerebrales sexualmente dimodrficos y/o que manifiestan
cambios estacionales en tamafio y neurogénesis adulta asociados a
comportamientos estacionales. Estas areas y sistemas cerebrales son el
sistema neural de control del canto de las aves, el hipocampo y el sistema
vomeronasal de distintos vertebrados. Al final de este capitulo, en las Tablas
1.2-1.6, podemos encontrar mas ejemplos de neurogénesis sexualmente

dimorfica o estacional.

1.3.1 El sistema neural de control del canto de las aves

Practicamente todas las aves pueden generar vocalizaciones, pero un
grupo de paseriformes, compuesto por unas 4000 especies conocidas con el
nombre de aves canoras (Oscines, Passeri), producen ademds cantos

prolongados y complejos. Las aves canoras aprenden los cantos durante el
17
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primer afo de vida (Thorpe, 1958; Konishi, 1965a,b). Estos cantos
permanecen invariables a lo largo de la vida en muchas aves canoras (closed-
learners), pero algunas especies ademas son capaces de crear nuevos cantos
durante el estado adulto e incluso modificarlas estacionalmente (open-
learners; Konishi, 1965a,b; Brainard & Doupe, 2002; Catchpole & Slater,
2008). Los cantos mas complejos se emiten durante la estacion reproductiva y
sirven dos funciones principales: (1) delimitar el territorio y ahuyentar de él a
otras aves (tanto los machos como las hembras utilizan el canto en este
contexto); (2) los machos de muchas especies ademds utilizan el canto para
atraer y cortejar a las hembras, estimulando su comportamiento reproductivo

(Kroodsma & Miller, 1996).

El 6rgano encargado de la producciéon del canto es la siringe, en la
bifurcaciéon de la traquea. La actividad de los musculos de la siringe, y en
general, la produccion del canto, es regulada por una red de nucleos
cerebrales interconectados que en conjunto reciben el nombre de sistema
neural de control del canto. El sistema neural de control del canto consta de
tres vias interconectadas que se encargan respectivamente de la produccion,
la percepcion y el aprendizaje del canto (Nottebohm et al., 1976; Nottebohm
& Liu, 2010; Fig. 1.3). El nucleo cerebral en el que confluyen las tres vias de
esta red es el HVC (antes conocido como high/higher vocal center — centro
vocal superior —, ahora el acrénimo se utiliza como nombre propio), localizado
en el nidopalio (Nottebohm et al., 1976; Reiner et al., 2004; The Avian Brain
Nomenclature Consortium, 2005). EI HVC recibe proyeccién del nidopalio

auditivo (Field L), proyecta al nucleo robusto del arcopalio (RA) en la via

18
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motora, y proyecta al Area X del estriado medial, implicada en el aprendizaje

del canto (Nottebohm et al., 1976; Brenowitz et al., 1997; Fig. 1.3).

Dimorfismo sexual en el sistema de control del canto de las aves

En 1976, Nottebohm & Arnold descubrieron que algunos nucleos
cerebrales del canto de los canarios (Serinus canaria) y los pinzones cebra
(Taeniopygia guttata) eran sexualmente dimérficos en tamafio. El HVC y el RA
eran entre tres y cinco veces mas grandes en machos que en hembras, y el
Area X sélo pudo hallarse en los machos (Nottebohm & Arnold, 1976). Tras
este experimento se han descrito una gran variedad de cantos asociados a
distintos grados de dimorfismo sexual en el sistema de control del canto. El
canto varia entre hembras de distintas especies en frecuencia, complejidad y
estereotipia. Las hembras de la mayoria de las especies no cantan nunca o
cuando raramente lo hacen, su canto es menos complejo y estereotipado que
el de los machos (e.g. gorriones, Zonotrichia leucophrys; Baker et al., 1984;
Baptista et al., 1993). Sin embargo, las hembras de algunas especies (e.g.,
reyezuelos, Thryothorus leucotis) forman duetos con los machos, en los que
ambos sexos producen cantos con una frecuencia y complejidad similar
(Brenowitz et al., 1985). De la misma manera varia el dimorfismo sexual en el
volumen de nucleos del canto como el HVC, el RA o el Area X (revisado en Ball
et al., 2008). Estos nucleos son mas grandes en machos que en hembras en las
especies que las hembras exhiben menor frecuencia, complejidad y/o

estereotipia en el canto que los machos (e.g. en pinzones cebra, Nottebohm &
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POSTERIOR ANTERIOR

ts nerve to
trachea & syrinx

Figura 1.3 Esquema de las principales vias y nucleos cerebrales que componen
el sistema del canto de las aves canoras. Linea negra, via motora; linea gris,
via del aprendizaje del canto; linea blanca, via auditiva. HVC, antes
high/higher vocal center; RA, nicleo robusto del arcopalio; X, Area X de los
ganglios basales; LMAN, parte lateral del nicleo magnocelular del nidopalio
anterior; DLM, porcidon medial del nucleo talamico dorsolateral; nXllts, parte
traqueosiringea del nucleo hipoglosal; Field L, nidopalio auditivo. Figura

modificada de Nottebohm & Liu, 2010.
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Arnold, 1976); sin embargo, estos nucleos tienen tamafios similares entre los
sexos en aquellas especies en las que las hembras forman duetos con los

machos y sus cantos son similares (e.g. en T. leucotis; Brenowitz et al., 1985).

En los pinzones cebra (closed-learners), los andrégenos, transformados
en estrégenos, son responsables de la masculinizacién del sistema de control
del canto durante la primera semana tras la eclosion (accidn organizadora de
los andrégenos; Gurney & Konishi, 1980; Nordeen et al., 1992; Adkins-Regan
et al., 1994; revisado en Wade & Arnold, 2004). Posteriormente, los
andrdgenos activan el canto en los machos adultos (accién activadora). La
accién temprana de los esteroides afecta al tamano y el nimero de neuronas
en las regiones cerebrales de los pinzones cebra, mientras que en el adulto
aumentan la arborizacion dendritica de las neuronas (Gurney & Konishi, 1980;
DeVoogd & Nottebohm, 1981; Kirn & DeVoogd, 1989; Konishi & Akutagawa,
1990; Burek et al., 1995). En los canarios (open-learners), los nucleos del
sistema de control del canto siguen siendo pldsticos en el adulto. El
tratamiento con andrégenos en los canarios adultos provoca el crecimiento
de algunos nucleos cerebrales del canto y los induce a cantar (Nottebohm,

1980; Rasika et al., 1994; Madison et al., 2014).

Estacionalidad en el sistema de control del canto de las aves

En las aves canoras que habitan climas templados, los machos cantan
principalmente durante la estacidén reproductiva, y sus cantos en esta estacion
son mdas complejos y estereotipados (Nottebohm et al., 1986; Brenowitz,

1997). Relacionado con esta variacion estacional en la produccién,
21



Cap 1.- Antecedentes

complejidad y/o estereotipia del canto, el sistema neural de control del canto
manifiesta también importantes cambios a lo largo del ciclo anual (Tramontin
& Brenowitz, 2000). El fotoperiodo determina el inicio de la estacién
reproductiva y promueve el desarrollo del sistema del canto (Dawson et al.,
2001; Sharp, 2005). A principios de la primavera, el aumento de horas de luz
estimula la secrecion de testosterona y sus metabolitos activos (estradiol, 5-a-
dihidrotestosterona) que a su vez promueven el crecimiento estacional de
varios nucleos cerebrales del canto (Nottebohm, 1981; Kirn et al., 1989;
Brenowitz et al., 1991; Smith et al., 1995, 1997a,b; Smith, 1996; Gulledge &
Deviche, 1997; Absil et al., 2003; Tramontin et al., 2003; Soma et al., 2004;
Hurley et al., 2008).

En algunos nucleos del canto como el RA, los esteroides sexuales
estimulan el crecimiento estacional aumentando el tamafio de los somas y los
arboles dendriticos de las neuronas (De Voogd & Nottebohm, 1981; Hill &
DeVoogd, 1991; Smith et al., 1997c; Tramontin et al., 1998). En otros nucleos
como el HVC y el Area X, los cambios estacionales en volumen se deben a la
adicion estacional de neuronas (Goldman & Nottebohm, 1983; Alvarez-Buylla
& Kirn, 1997; Smith et al., 1997c; Tramontin & Brenowitz, 1999). El HVC adulto
incorpora continuamente interneuronas y neuronas que proyectan al RA
sustituyendo neuronas mas viejas (Kirn & Nottebohm, 1993). Esta sustitucion
de neuronas estd regulada estacionalmente y es mayor fuera de la estacién
reproductiva (Kirn et al., 1994; Tramontin & Brenowitz, 1999). A principios de
la primavera la testosterona y sus metabolitos estimulan la supervivencia y la

acumulacién de las nuevas neuronas en el HVC, aumentando su niumero total
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y contribuyendo al crecimiento en volumen (Kirn et al., 1994; Nottebohm et
al., 1994; Rasika et al., 1994; Hidalgo et al., 1995; Meitzen & Thompson,
2008).

Tras el apareamiento, los largos fotoperiodos estivales marcan el final
de la época reproductiva induciendo la regresién de las génadas y
disminuyendo los niveles circulantes de esteroides (Nicholls et al., 1988). La
testosterona se inactiva transformada en 5-B-dihidrotestosterona (Bottoni &
Massa, 1981), desciende la produccién de receptores de andrégenos vy
estrogenos en el cerebro (Gahr & Metzdorf, 1997; Soma et al., 1999; Fusani et
al., 2000) y disminuye la sensibilidad de los nucleos del canto a la testosterona
(Bernard & Ball, 1997). Con la llegada del otofo, los cantos emitidos son
menos frecuentes, complejos y estereotipados (Nottebohm et al., 1986). Los
fotoperiodos decrecientes estimulan la muerte celular en los nucleos del
canto (Kirn et al., 1994; Kirn & Schwabl, 1997). El HVC se atrofia a
consecuencia del descenso en el numero de neuronas y el RA decrece por la
reduccion en los campos dendriticos (Nottebohm, 1981; Hill & DeVoogd,

1991; Thompson et al., 2007; Meitzen & Thompson, 2008).

1.3.2 El hipocampo

El hipocampo es un area telencefalica que participa en la formacién de
la memoria a largo plazo (Scoville & Milner, 1957; Squire, 2009) y en la
codificacion de la informacidn espacial para construir mapas cognitivos, por lo
gue se considera esencial para el comportamiento espacial (O’Keefe & Nadel,

1978; Rodriguez et al., 2002). El hipocampo es, junto a los bulbos olfativos,
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una de las pocas areas cerebrales que incorpora neuronas continuamente a lo
largo de la vida en los mamiferos (Altman & Das, 1965; Kaplan & Hinds, 1977;
Kempermann, 2006). En otros vertebrados, el comportamiento y la memoria
espacial dependen de dareas cerebrales homdlogas como son la formacion
hipocdmpica (o hipocampo) en las aves, el cértex medial en los reptiles, el
palio medial en los anfibios o el palio dorsomedial en los peces (revisado en
Rodriguez et al., 2002; Butler & Hodos, 2005). Estas areas cerebrales también
incorporan neuronas en abundancia en los adultos (Barker et al., 2011; Fig.
1.1). La abundante y extendida produccidon de neuronas en areas espaciales
en los vertebrados adultos sugiere que la neurogénesis adulta podria jugar un
importante papel en el comportamiento y la memoria espacial (Barker et al.,

2011; Barnea & Pravosudov, 2011).

El tamaio y la neurogénesis adulta en el hipocampo a menudo son
sexualmente dimérficos y/o varian estacionalmente. Esta variacién se ha
relacionado con diferencias sexuales y cambios estacionales en el
comportamiento espacial. A continuacién estudiamos algunos grupos en los
que se ha descrito variacién sexual y estacional en el tamafio y/o la
neurogénesis adulta en el hipocampo: las aves parasitas, las aves y los
mamiferos que almacenan alimento, y los roedores. En las Tablas 1.2 — 1.6 al
final de este capitulo podemos encontrar mas ejemplos de neurogénesis

hipocampica sexualmente dimérfica o estacional.
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El hipocampo de las aves pardsitas

Las hembras de muchas especies del género Molothrus (Icteridae)
parasitan puestas durante la estacién reproductiva (Hahn, 1941; Rothstein et
al., 1987). Cuando una hembra esta preparada para poner un huevo, debe
escoger entre los nidos de hospedadores potenciales localizados en su espacio
doméstico. Unicamente aquellos nidos en los que la hembra hospedadora
esté poniendo sus propios huevos en ese momento pueden ser parasitados
con éxito (Scott & Ankney, 1983). Los nidos de los hospedadores, por tanto,
solo son vulnerables durante un breve periodo de tiempo, por lo que el
parasitismo de nidos requiere no soélo de grandes demandas de
procesamiento de informacion espacial para localizar los nidos y volver a ellos
para la puesta, sino también episddica, para volver Unicamente a aquellos
nidos en estado de vulnerabilidad. Este complejo almacenamiento de
memoria espacial y episddica lo lleva a cabo el hipocampo (Sherry &

Vaccarino, 1989; Hampton & Shettleworth, 1996; Patel et al., 1997).

El parasitismo de nidos presenta cierta variabilidad entre las especies
del género Molothrus. Por ejemplo, las especies M. ater y M. bonariensis son
parasitos obligados de nidos, con aproximadamente 200 especies
hospedadoras, y un fuerte dimorfismo sexual en comportamiento, ya que
Unicamente las hembras buscan nidos hospedadores para sus huevos
(Friedmann & Kiff, 1985; Mason, 1987). La especie M. rufoaxillaris, en cambio,
parasita a una Unica especie hospedadora (M. badius) y ambos sexos
participan en la localizaciéon de los nidos de hospedadores (Mason, 1987;

Fraga, 1991). La variacion sexual en el parasitismo de nidos en Molothrus va
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asociada a un dimorfismo sexual en el tamafio del hipocampo. Sélo en las
especies parasitas cuyos sexos difieren en comportamiento, el hipocampo es
mayor en las hembras que en los machos (Sherry et al., 1993; Reboreda et al.,
1996; Astié et al., 1998). El hipocampo ademas crece durante la estacién
reproductiva, cuando el parasitismo de nidos se activa y las demandas de

memoria espacial aumentan (Clayton et al., 1997; Day et al., 2008).

El hipocampo de los animales que almacenan alimento

Aves que almacenan alimento

Algunas aves, principalmente paridos (i.e. carboneros y herrerillos) y
corvidos, sobreviven en épocas de escasez de alimento con las semillas e
insectos que almacenan en numerosos lugares de su espacio doméstico
(Sherry & Hoshooley, 2007). El comportamiento de almacenamiento de
alimento requiere grandes demandas de procesamiento de informacién
espacial y temporal en el hipocampo, ya que cada vez que las aves almacenan
o retiran alimento deben actualizar su registro de almacenamiento (Sherry &
Vaccarino, 1989). Los paridos y los cérvidos se caracterizan por tener grandes
hipocampos en relacién a otras paseriformes que no almacenan alimento
(Krebs et al., 1989; Sherry et al., 1989; Healy & Krebs, 1992, 1996; Hampton et
al., 1995; Gould et al., 2013), lo que sugiere que la presién selectiva por
mayores capacidades espaciales en estas aves habria favorecido un aumento
en el tamafio del hipocampo (Krebs, 1990; Sherry et al., 1992; Basil et al.,
1996; Garamszegi & Eens, 2004; Healy et al., 2005; de Kort & Clayton, 2006;

Gould et al., 2013).
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El hipocampo de los paridos manifiesta ademds cambios estacionales
en tamafo y niveles de neurogénesis (revisado en Sherry & Hoshooley, 2009,
2010). Algunos estudios localizan los maximos en tamafo y neurogénesis del
hipocampo en otofio, coincidiendo con el pico estacional en almacenamiento
de alimento (Barnea & Nottebohm, 1994; Smulders et al, 1995). Otros
estudios los ubican en invierno, cuando las aves son mas dependientes de la
memoria espacial para localizar el alimento almacenado (Hoshooley & Sherry,
2007; Hoshooley et al., 2007). El crecimiento estacional del hipocampo es en
parte consecuencia del aumento en el nimero de neuronas (Smulders et al.,
2000; Hoshooley & Sherry, 2007). El fotoperiodo y la experiencia en el
almacenamiento de alimento se han sugerido como posibles factores que
regulan la plasticidad estacional del hipocampo en los paridos. La
manipulacion del fotoperiodo en el laboratorio no tiene efecto directo en el
tamarno del hipocampo o en el reclutamiento de neuronas (Krebs et al., 1995;
MacDougall-Shackleton et al., 2003; Hoshooley et al., 2005). Sin embargo, los
fotoperiodos decrecientes del otofio estimulan el comportamiento de
almacenamiento de alimento (Krebs et al., 1995; Shettleworth et al., 1995;
Clayton & Cristol, 1996; McDougall-Shackleton et al., 2003), y esta experiencia
en el almacenamiento de alimento estimula el crecimiento y la neurogénesis

del hipocampo (Patel et al., 1997).

Ardillas
Las ardillas grises (Sciurus carolinensis, Sciuridae) acumulan

estacionalmente reservas de alimento: recolectan y almacenan nueces en
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centenares de localizaciones durante el otofio y dependen de la memoria
espacial para recuperarlas en el invierno (Thompson & Thompson, 1980;
Jacobs & Liman, 1991). Esta estrategia de almacenamiento de alimento
requiere de una gran plasticidad hipocampica, como parecen indicar los altos
niveles de proliferacion celular en el hipocampo de esta especie en
comparacion con otros esciuridos que almacenan alimento en unas pocas
despensas (Barker et al., 2005). Estas ardillas ademds son reproductores
estacionales (Thompson, 1977). Los machos tienen espacios domésticos mas
grandes que las hembras durante todo el afio (Thompson, 1978), pero esta
diferencia se acentua durante la estacién reproductiva (Thompson, 1977).
Como en las aves parasitas, los hipocampos de las ardillas son sexualmente
dimorficos (el volumen del campo CA1 es mayor en machos que en hembras),
lo que sugiere que existe una relacién causal entre el tamano del hipocampo y
el uso del espacio doméstico en cada sexo (Lavenex et al., 2000a). Sin
embargo, a pesar de que las ardillas se reproducen y almacenan alimento
estacionalmente, sus hipocampos no varian estacionalmente en volumen,
ndimero de neuronas o neurogénesis, a diferencia de las aves que almacenan

alimento (Lavenex et al., 2000a,b).

El hipocampo de los roedores

Ratas

Los hipocampos de las ratas (Rattus norvegicus) macho y hembra
difieren en volumen, conectividad, morfologia, asi como en el nimero de
neuronas (Gould et al., 1990; Roof & Havens, 1992; Parducz & Garcia-Segura,
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1993; Madeira & Liebermann, 1995; Nufiez et al., 2000). Estos dimorfismos se
originan perinatalmente debido al efecto de los andréogenos (Roof, 1993;
Bowers et al., 2010). En el hipocampo de los adultos, ademas, la neurogénesis
es sexualmente dimorfica. Las hembras de las ratas producen mds neuronas
gue los machos en la zona subgranular del giro dentado, mientras que en los
machos sobreviven una mayor proporcién de estas neuronas que acaban
incorporandose a la capa granular (Fig. 1.4; Tanapat et al., 1999; Galea, 2008).
En los machos adultos, los andrégenos estimulan la supervivencia y el
reclutamiento de neuronas; sin embargo, el reclutamiento de neuronas no es
mayor que la pérdida de neuronas por muerte celular y el tamafio del
hipocampo permanece constante (Spritzer & Galea, 2007; Barker & Galea,
2008). En las hembras adultas, la neurogénesis adulta varia con el ciclo estral
(Pawluski et al., 2009). El aumento en los niveles de estradiol en la fase de
proestro estimula inicialmente la proliferacion celular en las hembras
(Tanapat et al.,, 1999; Ormerod et al., 2003); sin embargo, la exposicién
prolongada al estradiol suprime a largo plazo la proliferaciéon celular y la
supervivencia de las nuevas neuronas, que desciende durante la fase de estro
(Barker & Galea, 2008). La corticosterona y la progesterona estimulan este
efecto supresor del estradiol sobre la neurogénesis hipocdmpica (Ormerod et

al., 2003; Tanapat et al., 2005).

Los estudios con ratas discrepan en si los dimorfismos sexuales en el
hipocampo se corresponden o no con distintas habilidades espaciales (e.g.
McCarthy & Konkle, 2005). La mayoria de estudios muestran que los machos

tienen mayores habilidades espaciales que las hembras, como predecirian sus
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hipocampos mds grandes (e.g. Roof & Havens, 1992; Bucci et al., 1995;
Jonasson, 2005). Sin embargo, otros han descrito mayores habilidades
espaciales en las hembras (e.g. Perrot-Sinal et al.,, 1996) o la ausencia de
diferencias sexuales (e.g Healy et al. 1999). Estas habilidades espaciales
dependen de los niveles hormonales. En los machos, los andrégenos,
transformados localmente en estradiol, estimulan las habilidades espaciales
(Spritzer et al., 2011). En las hembras, distintos estudios discrepan en si los
estrogenos estimulan o inhiben las habilidades espaciales de las hembras, o
en qué fases del ciclo estral las habilidades espaciales de las hembras son

mayores (revisado en Pompili et al., 2010).

Sy~ CA3.

Figura 1.4 Fotomicrografia de las principales subdivisiones del hipocampo de
los roedores. CA1, CA2, CA3, regiones 1, 2, 3 del cornu ammonis; DG, giro
dentado; DH, hilus. Figura modificada de Pamidi & Nayak (2014).
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Topillos

La diversidad en sistemas de apareamiento que presentan los topillos
del género Microtus es ideal para estudiar la relacién entre distintos
comportamientos reproductivos y sus bases neurales (Jacobs et al., 1990;
Young & Wang, 2004). Las especies mondgamas de topillos (e.g. M.
pinetorum, M. ochrogaster) muestran un escaso dimorfismo sexual en el uso
del espacio e hipocampos de tamano similar en ambos sexos. Por otra parte,
los machos de especies poligamas (e.g. M. pennsylvanicus) utilizan espacios
domeésticos mucho mas grandes que los de las hembras y sus hipocampos son
también mas grandes. El dimorfismo sexual en el hipocampo de los topillos,
por tanto, depende de la existencia de diferencias sexuales en el uso del
espacio doméstico (Getz & Hofmann, 1986; Gaulin & FitzGerald, 1988; Jacobs
et al., 1990; Galea et al., 1999; An et al., 2006).

El espacio doméstico, el tamaifio del hipocampo y las habilidades
espaciales en los topillos poligamos (M. pennsylvanicus) varian ademas
estacionalmente. Los machos de los topillos amplian su espacio doméstico
durante la estacion reproductiva (primavera-verano; Madison & McShea,
1987). Durante esta estacidn, los machos tienen hipocampos mas grandes que
las hembras y mayores habilidades espaciales (Yaskin, 1984; Jacobs et al.,
1990; Galea et al., 1995, 1996, 1999). El fotoperiodo creciente de primavera
estimula la secrecidn de testosterona en los machos, que a su vez, estimula el
crecimiento y la neurogénesis del hipocampo (Yaskin, 1984; Dark et al., 1990;
Galea et al., 1999; Galea & McEwen, 1999). La testosterona, y su metabolito el

estradiol, promueven Ila supervivencia de las nuevas neuronas y el
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reclutamiento neuronal en el giro dentado (Galea & McEwen, 1999; Ormerod
& Galea, 2003; Ormerod et al., 2004). Las hembras, en cambio, amplian su
espacio doméstico fuera de la estacion reproductiva, cuando los niveles de
estradiol son bajos (otofio—invierno; Madison & McShea, 1987; Sheridan &
Tamarin, 1988; Galea et al., 1995, 1996; Galea & McEwen, 1999). Fuera de la
estacion reproductiva, el giro dentado de las hembras muestra tasas elevadas
de proliferacién celular y de reemplazo neuronal (Galea & McEwen, 1999).
Con la llegada de la estacién reproductiva, el incremento en los niveles
circulantes de estradiol y corticosterona en las hembras disminuye Ia
proliferacion celular en la zona subgranular. Como resultado el giro dentado
recluta menos neuronas (Galea & McEwen, 1999; Ormerod & Galea, 2001;
Galea, 2008), lo que se asocia con la disminucion en las habilidades espaciales

de las hembras en la estacién reproductiva (Galea et al., 1995, 1996).

1.3.3 El sistema vomeronasal

El sistema vomeronasal es un circuito neural multisindptico que se
inicia en el drgano vomeronasal, continla a través de los bulbos olfativos
accesorios y la amigdala, y finaliza en centros endocrinos, motivacionales y
motores como el area préoptica, el hipotdlamo o el tronco del encéfalo

(Simerly, 2002; Fig. 1.5).

