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RESUMEN

Los Condrictios presentan una morfologia del sistema nervioso central homologa a la de los
tetrdpodos, por lo cual son un excelente modelo para el estudio evolutivo del encéfalo en los
vertebrados en relacion a habitats especificos. La morfologia del sistema nervioso est estrechamente
relacionada con las adaptaciones al entorno. Yopak (2012) establecié dos tipos cerebrales
(cerebrotypes), observando las variaciones en los tamafios relativos de las distintas regiones del
encéfalo. Por un lado, describié el denominado “tipo cerebral asociado a arrecife” (reef-associated
cerebrotype) y el “tipo cerebral batial” (bathyal cerebrotype).

Mustelus schmitti es un tiburén pequefio, costero y bentopeldgico endémico del Océano
Atlantico Sudoccidental. Es una especie explotada por pesquerias comerciales y artesanales que utiliza
como area de reproduccion y cria el estuario de Bahia Blanca y que actualmente se encuentra
catalogada por la IUCN como “en peligro critico”.

El estudio de M. schmitti revela que su encéfalo es similar al de otros Condrictios. En sus
organos olfativos se encontraron alrededor de 40 laminillas primarias en cada roseta olfativa, con una
disposicion lamelar paralela tipo Il. El epitelio olfativo contiene células basales, células de soporte
ciliadas, células receptoras olfativas con microvellosidades, células caliciformes e ionocitos. Se
observé una reaccion positiva de las células caliciformes y las células de soporte a AB pH 2,5 y PAS.
En los bulbos olfativos