Tradicionalmente el sistema vomeronasal se ha concebido como un
sistema especializado en la deteccién y el andlisis de feromonas, que son

estimulos quimicos que emitidos por un individuo estimulan comportamien-
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CORTEZA CEREBRAL
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Figura 1.5 Diagrama esquematico de los nucleos cerebrales que componen
los sistemas olfativo y vomeronasal de los roedores. Las vias olfativa y
vomeronasal transcurren por separado desde los dérganos sensoriales (el
epitelio olfativo principal y el érgano vomeronasal respectivamente) hasta el
hipotalamo, aunque confluyen en algunos nucleos cerebrales como la
amigdala medial. AOB (bulbo olfativo principal), AON (nucleo olfativo
anterior), BNST (bed nucleus de la estria terminal), Hypo (hipotalamo), MeA
(amigdala medial), MOB (bulbo olfativo principal), MOE (epitelio olfativo
principal), OT (tubérculo olfativo), cértex piriforme (Pir), VNO (érgano

vomeronasal). Figura modificada a partir de Asaba et al. (2014).
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tos y/o respuestas endocrinas en conespecificos (Powers & Winans, 1975;
Keverne, 2004; Wyatt, 2014). Sin embargo, muchos estudios han demostrado
que el sistema vomeronasal responde también a estimulos quimicos en otros
contextos (por ejemplo, la deteccién de depredadores o de presas), y muchas
feromonas son detectadas por el sistema olfativo principal y no por el sistema
vomeronasal (Burghardt, 1970; Wyatt, 2014). Gran parte de la variabilidad
descrita en el sistema vomeronasal se asocia al sexo. Dimorfismos sexuales en
el tamano, la conectividad, la composicién celular, la morfologia de las
neuronas, la expresion de neuropéptidos, la respuesta a esteroides sexuales y
adrenales, o la respuesta a neurotransmisores son comunes en el sistema
vomeronasal (revisado en Segovia & Guillamoén, 1993; Cooke et al., 1998).
Junto al dimorfismo sexual, se ha descrito también variacidén estacional en el
sistema vomeronasal (e.g. en salamandras pletoddntidas, Dawley & Crowder,
1995). A continuacidon exponemos los modelos mas estudiados de variacién
sexual y estacional en el tamafio, el nUmero de neuronas o la neurogénesis

adulta en el sistema vomeronasal.

El 6rgano vomeronasal en las salamandras pletoddntidas

Los pletodéntidos (Fam. Plethodontidae) son unas pequeiias
salamandras terrestres que habitan en bosques humedos. Plethodon cinereus,
el pletodéntido mas estudiado, se reproduce desde octubre a mayo, y durante
el verano defiende territorios alrededor de pequefios espacios humedos
(Mathis, 1990, 1991; Jaeger et al., 2000). P. cinereus utiliza la

guimiorrecepcién y la comunicacidn quimica en las interacciones sociales y la
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defensa del territorio (Arnold, 1977; Jaeger et al., 1986). Deposita marcas
olorosas en el sustrato y en los pellets fecales que proporcionan informacion
sobre el sexo (Martin et al., 2005), la familiaridad (Gillette et al., 2000), el
parentesco (Forester & Anders, 2000), y la calidad de la dieta del emisor
(Karuzas et al.,, 2004). Ademas detecta marcas olorosas mediante el
comportamiento quimiorreceptor de nose-tapping, que consiste en golpear el
substrato, los pellets fecales u otros individuos con el hocico (Dawley & Bass,
1989). Mediante este comportamiento, P. cinereus conduce las marcas
olorosas desde el medio externo al érgano vomeronasal (Dawley & Bass,

1989).

Los pletoddéntidos tienen grandes d&rganos vomeronasales en
comparacion con otras familias de salamandras, lo que destaca la importancia
del sistema vomeronasal en estas salamandras (Dawley, 1998). En P. cinereus
y P. shermani, el 6rgano vomerosal es mas grande y tiene mds células
receptoras en los machos que en las hembras (Dawley, 1992a,b, 1998; Dawley
& Crowder, 1995; Woodley, 2007). En P. cinereus ademas el drgano
vomeronasal crece durante el verano (Dawley & Crowder, 1995). El
crecimiento estacional se produce por una mayor adicién de neuronas
(receptores sensoriales) al epitelio vomerolfativo al final de la primavera que
sobreviven hasta el otofio (Dawley et al., 2000, 2006). Los esteroides sexuales
no intervienen en el crecimiento estival del érgano vomeronasal en los
pletoddntidos (Dawley & Crowder, 1995; Schubert et al., 2006; Woodley et
al., 2007). El dimorfismo sexual en el 6rgano vomeronasal se ha asociado con

diferencias sexuales en el comportamiento quimiorreceptor (Dawley, 1992a,b,
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1998; Dawley & Crowder, 1995; Woodley, 2007), mientras que el crecimiento
estival podria estar relacionado con el incremento en la exploracién
quimiosensorial y la estimulacidn vomeronasal durante el forrajeo y la
defensa del territorio que tienen lugar en el verano (Dawley et al. 2000,

2006).

Se desconoce si la neurogénesis adulta en los bulbos olfativos de P.
cinereus fluctua con la estacién como en el 6rgano vomeronasal. Sin embargo,
si hay evidencia de que la proliferacién celular en la zona periventricular, de
donde proceden las nuevas neuronas destinadas a los bulbos olfativos en los
anfibios, varia estacionalmente. La proliferacién celular en la zona
periventricular de P. cinereus es mayor al final de la primavera que el resto del
ano, coincidiendo con el pico de neurogénesis en el 6rgano vomeronasal

(Dawley et al., 2000).

El sistema vomeronasal en los roedores

Los roedores utilizan sus sentidos quimicos en numerosos contextos
como la busqueda de alimento, la deteccion de depredadores o en
interacciones sociales (Vander Wall et al., 2003; Brennan & Kendrick, 2006;
Ferrero et al., 2011). Roedores machos y hembras a menudo exhiben distintos
comportamientos quimiorreceptores o diferentes respuestas a estimulos
guimicos (principalmente hacia olores de conespecificos; Halem et al., 1999;
Touhara & Voshall, 2009). Por ejemplo, las ratas machos invierten mas tiempo
en la exploracién quimiosensorial que las hembras (Pefia et al., 2006), los

ratones machos discriminan mejor entre olores de conespecificos que las
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hembras (Wesson et al., 2006), y los ratones hembra muestran una mayor
sensibilidad a los olores que los machos (Baum & Keverne, 2002; Pierman et
al., 2006). Dado que la quimiorrecepcion y la respuesta a los olores de
conespecificos en los roedores difiere entre los sexos, cabria esperar que el
sistema vomeronasal en los roedores fuera también sexualmente dimdrfico

(Simerly, 2002).

Ratas

El sistema vomeronasal de las ratas (Rattus norvegicus) es
sexualmente dimérfico en toda su extensidén. La mayoria de dimorfismos
sexuales descritos favorecen a los machos. Por ejemplo, el érgano
vomeronasal, el bulbo olfativo accesorio y el nucleo sexualmente dimodrfico
del area predptica (SDN-POA) son mas grandes y tienen mas neuronas en los
machos que en las hembras (revisado en Segovia & Guillamén, 1993; Cooke et
al., 1998). Sélo algunas regiones como el nucleo periventricular anteroventral
(AVPV) son mads grandes y tienen mas neuronas en las hembras (Segovia &
Guillamoén, 1993; Cooke et al., 1998). Los machos tienen cuerpos mds grandes
gue las hembras y posiblemente algunas estructuras del sistema vomeronasal
son mas grandes en los machos por este motivo (e.g. el drgano vomeronasal;
Segovia & Guillamén, 1982; Weiler & Farbman, 1997; Weiler et al. 1999).
Otras estructuras, sin embargo, difieren demasiado entre los sexos para que
el dimorfismo sexual se deba Unicamente a un efecto de escala (e.g. el SDN-

POA; Shapiro et al., 1991).
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Cap 1.- Antecedentes

La diferenciacidon sexual del sistema vomeronasal de las ratas tiene
lugar durante el desarrollo perinatal y depende del efecto organizador de los
andrégenos. En las dreas cerebrales del sistema vomeronasal que son mas
grandes en los machos adultos (e.g. el SDN-POA), los andrdégenos,
aromatizados en estrogenos, estimulan la supervivencia de las nuevas
neuronas. En cambio, en las areas que son mads grandes en las hembras
adultas (e.g. el AVPV), los andrdgenos favorecen la muerte celular (Segovia &
Guillamén, 1993; Simerly, 2002). Algunos investigadores (e.g. Segovia &
Guillamén, 1993; De Vries & Villalba, 1997) han sugerido que la diferenciacion
sexual durante el desarrollo perinatal organiza el sistema vomeronasal para
favorecer en los machos adultos la exhibicion de comportamientos
“masculinos” como la monta o la agresividad en los combates, e inhibir la
exhibicién de comportamientos “femeninos” como la lordosis y la lactancia.
En los machos, las areas cerebrales implicadas en la regulacion de los
comportamientos tipicamente masculinos, como el SDN-POA, crecerian
durante el desarrollo perinatal; por el contrario, las dareas cerebrales
implicadas en la regulacién de comportamientos tipicamente femeninos se
atrofiarian (Segovia & Guillamén, 1993). Estas interpretaciones parten de la
creencia de que el sistema vomeronasal estd especializado en la deteccién de
feromonas, y no tienen en cuenta la implicacién del sistema vomeronasal en

otros muchos contextos (Baxi et al., 2006).

Los esteroides sexuales regulan también procesos celulares en el
sistema vomeronasal de las ratas adultas, como por ejemplo, la neurogénesis

en el bulbo olfativo accesorio (AOB). La neurogénesis adulta es sexualmente
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Cap 1.- Antecedentes

dimérfica en las ratas: los machos incorporan mas neuronas al AOB que las
hembras (Peretto et al., 2001). Esto es debido en parte a que el aumento en
los niveles de estrégenos durante la fase de proestro reduce la supervivencia
de las nuevas neuronas en el AOB de las hembras, favoreciendo el
reemplazamiento neuronal (Tanapat et al., 1999; Brannvall et al., 2002; Hoyk
et al., 2006). La intensificacion del reemplazamiento neuronal en el AOB se ha
relacionado con la exhibicion de mayores capacidades quimiosensoriales de
las hembras adultas en la fase de proestro (e.g. mayor sensibilidad a los

olores; Pietras & Moulton, 1974).

Topillos

El comportamiento reproductivo de los topillos es mas sexualmente
dimorfico en especies poligamas que en especies mondgamas, lo que se
asocia con la presencia de mayores dimorfismos sexuales en el sistema
vomeronasal (De Vries & Villalba, 1997). Por ejemplo, el 6rgano vomeronasal
es mas grande en topillos poligamos hembras que en los machos, pero similar
entre sexos en topillos monégamos (Maico et al., 2001, 2003). El bulbo
olfativo accesorio, la amigdala medial y el SDN-POA también son sexualmente
dimorficos en topillos poligamos (mas grandes en los machos), pero similar
entre sexos en topillos mondégamos (Shapiro et al., 1991; Tai et al., 2004; An
et al., 2006). Los esteroides sexuales participan en la diferenciacion sexual del
sistema vomeronasal durante el desarrollo perinatal (e.g. Lansing & Lonstein,
2006) y regulan la plasticidad del sistema vomeronasal en los topillos adultos.

En los topillos machos, la testosterona, transformada en estradiol, estimula la
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Cap 1.- Antecedentes

proliferacién celular y la producciéon de neuronas en la amigdala durante la
primavera (Galea & McEwen, 1999; Fowler et al., 2003). En las hembras, la
neurogénesis adulta varia con el ciclo estral. Los niveles altos de estradiol en
la fase de proestro incrementan la produccion de neuronas en el SVZ y el
RMS, lo que incrementa la incorporaciéon de neuronas en el bulbo olfativo
accesorio (Smith et al., 2001). El dimorfismo sexual en el sistema vomeronasal
de los topillos poligamos se ha relacionado con distintos comportamientos
sexualmente dimodrficos, como los cuidados parentales. Se ha sugerido que la
posesion de organos vomeronasales mas grandes en topillos hembra respecto
a los machos les permitiria detectar mas facilmente a los machos y asi

proteger de forma mas eficiente a sus crias (Maico et al., 2003).

1.3.4 Sintesis

Comparando los modelos mds estudiados en relaciéon al dimorfismo
sexual y la estacionalidad en el tamafio del cerebro y la neurogénesis adulta,
observamos unos patrones generales. Por ejemplo, el sexo que depende en
mayor medida de unas determinadas modalidades sensoriales o capacidades
cognitivas, o exhibe determinados comportamientos sensoriales, motores o
cognitivos con una mayor frecuencia e intensidad, tiene areas sensoriales,
motoras y de asociacion mas grandes y que incorporan mas neuronas en el
adulto (Tablas 1.2 y 1.4). Estas dreas crecen e incorporan mas neuronas
principalmente durante la estacidon reproductiva, ya que en esta estacién
aumenta la dependencia de estas modalidades sensoriales y capacidades

cognitivas (Tabla 1.3 y 1.5). Los esteroides sexuales organizan las areas
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cerebrales principalmente durante el estado embrionario y perinatal, pero a
menudo también modifican la estructura de estas areas en los adultos.
Hormonas esteroides como la testosterona, transformada en estradiol,
estimulan el crecimiento y la neurogénesis de las areas cerebrales. Por regla
general, la testosterona y el estradiol favorecen la supervivencia de las nuevas
neuronas generadas por neurogénesis adulta, aunque su efecto depende de
sus niveles y del tiempo de exposicién (Tabla 1.6). También en algunos
animales estas hormonas estimulan la proliferacién celular en la zona
ventricular (Tabla 1.6). El incremento en los niveles de esteroides sexuales en
la estacidon reproductiva (principalmente en primavera), por tanto,
contribuyen a la acumulacion de nuevas neuronas y al consiguiente
crecimiento del area cerebral a la que se incorporan (Tabla 1.3, 1.5 y 1.6).
Finalizada la estacion reproductiva, el incremento en los niveles de
corticosterona actla como antagonista de la testosterona, favoreciendo la
regresion de las areas cerebrales y el descenso de los niveles de neurogénesis

adulta (Tabla 1.6).
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Tabla 1.2 Dimorfismo sexual en el tamafio del cerebro

Areas cerebrales Grupo zooldgico Dimorf. Comportamiento sexualmt. dimérfico Referencias
nucleos del canto aves canoras (Serinus canaria, 4>9Q  canto mas frecuente, complejo y este-  Nottebohm & Arnold, 1976
(HVC, RA, Area X) Taeniopygia guttata) reotipado en machos que en hembras
hipocampo (aves) aves parasitas 2>4J parasitismo de nidos presente en Sherry et al., 1993;
(Molothrus ater, M. bonariensis) hembras, ausente en los machos Reboreda et al., 1996
ardillas grises (Sciurus carolinensis) espacios domésticos mas grandes en Jacobs et al., 1990;
hipocampo topillos (Microtus pennsylvanicus) 3 > Q los machos que en las hembras; los Jacobs & Spencer, 1994;
(mamiferos) gerbos (Meriones unguiculatus); ratas machos muestran un mejor Madeira & Liebermann,
(Rattus norvegicus); ratas canguro aprendizaje espacial que las hembras 1995; Sherry et al., 1996;
(Dipodomys merriami, D. spectabilis) Lavenex et al., 2000a
palio dorsolateral peces blénidos (Lipophrys pholis, Q>3  espacios domésticos mas grandes en Costaetal., 2011
Parablennius parvicornis) las hembras que en los machos
VNO (anfibios) salamandras pletoddntidas 3>9 diferencias sexuales en la Dawley, 1992b;
(Plethodon cinereus, P. shermani) quimiorrecepcion Woodley, 2007
amigdala — drea sapos 3>9 canto mas frecuente en los machos Takami & Urano, 1984
predptica (anfibs) (Bufo japonicus) que en las hembras
VNO (mamiferos) topillos poligamos Q>3  agresividad en las hembras y protec- Maico et al., 2003
(Microtus pennsylvanicus) cion de las crias en la madriguera
VNO, AOB ratas (Rattus norvegicus) 3>9 diferencias sexuales en la Segovia & Guillamén, 1982;
(mamiferos) topillos poligamos (Microtus fortis) quimiorrecepcién; ausencia de Segovia et al., 1984; Tai et
cuidados parentales en los machos al., 2004; An et al., 2006
SDN-POA ratas (R. norvegicus); 3>9 cortejo y cépula en los machos; Gorski et al., 1980;
(mamiferos) topillos poligamos (M. montanus) ausencia de cuidados parentales en los Shapiro et al., 1991;
ratones (Mus musculus) machos Orikasa & Sakuma, 2010
AVPV (mamiferos) ratas (R. norvegicus) >4 regulacién de secrecion de gonado- Bleier et al., 1982

topillos poligamos (M. montanus)

tropinas por hormonas ovaricas

Shapiro et al., 1991




Tabla 1.3 Estacionalidad en el tamaio del cerebro

Areas cerebrales Grupo zooldgico

Estacionalidad

Comportamiento estacional

Referencias

nucleos del canto
(HVC, RA, Area X)

aves canoras (Serinus canaria,
Pipilo maculatus, Melospiza melodia,
Junco hyemalis, Zonotrichia leucophrys)

crecen en
primavera

canto mas frecuente, complejo y este-
reotipado en estacion reproductiva
(primavera) que en el resto del afio

Nottebohm, 1981; Smith et al.
1997a-c; Gulledge & Deviche
1997; Brenowitz et al., 1998

hipocampo (aves) aves parasitas

(Molothrus bonariensis, M. rufoaxillaris)

crece en
primavera

activacion del parasitismo de nidos en
estacién reproductiva (primavera)

Clayton et al., 1997

aves que almacenan alimento
(Poecile atricapillus)

crece en
otofio / invierno

almacenamiento y recuperacion del
alimento en otofio e invierno

Smulders et al., 1995
Hoshooley & Sherry, 2007

hipocampo
(mamiferos)

musarafas
(Sorex araneus y S.minutus)

se atrofia en
invierno, crece
en primavera

nacimiento en primavera,
inactividad en invierno,
reproduccién en segunda primavera

Dehnel, 1949
Pucek, 1965
Yaskin, 1994

ardillas grises
(Sciurus carolinensis)

sin cambios
estacionales

almacenamiento de alimento en
otofio, reproduccién en primavera

Lavenex et al., 2000a

topillos poligamos
(Microtus pennsylvanicus)

crece en prima-
vera-verano en
ambos sexos

ampliacion de espacio doméstico: J'en
estacion reproductiva (primavera-
verano);$en estacion no reproductiva

Yaskin, 1984
Galea & McEwen, 1999
Galea et al., 1999

ratones
(Peromyscus maniculatus)

crece en
primavera

ampliacion de espacio doméstico en
los machos en estacion reproductiva

Perrot-Sinal et al., 1998;
Pyter et al., 2005, 2006

n. marcapasos, n.
premarcapasos, ELL

peces eléctricos
(Brachyhypopomus)

crecen en
primavera

emision de sefales eléctricas en el
cortejo en la estacién reproductiva

Dunlap et al., 2011
Quintanaetal., 2011a,b

VNO (anfibios) salamandras pletoddntidas crece en verano mas exploracién quimiosensorial en Dawley & Crowder, 1995
(Plethodon cinereus) en ambos sexos verano Dawley et al., 2000, 2006

amigdala — area sapos crece en canto y reproduccién en estacion Takami & Urano, 1984

predptica (anfibs.) (Bufo japonicus) primavera reproductiva (primavera)

bulbos olfativos musarafias sin cambios inactividad en invierno, Dehnel, 1949; Pucek, 1965

(mamiferos) (Sorex araneus y S.minutus)

estacionales

reproduccién en primavera

Yaskin, 1994
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Tabla 1.4 Dimorfismo sexual en la neurogénesis adulta (1)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Dimorfismo

Comportam. sexualmt dimérfico

Referencias

nucleo del
canto HVC
(aves)

aves canoras
(Taeniopygia guttata,
Serinus canaria,)

proliferacion celular en VZ y/o
supervivencia de las nuevas
neuronas en los nucleos:

3>9

canto mas frecuente, complejo y
estereotipado en machos que en
hembras en época reproductiva

Nordeen & Nordeen,
1988; Rasika et al., 1994;
Katz et al., 2008

hipocampo
(mamiferos)

ardillas
(Sciurus carolinensis)

no existen diferencias entre sexos
en proliferacion celular

espacios domésticos mas grandes
en machos que en hembras

Lavenex et al., 2000b

topillos poligamos
(Microtus
pennsylvanicus)

proliferacién celular en z. subgra-
nular y supervivencia de las nuevas
neuronas en la capa granular:
?>d

(en estacion no reproductiva)

en la estacion no reproductiva, el
espacio doméstico se amplia en
las hembras y se reduce en los
machos

Galea & McEwen, 1999

ratas
(Rattus norvegicus)

proliferacién celular en z. subgra-
nular: @ > (en fase de proestro)

supervivencia de nuevas neuronas
en capa granular: 3 > Q

ratones
(Mus musculus)

no existen diferencias entre sexos
en proliferacion celular

diferencias sexuales en
aprendizaje espacial que
favorecen a machos o hembras
segln el procedimiento
experimental

Tanapat et al., 1999
Galea, 2008

Lagace et al., 2007
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Tabla 1.4 Dimorfismo sexual en la neurogénesis adulta (ll)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Dimorfismo

Comportam. sexualmt dimérfico

Referencias

bulbos olfativos

ratas

no diferencias en la proliferacién

diferencias sexuales en la

Tanapat et al., 1999

(mamiferos) (Rattus norvegicus) celular en SVZ quimiorrecepcion; Peretto etal., 2001
. . cortejo y cépula en los machos Brannvall et al., 2002
supervivencia de nuevas neuronas
. Hoyk et al., 2006
y/o reclutamiento neuronal en
capa granular de bulbos olfativos:
?>d
ratones reclutamiento neuronal en bulbos agresividad en hembras y Nunez-Parra et al., 2011
(Mus musculus) olfativos accesorios: & > Q proteccién de las crias en la
madriguera
amigdala topillos proliferacion celular aumenta en @ respuesta a olores de Liuetal., 2014

(mamiferos)

(Microtus ochrogaster)

perono en &

conespecificos del sexo opuesto

hipotalamo (pe-
ces teledsteos)

doradas
(Sparus aurata)

proliferacion celular en z.
ventricular del hipétalamo dorsal:

®>d

diferencias sexuales en la
reproduccion

Zikopoulos et al., 2001

cerebelo (peces
teledsteos)

peces cebra
(Danio rerio)

proliferacién celular en corpus ce-
rebelli y reclutamiento de neuronas
en la capa granular de la valvula
cerebelli: &> Q

diferencias sexuales en la
locomocion

Ampatzis & Dermon,
2007
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Tabla 1.5 Estacionalidad en la neurogénesis adulta (1)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Estacionalidad

Comportamiento estacional

Referencias

nucleo del canto
HVC

aves canoras
(Serinus canaria,
Melospiza melodia)

mayor supervivencia de las
nuevas neuronas durante la
estacién reproductiva

canto mas frecuente, complejo y
estereotipado en estacion
reproductiva (primavera)

Kirn et al., 1994,
Tramontin & Brenowitz,
1999

hipocampo (aves)

aves que almacenan
alimento
(Poecile atricapillus)

mayor reclutamiento de
neuronas en otofio / invierno

almacenamiento y recuperacion
del alimento en otofio e invierno

Barnea & Nottebohm,
1994; Hoshooley &
Sherry, 2007

hipocampo
(mamiferos)

musarafnas
(Sorex araneus 'y
S.minutus)

intensa neurogénesis en la 12
primavera, cae en inviernoy cesa
en la 22 primavera

nacimiento en primavera, inacti-
vidad en invierno, reproduccién
en segunda primavera

Bartkowska et al., 2008

ardillas grises
(Sciurus carolinensis)

sin cambios estacionales

almacenan alimento en otofio,
reproduccién en primavera

Lavenex et al., 2000b

topillos
(M. pennsylvanicus)

J': mayor supervivencia de
nuevas neuronas en primavera

Q: mayor proliferacion celular en
otofio

ampliacion de espacio doméstico:

Jden estacién reproductiva
(primavera-verano)

Q: en estacion no reproductiva
en otofio

Galea & McEwen, 1999;
Ormerod & Galea, 2001,
2003; Ormerod et al.,
2004; Galea et al., 2008

hamsters dorados
(Mesocricetus auratus)

la neurogénesis aumenta en
otofio

almacenamiento de alimento en
otofo

Huang et al., 1998
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Tabla 1.5 Estacionalidad en la neurogénesis adulta (I1)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Estacionalidad

Comportamiento estacional

Referencias

epitelio olfativo
(peces teledsts)

carpas
(Carassius carassius)

mas células criptales en la
superficie epitelial en verano

sensibilidad olfativa a las
feromonas sexuales

Hamdani et al., 2008

6rg. vomeronasal
y zona periven-
tricular (anfibios)

salamandras
pletoddntidas
(Plethodon cinereus)

mayor adicién de neuronas a
VNO y zona periventricular al
final de la primavera

mas exploracidn quimiosensorial
en verano relacionada con mas
forrajeo y/o territorialidad

Dawley et al., 2000, 2006

area predptica
(anfibios)

ranas
(Rana temporaria)

neurogénesis aumenta al final de
primavera y cae en otofio

cortejo y apareamiento en
verano

Chetverukhin & Polenov,
1993

ranas
(Pelophylax esculentus)

m4ds neurogénesis en otoio que
al final de primavera

cortejo y apareamiento en
verano

Minelli et al., 1982

SVZ (mamiferos)

musarafnas
(Sorex araneus'y
S.minutus)

intensa neurogénesis en 12 y 22
primavera, cae en invierno

nacimiento en primavera, inacti-
vidad en invierno, reproduccion
en segunda primavera

Bartkowska et al., 2008

amigdala
(mamiferos)

topillos machos
(M. pennsylvanicus)

mayor supervivencia de nuevas
neuronas en primavera

amplian espacio doméstico en
estacion reproductiva
(primavera-verano)

Galea & McEwen, 1999;
Fowler et al., 2003

nucleo marcapasos,
n. premarcapasos,

I6bulo electrosenso-

rial de la linea lateral

peces eléctricos
(Brachyhypopomus
gauderio)

aumenta proliferacién celular en
estacion reproductiva

emision de seiales eléctricas en
cortejo en estacion reproductiva

Dunlap et al., 2011;
Quintanaetal., 2011a,b
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Tabla 1.6 Hormonas esteroides y neurogénesis adulta (1)

Areas
cerebrales

Grupo zoolégico

Hormonas
esteroides

Efecto sobre neurogénesis
adulta

Efecto sobre
comportamiento

Referencias

nucleos
del canto
(HVC, RA,
AreaX)

aves canoras
(Serinus canaria,

Melospiza melodia,
Sturnus vulgaris)

testosterona,
estradiol,
5aDHT en
machos

HVC: aumentan supervivencia
de nuevas neuronas
RA: aumentan tamaio de
somas y arborizacién dendritica

activacion del canto,
mas complejoy
estereotipado en
primavera

DeVoogd & Nottebohm, 1981;

Rasika et al., 1994; Hidalgo et

al., 1995; Smith et al., 1997c;
Absil et al., 2003

aves canoras
(Melospiza melodia
Taeniopygia guttata)

corticosterona

HVC: disminuye proliferacién
celular y/o supervivencia de
nuevas neuronas

inhibicion del canto
en respuesta a un
intruso

Wingfield & Silverin, 1986;
Katz et al., 2008;
Newman et al., 2010

hipocampo

aves que alma-
cenan alimento
(Poecile gambeli)

corticosterona
en machosy
hembras

no afecta a la proliferacion
celular en la zona ventricular ni
a la anatomia del hipocampo

estimula la memoria
espacial

Pradosudov, 2003
Pravosudov & Omanska, 2005

topillos poligamos
(Microtus
pennsylvanicus)

testosteronay
estradiol en
machos

no afectan a la prolif. celular;
estimulan la supervivencia de
nuevas neuronas en capa
granular

|a testosterona,

transformada en
estradiol, estimula la

memoria espacial

Galea et al., 1995;
Galea & McEwen, 1999;
Ormerod & Galea, 2003;

Ormerod et al., 2004

estradiol en
hembras

a corto plazo estimula prolif.
celular en z. subgranular; a
largo plazo la inhibe; no afecta
o reduce supervivencia de
nuevas neuronas en c. granular

reduce las
habilidades
espaciales en las
hembras

Galea et al., 1995;
Galea & McEwen, 1999;
Ormerod & Galea, 2001;

Galea, 2008

corticosterona
en hembras

reduce proliferacién celular en
z. subgranular

se desconoce como
afecta

Galea & McEwen, 1999

ratas
(Rattus norvegicus)

testosteronay
DHT en
machos

no afectan a la prolif. celular;
estimulan supervivencia de
nuevas neuronas en capa
granular

la testosterona esti-

mula las habilidades

espaciales transfor-
mada en estradiol

Spritzer & Galea, 2007
Barker & Galea, 2008; Galea,
2008; Spritzer et al., 2011
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Tabla 1.6 Hormonas esteroides y neurogénesis adulta (I1)

Areas Grupo zoolégico Hormonas Efecto sobre neurogénesis Efecto sobre Referencias
cerebrales esteroides adulta comportamiento
estradiol en no afecta a la neurogénesis estimula habilidades Spritzer & Galea, 2007
machos adulta espaciales en los Barker & Galea, 2008
machos Spritzer et al., 2011
estradiol en a corto plazo estimula prolif. varios estudios dis- Tanapat et al., 1999, 2005
hembras celular en z. subgranular; a crepan ensi el Ormerod et al., 2003
hipocampo ratas largo plazo la inhibe; no afecta estradiol estimula o Jonasson, 2005
(Rattus norvegicus) o reduce supervivencia de reduce las habili- Barker & Galea, 2008
nuevas neuronas en c. granular dades espaciales Pompili et al., 2010
corticosterona  suprime la proliferacién celular reduce las Bodnoff et al., 1995
en machosy reduce la supervivencia de la habilidades Tanapat et al., 2001
hembras nuevas neuronas en giro espaciales Brummelte & Galea, 2010
dentado Schoenfeld & Gould, 2012
ratones estradiol en no afecta a la neurogénesis estimula la memoria Li et al., 2004
(Mus musculus) hembras adulta espacial Lagace et al., 2007
bulbos ratas estradiol en no influye sobre la proliferacion aumenta la Pietras & Moulton, 1974
olfativos (Rattus norvegicus) hembras en celular en el SVZ sensibilidad en la Tanapat et al., 1999
fase de reduce la supervivencia de las deteccién de olores Peretto etal., 2001
proestro nuevas neuronas incorporadas  en la fase de proestro Brannwall et al., 2002
a los bulbos olfativos Hoyk et al., 2006
ratones estradiol en disminuye proliferacién celular aumenta la Schmidt & Schmidt, 1980
(Mus musculus) hembras en en laSVZy el reclutamiento de sensibilidad en la Sorwell et al., 2008
fase de nuevas neuronas en los bulbos deteccidn de olores Brock et al., 2010
proestro olfativos en la fase de proestro
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La neurogénesis adulta en la
lagartija parda (Podarcis liolepis).

Objetivos de la tesis.
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Cap 2.- Objetivos

2.1 La neurogénesis adulta en los reptiles

Las primeras evidencias de neurogénesis adulta en reptiles se
remontan a las décadas de 1950 y 1960. En estos afios, investigadores como
Kallen (1951), Fleischhauer (1957), Kirsche (1967), y Schulz (1969)
describieron “areas matriciales” especializadas con células indiferenciadas en
el epéndimo que rodea las paredes ventriculares. Estas areas, habitualmente
localizadas en o cerca de los sulci ventriculares, se consideraron vestigios del
tejido germinativo embrionario que retenia su potencial proliferativo en el
adulto. En concordancia con esta idea, se describieron figuras mitéticas en el
epéndima sulcal de individuos adultos de dos lacértidos, Lacerta agilis (Schulz,
1969) y Podarcis sicula (Hetzel, 1974). Sin embargo, en estos estudios, no
guedaba claro si la proliferacién en el epéndima conducia a la produccion de
neuronas o glia. Entre las décadas de 1970 y 1980, diversos estudios
confirmaron la existencia de neurogénesis adulta en los reptiles. Estudios
morfomeétricos revelaron un crecimiento continuo del cerebro en los reptiles
mas alld de los estadios de desarrollo pre- y perinatal (Platel, 1974),
relacionados con un incremento postnatal en el nimero de neuronas (Lépez-
Garcia et al., 1984). Se describieron mitosis en el epéndima sulcal y células
inmaduras asociadas a tallos de glia radial en el cértex de lagartos, que por
sus caracteristicas ultraestructurales, se identificaron como neuroblastos en
migracion (Garcia-Verdugo et al., 1986; Yanes-Méndez et al., 1988). Se
observaron zonas corticales neurogénicas en embriones de tortugas y lagartos
aplicando autorradiografia de timidina tritiada (Caja 2.1; Goffinet et al., 1986).

Con esta misma técnica se identificaron células marcadas con timidina tritiada
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y caracteristicas ultraestructurales de neuronas, como la presencia de
dendritas y sinapsis, en el cortex medial de los lagartos adultos (Lopez-Garcia

etal., 1988).

Actualmente la neurogénesis adulta en los reptiles se considera una de
las mas abundantes y extendidas en el cerebro de los vertebrados (Font et al.,
2001). Los reptiles adultos producen e incorporan neuronas principalmente
en el telencéfalo, incluyendo los bulbos olfativos principales y accesorios, la
region retrobulbar, las dreas corticales, el septum, la cresta ventricular dorsal,
el nlcleo esférico y el estriado. La neurogénesis adulta en los reptiles
aprovecha los mismos mecanismos que la neurogénesis embrionaria (Fig. 2.1).
Miles de nuevas células nacen en el epéndimo que rodea las paredes
ventriculares, conocido como “zona ventricular” (VZ; Lopez-Garcia et al.,
1988, 1990b; Garcia-Verdugo et al., 2002). Desde la zona ventricular, las
nuevas células migran a través del parénquima cerebral siguiendo los tallos de
la glia radial, que a diferencia de lo que ocurre en los mamiferos, perdura mas
alld del desarrollo embrionario (Fig. 2.1c; Goffinet, 1983; Garcia-Verdugo et
al., 1986; Yanes et al., 1990; Font et al., 1995). Durante la migracion, las
nuevas células inician su diferenciacién en neuronas y se transforman en
neuroblastos (Ramirez-Castillejo et al., 2002; Gonzalez-Granero et al., 2006).
En su lugar de destino, los neuroblastos finalizan su diferenciacion: extienden
su axon y se incorporan a los circuitos funcionales preexistentes (Lopez-Garcia
et al., 1990b). En la mayoria de las regiones neurogénicas, las nuevas células
migran cortas distancias radiales hasta su destino final, habitualmente

localizado en el parénquima adyacente a la zona ventricular. En las areas con

54



Cap 2.- Objetivos

estrato de somas bien definido, como el cértex o el nucleo esférico, este

destino final suele ser dicho estrato celular (Fig. 2.1d).

En los bulbos olfativos, las neuronas no se producen in situ, sino que
migran tangencialmente desde zonas proliferativas mas caudales localizadas
en la regién retrobulbar (Garcia-Verdugo et al., 1989; Peiafiel et al., 1996;
Pérez-Canellas et al., 1997; Font et al.,, 2001). La migracién tangencial de
neuroblastos a los bulbos olfativos en los reptiles es similar al torrente
migratorio rostral (rostral migratory stream, RMS) de los mamiferos. En
roedores y primates adultos, las neuronas de los bulbos olfativos proceden de
poblaciones celulares que se originan en la zona subventricular de los
ventriculos laterales (Luskin, 1993; Lois & Alvarez-Buylla, 1994; Bonfanti et al.,
1997; Kornack & Rakic, 2001) y migran tangencialmente hasta los bulbos
olfativos a través del RMS. En el RMS, las nuevas células se imbrican en
cadenas rodeadas de tubos formados por astrocitos. Durante su migracion,
estas células se diferencian progresivamente en neuronas hasta incorporarse

en los bulbos olfativos (Lois et al., 1996).

El fenotipo de las nuevas células generadas en el cerebro de los
lagartos adultos ha sido determinado mediante autorradiografia de timidina
tritiada combinada con microscopia electrénica o con inmunocitoquimica de
5—-bromo—-2'—desoxiuridina (BrdU) combinada con marcadores fenotipicos
especificos (Caja 2.1). Muchas de las células marcadas con timidina tritiada en
la zona ventricular son inmunoreactivas a GFAP, un marcador de astroglia, y
tienen ultraestructura de glia radial (Font et al., 1995). Estas células, que

reciben el nombre de células B, son uniciliadas y se consideran las precursoras
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de las neuronas que se generan por neurogénesis adulta en reptiles y aves
(Garcia-Verdugo et al., 2002). Por otra parte, la mayoria de células marcadas
con timidina tritiada o BrdU halladas fuera de la zona ventricular no son
inmunoreactivas a GFAP (Yanes et al., 1990). Estas células expresan durante
su migracién y de forma transitoria los marcadores especificos de
neuroblastos doblecortina y PSA-NCAM. Son neuroblastos en migracién,
generados por division de las células B, y que reciben el nombre de células A
(Ramirez-Castillejo et al., 2002; Gonzalez-Granero et al., 2006). Una vez estos
neuroblastos han alcanzado su destino final en el parénquima cerebral,
adquieren caracteristicas ultraestructurales de neuronas y se incorporan a
circuitos funcionales. En los lagartos, por tanto, la mayoria de las células
generadas en la regién ventricular y que migran a sus lugares de destino en el
parénquima cerebral son nuevas neuronas (Lopez-Garcia et al., 1988; Pérez-
Cariellas & Garcia-Verdugo, 1996; Font et al., 2001; Garcia-Verdugo et al.
2002).
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Caja 2.1 Marcadores de proliferacion celular e identificacidon del fenotipo
de las células marcadas. Para distinguir las nuevas células de las
preexistentes se utilizan marcadores de proliferacion celular como la
timidina tritiada o la 5-bromo—2’—desoxiuridina (BrdU). Estas moléculas se
incorporan al ADN durante la fase S del ciclo celular. La timidina tritiada es
una molécula radiactiva que se revela con autorradiografia. La
autorradiografia de la timidina tritiada marca la progenie de las células que
se acaban de dividir y, variando los tiempos de supervivencia tras la
inyeccion del marcador, permite reconstruir el momento y lugar de
nacimiento de las nuevas células. El fenotipo de las células marcadas con
timidina tritiada se puede identificar mediante la observacién con
microscopia electronica y/o la combinacion con inmunocitoquimica de

marcadores de tipos celulares. EI marcaje con BrdU se visualiza con

técnicas inmunocitoquimicas y puede combinarse con inmunocitoquimica

para marcadores especificos de glia (e.g. GFAP), neuronas inmaduras (e.g.
PSA-NCAM, doblecortina) o neuronas maduras (e.g. NSE, NeuN), que
permiten identificar el fenotipo de las células BrdU-positivas. La
identificacion se realiza con microscopia confocal, que garantiza la
colocalizacidn de la marca de BrdU con la de los marcadores fenotipicos en
una misma célula (Kuhn et al., 1996).

GFAP: glial fibrillary acidic protein; PSA-NCAM: polysialylated form of the
neural cell adhesion molecule; NSE: neuron specific enolase; NeulN: neuron-

specific nuclear protein.
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Figura 2.1 (pagina 58) Neurogénesis adulta en reptiles. a) Esquema mostrando
las principales zonas del cerebro de P. liolepis. b) Dibujo realizado mediante
camara clara de una seccidn transversal del telencéfalo tefiida con azul de
toluidina. c) Fotomicrografia de la glia radial marcada con anti-GFAP en el
cortex medial de un lagarto (barra de escala 50 pm). d) Estructura
tetralaminar del cortex medial de P. liolepis y fases de la neurogénesis adulta.
La zona ventricular consiste en un epitelio pseudoestratificado compuesto por
tres tipos celulares: las células B (en azul) son células de glia radial uniciliadas;
las células E (en gris) son células ependimarias multiciliadas; y las células A (en
rojo) son neuroblastos en migracion que se originan a partir de las células B.
En las areas sulcales predominan las células B sobre las E. e) Fotomicrografia
de la zona ventricular: células B, E y A (barra de escala 5 um). f)
Fotomicrografia del estrato de somas del cortex medial. Las nuevas neuronas,
marcadas con asteriscos, son indistinguibles de las demas (barra de escala 5
um). g) Fotomicrografia de un neuroblasto en migracién siguiendo un tallo de
glia radial. h) Fotomicrografia de barrido de una célula E multiciliada rodeada
de células B uniciliadas en el sulcus ventricular (barra de escala 4 um). Creado
a partir de figuras de Font et al., 2001 y Garcia-Verdugo et al., 2002.

ADVR, cresta dorsal ventricular anterior; Cb, cerebelo; DMC, cértex
dorsomedial; DC, cértex dorsal; epl, capa plexiforme externa; es, estrato de
somas; ipl, capa plexiforme interna; LC, cdrtex lateral; OB, bulbo olfativo; OT,
techo 6éptico; Rh, rombencéfalo; SC, médula espinal; sl, sulcus lateralis; Sp,
septum; ss, sulcus septomedialis; St, estriado; sv/t, sulcus ventralis/terminalis;

VZ, zona ventricular; V, ventriculo.
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2.2 Factores que regulan la neurogénesis adulta en los
reptiles

A diferencia de aves y mamiferos, la informacién disponible en cuanto
a la regulacién de la neurogénesis adulta en otros vertebrados, como los
reptiles, es escasa. Por ejemplo, la pérdida de tejido nervioso debido a
lesiones fisicas o quimicas en el cerebro de los lagartos estimula la
neurogénesis adulta. La intoxicacion con 3-acetilpiridina en lagartos, que
causa la muerte neuronal severa en areas corticales, estimula la proliferacion
celular en la zona ventricular y la migracién de nuevas neuronas que
reemplazan a las neuronas dafiadas, contribuyendo a la completa
regeneracion del cortex (Font et al., 1991, 1995, 1997; Lépez-Garcia et al.,
1992; Desfilis et al., 1993a; Molowny et al., 1995). También la ablacion
quirurgica de tejido cortical en los lagartos estimula la neurogénesis reactiva,
aunque en estos casos la regeneracidon no es completa (Minelli et al., 1978).
Otros estudios han investigado los factores fisiolégicos y ambientales que
regulan la neurogénesis adulta en los reptiles. EIl mantenimiento en grandes
recintos aumenta los niveles de neurogénesis en el cortex medial en los
lagartos machos territoriales de la especie Uta stansburiana en comparacién
con los niveles que presentan lagartos mantenidos en recintos mas pequeiios
(LaDage et al., 2013). Los fotoperiodos cortos inhiben la proliferacién celular
en la zona ventricular, mientras que las temperaturas bajas ralentizan la
migracién de las nuevas células a sus lugares de destino en lagartos de las
especies Podarcis hispanica, Psammodromus algirus y Tropidurus hispidus

(Ramirez et al., 1997; Pefiafiel et al., 2001; Marchioro et al., 2012). Por ultimo,
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también se ha descrito estacionalidad en la proliferacion celular de areas
telencéfalicas en lagartos y serpientes adultos (Delgado-Gonzélez et al., 2008,
2011; Maine et al., 2014). Los estudios con lagartos tizones de Tenerife
(Gallotia galloti) observan dos picos de proliferacion celular a lo largo del afio,
aunque discrepan entre ellos en qué estaciones del ano se producen
(primavera y verano en Delgado-Gonzalez et al., 2008; primavera y otofio en
Delgado-Gonzalez et al., 2011). En serpientes (Thamnophis sirtalis) se han
descrito dos patrones estacionales en la neurogénesis adulta: 1) la
proliferacion celular en la zona ventricular es mds alta en otofio que en
primavera; 2) la migracion de las nuevas células desde la zona ventricular al
parénquima en el nucleo esférico y el complejo area predptica / hipotalamo

se acelera en otofio (Maine et al., 2014).

2.3 Objetivos de la tesis

El objetivo principal de la tesis consiste en identificar factores que
regulan el tamafio del cerebro y la neurogénesis adulta en los reptiles. Para
ello estudiamos cémo el sexo, la estacionalidad y las hormonas esteroides
afectan al tamano del cerebro y de los bulbos olfativos, y a la proliferacion
celular en el telencéfalo de un lagarto, la lagartija parda (Podarcis liolepis;

Boulenger, 1905; Squamata: Lacertidae; Fig. 2.2; Caja 2.2).

Podarcis liolepis es un pequefio lacértido diurno, cuya distribucion se
extiende a lo largo de las costas noroeste y este de la Peninsula Ibérica, donde

predomina el clima mediterrdneo. Vive en rocas y muros préximos a
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construcciones urbanas, donde se alimenta de pequefos artrépodos que
captura mediante forrajeo activo (Desfilis et al., 1993b). P. liolepis esta activa
durante todo el afo, aunque su actividad disminuye considerablemente
durante el invierno. Este lagarto se reproduce en la primavera, y realiza la

puesta a principios de verano (Pérez-Mellado, 1997).

P. liolepis depende en gran medida de la quimiorrecepcién para
obtener informacion sensorial del entorno (Burghardt, 1970; Simon, 1983;
Mason, 1992; Halpern, 1992; Schwenk, 1993, 1995; Cooper, 1996; Font,
1996). Utiliza sus sentidos quimicos en la exploracion del entorno, la
deteccién de presas y depredadores, y en contextos sociales (Gédmez et al.,
1993; Van Damme & Castilla, 1996; Cooper & Pérez-Mellado, 2002; Font &
Desfilis, 2002; Lépez & Martin, 2002, 2005; Desfilis et al., 2003; Carazo et al.,
2007, 2008, 2011; Font et al., 2012). La dependencia de la quimiorrecepcién
aumenta durante la estacion reproductiva, ya que los lagartos utilizan los
estimulos quimicos para el reconocimiento de conespecificos y la
discriminacién del estatus social y sexual, e incluso para el reconocimiento
individual (Font & Desfilis, 2002; Carazo et al., 2007, 2008, 2011). Estos
estimulos quimicos son detectados principalmente por el sistema
vomeronasal (Halpern, 1992). P. liolepis presenta comportamientos
especializados en la quimiorrecepcién como el bombeo gular, para la
deteccién de particulas volatiles durante la olfaccién, y el lenglietazo
guimiosensorial, asociado con la deteccién de particulas no volatiles y Ila
vomerolfaccion. Con el lenglietazo quimiosensorial, la lengua captura las

particulas no volatiles y las transfiere mediante un mecanismo en el que
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posiblemente participe el suelo de la cavidad bucal al érgano vomeronasal,
gue posee un epitelio quimiosensorial. P. liolepis, como otros lacértidos, tiene
los sistemas olfativos y vomerolfativos muy desarrollados, con bulbos
olfativos muy grandes en comparacion con otros lagartos de tamafio similar,
por lo que se consideran entre los lagartos mds quimiosensoriales que existen

(Mason, 1992; Schwenk, 1993; Cooper, 1996; Font et al., 2010).

P. liolepis es la especie de reptil en la que mas se ha estudiado el
fendmeno de la neurogénesis adulta (e.g. Lépez-Garcia et al., 1988, 1990a,b;
Garcia-Verdugo et al., 1989; Pérez-Sanchez et al., 1989; Font et al., 1997,
2001; Sampedro et al.,, 2008). La neurogénesis adulta en P. liolepis se
caracteriza por sus altos niveles en comparacion con la de otros reptiles y
porgue estd muy regionalizada en el telencéfalo: el cértex, los bulbos olfativos
y el nucleo esférico producen y/o incorporan muchas mas neuronas que otras
areas telencefdlicas como el septum o el estriado (revisado en Font et al.,
2001). La abundante produccién e incorporacion de nuevas neuronas en las
areas quimiosensoriales en el telencéfalo de P. liolepis (i.e. en los bulbos
olfativos principal y accesorio y sus zonas de proyeccion, el cértex lateral y el
nucleo esférico) junto con la gran dependencia que tienen estos reptiles de la
qguimiorrecepcién en multiples contextos convierten a P. liolepis en un modelo
ideal en los vertebrados para el estudio de la regulacion de la neurogénesis
adulta, de la relacién entre la neurogénesis adulta y el comportamiento, o del
valor adaptativo de la neurogénesis adulta en multiples contextos (e.g. en la
exploracién del entorno, la deteccion de presas y depredadores, y en

numerosos contextos sociales).
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Figura 2.2 Ejemplar adulto de Podarcis liolepis
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Caja 2.2 Podarcis liolepis, antes P. hispanica. La lagartija ibérica Podarcis
hispanica / hispanicus (Steindachner, 1870) ha sido tradicionalmente

entendida como una especie con una elevada variabilidad morfolégica que

se extendia por el sur de Francia, Peninsula Ibérica y el norte de Africa (e.g.

Pérez-Mellado & Galindo-Villardén, 1986). Estudios recientes de Ia
secuencia del ADN mitocondrial, el polimorfismo genético-enzimatico, la
morfologia corporal y la quimiorrecepcion, han sugerido que la especie P.
hispanica es en realidad un complejo parafilético compuesto por varios
linajes distinguibles en genética, morfologia y comportamiento (Harris & Sa-
Sousa, 2002; Barbosa et al., 2005, 2006; Pinho et al., 2006, 2007, 2008;
Geniez et al., 2007; Kaliontzopoulou et al., 2012). Las grandes diferencias
observadas entre los linajes reunidos bajo la denominacion de P. hispanica
han llevado a identificar estos linajes como especies distintas (lista patron
de la Asociacion Herpetoldgica Espafiola, 2014). Una de las nuevas especies
gue han surgido de la division de P. hispanica es la lagartija parda Podarcis

liolepis, que agrupa a las lagartijas P. hispanica del noroeste y este de la

Peninsula Ibérica (Renoult et al., 2010; Kaliontzopoulou et al., 2011).
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Objetivo 1 Estudio del dimorfismo sexual y la estacionalidad en el
tamafio del cerebro y la proliferacion celular en el telencéfalo

(Capitulos 4y 5)

El tamafo y los niveles de neurogénesis adulta en determinadas areas
cerebrales de algunos vertebrados (e.g. en el sistema del canto de las aves
canoras o en el hipocampo de aves que almacenan alimento y de topillos
poligamos) son sexualmente dimérficos y/o varian estacionalmente (véase
Capitulo 1). Estas areas cerebrales controlan determinados comportamientos
(el canto, el almacenamiento de alimento, el uso del espacio doméstico) que
difieren también entre los sexos y/o varian con la estacion (Barnea &
Nottebohm, 1994; Kirn et al., 1994; Galea & McEwen, 1999). En Podarcis, el
comportamiento reproductivo, y posiblemente también la quimiorrecepcion y
el comportamiento espacial, presentan diferencias ligadas al sexo y varian
estacionalmente (Gil et al., 1988; Pérez-Mellado, 1997; Barbosa et al., 2006).
Como en aves canoras y topillos, esta variacidon podria estar relacionada con
una variacién sexual y estacional en la neurogénesis adulta. El primer objetivo
de la tesis es, por tanto, estudiar la variacion sexual y estacional en la
neurogénesis adulta en los lagartos, examinando la variaciéon sexual y
estacional en el tamafio del cerebro y la proliferacion celular en el telencéfalo

de P. liolepis (Capitulos 4 y 5).
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Objetivo 2 Estudio de los niveles hormonales en relacién al dimorfismo
sexual y la estacionalidad en el tamaio del cerebro y la proliferacion

celular en el telencéfalo (Capitulos 4 y 5)

La testosterona, directamente o transformada en estradiol, estimula la
diferenciacién sexual del sistema nervioso durante el periodo fetal y perinatal
y activa el comportamiento reproductivo en los adultos (Balthazart & Foidart,
1993; Cooke et al., 1998; Forlano et al., 2006; Wade, 2012). Ademas, en los
animales con reproduccion estacional, la testosterona estimula cambios
estructurales en el cerebro y desencadena el comportamiento reproductivo
en determinados periodos del afio (generalmente la primavera; Tramontin &
Brenowitz, 2000; Galea, 2008). En esta tesis estudiamos los niveles de
testosterona y estradiol de P. liolepis por su importancia en la formacion de
dimorfismos sexuales en el cerebro y por la accién activadora que
estacionalmente ejercen sobre el cerebro y la reproduccion. También
estudiamos la variacidon estacional en los niveles de corticosterona, ya que
esta hormona se considera a menudo un antagonista de las hormonas
sexuales. Hormonas esteroides como la testosterona, el estradiol o la
corticosterona regulan la neurogénesis adulta en muchos vertebrados y a
menudo son responsables de que la neurogénesis adulta sea sexualmente
dimérfica y/o varie estacionalmente (Tramontin & Brenowitz, 2000; Galea,
2008). En los Capitulos 4 y 5 estudiamos también el efecto de las hormonas
esteroides sobre la variacidn sexual y estacional en el tamafio del cerebroy la

proliferacién celular en el telencéfalo en P. liolepis.
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Objetivo 3 Estudio del dimorfismo sexual y la estacionalidad en la tasa de

migracion de nuevas células en el telencéfalo (Capitulo 6)

Las nuevas células migran desde la zona ventricular a sus lugares de
destino a través del parénquima cerebral. La mayoria de trabajos que han
estudiado la migracion de las nuevas células se han centrado en los
mecanismos moleculares y celulares mediante los cuales las nuevas células
alcanzan estos lugares (e.g. Lois et al., 1996). Por el contrario, son muy
escasos los estudios que han investigado la existencia de variacién (e.g.
sexual, estacional) en la cantidad de nuevas células migradoras o los factores
ambientales que regulan esta variacion (e.g. la temperatura, Ramirez et al.,
1997; Pefafiel et al., 2001; Marchioro et al., 2012). En el Capitulo 6 de la tesis
estudiamos la influencia del sexo y la estacionalidad en la tasa de migracién
de nuevas células a sus lugares de destino en P. liolepis. Esta tasa de
migracion se refiere a la cantidad de nuevas células que migran a sus lugares
de destino con respecto al total de nuevas células producidas en la zona
ventricular. En particular, nos centramos en la tasa de migracién de nuevas
células a los bulbos olfativos y el cortex medial, y discutimos si la temperatura

ambiental podria influir en esta tasa de migracién.
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3.1 Metodologia

Capturamos 50 machos y 50 hembras adultos de la lagartija parda
(Podarcis liolepis) con un nudo corredizo atado en el extremo de una cana en
muros de solares, jardines y huertos en Burjassot (Valencia). Estas capturas se
realizaron en cinco campaiias realizadas en un afio: 22 quincena de agosto, 12
quincena de noviembre, 22 quincena de enero, 12 quincena de abril y 22
guincena de junio, por lo que las campafias de captura estaban separadas
entre si aproximadamente dos meses (Fig. 3.1, capturas). En cada campafia
capturamos 10 machos y 10 hembras. Utilizamos cinco camparias de captura
para poder muestrear ejemplares justo antes de la estacion reproductiva, en
plena estacion reproductiva, y al final de la estacién reproductiva (Pérez-
Mellado, 1982; Fig. 3.1). Dado que la temperatura y el fotoperiodo son los
factores ambientales mas importantes en la regulacién del ciclo reproductivo
de los vertebrados, registramos estos parametros en los periodos del afio en
gue capturamos los lagartos. Los registros obtenidos indican que los afios en
que llevamos a cabo la experimentacién fueron climatolégicamente normales,
y no mostraron temperaturas atipicas que pudieran haber alterado el ciclo
reproductivo de los lagartos (Tabla 3.2).

Inmediatamente tras la captura, los lagartos fueron transportados al
laboratorio, donde recibieron una unica inyeccidn intraperitoneal del
marcador de proliferaciéon celular 5-bromo—2'—desoxiuridina (BrdU; Sigma)
con una dosis de 100 pg BrdU / g peso corporal. Durante tres semanas los
lagartos fueron alojados en grupos de 5 (2 machos y tres hembras o viceversa)

en grandes terrarios (70 x 30 x 40 cm) con substrato de tierra,
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Figura 3.1 Periodos de captura y sacrificios utilizados en este estudio con P. liolepis

- o» - o -a» a» | - a» - e»
| | | | | 1 I | | | | I
|AGO| SEP | OCT | NOV | DIC | ENE | FEB |MAR | ABR | MAY | JUN | JuL |
2003 2004 - eacrificos

[Jestacion reproductiva

Tabla 3.2 Temperatura media y fotoperiodo durante el mantenimiento de los lagartos

AGO - SEP NOV - DIC  ENE - FEB ABR = MAY  JUN - JUL

Temperatura media (°C) 26.2+0.3 14.1+04 12.1+04 15.1+0.4 25.6+0.2
Horas de luz diarias (h) 13.5> 125 10.5-> 9.5 10> 11 125> 14 15> 14.5
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placas Petri con agua y fragmentos de ladrillo para termorregular y refugiarse.
Durante el mantenimiento, los lagartos fueron alimentados con una dieta
insectivora (grillos, larvas de escarabajo de la harina y orugas de mariposa de
la miel), y agua ad libitum. Los terrarios fueron situados en el exterior para
asegurar que las condiciones ambientales en cautividad eran similares a las de
su medio natural.

Tras tres semanas en cautividad, los lagartos fueron anestesiados con
hidrocloruro de ketamina (12 pl / g peso corporal; Ketolar, 50 mg / ml, Pfizer,
NY, EEUU; Font & Schwartz, 1989) y perfundidos transcardiacamente con
solucién salina seguida de una solucion fijadora (paraformaldehido 4%
tampdn fosfato 0,1 M). Los lagartos fueron sacrificados 21 dias después de su
captura, por lo que los sacrificios de los ejemplares de una misma campafia de
captura se realizaron a lo largo de un periodo de 15 dias (Fig. 3.1, sacrificios).
Los cerebros y las génadas fueron extraidos, postfijados en solucidn fijadora
durante 4 h y posteriormente mantenidos en tampdn fosfato 0,01 M. Los
cerebros fueron mantenidos en tampdn fosfato durante 4 — 7 dias antes de su
inclusidn en parafina, y durante este tiempo, los medimos y pesamos. Ademas
verificamos el sexo de los individuos y su estado reproductivo inspeccionando

las génadas post-mortem.

El mantenimiento y la experimentacidn se llevd a cabo de acuerdo con
las directrices de las instituciones Animal Behavior Society y Association for
the Study of Animal Behaviour (ASAB, 2003), y conforme a la legislacién
espafiola y europea (RD 223/1988 y Directiva 2003/65/CE). Los lagartos
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utilizados en este estudio fueron capturados y sacrificados al amparo de un

permiso de la Generalitat Valenciana concedido a Enrique Font.

Un macho capturado en abril murié durante el mantenimiento. Dos
hembras (una capturada en agosto y otra en junio) fueron descartadas de la
muestra por problemas en el procesamiento de los cerebros. Dos de los
machos capturados en agosto no fueron incluidos en algunos andlisis
estadisticos por resultar dafiados sus bulbos olfativos durante la extraccién

del cerebro.

3.1.1 Estudio morfométrico del cuerpo, el cerebro y el bulbo olfativo

Tomamos medidas del cuerpo, cerebro y bulbos olfativos de todos los
lagartos capturados. El tamafio corporal fue medido inmediatamente tras la
captura como longitud cabeza — cloaca (LCC, £ 1 mm). En los lagartos, la
longitud cabeza — cloaca proporciona una mejor estimacion del tamafo
corporal que el peso, ya que este ultimo varia en gran medida con la
alimentacion, el grado de hidratacién, y en las hembras, con el estado
reproductivo. El tamano del cerebro y de los bulbos olfativos fue medido
inmediatamente tras su extraccion. Tras eliminar el exceso de fijador,
pesamos los cerebros (+ 0,1 mg) con una balanza de precisidon (Sartgrius
121S), y medimos la longitud de los bulbos olfativos principal y accesorio
(MOB, AOB; + 0,1mm) con un estereomicroscopio (Leica MZ8) provisto de un

micrometro ocular.
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En P. liolepis, los bulbos olfativos discurren paralelos al eje longitudinal
del cerebro y se unen a los hemisferios cerebrales mediante unos cortos
pedunculos olfativos. Existe una constriccion transversal que divide los bulbos
olfativos en una porcién rostral y elipsoidal, que corresponde a los bulbos
olfativos principales, y una porcion caudal, los bulbos olfativos accesorios. Los
bulbos olfativos accesorios, a su vez, estan delimitados caudalmente por una
marcada constriccion transversal en los pedunculos olfativos. Las
constricciones transversales permiten una diferenciacion macroscépica de los
bulbos olfativo principal y accesorio en los cerebros fijados (Fig. 3.2). Los
bulbos olfativos principal y accesorio son estructuras alargadas, y su longitud
es un buen indicador de su tamano. Por ultimo, medimos la longitud del
cerebro (+ 0,1 mm) desde el limite caudal del bulbo olfativo accesorio hasta la
region posterior del cerebelo. Esta medida abarca casi la totalidad del
cerebro, excluyendo Unicamente la parte mas caudal del tronco del encéfaloy
los bulbos olfativos. Medidas similares a las tomadas en este estudio han sido

utilizadas en estudios previos (e.g. Healy & Guilford, 1990).

Figura 3.2 (pdgina 78) Vista lateral del cerebro de P. liolepis y detalle de los
bulbos olfativos. En la vista ventral del bulbo olfativo accesorio (AOB),
podemos distinguir por transparencia el ventriculo lateralizado. Cx, cértex;
MOB, bulbo olfativo principal; OB, bulbo olfativo; OT, techo dptico; ped,

pedunculo olfativo; Rh, rombencéfalo; SC, médula espinal.
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3.1.2 Estudio de la neurogénesis adulta en el telencéfalo de P. liolepis
Immunocitoquimica de BrdU y andlisis cuantitativo en dreas telencefdlicas

Para el marcaje de BrdU, los cerebros fueron deshidratados e incluidos
en parafina. A continuacién realizamos cortes transversales del telencéfalo de
un grosor de 7 um y los montamos en tres series sobre portaobjetos
gelatinizados. Las series fueron desparafinadas en xileno e hidratadas en
alcoholes de concentracidén decreciente hasta agua destilada. Procesamos los

portaobjetos para inmunocitoquimica de BrdU en grupos de 20 con muestras
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de los dos sexos y de todas las estaciones del ano de estudio. Cada grupo fue
tratado primero con H,0, para el bloqueo de la peroxidasa enddgena, y a
continuacién con HCI 2 N, para desnaturalizar el ADN, neutralizado posterior-
mente con tampdén borato 0,1 M pH 8,4. Los portaobjetos fueron
seguidamente incubados durante una hora en una soluciéon de bloqueo con
un 10% de suero normal de cabra (Sternberger, Baltimore, MD, USA), seguida
de una incubacién durante toda la noche con anticuerpo monoclonal de ratén
contra BrdU (Dako, Dinamarca). Al dia siguiente, los portaobjetos fueron
incubados en una solucién con anticuerpo biotinilado anti-ratén de cabra
(Vector, Burlingame, CA, USA), seguido por una incubacién en complejo ABC
(Vector). La actividad peroxidasa fue detectada utilizando 3-3'-
diaminobenzidina (DAB, Sigma). La DAB produce una reaccion oscura en los
nucleos de las células que incorporaron BrdU en el momento de la inyeccion y
en su progenie. Finalmente, los portaobjetos fueron lavados en agua
destilada, deshidratados y montados en Permount (Fisher, Fair Lawn, NY,

USA).

Llevamos a cabo recuentos de células positivas en BrdU (BrdU+) en el
hemisferio derecho del telencéfalo. Los ventriculos laterales en los reptiles se
extienden rostralmente hasta los bulbos olfativos principales, de modo que
iniciamos los recuentos en la primera hemiseccién del bulbo olfativo principal
en la que el ventriculo lateral era visible. Contamos todas las células BrdU+
cada 12 hemisecciones desde esta primera hemiseccion hasta el telencéfalo
caudal. Las hemisecciones en las que contamos células estaban por tanto

separadas 84 um, para evitar contar la misma célula BrdU+ en distintas
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secciones. En nuestros recuentos no incluimos las células endoteliales y la glia
asociada a vasos sanguineos que identificamos por su nucleo alargado y
semicircular, asi como por su proximidad a vasos sanguineos. Los recuentos se
realizaron directamente con un microscopio Leica DM LB en campo claro a
400 aumentos. Examinando la posicién y forma del ventriculo, fue posible
identificar y delimitar con seguridad las principales areas telencefalicas. Para
identificar los limites de las capas de células en estas areas utilizamos
microscopia de contraste de fases. Este método de recuentos de proliferacion

celular se ha utilizado en estudios similares (e.g. Lavenex et al., 2000b).

Doble immunofluorescencia de BrdU / doblecortina en los bulbos olfativos

En los bulbos olfativos, ademas de realizar recuentos de células BrdU+,
determinamos el fenotipo de algunas de estas células. Una de las series de
parafina fue procesada para un doble marcaje fluorescente de BrdU y
doblecortina. La doblecortina es una proteina asociada a microtubulos que
expresan las neuronas inmaduras (Gleeson et al., 1999; Brown et al., 2003).
Para el doble marcaje, las secciones de cerebro fueron primero
desparafinadas en xileno e hidratadas en una cadena de alcoholes de
concentracion decreciente hasta agua destilada. Las secciones fueron lavadas
en tampon fosfato 0,1 M seguido por un pretratamiento con tampén citrato
0,1 M a 90 °C. Tras enfriar a temperatura ambiente, tratamos con HCI 2 Ny, a
continuacién, neutralizamos con tampdn borato pH 8,4. A continuacién, los

portaobjetos fueron incubados en una solucién de bloqueo con un 0,1 % de
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albumina de suero bovino (Sigma) y un 5% de leche deshidratada desnatada
bovina (Sveltesse, Nestlé). Finalmente, las secciones fueron incubadas
durante la noche en una soluciéon con anticuerpo monoclonal anti-BrdU de
ratén (Dako) y anticuerpo policlonal anti-doblecortina de cabra (Santa Cruz
Labs, CA, USA). Al dia siguiente, los anticuerpos primarios fueron lavados y las
secciones fueron incubadas en anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-ratdn de cabra
y anticuerpo Alexa Fluor 555 anti-cabra de asno (Molecular Probes,
Invitrogen, Eugene, OR, USA). Tras varios lavados en tampdn fosfato 0,1 M, las
secciones fueron montadas con Fluorsave (Calbiochem, San Diego, CA, USA).
Para detectar doble marcaje BrdU/doblecortina, analizamos nuestras
muestras con un microscopio confocal Leica TCS/SP2 equipado con un
objetivo de inmersion 40x APO. Para excluir los falsos positivos por la
superposicion de marcas de distintas células, las células BrdU+ fueron

analizadas examinando toda su extensién en el eje Z.

3.1.3 Estudio de la morfologia de las gdnadas y de los niveles plasmaticos

de hormonas esteroides

El estudio de la morfologia de las génadas nos permitié verificar post
mortem el sexo de los individuos y su estado reproductivo. Las gdnadas
fueron extraidas tras la perfusién de los ejemplares sacrificados, postfijadas
en solucién fijadora durante 4 h, y posteriormente mantenidas en tampodn
fosfato 0,01 M. En los machos, tras eliminar el exceso de fijador, pesamos los

testiculos (£ 0,1 mg) con una balanza de precisién (Sartgrius 121S), y medimos
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sus diametros maximo y minimo (x 0,1mm) con un estereomicroscopio (Leica
MZ8) provisto de un micrometro ocular. En las hembras contamos los foliculos
vitelogénicos y cuerpos luteos en el ovario, y los huevos en la cavidad
abdominal. También medimos los niveles de testosterona, estradiol vy
corticosterona en el plasma sanguineo. Recolectamos muestras de sangre del
corazén de los ejemplares realizando una incisidn en la auricula derecha antes
de introducir la solucidn salina en el protocolo de perfusién. La sangre
contenida en la auricula derecha y el ventriculo fue recogida con
microcapilares heparinizados de 70 ul. Con este procedimiento conseguimos
muestras de 70 — 200 pl de sangre por animal. A continuacién sellamos los
microcapilares con cera y los centrifugamos a 1000 rpm durante 6 min en una
centrifuga para microhematocrito (GRICEL) para separar el plasma sanguineo
del hematocrito. Tras la centrifugacién, congelamos los microcapilares hasta
realizar el analisis de las hormonas. Evaluamos los niveles en plasma
sanguineo de testosterona y corticosterona en machos, y los niveles de
estradiol y testosterona en hembras mediante técnicas enzima-inmunoensayo
(ELISA; Tabla 3.3). Para determinar niveles de testosterona y estradiol en
plasma utilizamos el dbc Direct ELISA Testosterone Kit y el dbc Direct ELISA
Estradiol Kit (Diagnostics Biochem Canada Inc.). Para determinar niveles de
corticosterona utilizamos el /DS OCTEIA Corticosterone Kit (Immunodiagnostic
Systems Inc.). Este kit para la corticosterona en plasma se ha utilizado y se
utiliza en reptiles (e.g. Franklin et al., 2003; Isberg & Shilton, 2013; Finger et
al., 2015).
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Los tres kits utilizados se basan en el mismo principio: la competencia
entre antigenos marcados y no marcados por la unién a un nimero limitado
de anticuerpos adheridos a la placa multipocillo. En el kit para la testosterona,
el antigeno no marcado es la testosterona presente en las muestras, mientras
gue el antigeno marcado es una testosterona artificial conjugada a peroxidasa
de rabano (HRP). Ambas testosteronas se introducen y compiten en el pocillo:
cuanto mayor es la concentracién de moléculas de testosterona en la
muestra, mas anticuerpos anti-testosterona adheridos a la placa ocupan vy
menos anticuerpos libres quedan para la testosterona conjugada a HRP. Tras
varios lavados, la concentracién de testosterona conjugada a HRP unida a la
placa se revela afiadiendo trimetilbutilo, un substrato enzimatico
transparente que vira a azul en presencia de peroxidasa de rabano. La
densidad odptica de la disolucion, leida en un espectrofotometro de
microplaca, nos informa de la concentracién de testosterona en la muestra: a
mayor densidad déptica, mas testosterona conjugada a peroxidasa de rabano
se ha unido al pocillo, por tanto, menor es la concentracién de testosterona
en la muestra. La concentracion exacta de testosterona en la muestra se
obtiene en comparacién con una recta de calibrado que proporciona el kit.
Para validar el uso de los kits con plasma de P. liolepis establecimos un
paralelismo entre la recta de calibrado que proporcionan los kits y diluciones

seriadas de muestras de plasma de P. liolepis.
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Tabla 3.3 Sensibilidad y especificidad de los kits de hormonas.

KIT Sensibilidad Reactividad cruzada con
otros esteroides

dbc Direct ELISA 0,022 ng/ml de 5-a-DHT (5,2%)
Testosterone Kit testosterona otros esteroides (< 0,1%)
dbc Direct ELISA 10 pg/ml de Estriol (1,6%)
Estradiol Kit estradiol otros esteroides (< 0,1%)
IDS OCTEIA 0,55 ng/ml de 11-DHC (6,6%)
Corticosterone Kit corticosterona otros esteroides (< 0,9%)

3.2 Analisis estadisticos

3.2.1 Sexo y estacionalidad en el tamaio del cerebro y la proliferacion

celular en el telencéfalo

Examinamos simultdneamente la variacidén sexual y estacional en el
tamafio del cuerpo y del cerebro mediante analisis de varianza (ANOVA)
cruzados de dos factores, utilizando el sexo de los ejemplares y la época de
captura como factores fijos. Como medida representativa del tamafo corporal
utilizamos la longitud cabeza-cloaca; del tamafo del cerebro, la longitud y el
peso del cerebro. La relacién alométrica entre el tamafo del cerebro y del
cuerpo fue estudiada mediante regresiones no lineales por el método de ejes
mayores reducidos (EMR). En esta regresion, los datos se transformaron
previamente en logaritmos (Quinn & Keough, 2002). Como el tamaio del
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cerebro correlaciona con el tamafio corporal (véase resultados del Capitulo 4),
examinamos la variacién sexual y estacional en el tamano del cerebro relativa
al tamafio corporal mediante un andlisis de covarianza (ANCOVA) cruzado de
dos factores. En este ANCOVA utilizamos la longitud cabeza-cloaca de los
ejemplares como covariable. El tamano de los bulbos olfativos, expresado
como longitud de los bulbos, también correlaciona con el tamafio del cerebro
(véase resultados del Capitulo 4), por lo que examinamos la variacion sexual y
estacional en el tamafo de los bulbos relativa al tamafo del cerebro mediante
ANCOVA cruzados de dos factores. En este ANCOVA utilizamos la longitud del
cerebro sin los bulbos olfativos como covariable. Los ANCOVA eliminan los
efectos de la covariable mejor que otros métodos estadisticos (e.g. el analisis
de indices de tamafio) y proporcionan un test sensible de los datos ajustados
(Bishop & Wahlsten, 1999; Packard & Boardman, 1999; Green, 2001). En los
ANCOVA, transformamos las variables en logaritmos para asegurar la
homogeneidad de varianza en el rango de la covariable y minimizar el efecto

de posibles valores atipicos (Quinn & Keough, 2002).

Examinamos la variacidn sexual y estacional en la proliferacién celular
mediante ANOVA cruzados de dos factores, utilizando el sexo de los
ejemplares y la época de captura como factores fijos. En primer lugar
estudiamos la proliferacidén celular en el conjunto del telencéfalo en general,
realizando ANOVA con los recuentos totales de células BrdU+ y células
BrdU+/hemiseccién en el telencéfalo. A continuacién, estudiamos la
proliferacién celular en cada d4rea telencefdlica por separado mediante

ANOVA con los recuentos de células BrdU+ por hemiseccion. Aunque
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realizamos recuentos de células BrdU+ en todas las areas telencefalicas (12 en
total), para reducir el nUmero de pruebas estadisticas analizamos Unicamente
cinco dreas: el cortex medial y las cuatro areas quimiosensoriales (i.e. bulbos

olfativos principal y accesorio, cértex lateral y nucleo esférico).

En aquellos ANOVA y ANCOVA en los que hallamos resultados
significativos, realizamos comparaciones multiples ajustando por Bonferroni
para examinar las diferencias entre los grupos. Las regresiones en este estudio
fueron realizadas con el Legendre’s Model Il Regression Program
(proporcionado por P. Legendre y la Universidad de Montreal). Los demas

analisis estadisticos fueron realizados con el programa SPSS 19.0.

Los resultados de la estadistica de este apartado se muestran en los
Capitulos 4 y 5, dedicados al estudio del efecto del sexo y la estacionalidad en

los niveles de proliferacion celular en el telencéfalo de P. liolepis.

3.2.2 Sexo y estacionalidad en la tasa de migracion de las nuevas células

en el telencéfalo
Migracidn radial en el cortex medial

Examinamos la variacién sexual y estacional en la tasa de migracion de
nuevas células en el cértex medial de P. liolepis mediante un ANCOVA cruzado
de dos factores (sexo y época de captura). En este ANCOVA utilizamos la
cantidad de células BrdU+ por hemiseccidn en el parénquima del cortex

medial como variable y la cantidad de células BrdU+ por hemiseccién en la
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zona ventricular del cortex medial como covariable. El uso de esta covariable
nos permitid estudiar variaciones en la cantidad de células migradoras con

respecto a la cantidad de células generadas.

Migracidn tangencial a los bulbos olfativos

Examinamos la variacién sexual y estacional en la tasa de migracion de
nuevas células a los bulbos olfativos de P. liolepis mediante ANCOVA cruzados
de dos factores (sexo y estacionalidad). Estos ANCOVA se realizaron para la
cantidad de células BrdU+ en el MOB y AOB por separado. Para estudiar
variaciones en la cantidad de células migradoras con respecto a las generadas
en el RMS, utilizamos la cantidad de células BrdU+ por hemiseccion en los

epéndimos retrobulbar y ventromedial como covariable.

En los ANCOVA las variables se transformaron en logaritmos para
asegurar la homogeneidad de varianza en el rango de la covariable (Quinn &
Keough, 2002). Tras los ANCOVA examinamos las diferencias entre grupos con
comparaciones multiples ajustando por Bonferroni. La estadistica fue

realizada con SPSS 19.0.

Los resultados de la estadistica de este apartado se presentan en el
Capitulo 6, dedicado al estudio del efecto del sexo y la estacionalidad en la

tasa de migracidn de las nuevas células en areas telencefalicas de P. liolepis.
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4.1 Introduccion

Histéricamente, los reptiles han servido como modelos para el estudio
de dimorfismos sexuales debido a la considerable diversidad presente en este
grupo (Andersson, 1994). Las diferencias sexuales en coloracién (Cox et al.,
2005; Font et al., 2009), tamafio corporal (Fitch, 1981; Cox et al., 2003, 2007,
2008), longitud de cola y patas (Molina-Borja, 2003), dimensiones de la cabeza
(Darwin, 1871; Herrel, 1999) o abanicos gulares (Greenberg & Noble, 1944;
Johnson & Wade, 2010) son muy comunes en reptiles. La seleccion sexual es
la principal responsable de la aparicién de dimorfismos sexuales en reptiles,
principalmente a través de la competencia entre machos (Andersson, 1994) y,
en menor grado, a través de la eleccion de pareja (Tokarz, 1995; Olsson et al.,
2002), aunque también se ha discutido el papel de la seleccién natural en la

aparicion de estos dimorfismos (Perry, 1996; Herrel, 1999, 2001).

Aunque los dimorfismos sexuales en el cerebro se consideran un
fendmeno muy extendido en los vertebrados, la mayoria de estudios que
evidencian estos dimorfismos han sido llevados a cabo en aves y mamiferos.
Los primeros trabajos que muestran dimorfismos sexuales en el cerebro de
reptiles aparecieron en los afios 1970. Comparando el cerebro de machos y
hembras de varias especies de lagartos y serpientes, Platel hallé diferencias
sexuales en el peso del cerebro en la mayoria de las especies estudiadas
(Platel, 1975). Tras los hallazgos de Platel, la investigacién de dimorfismos
sexuales en el cerebro de reptiles se ha centrado en la busqueda de areas
cerebrales sexualmente dimdrficas, y no tanto en el estudio del tamafio global
del cerebro. Actualmente se han detectado areas sexualmente dimdrficas en
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todas las principales divisiones del cerebro de los reptiles. En concreto, se han
descrito dimorfismos sexuales en el cdrtex medial, septum lateral, amigdala,
nucleo esférico, area predptica e hipotalamo ventromedial, y ndcleos motores
de la médula espinal y el tronco del encéfalo (Stoll & Voorn, 1985; Crews et
al., 1990, 1993; Salom et al.,, 1994; Wade, 1998; O’Bryant & Wade, 1999,
2002a,b; Ruiz & Wade, 2002; Kabelik et al., 2006; Roth et al., 2006; Beck et al.,
2008, 2009b).

En algunos estudios con reptiles, los dimorfismos sexuales en el
cerebro se han relacionado con comportamientos sexualmente dimorficos
(Tabla 4.1). Por ejemplo, los machos de serpientes de la especie Agkistrodon
piscivorus tienen espacios domésticos mas grandes que las hembras, y el
cortex medial, drea cerebral implicada en la orientacion espacial en los
reptiles, también es mas grande en los machos que en las hembras (Roth et
al., 2006). El hipotalamo ventromedial (VMH), que controla la receptividad en
las hembras, es mas grande en lagartos hembras de la especie Cnemidophorus
inornatus que en los machos (Crews et al., 1990). El area predptica, implicada
en la expresion de comportamientos masculinos como la monta y la
intromisién de los hemipenes, es mayor en machos de lagartos de las especies
C. inornatus, Urosaurus ornatus y Anolis carolinensis (Crews et al., 1990;
Kabelik et al., 2006; Beck et al., 2008). Durante la estacién reproductiva, los
machos de A. carolinensis cortejan a las hembras extendiendo un abanico
gular rojo. Este abanico es mas grande en los machos que en las hembras, y
Unicamente los machos lo extienden durante el cortejo (Greenberg & Noble,

1944). Las motoneuronas que inervan los musculos que controlan el abanico
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gular, localizadas en el nicleo ambiguo y en el nucleo ventral motor del nervio
facial, son mas grandes en los machos que en las hembras (Font & Rome,
1990; Font, 1991; Wade, 1998). También en A. carolinensis las motoneuronas
de los segmentos espinales T17-S1, que en los machos inervan los musculos
qgue controlan los hemipenes, son mas numerosas y tienen somas mas

grandes en los machos que en las hembras (Ruiz & Wade, 2002).

4.2 Objetivos

En este capitulo estudiamos los dimorfismos sexuales en el tamafioy la
neurogénesis adulta en el cerebro de P. liolepis. P. liolepis depende de la
guimiorrecepcion para la deteccién de presas y depredadores y en las
interacciones sociales (Gémez et al., 1993; Van Damme & Castilla, 1996;
Cooper & Pérez-Mellado, 2002; Font & Desfilis, 2002; Lopez & Martin, 2002,
2005; Desfilis et al., 2003; Carazo et al., 2007, 2008, 2011), por lo que
prestamos especial atencidn a sus areas quimiosensoriales. Comparamos el
tamafio del cerebro y de los bulbos olfativos entre machos y hembras, e
investigamos las diferencias sexuales en la proliferacién celular en las areas
telencefdlicas, algunas de ellas quimiosensoriales. En los bulbos olfativos en
particular estudiamos el fenotipo de las nuevas células incorporadas en el
adulto. También discutimos como las diferencias sexuales en el tamafo y la
neurogénesis en el cerebro se relacionan con comportamientos sexualmente

dimorficos.
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Varios indicios nos llevan a hipotetizar que el cerebro de P. liolepis podria

presentar dimorfismos sexuales en tamafio y niveles de neurogénesis adulta:

a) el dimorfismo sexual (machos > hembras) en el tamafio de la cabeza en
relaciéon al tamano corporal descrito en varias especies del género

Podarcis (Brana, 1996).

b) la existencia de diferencias sexuales (machos > hembras) en el peso del
cerebro descritas en especies de lacértidos filogenéticamente préximos a

P. liolepis, como P. muralis (Platel, 1975)

c) la existencia de diferencias sexuales en la exploracidon quimiosensorial y la
respuesta a determinados olores en Podarcis hispanica (e.g. Gdmez et al.,
1993; Barbosa et al., 2006; Martin & Lépez, 2006), que podrian ir

asociadas a dimorfismos sexuales en las areas quimiosensoriales.

d) el sistema de apareamiento en P. liolepis es la poliginia, que consiste en
que los machos se aparean con varias hembras. Los machos dominantes
poseen territorios que engloban los espacios domésticos de varias
hembras, con las que se aparean (Gil et al., 1988; Perry & Garland, 2002;
Pianka & Vitt, 2003; Carazo, 2010). Como resultado, los machos exhiben
una mayor variabilidad en el éxito reproductivo que las hembras, por lo
que parece que los machos serian el sexo que estaria sometido a mayores
presiones de seleccidn sexual. Estas presiones de seleccion divergentes
entre los sexos favorecen la evolucién de dimorfismos sexuales, y en

P. liolepis algunos de estos dimorfismos podrian localizarse en el cerebro.
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Tabla 4.1 Dimorfismo sexual en el cerebro de los reptiles (1)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Dimorfismo

Comport. sexualmt dimérfico

Referencias

peso del cerebro

lagartos y serpientes

mas pesado en machos que
en hembras

diferencias sexuales en
reproduccién

Platel, 1975

cortex medial

serpientes
(Akgistrodon piscivorus)

mas grande en los machos
que en las hembras

espacios domésticos mas grandes

en los machos

Roth et al., 2006

septum lateral

lagartos
(Gekko gecko)

inervacién vasotocinérgica
mas densa en los machos

lagartos
(Podarcis hispanica)

m4ds neuronas inmunoreac-
tivas al neuropéptido Y en
hembras

diferencias sexuales en la
regulacién del comportamiento
reproductivo

Stoll & Voorn, 1985

Salom et al., 1994

amigdala

lagartos
(Urosaurus ornatus)

mas grande en los machos

lagartos
(Anolis carolinensis)

mas grande y con neuronas
mas grandes en 3 ;
mas neuronasen ¢

expresion de receptores de
andrégenos mas altaen @

diferencias sexuales en la
regulacién del comportamiento
reproductivo

Kabelik et al., 2006

O’Bryant & Wade, 2002b
Beck et al., 2008, 2009b

Rosen et al., 2002;
Kerver & Wade, 2014

nucleo esférico
(NS)

lagartos
(Gekko gecko)

inervacién vasotocinérgica
mas densa en los machos

diferencias sexuales en la regu-
lacién de la reproduccién

Stoll & Voorn, 1985

area preodptica,
NS, hipotalamo
ventromedial

serpientes
(Thamnophis sirtalis)

no dimorfismos sexuales en
el cerebro

diferencias sexuales en la
reproduccion

Crews et al., 1993
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Tabla 4.1 Dimorfismo sexual en el cerebro de los reptiles (11)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Dimorfismo

Comport. sexualmt dimérfico

Referencias

area predptica
(POA)

lagartos
(Podarcis hispanica)

mds neuronas inmunoreac-
tivas al neuropéptido Y en &

lagartos (Urosaurus ornatus,
Cnemidophorus inornatus,
Anolis carolinensis)

mds grande y con neuronas
mas grandes en los machos

expresion de comportamientos
sexuales masculinos como la
monta o la intromisién de los
hemipenes

Crews et al., 1990;
Wade & Crews, 1992;
Salom et al., 1994;
Kabelik et al., 2006;
Beck et al., 2008, 2009b

hipotdlamo
ventromedial
(VMH)

lagartos
(Cnemidophorus inornatus)

mas grande y con neuronas
mas grandes en las hembras

lagartos (U. ornatus)

no difieren sexualmente

lagartos (A. carolinensis)

mas grande en &, pero con
mds neuronas en ¢

expresion de comportamientos
sexuales femeninos como la
receptividad en las hembras

Crews et al., 1990
Wade & Crews, 1992

Kabelik et al., 2006

Beck et al., 2009b

POA, VMH

lagartos (A. carolinensis)

expresion de receptores de
estrégenos masen altaen @

expresion de receptores de
andrégenos mas en altaen &§

expresion de comportamientos
sexuales

Beck et al., 2009a;
Cohenetal., 2012

Kerver & Wade, 2013,
2014

sist. neuromuscu-
lar copulatorio

lagartos
(Anolis carolinensis)

mas y mas grandes
motoneuronas de segmtos
espinales T17-S1 en &

control de la musculatura de los
hemipenes

Ruiz & Wade, 2002;
Holmes & Wade, 2004a

sist. neuromuscu-
lar de cortejo

lagartos
(Anolis carolinensis)

motoneuronas de Amb Xy
XI mas grandes en &

control del abanico gular

Wade et al., 1998;
O’Bryant & Wade, 1999,
2002a
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4.3 Resultados

En ningun analisis estadistico (ANOVA o ANCOVA) hallamos una
interaccion significativa entre el sexo y la época de captura, lo que nos
permite presentar los resultados referidos al sexo y la estacién de forma
independiente. En este capitulo presentamos los resultados de los ANOVA y
ANCOVA referidos a diferencias sexuales en el tamano del cerebro y de los
bulbos olfativos, y en la proliferacién celular en el telencéfalo. Los resultados

referidos a la estacionalidad se presentan en el Capitulo 5.

4.3.1 Estudio morfométrico del cuerpo, el cerebro y el bulbo olfativo de

P. liolepis
Dimorfismo sexual en el tamafio corporal y del cerebro

Los machos eran por término medio mdas grandes que las hembras
(& 55,4 + 0,4 mm, rango 51-61 mm, @ 52,6 + 0,4 mm, rango 48-60 mm;
ANOVA sexo: F; 90=27,2, p < 0,001). Los machos tenian también cerebros mas
grandes que las hembras, tanto en longitud (&4 9,3 £ 0,4 cm; @ 8,0 + 0,3 cm;
ANOVA sexo F; g7=334,9, p < 0,001) como en peso (3 39,5 + 0,8 mg; ? 29,6,
+ 0,5 mg; ANOVA sexo: F; gg=177,4, p <0,001; Fig. 4.1).
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Figura 4.1 Dimorfismo sexual en el tamafio del cerebro en P. liolepis en

términos absolutos y corregido por la LCC.
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La regresién por ejes mayores reducidos (EMR) mostré que el tamafio
del cerebro aumenta con el tamafio corporal en P. liolepis (Fig. 4.2). El
ANCOVA reveld que los machos tienen cerebros mas grandes (mds largos y
pesados) que las hembras también en relaciéon al tamafio corporal (medias
relativas: & 9,1 + 0,4 cm, 37,6 £ 0,8 mg; ¢ 8,1 + 0,3 cm, 30,6 = 0,5 mg;
ANCOVA sexo (longitud): F;, g6 = 399,8, p < 0,001; ANCOVA sexo (peso): Fi, g7 =
155,8, p < 0,001; Fig. 4.2).
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Figura 4.2 A) Relacién entre el tamafio del cuerpo y del cerebro en P. liolepis.
Regresion por ejes mayores reducidos (ERM) entre el peso del cerebro y la
longitud cabeza-cloaca (medidas transformadas en logaritmos [log]). B)

Estadistica asociada a la regresion por ERM.
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B)
Pendientedela Coeficiente de Pearson (R) P
recta ERM
Machos 2,67 0,774 < 0,001
Hembras 2,44 0,639 <0,001
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Dimorfismo sexual en el tamafio de los bulbos olfativos

La longitud de los bulbos correlaciona con la longitud del resto del
cerebro (longitud MOB vs longitud del cerebro sin bulbos: R = 0,72, p < 0,001;
longitud AOB vs longitud del cerebro sin bulbos: R = 0,57, p < 0,001). Las
ANCOVA revelaron que, en relacién al resto del cerebro, los machos tienen
bulbos olfativos accesorios mas largos que las hembras (Fig7 = 21,8; p <

0,001), pero no bulbos olfativos principales mayores (F183= 0,3, ns; Fig. 4.3).

Figura 4.3 Dimorfismo sexual en el tamafio absoluto y relativo de los bulbos
olfativos en P. liolepis. Medias + SEM (error estandar de la media). Longitud
relativa de los bulbos calculada utilizando la longitud del cerebro sin los

bulbos como covariable.
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4.3.2 Estudio de la neurogénesis adulta en el telencéfalo de P. liolepis
Distribucion de las células BrdU+ en el telencéfalo

Tres semanas tras la administracion de BrdU, hallamos células BrdU+
en todas las principales subdivisiones del telencéfalo de P. liolepis: bulbos
olfativos principal y accesorio, pedunculo olfativo, nucleo olfativo anterior,
cortex, septum, cresta dorsal ventricular, estriado, y nucleo esférico. En los
bulbos olfativos principal y accesorio, la mayoria de las células BrdU+ se
localizaron en la capa granular, muy préximas al ventriculo (Figs. 4.4y 4.5). En
las demas areas, las células BrdU+ se encontraron principalmente en la zona
ventricular, aunque también hallamos algunas que habian migrado a capas
superiores como la capa plexiforme interna o el estrato de somas en las areas
corticales (Fig. 4.4). En conjunto, las células BrdU+ localizadas en la zona
ventricular representaban el 62-63% del total de células BrdU+ (Tabla 4.2).
Estas células se concentraban principalmente en la region retrobulbar (8%) y
en las areas cerebrales que rodean los sulci de los ventriculos laterales (i.e. el
cortex medial, el cértex lateral y el nucleo accumbens; 42%). Por otra parte
hallamos muy pocas células BrdU+ en el septum y el cortex dorsomedial (Figs.
4.4 y 4.6). También hallamos células BrdU+ en el hipotdlamo, aunque muy

escasas y s6lo en algunos animales.

103



Cap. 4 Dimorfismo sexual

Figura 4.4 (pagina 105) Distribucion de células BrdU+ en cuatro secciones
representativas del telencéfalo: A) bulbo olfativo principal; B) bulbo olfativo
accesorio; C) telencéfalo precomisural; D) telencéfalo postcomisural. La parte
izquierda de las imagenes son dibujos realizados a partir de cortes de 7 um
tefiidos con azul de toluidina; la parte derecha son dibujos lineales en los que
el marcaje con BrdU esta representado por puntos negros. El nimero de
puntos negros corresponde con la cantidad media de células BrdU+ contadas
en tres secciones de 7 um no consecutivas del ejemplar en que hallamos una

mayor tasa de proliferacion celular. Barras de escala: 200 um.

ADVR, cresta dorsal ventricular anterior; AOB, bulbo olfativo accesorio; Cb,
cerebelo; cl, estrato de somas; Cx, cortex; DC, cortex dorsal; DMC, cortex
dorsomedial; DT, talamo dorsal; gl, capa glomerular; gr, capa granular; hl,
capa hilar; Hyp, hipotalamo; ipl, capa plexiforme interna; LC, cortex lateral;
MC, cortex medial; mgl, capa marginal; ml, capa mitral; MOB, bulbo olfativo
principal; mrl, capa mural; NS, nucleo esférico; Oc, quiasma dptico; opl, capa
plexiforme externa; OT, techo éptico; ot, tracto dptico; ped, pedunculos
olfativos; Rh, rombencéfalo; SC, médula espinal; sl, sulcus lateralis; sm, sulcus
medialis; Sp, septum; Str, estriado; sv, sulcus ventralis; V, ventriculo; VT,

talamo ventral.
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Figura 4.5 Fotomicrografia que ilustra la presencia de cuatro células BrdU+
(tefiidas con DAB) en una seccion transversal de 7 um del bulbo olfativo

principal. ep, epéndimo; gr, capa granular; V, ventriculo.

gr e

20um .

EL ANOVA cruzado de dos factores reveld diferencias sexuales
significativas en la cantidad de células BrdU+ por hemiseccidn. Hallamos un
85% mas de células BrdU+ en el telencéfalo de los machos que en el de las
hembras en términos absolutos y un 64% mas de células BrdU+ por
hemiseccion (Tabla 4.2). También hallamos mas células BrdU+ totales y por
hemiseccion en los machos que en las hembras en todas las areas

telencéfalicas estudiadas (Tabla 4.3, Fig. 4.6).
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Tabla 4.2 Recuentos (media + SEM) de células BrdU+ en el conjunto del

telencéfalo de P. liolepis tres semanas tras la administracion de BrdU.

MACHOS HEMBRAS F1,84 P
Células BrdU+ (total) 502 + 39 271+ 25 30,5 <0,001
Zona ventricular (VZ) 317+27(63%) 169+ 15 (62 %)
Parénquima 186+ 19 (37 %) 103+ 14 (38 %)
Células BrdU+/hemisec. 8,8+0,7 54+0,5 19,1 <0,001
Hemisecciones contadas 58+1 50+1

Tabla 4.3 Recuentos (media + SEM) de células BrdU+ en areas telencefélicas

de P. liolepis tres semanas tras la administracién de BrdU.

Area Recuentos MACHOS HEMBRAS  Fiss37 p
MOB total 30+4 205

por hemisec. 2,7+0,4 1,9+0,5 11,0 <0,01
AOB total 54+5 31+4

por hemisec. 43+0,4 2,7%+0,3 11,5 <0,01
MC total 92+8 49+5

por hemisec. 4,1+0,4 2,6%+0,2 15,1 < 0,001
NS total 31+3 20+ 2

por hemisec. 56+0,6 4,0+0,4 8,8 <0,01
LC total 35+3 22+2

por hemisec. 2,3%0,2 1,7+0,1 12,5 <0,01
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Figura 4.6 Recuentos totales (media £ SEM) de células BrdU+ en dreas telencefdlicas de P. liolepis tres semanas

tras la inyeccion de BrdU.
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Fenotipo de las nuevas células en los bulbos olfativos

En los bulbos olfativos principal y accesorio estudiamos el fenotipo de las nuevas células con doble
inmunofluorescencia BrdU/doblecortina. La gran mayoria de células presentes en los bulbos olfativos que
presentaban inmunofluorescencia positiva para BrdU se encontraban en la capa granular, y mostraban

inmunofluorescencia positiva también para la doblecortina (Fig. 4.7).

Figura 4.7 Fotomicrografias de fluorescencia confocal que ilustran la colocalizacién de BrdU (verde) con

doblecortina (DCX, rojo) en células granulares del bulbo olfativo principal.
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4.3.3 Resumen de los principales resultados

1) Los machos de P. liolepis adultos tienen cerebros mas grandes en términos

absolutos y relativos que las hembras (Fig. 4.1).

2) Los bulbos olfativos de los machos de P. liolepis son mas grandes que los de
las hembras: el bulbo olfativo principal en términos absolutos y el bulbo
olfativo accesorio en términos absolutos y también en relacién al tamafio

del cerebro (Fig. 4.3).

3) Los machos de P. liolepis adultos producen mas células en el telencéfalo
qgue las hembras, controlando estadisticamente las diferencias en tamafio
corporal y del cerebro ligadas al sexo (Tabla 4.2). Esta diferencia en
proliferacion celular se observé también cuando estudiamos
determinadas areas telencefalicas por separado como el cortex medial o

las dreas quimiosensoriales (Fig. 4.6, Tabla 4.3).
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4.4 Discusion

4.4.1 Dimorfismo sexual en el tamano del cerebro

Los machos de las aves tienen mayores cerebros que las hembras en
términos absolutos; sin embargo, las hembras tienen mayores cerebros que
los machos en relacién al tamafio corporal (Garamszegi et al., 2005). Los
machos de los mamiferos tienen cerebros mas grandes que las hembras en
términos absolutos (Stephan et al., 1981), y en algunos casos, también en
relacién al tamafio corporal (e.g. los humanos; Ankney, 1992). Los machos de
P. liolepis tienen cerebros mas grandes que las hembras en términos
absolutos y también en relacidon al tamafio corporal. Con P. liolepis, la
evidencia de dimorfismo sexual en el cerebro de los reptiles aun se restringe a
una decena de especies (Platel, 1975), por lo que no es posible deducir una
tendencia general en el dimorfismo sexual en el tamafio del cerebro en los
lagartos. Sin embargo, los lagartos machos suelen tener cabezas mds grandes
que las hembras (Brafia, 1996; Olsson & Madsen, 1998) y el tamafio de la
cabeza correlaciona estrechamente con el tamafio del cerebro (Striedter,
2005). Es probable, por tanto, que la mayoria de los lagartos machos tengan,

como P. liolepis, cerebros mas grandes que las hembras.

Viendo que los lagartos machos tienen mayores cabezas y cerebros
qgque las hembras, podriamos pensar que el cerebro en los lagartos
simplemente ha seguido la evolucidn del tamafio de la cabeza. Asi, los machos
tendrian cerebros mas grandes que las hembras simplemente porque sus
cabezas son mads grandes. Sin embargo, el tejido nervioso es el tejido mas

costoso en términos de produccidon y mantenimiento de todo el organismo
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(Williams & Herrup, 1988; Foley et al., 1991; Aiello & Wheeler, 1995; Isler &
Van Schaik, 2006), e invertir en él sin una funcién determinada supondria un
coste demasiado elevado para permitir el crecimiento evolutivo de la cabeza.
Es mas probable que el mayor tamafio del cerebro de los machos de P. liolepis
se deba a que proporciona ventajas en contextos como la competencia

intraspecifica, interespecifica o por el alimento.

4.4.2 Dimorfismo sexual en la proliferacion celular en el telencéfalo

Tres semanas tras la administracion de BrdU, hallamos una gran
cantidad de células BrdU+ en el telencéfalo de P. liolepis. Utilizamos un
periodo de supervivencia de tres semanas tras la inyeccién de la BrdU para
permitir que la mayor parte de las nuevas células migraran desde la zona
ventricular hasta sus lugares de destino en los bulbos olfativos y el
parénquima cerebral, y se diferenciaran en neuronas (Lopez-Garcia et al.,
1990a,b; Pérez-Cafiellas & Garcia-Verdugo, 1996; Font et al., 2001). Sin
embargo, los recuentos de las células BrdU+ mostraron una distribucién muy
distinta: la gran mayoria de las células BrdU+ (mds del 60%) se hallaron en la
zona ventricular, principalmente en areas sulcales; alrededor de un 20% se
hallaron en el pedunculo y los bulbos olfativos, principalmente en la capa
granular; y el resto, repartidas en el parénquima de areas telencefalicas como
el cértex, ADVR, septum, nucleo accumbens o nucleo esférico. La
diferenciacidén neuronal suele ocurrir fuera de la zona ventricular, por lo que
es probable que la mayoria de las células BrdU+ en la zona ventricular fueran

células indiferenciadas que aun no habian migrado.

112



Cap. 4 Dimorfismo sexual

La distribucidn de células BrdU+ a lo largo del telencéfalo descrita en el
parrafo anterior fue similar en machos y hembras; sin embargo, hallamos
claras diferencias en la cantidad de células BrdU+ entre ambos sexos. En el
telencéfalo de los machos hallamos alrededor de 500 células BrdU+ por las
270 de las hembras (recuentos en el hemisferio cerebral derecho). Teniendo
en cuenta que contamos las células marcadas en una de cada 12
hemisecciones de telencéfalo, estimamos que tras una Unica inyeccion de
BrdU, los machos tenian alrededor de 6000 células marcadas en cada
hemisferio cerebral, y las hembras 3200. Estas estimaciones no pretenden ser
precisas y podrian estar sobreestimando la cantidad de células marcadas. Sin
embargo, nos proporcionan una idea del gran potencial neurogénico asi como
de las grandes diferencias entre sexos en proliferacion celular en el
telencéfalo de P. liolepis. Esta es la primera vez que se describe proliferacion
celular sexualmente dimodrfica en el cerebro de un reptil. Hasta el momento,
neurogénesis adulta sexualmente dimérfica se habia descrito en los nucleos
de control del canto de aves canoras (Rasika et al., 1994; Katz et al., 2008), en
el bulbo olfativo accesorio e hipocampo de roedores (Galea & McEwen, 1999;
Tanapat et al., 1999; Peretto et al., 2001; Nunez-Parra et al., 2011), y en el
hipotalamo y cerebelo de algunos peces teledsteos (Zikopoulos et al., 2001;

Ampatzis & Dermon, 2007).

4.4.3 Dimorfismo sexual en la proliferacion celular en el cértex medial

El cortex medial de P. liolepis destaca entre las demds areas cerebrales
no soélo por tener gran cantidad de células BrdU+ observadas, sino también
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por las grandes diferencias en la cantidad de células BrdU+ entre machos vy
hembras (Tabla 4.3). Se ha sugerido que el cértex medial de los reptiles
estaria implicado en el comportamiento y la memoria espacial (e.g. Day et al.,
2001; Rodriguez et al., 2002; Lépez et al., 2003). Hasta el momento,
diferencias sexuales en la proliferacion celular / neurogénesis adulta en areas
cerebrales que regulan el comportamiento espacial en los vertebrados
Unicamente se habian descrito en el hipocampo de algunos mamiferos. Por
ejemplo, los topillos hembra de la especie Microtus pennsylvanicus exhiben
tasas mas altas de proliferacion celular hipocampica y de supervivencia de las
nuevas neuronas que los machos, lo que se traduce en un mayor
reclutamiento de neuronas en el hipocampo (Galea & McEwen, 1999).
También las ratas hembra exhiben tasas mas altas de proliferacion celular
hipocampica que los machos; sin embargo, muchas de estas nuevas células
mueren, de modo que el reclutamiento de neuronas a largo plazo no difiere
entre los sexos (Tanapat et al., 1999). Diferencias sexuales en la proliferacion
celular hipocdmpica se han investigado también en ardillas y ratones, aunque
con resultados negativos en ambos casos (Lavenex et al., 2000b; Lagace et al.,
2007). Tampoco se han hallado diferencias sexuales en la proliferacion celular
en el hipocampo de aves que almacenan de alimento (Barnea & Nottebohm,

1994).

Los topillos hembra incorporan mas neuronas que los machos en el
hipocampo en la estacidon no reproductiva, y sélo en esta época, exhiben
mayores habilidades espaciales (Madison & McShea, 1987; Sheridan &
Tamarin, 1988; Galea et al., 1995, 1996; Galea & McEwen, 1999). También
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algunos estudios con ratas han descrito mayores habilidades espaciales en
hembras que en machos (e.g. Perrot-Sinal et al., 1996), como predecirian sus
hipocampos mas grandes y con mayor proliferacion celular (Madeira &
Liebermann, 1995; Tanapat et al., 1999; Nuiez et al., 2000). Los machos de las
serpientes de la especie Agkistrodon piscivorus tienen el cértex medial mas
grande que las hembras, lo que presumiblemente les permite orientarse
mejor en espacios domésticos mas grandes (Roth et al., 2006). En los lagartos
del género Podarcis, como en la mayoria de los lagartos, los machos tienen
espacios domésticos mas grandes que las hembras, lo que sugiere que
machos y hembras difieren en su comportamiento espacial (Gil et al., 1988;
Perry & Garland, 2002; Pianka & Vitt, 2003; Carazo, 2010). Las diferencias
sexuales en la proliferacion celular en el cértex medial de P. liolepis podrian

ser la base neural para las diferencias en el comportamiento espacial.

4.4.4 Dimorfismo sexual en el tamafio y la neurogénesis adulta en los

bulbos olfativos
Dimorfismo sexual en el tamafio de los bulbos olfativos

En este estudio mostramos que los bulbos olfativos principal vy
accesorio son mas grandes — mas largos — en los machos que en las hembras
de P. liolepis en términos absolutos. Este resultado representa la primera
demostraciéon de un dimorfismo sexual en los bulbos olfativos de un
vertebrado no mamifero, ya que hasta el momento habia sido descrito
Unicamente en los mamiferos: roedores (Segovia et al., 1984; Segovia &

Guillamén, 1993; Weruaga et al. 2001; Tai et al., 2004; Murias et al., 2007,
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Sudrez & Mpodozis, 2009), conejos (Segovia et al., 2006), hurones (Waters et
al., 2005), zariglellas (Mansfield et al., 2005) y algunos murciélagos (Frahm,
1981). En la mayoria de los mamiferos estudiados, como en P. liolepis, los
machos tienen bulbos olfativos mas grandes que las hembras. Corrigiendo por
el tamafio del cerebro, los machos de P. liolepis también tienen bulbos
olfativos accesorios mas grandes — mdas largos — que las hembras, pero no

mayores bulbos olfativos principales.

En términos absolutos, los bulbos olfativos principales son
sexualmente dimodrficos, mientras que en relacién al resto del cerebro, no lo
son. Encontrar este tipo de resultados, aparentemente contradictorios, es
muy comun en el estudio de la morfologia del cerebro cuando utilizamos
distintas medidas de referencia o covariables (Bishop & Wahlsten, 1999). Por
ejemplo, algunos simios, como los gorilas o los humanos, tienen bulbos
olfativos principales mds grandes que muchos prosimios e insectivoros en
términos absolutos; sin embargo, los prosimios y mds aun los insectivoros,
tienen bulbos olfativos principales mds grandes que cualquier simio en
relacion al resto del cerebro (Stephan et al., 1981; Striedter, 2005). ¢Qué
medida de los bulbos olfativos nos informa mejor de las capacidades
guimiosensoriales de estos mamiferos, el tamano absoluto o el relativo? A
pesar de tener bulbos olfativos mdas pequeiios en términos absolutos, muchos
insectivoros muestran una mayor dependencia de la quimiorrecepcion vy
mayores capacidades quimiosensoriales que los gorilas y los humanos, como
predeciria el mayor tamafio relativo de sus bulbos (Barton et al., 1995;

Striedter, 2005). Parece ser, por tanto, que el tamafio relativo de los bulbos
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olfativos reflejaria mejor la posesion de determinadas capacidades
guimiosensoriales o una mayor dependencia en estas capacidades que el

tamafio absoluto.

A diferencia del bulbo olfativo principal, el bulbo olfativo accesorio de
P. liolepis es sexualmente dimodrfico no sélo en términos absolutos, sino
también en relacién al resto del cerebro (mas grande en machos que hembras
en ambos casos). En algunos mamiferos, principalmente roedores, el sistema
vomeronasal se ha descrito como una red de estructuras sexualmente
dimoérficas que se inicia en el bulbo olfativo accesorio y termina en el
diencéfalo y tronco del encéfalo (revisado en Segovia & Guillamoén, 1993;
Simerly, 2002). Los datos disponibles en los lagartos siguen siendo escasos y
proceden de estudios con pocas especies, pero sugieren que el sistema
vomeronasal de los lagartos seria, al igual que en los mamiferos, sexualmente
dimorfico en su conjunto. La evidencia aportada por nuestro estudio se une a
las obtenidas previamente en otras areas del sistema vomeronasal de los
reptiles en las que también se ha observado dimorfismo sexual: el nucleo
esférico, la amigdala, el complejo area predptica — hipotdlamo anterior, y el
hipotalamo ventromedial (Stoll & Voorn, 1985; Crews et al., 1990, 1993;
Kabelik et al., 2006).

Dimorfismo sexual en la proliferacion celular / neurogénesis adulta en los

bulbos olfativos y otras dreas quimiosensoriales

Gran parte de las células BrdU+ en el telencéfalo de P. liolepis se

localizaron en areas quimiosensoriales como los bulbos olfativos principal y
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accesorio y sus respectivas eferencias, el cdrtex lateral y el nicleo esférico.
También hallamos muchas células BrdU+ en las areas cerebrales donde se
originan las neuronas destinadas a los bulbos olfativos como el epéndimo
ventromedial que rodea el sulcus ventralis / terminalis o la regidn retrobulbar,
lo que reafirma la creencia de que la neurogénesis adulta en los reptiles tiene
una gran importancia en las dreas quimiosensoriales (Font et al., 2001). En los
bulbos olfativos, la mayoria de las células BrdU+ fueron inmunoreactivas
también a la doblecortina, lo que sugiere que eran neuroblastos o neuronas
inmaduras. Las diferencias sexuales en la cantidad de células BrdU+ en los
bulbos olfativos, por tanto, reflejan diferencias sexuales en el nimero de
neuronas. Hasta el momento, Unicamente se habia descrito proliferacion
celular / neurogénesis adulta sexualmente dimoérfica en el bulbo olfativo
accesorio en ratas y ratones. En ambos grupos de roedores, los machos
incorporan mas neuronas que las hembras (Peretto et al., 2001; Nunez-Parra

etal., 2011).

Vomerolfaccion y dimorfismo sexual en el sistema vomeronasal

La quimiorrecepcién en muchos vertebrados es sexualmente
dimorfica. Por ejemplo, machos y hembras de algunos anfibios (e.g.
salamandras) y varios mamiferos (e.g. ratones, cerdos, humanos) difieren en
la sensibilidad, discriminacidn, identificacion o respuesta a olores de
conespecificos, y en el marcaje quimico y la investigacidn de las marcas
olorosas (Sever, 1989; Dorries et al., 1995; Heymann, 1998; Brand & Millot,
2001; Baum & Keverne, 2002; Smith & Gordon, 2002; Pefia et al., 2006;
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Pierman et al., 2006; Wesson et al., 2006; Doty & Cameron, 2009). En los
reptiles, tanto la exhibicion de comportamientos quimiosensoriales
relacionados con la vomerolfaccién (e.g. la exploracion con lengletazos
guimiosensoriales) como la respuesta a determinados olores es sexualmente
dimérfica. Por ejemplo, serpientes machos del género Thamnophis siguen los
rastros olorosos de hembras; las hembras, en cambio, no siguen rastros de
machos (Mason, 1992). En cuanto a los lagartos, los machos de la especie
Sceloporus occidentalis dirigen lenglietazos quimiosensoriales a olores de
otros machos; este mismo olor no genera respuesta en las hembras (Duvall,
1979). Sdélo los machos de Scincella lateralis se aproximan a olores de
hembras (Duvall et al., 1980). Sélo los machos de Eumeces laticeps (Cooper &
Vitt, 1984) y Eublepharis macularius (Steele & Cooper, 1997) identifican el
sexo a partir de marcas olorosas. Sdlo las hembras de Iberolacerta monticola
distinguen quimicamente entre morfos (Lépez et al., 2009). En la mayoria de
estos estudios, los machos muestran mayores tasas de exploracion
guimiosensorial o una mayor respuesta a determinados olores que las
hembras, lo que podria llevarnos a pensar que los lagartos machos tienen
mayores capacidades quimiosensoriales que las hembras. Sin embargo,
muchos de estos estudios utilizan olores que tedricamente deberian estimular
una mayor respuesta en los machos que en las hembras (por ejemplo, olores
de machos rivales), por lo que faltaria observar cémo responden las hembras

a olores mas importantes para su supervivencia y reproduccion.

P. liolepis utiliza la vomerolfaccidn para explorar el ambiente, detectar

presas y depredadores, y en las interacciones sociales (Gémez et al., 1993;
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Van Damme & Castilla, 1996; Cooper & Pérez-Mellado, 2002; Font & Desfilis,
2002; Desfilis et al., 2003; Carazo et al., 2007, 2008, 2011). Algunos caracteres
relacionados con la vomerolfaccién en el género Podarcis son sexualmente
dimérficos. Por ejemplo, los poros femorales de los machos del género
Podarcis, que segregan sustancias quimicas detectadas por el sistema
vomeronasal, son mas grandes y producen mads secrecién que los de las
hembras (Mason, 1992). Los machos del género Podarcis, pero no las
hembras, aumentan la frecuencia de pataleos en respuesta a olores de
lagartos (Gomez et al., 1993). Sélo los machos de Podarcis hispanica tipo | y Il
discriminan quimicamente entre conespecificos y heterospecificos simpatricos
(Barbosa et al., 2006), y distinguen distintos morfotipos de P. hispanica
(Martin & Lopez, 2006). También el comportamiento quimiosensorial durante
el cortejo difiere sexualmente en el género Podarcis: los machos inician el
cortejo realizando lenglietazos quimiosensoriales a la base de cola de las
hembras, y siguen el rastro de sus marcas olorosas; las hembras, en cambio,
no siguen los rastros de los machos (Font et al., 2012). La evidencia
acumulada sugiere que los machos de Podarcis tendrian mayores capacidades
guimiosensoriales que las hembras, o al menos una mayor dependencia en
estas capacidades, en relacidn al reconocimiento quimico de conespecificos a
través de la vomerolfaccion (Gémez et al., 1993; Barbosa et al., 2006; Martin
& Lépez, 2006; Font et al., 2012). En salamandras pletoddntidas, el
dimorfismo sexual en el érgano vomeronasal se ha asociado con diferencias
sexuales en la vomerolfacién (Dawley, 1992, 1998; Dawley & Crowder, 1995;
Woodley, 2007; véase Capitulo 1). De forma analoga, es posible que, en

P. liolepis, el dimorfismo sexual en el tamafio y la neurogénesis en el bulbo
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olfativo accesorio y en otras dareas cerebrales quimiosensoriales sea el
substrato neural que permita la exhibicion de una vomerolfaccion
sexualmente dimorfica. Los machos de P. liolepis dependerian en mayor
medida que las hembras de la estimulacion vomeronasal en las interacciones
sociales y en consecuencia tendrian bulbos olfativos accesorios mas grandes y
gue incorporan mas neuronas para poder satisfacer estas demandas

guimiosensoriales.
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5.1 Introduccion

En muchos lagartos y serpientes que habitan climas templados, la
temperatura y el fotoperiodo son los primeros estimulos ambientales que
desencadenan la actividad reproductiva estacional (Licht et al., 1969, 1971;
Duvall et al., 1982). En estos reptiles, el aumento de las temperaturas y las
horas de luz diarias en la primavera estimulan el crecimiento gonadal, la
secrecion de esteroides sexuales y el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios. Los esteroides sexuales promueven la exhibicién de una gran
variedad de comportamientos relacionados con la reproduccion como la
territorialidad, el cortejo o la cépula, actuando sobre determinados centros
neurales (Halpern et al., 1982; Moore & Lindzey, 1992; Whittier & Tokarz,
1992; Rhen & Crews, 2001; Tokarz et al., 2002; Latham & Wade, 2010; Wade,
2012). Algunas areas cerebrales como el septum, la amigdala, el area
predptica, el hipotdlamo y algunos sistemas neuromusculares varian durante
la estacidon reproductiva en respuesta a la estimulacion hormonal (Tabla 5.1;
Crews et al., 1993; Salom et al., 1994; O’Bryant & Wade, 1999, 2002b; Holmes
& Wade, 2004b; Kabelik et al, 2006; Beck et al., 2008, 2009b). Por ejemplo, en
los machos de lagartos de la especie Cnemidophorus inornatus, el complejo
area predptica — hipotalamo anterior crece durante la estacién reproductiva,
mientras que el hipotdlamo ventromedial disminuye de tamafo, lo que
estimula el comportamiento reproductivo en los machos (Wade & Crews,
1991). También cambia estacionalmente la morfologia de dreas que regulan el
cortejo y la cépula en los lagartos del género Anolis como el area predptica, la

amigdala y los sistemas neuromusculares que controlan el abanico gular y los
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hemipenes (O’Bryant & Wade, 1999, 2002b; Holmes & Wade, 2004b; Beck et
al. 2008; Wade, 2012).

Algunos estudios han descrito estacionalidad en la proliferacién celular
en la zona ventricular de algunos reptiles, concretamente en varias especies
de lacértidos (Podarcis hispanica, Psammodromus algirus, Gallotia galloti) y
en una serpiente (Thamnophis sirtalis). Tres estudios han simulado la
estacionalidad anual modificando el fotoperiodo y la temperatura en el
laboratorio (Ramirez et al., 1997; Pefafiel et al., 2001; Marchioro et al., 2012).
Segun estos estudios, los pardmetros ambientales que caracterizan al
invierno, como los fotoperiodos cortos y las bajas temperaturas, inhiben la
proliferacion celular en la zona ventricular y la migracion de las nuevas células
en los lagartos (Ramirez et al., 1997; Peiiafiel et al., 2001; Marchioro et al.,
2012). Sin embargo, falta por demostrar si estos mismos parametros afectan a
la neurogénesis en condiciones naturales. Otros dos estudios, llevados a cabo
en lagartos tizones de Tenerife (Gallotia galloti), han investigado la
neurogénesis adulta en la zona ventricular en animales capturados en
distintas estaciones del afio (Delgado-Gonzalez et al.,, 2008, 2011). Estos
estudios han sefialado dos maximos en la proliferacién celular a lo largo del
afio, aunque discrepan en qué estaciones del afio se producen (primavera y
verano en Delgado-Gonzdlez et al., 2008; primavera y otofio en Delgado-
Gonzalez et al., 2011). Por ultimo, un reciente estudio en serpientes de la
especie Thamnophis sirtalis ha revelado que en otofio aumenta Ia
proliferacién celular en la zona ventricular y se acelera la migracién de las

nuevas células a sus lugares de destino (Maine et al., 2014).
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Tabla 5.1 Estacionalidad en el cerebro de los reptiles (l)

Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Estacionalidad

Comport. estacional

Referencias

cerebro lagartos actividad aromatasa mas alta en reproduccién Rosen & Wade, 2001;

(Anolis carolinensis) el cerebro de los machos en la estacional Cohen & Wade, 2011

estacién reproductiva
areas lagartos proliferacion celular en z. reproduccién Delgado — Gonzalez
telencefdlicas (Gallotia galloti) ventricular mas alta en primavera  estacional; estacién et al., 2008, 2011
y verano; reclutamiento de reproductiva:
nuevas neuronas mas alto en primavera — verano
primavera y otofio

areas serpientes la prolif. celular en z. ventricular estacionalidad en la Maine et al., 2014

telencefilicas

(Thamnophis sirtalis)

aumenta y la migracién de
nuevas neuronas se acelera en
otofio

migraciony la
reproduccion

septum lateral

lagartos
(Podarcis hispanica)

m4as neuronas inmunoreactivas al
neuropéptido Y en verano en las
hembras

amigdala

lagartos
(Anolis carolinensis)

crecen somas de neuronas en
primavera; mas neuronas en
estacioén no reproductiva

lagartos
(Urosaurus ornatus)

crece en verano — otofio en los
machos

nucleo esférico

serpientes
(Thamnophis sirtalis)

ausencia de cambios estacionales

estacionalidad en la
regulacion del
comportamiento
reproductivo;
estacion
reproductiva:
primavera — verano

Salom et al., 1994

O’Bryant & Wade,
2002b; Beck et al.,
2008

Kabelik et al., 2006,
2008

Crews et al., 1993

septum, NS,
VHM

lagartos
(Urosaurus ornatus)

ausencia de cambios estacionales

reproduccion
estacional

Kabelik et al., 2006,
2008
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Areas cerebrales

Grupo zoolégico

Estacionalidad

Comport. estacional

Referencias

hipotalamo
ventromedial

serpientes
(Thamnophis sirtalis)

se atrofia durante la hibernacién
en las hembras

lagartos

(Cnemidophorus inornatus)

se atrofia en verano en los
machos

lagartos
(Anolis carolinensis)

crece en primavera en machos

expresion de
comportamientos
sexuales femeninos
como la receptividad
en la estacion
reproductiva
(primavera — verano)

Crews et al., 1993

Wade & Crews, 1991

Beck et al., 2008

area predptica

serpientes
(Thamnophis sirtalis)

se atrofia durante la hibernacién
en las hembras

lagartos

(Cnemidophorus inornatus)

crece en verano en los machos

lagartos
(Urosaurus ornatus)

crece en verano en ambos sexos

lagartos
(Anolis carolinensis)

mas grandes y con neuronas mas
grandes en primavera en los
machos

lagartos
(Podarcis hispanica)

m4as neuronas inmunoreactivas al
neuropéptido Y en verano en los
machos

expresion de
comportamientos
sexuales masculinos
comolamontaola
intromisién de los
hemipenes en la
estacion
reproductiva
(primavera — verano)

Crews et al., 1993

Wade & Crews, 1991

Kabelik et al., 2006

O’Bryant & Wade,
2002b; Beck et al.,
2008

Salom et al., 1994

sist. neuromuscu-
lar copulatorio

sist. neuromuscu-
lar de cortejo

lagartos
(Anolis carolinensis)

somas de motoneuronas de
segmentos espinales T17-S1
crecen en primavera

control de muscula-
tura de hemipenes

Holmes & Wade,
2004b

no hay cambios estacionales en
motoneuronas

control del abanico
gular

O’Bryant & Wade,
1999
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5.2 Objetivos

El principal objetivo de este capitulo es evaluar la existencia de
estacionalidad en el tamafio y la neurogénesis del cerebro en un lagarto, P.
liolepis, que habita en un clima mediterraneo. El clima mediterrdneo muestra
una variacion anual en temperaturas de inviernos suaves y veranos calidos. A
diferencia de estudios previos que han simulado la estacionalidad anual en el
laboratorio (e.g. Ramirez et al., 1997; Pefafiel et al., 2001; Marchioro et al.,
2012), este estudio proporciona un registro mas fidedigno de Ia
estacionalidad natural capturando los lagartos en distintas épocas del afio y
manteniéndolas en condiciones seminaturales (grandes terrarios con luz
natural y temperatura ambiental, con muchos refugios y estimulos sociales).
Como en el capitulo anterior, en este capitulo prestamos también especial
atencidén a la estacionalidad en las areas quimiosensoriales de P. liolepis, por

la gran importancia que tiene la quimiorrecepcién en estos animales.

5.3 Resultados

En esta tesis utilizamos ANOVA y ANCOVA cruzados de dos factores
para estudiar simultdaneamente la influencia del sexo y la época de captura en
el tamafio del cerebro y los bulbos olfativos, y en la proliferacién celular en el
telencéfalo. En este capitulo mostramos los resultados de los ANOVA y

ANCOVA referidos a la estacionalidad en estas mismas variables.
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Cap. 5 Estacionalidad

5.3.1 Estacionalidad en el tamafio del cerebro

El ANOVA no reveld diferencias estacionales en el tamafio corporal
(LCC) de P. liolepis (ANOVA estacion, Fs90 = 2,2, p > 0,05). En contraste, el
cerebro de P. liolepis varia estacionalmente en peso y longitud: es mas grande
en abril-mayo que en el resto del afo (Fig. 5.1, Tabla 5.2; comparaciones

multiples: abr-may > resto de estaciones, p < 0,01 en todos los casos).

Figura 5.1 Estacionalidad en el tamaino del cerebro en P. liolepis. Las barras
representan medias + SEM del peso absoluto del cerebro en cada época de
captura. Los puntos representan medias * SEM de la relacién Peso absoluto
del cerebro (mg) / LCC (mm). Barras negras y puntos blancos, machos; barras

gris claro y puntos gris oscuro, hembras.
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Tabla 5.2 Estacionalidad en el tamafo relativo del cerebro en P. liolepis,

referido como peso y longitud del cerebro (sin bulbos) corregidos por la LCC.

ANCOVA Maximo estacional
Peso relativo del cerebro Fas7=16,7; p < 0,001 abril-mayo
Longitud relativa del cerebro  r, .. = 6,0; p < 0,001 abril-mayo

5.3.2 Estacionalidad en el tamaio de los bulbos olfativos

En relacion al resto del cerebro, los bulbos olfativos principales son
mas grandes (mas largos) en animales capturados en agosto—septiembre y en
noviembre—diciembre que en animales capturados en junio—julio (F483 = 3,8; p
< 0,01; comparaciones multiples: ago-sep, nov-dic > jun-jul, p < 0,05 en ambos
casos). Los bulbos olfativos accesorios no varian estacionalmente (Fs87=1,0; p

>0,05).

5.3.3 Estacionalidad en la proliferacion celular en el telencéfalo

Los ANOVA revelaron una variacion estacional en la cantidad de células
BrdU+ por hemiseccidn en el conjunto del telencéfalo, mayor en noviembre—
diciembre y abril-mayo que en el resto del aifio (Tablas 5.3 y 5.4). También
hallamos diferencias estacionales en la cantidad de células BrdU+ por
hemiseccion en las cinco areas telencefdlicas en las que realizamos
estadistica. En estas areas observamos mas células BrdU+ en noviembre—
diciembre y en abril-mayo que en enero—febrero y agosto—septiembre (Tabla

5.4; Fig. 5.2).
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Tabla 5.3 Recuentos (media + SEM) de células BrdU+ en el conjunto del

telencéfalo a lo largo del afio.

Células BrdU+ AGO-SEP NOV-DIC ENE-FEB ABR-MAY JUN-JUL

Total 313+93 721+74 402+84 604+72 422+69

3

Por hemiseccion 5,6+1,7 125+15 69+15 110+1,2 7,2+1,2

Total 13019 363+62 170+26 390+42 291+67

g

Por hemiseccion 2,6+0,4 7,0+1,2 3,3+05 7,7+09 6,1+1,4

Tabla 5.4 Estacionalidad en la cantidad de células BrdU+ por hemiseccién en el
conjunto de telencéfalo y en areas telencefalicas de P. liolepis. Resultados de

ANOVA de dos factores referidos a la estacionalidad.

F p Comparaciones mtiltiples

Telenc. Fi3.=8,7 p<0,001 nov-dic, abr-may > jun-jul, ago-sep, ene-feb
MOB Fs85=56 p<0,001 nov-dic, abr-may, jun-jul > ago-sep, ene-feb
AOB  Fu35=11,0 p<0,001 nov-dic, abr-may > jun-jul, ago-sep, ene-feb
MC Fs87=7,1 p<0,001 nov-dic, abr-may, jun-jul > ago-sep, ene-feb
LC Fs87=55 p<0,01 nov-dic, abr-may > jun-jul, ago-sep, ene-feb

NS Fs87=5,0 p<0,05 nov-dic, abr-may > jun-jul, ago-sep, ene-feb
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Figura 5.2 Recuentos totales (media + SEM) a lo largo del aifo de células BrdU+ en distintas areas telencefalicas.

Barras negras, machos; barras grises, hembras.
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En el cortex medial y el AOB hallamos las mayores diferencias sexuales
y estacionales en proliferacion celular del telencéfalo (Tablas 4.3 y 5.4). Para
cuantificar el tamafio de estas diferencias, calculamos el estadistico d
estandarizado y el intervalo de confianza al 95% asociado. Segun Cohen
(1988) y Nakagawa & Cuthill (2007), las diferencias se consideran pequefias,
medianas y grandes con valores de d de 0,2, 0,5 y 0,8 respectivamente, y
significativas cuando el intervalo de confianza (95%) no incluye el valor 0. El
calculo del tamario del efecto mostrd que las diferencias en este estudio eran
significativas (el intervalo de confianza no incluia el valor 0; Tabla 5.5). Segun
los valores de referencia de Nakagawa y Cuthill (2007), las diferencias
sexuales eran medianas, mientras que las estacionales (entre primavera y

verano, los valores mas extremos) eran grandes (Tabla 5.5).

Tabla 5.5 Calculo del tamaio de las diferencias sexuales y estacionales en la
proliferacion celular en el cortex medial y el AOB. Media + desviacion tipica en
la cantidad de células BrdU+ por hemiseccion en machos, hembras,
capturados en abr-may y capturados en ago-sep. Estadistico estandarizado d e

intervalo de confianza 95% calculados segin Nakagawa y Cuthill (2007).

DIFERENCIAS SEXUALES DIFERENCIAS ESTACIONALES

3 Q d(1IC95%) abr-may ago-sep  d(IC95%)

AOB 44+29 28+24 06(02-1,0) 45+21 15+12 1,7(0,9-2,5)

mMc 41+25 25+17 0,7(03-1,1) 4,2+25 20+16 1,1(0,4-1,8)
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5.3.4 Estacionalidad en la morfologia de las génadas

La morfologia de las génadas de los animales sacrificados nos permitié
verificar post mortem su estado reproductivo. Los machos sacrificados desde
finales de febrero hasta mayo tenian testiculos grandes y turgentes, con una
aparencia opaca y lechosa indicativa de una espermiogénesis activa propia de
la época de apareamiento (Fig. 5.3; Arrayago & Bea, 1988). Los machos
sacrificados en otros meses tenian testiculos mas pequenos y translicidos. La
presencia de foliculos vitelogénicos y cuerpos luteos en el ovario, o huevos en
la cavidad abdominal, confirmé que las hembras sacrificadas desde finales de
abril hasta julio se encontraban reproductivamente activas coincidiendo con

la época de apareamiento, e inactivas el resto del afio (Fig. 5.4).

Figura 5.3 Estacionalidad en el tamafio de los testiculos en P. liolepis

B
o
1

w
o
1

N
o
1

Peso del testiculo derecho (mg)
)
_|

oL ]

AGO-SEP NOV-DIC ENE-FEB ABR-MAY JUN-JUL

135



Cap. 5 Estacionalidad

Figura 5.4 Estacionalidad en la condicidn ovarica de P. liolepis.
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5.3.5 Estacionalidad en los niveles plasmaticos de testosterona y

corticosterona

Los niveles plasmaticos de testosterona y corticosterona en los machos
mostraron variacion estacional (testosterona F;43 = 9,9, p < 0,001;
corticosterona Fs3, = 5,7, p < 0,01). Los niveles maximos de testosterona se
observaron desde finales de febrero hasta mayo, coincidiendo con la estaciéon
reproductiva, mientras que los de corticosterona se observaron en julio,
coincidiendo con el final de la estacion reproductiva (Fig. 5.5). Los niveles de
testosterona en las hembras no mostraron ninguna estacionalidad

significativa (testosterona F431= 1,8, p > 0,05; Fig. 5.5). Los niveles plasmaticos
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de estradiol obtenidos en las hembras de P. liolepis fueron muy distintos a los
descritos en otros lacértidos (e.g. Psammodromus algirus; Diaz et al., 1994).
Esto nos ha llevado a dudar sobre la especificidad del kit de deteccién de
estradiol, por lo que no incluimos en esta tesis los valores obtenidos en los

niveles de estradiol por considerarlos poco fiables.

5.3.6 Resumen de los principales resultados

1) El cerebro y los bulbos olfativos principales de P. liolepis varian
estacionalmente, alcanzando su mayor tamafio en primavera (estacion

reproductiva; Figs. 5.1y 5.5, Tabla 5.2).

2) Los niveles de proliferacidn celular en el telencéfalo de P. liolepis presentan
dos picos estacionales: uno en otofio y otro en primavera (Tabla 5.3). Esta
estacionalidad en la proliferacion celular se observa también cuando
estudiamos determinadas areas telencefalicas por separado como el

cortex medial y las dreas quimiosensoriales (Tabla 5.4, Figs. 5.2 y 5.5)

3) En primavera, los machos de P. liolepis tienen testiculos mds grandes y
niveles plasmaticos de testosterona mds elevados. El tamafio de los
testiculos y los niveles de testosterona disminuyen al final de la
primavera, al tiempo que aumentan los niveles plasmaticos de

corticosterona (Figs. 5.3y 5.5).
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Figura 5.5 Estacionalidad en el
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5.4 Discusion

5.4.1 Tamaio del cerebro, proliferacién celular y testosterona

Los lagartos capturados en primavera mostraron un desarrollo gonadal
y niveles de esteroides sexuales propios de la estaciéon reproductiva en
especies con un ciclo reproductivo estacional asociado (Moore & Lindzey,
1992; Whittier & Tokarz, 1992): los machos tenian grandes testiculos
espermiogénicos y altos niveles circulantes de testosterona; las hembras
tenian foliculos vitelogénicos y cuerpos luteos en los ovarios, y huevos en el
abdomen. Estos pardametros reproductivos, similares a los descritos en
primavera en condiciones naturales en esta misma especie y otras especies de
Podarcis de la costa mediterranea, confirmaron que los lagartos capturados
durante la primavera eran reproductivamente activas, descartando la
posibilidad de que la manipulacion y el mantenimiento en cautividad hubieran
alterado el ciclo reproductivo normal (Licht et al., 1969; Pérez-Mellado, 1982;
Ando et al., 1990, 1992; Castilla & Bauwens, 2000; Martin et al., 2007). El
estado reproductivo fue confirmado ademads por la observaciéon de su
comportamiento: sélo desde abril a junio se observaron comportamientos
sociales tipicos de la época reproductiva (e.g. cortejo y agresiones entre

machos) en la naturaleza y durante el mantenimiento en los terrarios.

En primavera, el cerebro de P. liolepis es mas grande en relaciéon al
tamaio corporal y los niveles de proliferacion celular en el telencéfalo en
conjunto y en las areas telencefalicas estudiadas aumentan con respecto al

invierno. En los bulbos olfativos, el incremento en la proliferacion celular
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refleja una mayor produccién y/o reclutamiento de neuronas. Hasta el
momento se ha descrito estacionalidad en la proliferacion celular de la zona
ventricular en lampreas (Vidal-Pizarro et al., 2004), peces eléctricos (Dunlap et
al., 2011), salamandras (Dawley et al., 2000, 2006), ranas (Minelli et al., 1982;
Bernocchi et al.,, 1990; Chetverutkin & Polenov, 1993), lagartos canarios
(Delgado et al., 2008, 2011), aves canoras (Kirn et al.,, 1994), aves que
almacenan alimento (Barnea & Nottebohm, 1994; Hoshooley et al., 2007) y
roedores (Huang et al., 1998; Galea & McEwen, 1999). Mas de la mitad de las
células que se generan en las areas telencefalicas de estos vertebrados se
diferencian en neuronas, por lo que la estacionalidad en la proliferacion
celular por regla general corresponden con una estacionallidad en Ia
produccion de neuronas (Tramontin & Brenowitz, 2000). Como en P. liolepis,
el tamafo del cerebro y la neurogénesis en estos vertebrados aumentan
durante o justo antes de la estacidn reproductiva, coincidiendo con un mayor
desarrollo gonadal y altos niveles circulantes de esteroides sexuales (e.g. Kirn
et al., 1994; Brenowitz et al., 1998; Galea & McEwen, 1999; Dunlap et al.,
2011).

5.4.2 Un patron neurogenético estacional con dos picos

La proliferacidn celular en el telencéfalo de P. liolepis mostrd un pico
en otono similar al registrado en primavera. Este patrén estacional de dos
picos se asemeja a las variaciones estacionales en tamafio del cerebro,
neurogénesis y comportamiento descritos en otras especies. Por ejemplo, el

patrén estacional de neurogénesis en el HVC de aves canoras tiene dos picos:
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un pico principal localizado a inicios de la primavera y dependiente de los
esteroides sexuales, y un pico secundario, localizado en otofio y cuya
regulacion se desconoce (Kirn et al., 1994). Ambos coinciden con periodos de
inestabilidad del canto en el que se incorporan nuevas silabas (Nottebohm et
al., 1986). También se han observado dos picos en el tamafio y la
neurogénesis del hipocampo de las aves que almacenan alimento. El
almacenamiento de alimento en muchos paridos se produce principalmente
en otofio. Este almacenamiento de alimento se produce asociado a un
aumento en el tamafio y la neurogénesis del hipocampo que distintos
estudios ubican en otofio o invierno (Barnea & Nottebohm, 1994; Smulders et
al., 1995; Hoshooley & Sherry, 2007; Hoshooley et al., 2007). Sin embargo,
algunos afos, la abundancia y disponibilidad de alimento permiten un
segundo periodo de almacenamiento en la primavera (Pravosudov, 2006). En
estos afios, el tamafio y la neurogénesis en el hipocampo aumentan de nuevo
en la primavera, llegando a alcanzar los niveles registrados en otofio
(Smulders et al., 1995; Hoshooley & Sherry, 2007; Hoshooley et al., 2007). Los
dos picos de proliferacién celular observados en P. liolepis podrian estar
relacionados con niveles mas altos de actividad (i.e. mas exploracion del
entorno y forrajeo) de los lagartos durante la estaciéon reproductiva y en

otoio (Desfilis, comunicacion personal).

Estudios recientes con lagartos tizones (Gallotia galloti) han descrito
también dos picos estacionales en la neurogénesis adulta (Delgado-Gonzalez
et al., 2008, 2011). En un primer estudio, en el que los lagartos recibieron una

inyeccién de BrdU y se sacrificaron al dia siguiente, hallaron mas células
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BrdU+ en la zona ventricular en primavera y verano que en invierno y otofo.
En este estudio muy pocas células BrdU+ se encontraron fuera de la zona
ventricular en el parénquima o los bulbos olfativos (Delgado-Gonzalez et al.,
2008). En un segundo estudio, en el que los lagartos fueron sacrificados un
mes después de la inyeccion de BrdU, aparecieron mas células BrdU+ en la
zona ventricular en primavera y otoiflo que en invierno y verano. En este
segundo estudio se encontraron también un gran nidmero de células BrdU+ en
el parénquima y los bulbos olfativos, que por mostrar marcaje para la
doblecortina, fueron identificadas como neuronas (Delgado-Gonzalez et al.,
2011). Aunque los autores manifiestan que los resultados obtenidos en estos
dos estudios son coherentes, el andlisis de los graficos presentados revela
claras discrepancias. Por ejemplo, la proliferacion celular en la zona
ventricular durante el otofo es practicamente inexistente en el primer estudio
(Delgado-Gonzalez et al., 2008); sin embargo, en el segundo estudio es muy
elevada (Delgado-Gonzélez et al., 2011). Una discrepancia similar pero en
sentido contrario ocurre con la proliferaciéon celular en verano, que es muy
elevada en el primer estudio y escasa en el segundo (Delgado-Gonzalez et al.,
2008, 2011). Diferencias estacionales en el nimero de divisiones sucesivas de
las células germinales o en la muerte celular de las células BrdU+ entre la
inyeccion de BrdU y el sacrificio de los animales podrian explicar las
discrepancias entre estos dos estudios, aunque la existencia de estos procesos
no se ha demostrado en reptiles (Font et al., 2001). Otros factores como la
escasa estacionalidad en el clima canario podria ser también la causa de las

discrepancias en estos dos estudios.
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En algunos animales, los picos en proliferacion celular en el cerebro
adulto responden a la regulacion de esteroides sexuales como la testosterona.
Por ejemplo, la testosterona estimula la proliferacidon celular en la amigdala
de los topillos machos hasta alcanzar sus maximos niveles en primavera
(Fowler et al., 2003). De forma similar, es posible que la testosterona estimule
la proliferacion celular en el telencéfalo de los machos de P. liolepis, y sea
responsable del pico primaveral en proliferacién celular. Sin embargo, el pico
otofial en proliferacién celular se produce cuando los machos de P. liolepis
son reproductivamente inactivos y los niveles de testosterona bajos. El pico
otofial en proliferacidon celular podria responder a la regulacién de otros
androgenos, como la dehidroepiandrosterona (DHEA). En P. sicula, una
especie proxima a P. liolepis, los niveles de DHEA aumentan en otoino (Ando et
al., 1990). Por otra parte, es posible también que los niveles de testosterona
no regulen la proliferacion celular en el telencéfalo de los lagartos y que los
altos niveles de testosterona y de proliferaciéon celular en primavera no estén
relacionados causalmente. En el giro dentado de los topillos, la testosterona
estimula la neurogénesis en la primavera; sin embargo, no influye en los
niveles de proliferacién celular, sino que estimula la supervivencia de las
nuevas neuronas (Ormerod & Galea, 2003). Futuros estudios deberan
esclarecer cudl es el papel que desempeiian los esteroides sexuales en la

regulacidn de la proliferacion celular y la neurogénesis en los lagartos.
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5.4.3 Proliferacion celular y corticosterona

A inicios del verano, aumentaron los niveles plasmaticos de
corticosterona en los machos de P. liolepis, coincidiendo con el final de la
estacion reproductiva. Tradicionalmente, la corticosterona se ha estudiado en
relacién al estrés crénico (Wingfield et al., 1997; Romero, 2004; Brummelte &
Galea, 2010; Schoenfeld & Gould, 2012). Sin embargo, en condiciones
naturales, la corticosterona responde también a factores ambientales (e.g.
cambios en la temperatura) y enddgenos (e.g. el ciclo reproductivo anual;
Dunlap & Wingfield, 1995; Guillette et al., 1995; Woodley & Moore, 2002). En
los lagartos, los niveles de corticosterona aumentan durante la estacion
reproductiva (Daugherty & Callard, 1972; Manzo et al., 1994; Wilson &
Wingfield, 1994; De Falco et al., 2004), durante la estacion post-reproductiva
(Bradshaw, 1986; Moore & Thompson, 1990; Tokarz et al., 1998; Phillips &
Klukowski, 2008), o no muestran estacionalidad (Dunlap & Wingfield, 1995).
Los altos niveles de corticosterona durante la primavera se producen en
respuesta al aumento de las interacciones agonisticas en esta estacién
(Manzo et al. 1994; De Falco et al., 2004). Por el contrario, el aumento de los
niveles de corticosterona a inicios del verano marca el final de la estacion
reproductiva principalmente en los machos (Bradshaw, 1986; Moore &
Thompson, 1990; Tokarz et al., 1998). La corticosterona reduce la agresividad,
promueve la regresion de los testiculos y es responsable de la disminucion de
los niveles plasmaticos de testosterona durante el verano (Tokarz, 1987;

DeNardo & Licht, 1993; Dunlap & Schall, 1995; Tokarz et al., 1998).
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La proliferacién celular en el telencéfalo de P. liolepis mostrd sus
valores mds bajos durante el invierno y el verano. Varias lineas de
investigacion han identificado la corticosterona como un inhibidor de la
neurogénesis (revisado en Schoenfeld & Gould, 2012). El aumento en los
niveles de corticosterona al final de la estacién reproductiva en P. liolepis, por
tanto, podria relacionarse con la caida en la neurogénesis adulta durante el
verano. Sin embargo, los niveles de proliferacién celular también descienden
en invierno, cuando los niveles de corticosterona son bajos. El descenso en los
niveles de proliferacion podria deberse a otras causas, como por ejemplo, el
descenso de las temperaturas en invierno, que en algunos lagartos reduce los
niveles de proliferacion celular (Penafiel et al., 2001). Aunque es posible
también que la corticosterona no inhiba la proliferacién celular en los
lagartos, y que la simultaneidad del pico estival de corticosterona y el
descenso en la proliferacidn celular en verano sea meramente accidental y no

causal.

5.4.4 Estacionalidad en areas quimiosensoriales y en la quimiorrecepcion

En algunos animales se ha observado que la quimiorrecepcién varia
estacionalmente, y a menudo, estos cambios estacionales ocurren asociados a
cambios estructurales en las areas quimiosensoriales. Por ejemplo, en los
peces de la especie Carassius carassius, la densidad de células criptales
situadas en la superficie del epitelio olfativo aumenta en verano, lo que
supuestamente contribuye a aumentar la sensibilidad a determinados

estimulos quimicos (Hamdani et al., 2008). En las salamandras pletoddntidas,
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la adicion de neuronas en el érgano vomeronasal aumenta al final de la
primavera (Dawley et al.,, 2000, 2006). Como consecuencia el drgano
vomeronasal crece, permitiendo una mayor exploracién quimiosensorial en
verano relacionada con un incremento en el forrajeo y la territorialidad
(Dawley & Crowder, 1995; Dawley et al., 2000, 2006). La quimiorrecepcién
también varia estacionalmente en los lagartos. Por ejemplo, la producciény la
composicion de las marcas olorosas en algunos lagartos varia con la estacién y
los niveles de esteroides sexuales (Mason et al., 1987; Alberts et al., 1992a,b).
Algunos lagartos ademas depositan mas marcas oloras durante la estacion
reproductiva que el resto del afio (Martins et al.,, 2006). También varia
estacionalmente en los lagartos la respuesta a determinados olores (Carazo et
al., 2007). Por otra parte, el tamafio del espacio doméstico y el nUmero de
interacciones agonisticas con conespecificos aumentan en la estacién
reproductiva, principalmente en los machos (Aragén et al., 2001). Dado que
los lagartos utilizan los estimulos quimicos para el reconocimiento de
conespecificos, la discriminacién de estatus social y sexual y en algunos casos
el reconocimiento individual, muy probablemente la dependencia en la
guimiorrecepciéon aumenta también en la estacion reproductiva (Burghardt,
1970; Mason, 1992; Halpern, 1992; Font, 1996; Pianka & Vitt, 2003; Carazo et
al. 2007, 2008, 2011; Wyatt, 2014). Para satisfacer esta mayor dependencia
en la quimiorrecepcién durante la estacién reproductiva, los lagartos, como P.
liolepis, podrian requerir de areas quimiosensoriales mas grandes y/o una

mayor adicidon de neuronas en estas areas.
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6.1 Introduccion

La mayoria de las neuronas que se generan en el cerebro adulto no se
incorporan en el mismo lugar de nacimiento, sino que migran a través del
parénquima hasta alcanzar su lugar de destino. Por ejemplo, muchas de las
neuronas que se incorporan al cerebelo en los peces eléctricos adultos se
originan en las capas moleculares del corpus y la vélvula, desde donde migran
a las capas granulares (Zupanc et al., 1996). Las neuronas que se incorporan al
telencéfalo en las aves adultas se originan en la zona ventricular, desde donde
migran al parénquima de distintas areas telencefdlicas (Goldman &
Nottebohm, 1983; Alvarez-Buylla et al., 1990). En el giro dentado del
hipocampo de los roedores, las neuronas nacen en la zona subgranular, desde
donde migran a la capa granular (Altman & Bayer, 1990; Kuhn et al., 1996).
Por ultimo, las neuronas que se incorporan a los bulbos olfativos de roedores
y primates nacen en la zona subventricular de los ventriculos laterales, y
migran tangencialmente a los bulbos olfativos formando largas cadenas que
constituyen el torrente migratorio rostral (rostral migratory stream, RMS;
Altman, 1969; Kaplan & Hinds, 1977; Corotto et al., 1993; Lois & Alvarez-
Buylla, 1994; Kornack & Rakic, 2001; Bédard & Parent, 2004). Como en la
neurogénesis embrionaria, las células gliales guian a menudo las nuevas
células durante su migracién en el cerebro adulto. Las nuevas células que
migran radialmente en peces y aves siguen el andamiaje que forman los tallos
de la glia radial, que aun perdura del desarrollo embrionario (Zupanc et al.,

1996; Alvarez-Buylla, 1990). En los mamiferos, la glia radial embrionaria
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desaparece y se transforma en astrocitos (Voigt, 1989; Chanas-Sacre et al.,
2000). Astrocitos radiales guian la migracidn radial de las nuevas células en el
giro dentado (Seri et al., 2004), mientras que en el RMS, los astrocitos se
agrupan formando gliotubos que envuelven las cadenas de nuevas células en

migracion tangencial hacia los bulbos olfativos (Lois et al., 1996).

En los lagartos adultos, las nuevas neuronas se originan principalmente
en la zona ventricular, desde donde migran a distintas areas telencefalicas. En
la mayoria de areas telencefilicas, las células migran radialmente cortas
distancias hasta su lugar de destino. Por ejemplo, en el cértex medial, las
nuevas células se generan en la zona ventricular, desde donde migran
radialmente a capas superiores siguiendo los tallos de la glia radial, como en
la neurogénesis embrionaria (Goffinet, 1983; Garcia-Verdugo et al., 1986;
Font et al., 2001). El cortex medial tiene una estructura trilaminar, formada
por una capa central densamente poblada de neuronas granulares (el estrato
de somas), rodeada por dos capas pobres en células (las capas plexiformes

interna y externa; Ulinski, 1990; Fig. 6.1).

En P. liolepis se ha estudiado con detalle la migracién radial de los
neuroblastos desde su origen en la zona ventricular a su destino en el estrato
de somas del cdrtex medial (Lopez-Garcia et al., 1990a). Un dia tras la
administracion de un marcador de proliferacién celular, no se encuentran
células marcadas fuera de la zona ventricular. Con tiempos de supervivencia
entre una y tres semanas, muchas células fusiformes marcadas,

supuestamente neuroblastos en migracidn, pueden encontrarse atravesando
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la capa plexiforme interna. A tiempos mas largos de supervivencia, las células
marcadas se diferencian en neuronas y se alejan progresivamente de la zona
ventricular (Ramirez-Castillejo et al., 2002). A partir de un mes tras la
inyeccién de BrdU, la mayoria de las células marcadas se encuentran en el
estrato de somas, integradas en los circuitos neuronales, donde son
morfolégicamente indistinguibles de las neuronas que les rodean (Lépez-

Garcia et al., 1990a,b; Font et al., 2001; Fig. 6.1).
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Figura 6.1 Fotomicrografia del cértex medial de un lagarto (Tarentola
mauritanica) marcado con anti-GFAP. Las flechas indican la direccién de
migracion de las células BrdU+ desde la zona ventricular (VZ) a través de la
capa plexiforme interna (ipl) al estrato de somas (es). V, ventriculo; epl, capa

plexiforme externa. Modificada a partir de Font et al., 2001.
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Las nuevas neuronas que se incorporan a los bulbos olfativos en los
lagartos no se producen in situ como en el cértex medial, sino que se generan
en la zona ventricular de la regidn retrobulbar del telencéfalo, desde donde
migran a los bulbos olfativos (Garcia-Verdugo et al., 1989, 2002). En la
lagartija colilarga (Psammodromus algirus) se ha estudiado con detalle esta
migracién tangencial (Pefafiel et al., 1996). Pocas horas tras la inyeccion de
un marcador de proliferacién celular, la mayoria de las células marcadas se
hallaron en la zona ventricular de la regién retrobulbar. Quince dias tras la
inyecciéon del marcador, seguia habiendo células marcadas en la regién
retrobulbar, pero también se hallaron muchas células marcadas en el
pedunculo olfativo, y algunas en los bulbos olfativos. Las células marcadas en
el pedunculo olfativo eran fusiformes y tenian el nucleo orientado paralelo a
la region ventricular. A los 33 dias, la mayoria de las células marcadas se
hallaron diferenciadas en neuronas granulares en los bulbos olfativos principal
y accesorio, lo que sugiere que en P. algirus se requiere al menos un mes para
que la mayoria de las células marcadas migren hasta alcanzar los bulbos

olfativos y se integren en circuitos neuronales (Pefiafiel et al., 1996).

En lagartos de la especie Tarentola mauritanica se ha observado que
poco tiempo tras la inyecciéon de un marcador de proliferacidon celular, una
gran cantidad de células marcadas se encuentran en la zona ventricular del
sulcus ventralis/terminalis de los ventriculos laterales (i.e. el epéndimo
ventromedial). Sin embargo, transcurrido un mes desde la inyeccién del
marcador, muy pocas células se observan en la zona ventricular del sulcus o

en la porcién del estriado que lo rodea, lo que sugiere que estas células
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mueren o migran largas distancias. Dado que no se ha descrito muerte celular
en el telencéfalo de los lagartos (Lopez-Garcia et al., 1990a; Font et al., 1995,
1997), es probable que muchas de las células que se generan en el sulcus
ventralis / terminalis migren también hasta los bulbos olfativos (Pérez-

Caiiellas & Garcia-Verdugo, 1996).

Se ha sugerido que la migracién de las neuronas en el telencéfalo
podria estar regulada por algunos factores como la temperatura ambiental,
gue en animales poiquilotermos como los lagartos influiria en la temperatura
corporal. Estudios previos que han manipulado la temperatura ambiental en
el laboratorio han senalado que las bajas temperaturas ralentizan e incluso
inhiben la migracion de las nuevas células a sus lugares de destino en los
lagartos. Por ejemplo, el mantenimiento de lagartos de la especie Podarcis
hispanica a 10 °C ralentizé la migracién de los neuroblastos en el cortex
medial (Ramirez et al., 1997). Las bajas temperaturas (10 °C) inhibieron la
migracion de los neuroblastos en varias areas telencefdlicas de los lagartos de
la especie Psammodromus algirus (Pefiafiel et al., 2001). También las bajas
temperaturas (16 °C) ralentizaron la migracién de los neuroblastos en la

corteza de lagartos de la especie Tropidurus hispidus (Marchioro et al., 2012).

6.2 Objetivos

En ausencia de muerte celular, la cantidad de células BrdU+ que
hallamos en una determinada area cerebral es el resultado de la produccion

de nuevas células en las zonas germinales y la migracidon de estas células hacia
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sus lugares de destino en este drea. Tres semanas tras la administracién de
BrdU, esperariamos encontrar mas células BrdU+ alejadas de la zona
ventricular en el sexo y los periodos del afio en los que la proliferacién celular
en las zonas germinales del telencéfalo es mas alta, ya que cuantas mas
células se produzcan, mas podran migrar. También esperariamos hallar mas
células BrdU+ fuera de la zona ventricular en el sexo y los periodos del afio en
los que se estimule la migracion de las nuevas células a sus lugares de destino,
ya sea porque las nuevas células inician antes su migracion, porque migran
mas deprisa a través del parénquima, o porque una mayor proporcion de
nuevas células se incorporen a circuitos alejados de la zona ventricular. El
objetivo principal de este capitulo es conocer si existe estacionalidad en la
tasa de migracion de las nuevas células generadas en la zona ventricular del
telencéfalo de P. liolepis. Esta tasa de migracidon se refiere a la cantidad de
nuevas células que migran a sus lugares de destino con respecto al total de
nuevas células generadas en la zona ventricular. En este capitulo analizamos
la tasa de migracion de las nuevas células en los dos sexos y en distintas

épocas de captura en dos regiones cerebrales:

1) el cortex medial, en el que estudiamos la tasa de migracidn radial de las

nuevas células desde la zona ventricular al parénquima.

2) el torrente migratorio rostral (RMS), en el que estudiamos la tasa de
migracion tangencial de las nuevas células desde la zona ventricular de la

region retrobulbar y el sulcus ventralis/terminalis a los bulbos olfativos.
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6.3 Resultados

6.3.1 Sexo y estacionalidad en la tasa de migracion radial de las nuevas

células en el cortex medial

Tres semanas tras la administracion de BrdU, hallamos muchas células
BrdU+ que habian migrado desde la zona ventricular a la capa plexiforme
interna y el estrato de somas en el parénquima del cortex medial de P. liolepis
(Fig. 6.2a). Estas células BrdU+ en el parénquima eran aproximadamente la
mitad de las generadas en junio-julio y agosto-septiembre, mientras que en
otras épocas de captura, como en enero-febrero, apenas alcanzaban el 12%
de las generadas (Fig. 6.2a). En abril-mayo y noviembre-diciembre
observamos mads células BrdU+ en el parénquima del cortex medial en
términos absolutos que en agosto-septiembre, pero éstas representaban una
proporcién mucho menor en relacion a las que se habian producido en la zona
ventricular (Figs. 6.2a y b). Para examinar la variacién sexual y estacional en la
tasa de migracion de nuevas células en el cértex medial utilizamos un
ANCOVA cruzado de dos factores (sexo y época de captura). En este ANCOVA
utilizamos la cantidad de células BrdU+ por hemiseccion en el parénquima del
cortex medial como variable y la cantidad de células BrdU+ por hemiseccién
en la zona ventricular del cértex medial como covariable. Este ANCOVA no
reveld diferencias entre sexos, pero si estacionalidad en la tasa de migracién
de nuevas células en el cértex medial: la cantidad de células BrdU+ migradas
al paréngquima en tres semanas con respecto al resto en el cértex medial es

mayor en agosto—septiembre y en junio—julio que el resto del afio (Tabla 6.1).
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Figura 6.2 A) Recuentos totales (media + SEM) a lo largo de un afio de células BrdU+ en la zona ventricular y el

parénquima del cértex medial. Medias calculadas agrupando machos y hembras. B) Diferencia en estos recuentos

(parénquima — VZ). es, estrato de somas; ipl, capa plexiforme interna; VZ, zona ventricular.
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Tabla 6.1 Variacién sexual y estacional en la cantidad de células BrdU+ por
hemiseccion en el parénquima del cortex medial. Resultados del ANCOVA con
la cantidad de células BrdU+ por hemiseccién en la zona ventricular como

covariable.

SEXO ESTACION

F p 3, Q F p Maximos

MC Fig6=130 ns 3=Q  Fug6=22,2 p<0,001 ago-sep, jun-jul

6.3.2 Sexo y estacionalidad en la tasa de migracion tangencial de las

nuevas células a los bulbos olfativos

Tres semanas tras la administracién de BrdU, hallamos muchas células
BrdU+ en las areas telencefalicas implicadas en el torrente migratorio rostral
(RMS): bulbos olfativos principal y accesorio, pedunculo olfativo, epéndimo
retrobulbar y epéndimo ventromedial (Fig. 6.3a). En enero—febrero, la
mayoria de las células BrdU+ se acumulaban en la zona ventricular de la
regién retrobulbar y en el epéndimo ventromedial, y eran escasas en el bulbo
olfativo principal, el drea cerebral mas alejada de estos epéndimos. En
cambio, en agosto—septiembre y en junio—julio, una gran cantidad de células
BrdU+ habian alcanzado ya el bulbo olfativo principal con respecto a la

generadas (Figs. 6.3y 6.4).

157



Células BrdU+

250

200 -

150 ~

100

50 1

Cap 6. Variacién en la migracion de las nuevas células

Figura 6.3 A) Recuentos totales (media + SEM) a lo largo de un afio de células BrdU+ por dreas en el RMS tres

semanas tras la inyecciéon de BrdU. Medias calculadas agrupando machos y hembras. B) Diferencia entre

recuentos. AOB, bulbo olfativo accesorio; MOB, bulbo olfativo principal; Retrob+EpVm, regiéon retrobulbar y

epéndimo ventromedial (epéndimo del sulcus ventralis /terminalis).
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Figura 6.4 Distribucion de células BrdU+ en el torrente migratorio rostral de P.

liolepis tres semanas tras la inyecciéon de BrdU. Cada punto en las rectas

representa la suma de células BrdU+ en tres cortes consecutivos en los que

contamos células marcadas. La flecha marca el sentido del desplazamiento de

las células BrdU+ a lo largo del torrente. Circulos grises, recuentos en el

ejemplar 655 (ene-feb); cuadrados negros, recuentos en el ejemplar 693 (jun-

jul). Ambos ejemplares son hembras, tienen cerebros de tamafio similar y el

células BrdU+

mismo numero de células BrdU+ en el torrente (111).
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Los ANCOVA mostraron que la tasa de migracidon de nuevas células a
los bulbos olfativos varia estacionalmente: la cantidad de células BrdU+ que
alcanza los bulbos olfativos en tres semanas con respecto al total de células
BrdU+ generadas en el RMS es mayor en agosto—septiembre y en junio—julio
que el resto del afio (Tabla 6.2). Los ANCOVA no hallaron diferencias sexuales
en la cantidad de células BrdU+ que migran a los bulbos olfativos con respecto

al total de células BrdU+ generadas en el RMS (Tabla 6.2).

Tabla 6.2 Variacidn sexual y estacional en la cantidad de células BrdU+ en los
bulbos olfativos de P. liolepis tres semanas tras la inyeccién de BrdU.
Resultados del ANCOVA utilizando los recuentos de células BrdU+ en el resto

del RMS como covariable.

SEXO ESTACION
F p 4,9 F p Maximos
MOB Fi181=0,01 ns J$=Q Fue1=10,6 p<0,001 ago-sep,jun-jul

AOB F11=0,01 ns =9 Fis=43 p<0,01 jun-jul

6.3.3 Resumen de los principales resultados

1) La cantidad de nuevas células que migran con respecto a las generadas en
la zona ventricular no difiere entre los sexos en el cortex medial y el RMS

(Tablas 6.1y 6.2).
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2)Tres semanas tras la administracion de BrdU, la cantidad de nuevas células
que ha migrado al parénquima del cértex medial o a los bulbos olfativos
desde la zona ventricular con respecto a las generadas es mayor en

verano que el resto del afio (Figs. 6.2, 6.3y 6.4; Tabla 6.2).

6.4 Discusion
6.4.1 Sexo y estacionalidad en la tasa de migracion de las nuevas células

No hallamos diferencias sexuales en la tasa de migracion de nuevas
células en el cértex medial y a los bulbos olfativos; sin embargo, si hallamos
una clara estacionalidad. En el cértex medial, tres semanas tras la
administracion de BrdU, mas células BrdU+ alcanzaron la capa plexiforme
interna y el estrato de somas con respecto a las generadas en la zona
ventricular en junio—julio y agosto—septiembre que el resto del afio (Tabla
6.1). En el RMS, tres semanas fueron suficientes para que gran cantidad de
células BrdU+, generadas en la zona ventricular de la regién retrobulbar y del
sulcus ventralis / terminalis, alcanzaran los bulbos olfativos principal y
accesorio. El bulbo olfativo principal es el drea mas alejada de las zonas
germinales, y es donde mejor se observa la estacionalidad en la tasa de
migracién tangencial de nuevas células. La cantidad de células BrdU+ que
alcanzan el bulbo olfativo principal con respecto al resto de células generadas
en el RMS es mayor en agosto—septiembre y junio—julio que el resto del afo

(Tabla 6.2).
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Que en el cortex medial y el RMS una mayor cantidad de células BrdU+
se hayan encontrado fuera de la zona ventricular en estas épocas podria
sugerir que la migracidon de las nuevas células a sus lugares de destino se
acelera durante el verano. Las nuevas células alcanzarian mds rapidamente su
lugar de destino por mecanismos que de momento desconocemos.
Recientemente se ha descrito estacionalidad en la migracién de nuevas
células hacia los bulbos olfativos en el lagarto tizdn (Gallotia galloti, Delgado-
Gonzdlez et al., 2011). Para estudiar la estacionalidad en la migracion,
Delgado-Gonzalez y colaboradores compararon la cantidad de células BrdU+
en el parénquima de los bulbos olfativos y el nucleo olfativo anterior un mes
tras la inyeccién de BrdU. Encontraron menos células BrdU+ en el parénquima
de los bulbos olfativos en verano que el resto del afio, por lo que dedujeron
qgue la migracién a los bulbos olfativos se ralentizaba durante el verano
(Delgado-Gonzédlez et al.,, 2011). La discrepancia entre los resultados
obtenidos en G. galloti y P. liolepis quizas radica en que el estudio con G.
galloti no tiene en cuenta la estacionalidad en la proliferacion celular en el
telencéfalo para estudiar la variaciéon estacional en la migracién a los bulbos
olfativos. La proliferacién celular en la regién retrobulbar en G. galloti es
menor en verano que el resto del afo (Delgado-Gonzalez et al., 2011), por lo
gue una menor cantidad de células BrdU+ podran migrar a los bulbos
olfativos. Si bien es cierto que una menor cantidad de células BrdU+
alcanzaron los bulbos olfativos en verano, éstas representaban una
proporcién considerable de las que se habian generado en la regién

retrobulbar. De hecho, la cantidad de células que habian alcanzado el bulbo
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olfativo con respecto a las producidas en la region retrobulbar era mayor en
verano que el resto del afio, un resultado que coincide con el obtenido en este
estudio con P. liolepis. Es posible, por tanto, que la migraciéon a los bulbos
olfativos en G. galloti se acelere durante el verano al igual que ocurre en P.

liolepis.

6.4.2 Temperatura ambiental y la tasa de migracidn de las nuevas células

Que las células BrdU+ alcancen antes su lugar de destino en verano
gue en invierno podria sugerir que la temperatura ambiental afecta a la
migracion de las nuevas células en el telencéfalo de P. liolepis, como han
sugerido los resultados de estudios experimentales en el laboratorio. El
mantenimiento a bajas temperaturas en el laboratorio ralentiza e incluso
inhibe la migracién de los neuroblastos en el cértex medial y en el RMS de
algunos lagartos (Ramirez et al., 1997; Peinafiel et al., 2001; Marchioro et al.,
2012). De forma andloga, es posible que el descenso invernal de las
temperaturas ralentice la migracién de las nuevas células en el telencéfalo de
P. liolepis, de manera que tres semanas tras la inyeccién de BrdU, la mayoria
de estas células seguirian aun en la zona ventricular en invierno. El aumento
estival de las temperaturas, en cambio, aceleraria la migracién de las nuevas
células, y tres semanas tras la administracion de BrdU, muchas de ellas
habrian alcanzado ya su lugar de destino. La principal objeccién a esta
hipdtesis es que desconocemos cdmo la temperatura ambiental afecta a la

temperatura del cerebro en P. liolepis.
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A través de los Capitulos 4, 5 y 6 de esta tesis hemos mostrado como
un mismo factor (e.g. la estacionalidad) produce distintos efectos sobre las
distintas fases del proceso de neurogénesis adulta en P. liolepis (e.g. los
niveles de proliferacién aumentan en primavera y otofio, mientras que la tasa
de migracién aumenta en verano). Estos resultados ponen de manifiesto la
complejidad de la regulacién de la neurogénesis adulta en los reptiles, y la
importancia de estudiar la regulacion de todas las fases de la neurogénesis
adulta (proliferacién, migracion, diferenciacién y supervivencia de las nuevas
células) para conocer como un factor actua sobre los niveles de neurogénesis

adulta (Kempermann, 2011).
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7.1 Discusion general

Uno de los pilares en los que se apoya la creencia de que la
neurogénesis adulta es mucho mas que un remanente afuncional de la
neurogénesis embrionaria, es que la neurogénesis adulta es regulada por
muchos factores (Kempermann et al.,, 2011). Estos factores se han
identificado principalmente a partir de la investigacidon con aves y mamiferos,
y generalmente en condiciones de laboratorio, mientras que los estudios con
otros vertebrados son mucho mas escasos, especialmente en condiciones
naturales. Esta tesis nos ha permitido identificar dos factores que regulan la
neurogénesis adulta en un reptil en condiciones semi-naturales: el sexo y la
estacionalidad. Estos factores regulan también el tamafio del cerebro y el
tamarfio de los bulbos olfativos. Su regulacion por varios factores sugiere que
la neurogénesis adulta en los reptiles podria tener un valor adaptativo. Este
valor adaptivo podria estar relacionado con la capacidad de regeneracién en
caso de lesion (Font et al., 1991). Sin embargo, y como sugieren los resultados
obtenidos en varios grupos de vertebrados, es posible también que la
neurogénesis en los reptiles, ademas de permitir la regeneracidn del cerebro,
contribuya a la adaptacion al medio (Kempermann, 2002, 2006; Petreanu &

Alvarez-Buylla, 2002; Lledo & Gheusi, 2003; Lemasson et al., 2005).

El cerebro, los bulbos olfativos y la neurogénesis adulta en P. liolepis
son sexualmente dimérficos. Los machos adultos tienen cerebros y bulbos
olfativos accesorios mas grandes que las hembras, y areas telencefdlicas como

el cdrtex medial y las areas quimiosensoriales producen mas células en los
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machos que en las hembras. En el hipocampo de los roedores, el aprendizaje y
la memoria espacial mejoran cuando el hipocampo crece e incorpora mas
neuronas, lo que sugiere que el crecimiento y la neurogénesis adulta
contribuyen positivamente a las habilidades espaciales (Ehninger &
Kempermann, 2007). También un mayor reclutamiento de nuevas neuronas
en el bulbo olfativo se asocia a una mejora en la memoria olfativa (Rochefort
et al., 2002). De forma similar, los machos de P. liolepis con areas espaciales y
guimiosensoriales mas grandes y que incorporan mas neuronas deberian
mostrar mayores habilidades espaciales y quimiosensoriales, o una mayor
dependencia del comportamiento espacial o quimiosensorial que las
hembras. Aunque son escasos, algunos estudios han descrito diferencias
sexuales que favorecen a los machos del género Podarcis en el
comportamiento espacial (e.g. espacios domésticos mas grandes; Gil et al.,
1988) y quimiosensorial (e.g. Barbosa et al., 2006), y que apoyarian la
hipdtesis de que un cerebro mas grande y que incorpora mas neuronas en los
machos de P. liolepis se podria corresponder con mayores habilidades

espaciales o quimiosensoriales.

El cerebro, los bulbos olfativos y la neurogénesis adulta en P. liolepis
varian estacionalmente. El cerebro y los bulbos olfativos principales son mas
grandes en primavera, y el telencéfalo produce mas células en primavera y
otofio que en verano e invierno. Por regla general, las areas cerebrales crecen
e incorporan mas neuronas en la estacién del afio en que los animales
dependen en mayor medida del comportamiento o las modalidades

sensoriales que estas areas controlan. Esta estacidon suele ser la estacién
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reproductiva (véase ejemplos en las Tablas 2.3 y 2.5). El cerebro de P. liolepis
es mas grande y produce mas células en primavera, coincidiendo con la
activacion de la reproduccidn. En esta estacién, P. liolepis depende mas de la
guimiorrecepcidon y sus habilidades espaciales para la busqueda y el
reconocimiento de conespecificos, la discriminacién del estatus social vy
sexual, e incluso para el reconocimiento individual (Font & Desfilis, 2002;
Lépez & Martin, 2002, 2005; Carazo et al., 2007, 2008, 2011). En los roedores
se ha sugerido que la neurogénesis adulta es necesaria para modelar el
procesamiento de informacion sensorial en el bulbo olfativo (Gheusi et al.,
2000; Cecchi et al., 2001; Lemasson et al., 2005). Las nuevas neuronas
granulares participarian en la codificacién de la informacion olfativa afinando
la capacidad de discriminar y reconocer olores (refinement of odor-molecule
tuning; Gheusi et al., 2000; Enwere et al., 2004; Belnoue et al., 2011). Si la
incorporaciéon de nuevas neuronas favorece la capacidad de reconocer vy
discriminar olores en P. liolepis, deberian observarse mayores niveles de
neurogénesis en la estacién reproductiva, cuando mads esencial es la

discriminacién y el reconocimiento de olores de conespecificos.

La proliferacién celular en el telencéfalo de P. liolepis alcanza en otofio
valores similares a los observados en primavera. Este pico en proliferacion
celular no puede relacionarse con la reproduccién, ya que P. liolepis se
encuentra reproductivamente inactiva, como indica la presencia de testiculos
no espermiogénicos y bajos niveles de testosterona en los machos, y la
ausencia de foliculos vitelogénicos en las hembras (Pérez-Mellado, 1982;

Ando et al., 1990, 1992; Moore & Lindzey, 1992; Whittier & Tokarz, 1992). En
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algunos vertebrados se ha descrito crecimiento del cerebro y altos niveles de
neurogénesis asociados a comportamientos no reproductivos, por ejemplo,
en algunas aves se asocian al almacenamiento de alimento en otofio (Barnea
& Nottebohm, 1994; Smulders et al.,, 1995). P. liolepis depende de la
guimiorrecepcion también en otofio para explorar el ambiente, y detectar
presas y depredadores (Gomez et al., 1993; Van Damme & Castilla, 1996;
Desfilis et al., 2003). El aumento en la proliferacidon celular en las areas
guimiosensoriales de P. liolepis en el otofio podria estar asociado a una mayor
actividad quimiosensorial relacionada con una mayor exploracion del entorno

o forrajeo en esta estacion (Desfilis, comunicacion personal).

Los niveles de testosterona y corticosterona varian estacionalmente en
los machos de P. liolepis. Los niveles de testosterona aumentan al inicio de la
primavera, y los de corticosterona al inicio del verano. El aumento de los
niveles de testosterona al inicio de la primavera coincide temporalmente con
un cerebro mas grande y el aumento en los niveles de proliferacién celular en
el telencéfalo de P. liolepis, mientras que el aumento en los niveles de
corticosterona coincide temporalmente con la caida en los niveles de
proliferacion celular al inicio del verano. Esto podria sugerir que la
testosterona estimula la proliferacién celular en el telencéfalo de P. liolepis al
inicio de la primavera, mientras que la corticosterona la inhibe al inicio del
verano. Sin embargo, los niveles de proliferacidn vuelven a aumentar en
otofio y caen posteriormente en invierno, mientras que los niveles de
testosterona y corticosterona se mantienen bajos, lo que sugiere que el pico

de proliferacion celular en otofio y su posterior caida en invierno se producen
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independientemente de la regulacién de estas hormonas. Futuros estudios en
los que se manipulen experimentalmente los niveles de testosterona vy
corticosterona en P. liolepis (por ejemplo, mediante implantes con estas
hormonas) son necesarios para aclarar si la neurogénesis adulta responde o
no a la regulacién hormonal en P. liolepis. Si se confirma que estas hormonas
regulan los niveles de neurogénesis adulta en P. liolepis, el siguiente paso sera
investigar qué otros factores estimulan la neurogénesis en otofio cuando los

niveles de estas hormonas son bajos.

Nuevas lineas de investigacion

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis se abren nuevas vias
para la investigacion en la neurogénesis adulta en los lagartos y, en general,
en los reptiles. Hemos sugerido que las diferencias sexuales y estacionales en
los niveles de proliferacién celular en dreas espaciales y quimiosensoriales en
P. liolepis podrian estar asociadas a diferencias en las habilidades espaciales y
guimiosensoriales. Esta afirmacién se basa en dos tipos de estudios realizados
principalmente en el hipocampo y el bulbo olfativo de aves y mamiferos: 1)
estudios comparativos, en los que se comparan las habilidades espaciales y
guimiosensoriales de grupos de animales que difieren en los niveles de
neurogénesis adulta en el hipocampo y el bulbo olfativo (e.g. Amrein et al.,
2004; Hoshooley & Sherry, 2007; Kaslin et al.,, 2008); 2) estudios que
manipulan experimentalmente los niveles de neurogénesis adulta en el

hipocampo y el bulbo olfativo, y analizan cémo esta manipulacién afecta a las
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habilidades espaciales y quimiosensoriales (e.g. Gheusi et al., 2000; Shors &
Gould, 2001). Por regla general, estos estudios han puesto de manifiesto que
mayores niveles de neurogénesis adulta en el hipocampo y el bulbo olfativo se
corresponden con mayores habilidades espaciales y quimiosensoriales. Estas
mayores habilidades se manifiestan de muy distintas maneras, como una
mejora en el aprendizaje espacial (Gould et al., 1999; van Praag et al., 1999a;
Amrein et al.,, 2004), una memoria mas precisa para localizar objetos
(Hoshooley & Sherry, 2007; Sherry & Hoshooley, 2009), o una mayor
capacidad para discriminar olores (Gheusi et al., 2000; Enwere et al., 2004).
Por el momento, estudios similares no se han realizado en reptiles, y
contribuirian a entender cédmo los niveles de neurogénesis adulta afectan a
distintos comportamientos o capacidades sensoriales y cognitivas en este

grupo.

Numerosos estudios han demostrado que existe una relacién entre la
novedad y la complejidad del medio y los niveles de neurogénesis adulta en
areas espaciales y quimiosensoriales. La exposicion a medios ricos en
estimulos (e.g. visuales, quimiosensoriales, sociales) estimula la neurogénesis
adulta (Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 2000; Rochefort et al.,
2002; Martoncikova et al., 2011); mientras que la ausencia o escasez de
percepcidn de nuevos estimulos se asocia a bajos niveles de neurogénesis
adulta (por ejemplo, en animales en los que se han bloqueado los érganos
sensoriales [e.g. Corotto et al., 1994] y en animales mantenidos en medios
empobrecidos durante periodos prolongados [e.g. Barnea & Nottebohm,

1994; Delgado-Gonzalez et al., 2008; Dunlap et al., 2011]). La evidencia
174



Cap 7. Discusién general y conclusiones

disponible en los reptiles es escasa, pero apunta en la misma direccion: los
lagartos machos de la especie Uta stansburiana mantenidos en grandes
recintos tienen niveles mas altos de neurogénesis adulta que lagartos
mantenidos en recintos mdas pequefios, lo que sugiere que los niveles de
neurogénesis se ajustan a las caracteristicas del medio también en los reptiles
(LaDage et al.,, 2013). Se requieren mas estudios que profundicen en la
relaciéon existente entre la complejidad del medio y los niveles de
neurogénesis adulta en los reptiles, y que ayuden a dilucidar, por ejemplo,
cOmo una mayor exposicion a olores de conespecificos en la estacidon
reproductiva contribuye a estimular la neurogénesis adulta en dareas

guimiosensoriales en P. liolepis.

7.2 Conclusiones

El objetivo principal de esta tesis es identificar factores que regulan el
tamafio del cerebro y la neurogénesis adulta en los reptiles. Para ello
estudiamos como el sexo, la estacionalidad y las hormonas esteroides afectan
al tamafo del cerebro, el tamafio de los bulbos olfativos y la proliferacién
celular y la migracién de las nuevas células en el telencéfalo de P. liolepis

(Capitulo 1). En resumen, las conclusiones de esta tesis son:

1. Los machos de P. liolepis adultos tienen cerebros mas grandes en

términos absolutos y relativos que las hembras (Capitulo 4).
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2. Los bulbos olfativos de los machos de P. liolepis son mds grandes
que los de las hembras: el bulbo olfativo principal en términos absolutos vy el
bulbo olfativo accesorio tanto en términos absolutos como en relacién al

tamario del cerebro (Capitulo 4).

3. Los machos de P. liolepis adultos producen mas células en el
telencéfalo que las hembras, controlando estadisticamente las diferencias en
tamarfio corporal y del cerebro ligadas al sexo. Esta diferencia en proliferacion
celular se observdo también cuando estudiamos el cortex medial y las areas

guimiosensoriales por separado (Capitulo 4).

4. El cerebro y los bulbos olfativos principales de P. liolepis son mas

grandes en primavera (Capitulo 5).

5. Los niveles de proliferacion celular en el telencéfalo de P. liolepis,

son mas altos en primavera y otofio que en invierno y verano (Capitulo 5).

6. En los machos de P. liolepis, los niveles de testosterona aumentan al

inicio de la primavera, y los de corticosterona al inicio del verano (Capitulo 5).

7. La presencia de areas espaciales y quimiosensoriales mas grandes y
gue producen mas células en los machos de P. liolepis podria relacionarse con
mayores habilidades espaciales y quimiosensoriales, o una mayor
dependencia de estas habilidades (Capitulo 4). Las dreas espaciales y
guimiosensoriales producen mas células en primavera y otofio, cuando la
dependencia de las habilidades espaciales y quimiosensoriales es mas alta
para la exploracién del entorno, la deteccién de presas y depredores y en

contextos sociales (Capitulo 5).
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8. La tasa de migracidon de nuevas células a sus lugares de destino no
difiere entre los sexos, y es mas alta en verano que en el resto del ano. El
aumento estival de las temperaturas podria influir en la migracidén de las

nuevas células (Capitulo 6).

9. El sexo y la estacionalidad producen distintos efectos sobre distintas
fases del proceso de neurogénesis adulta en P. liolepis (e.g. los niveles de
proliferacion aumentan en primavera y otofio, mientras que la tasa de
migraciéon aumenta en verano; Capitulos 4, 5y 6). Estos resultados ponen de
manifiesto la complejidad de la regulacion de la neurogénesis adulta en los
reptiles, y la importancia de estudiar la regulacion en distintas fases de la
neurogénesis adulta (proliferacion, migracién, diferenciacion y supervivencia

de las nuevas células).
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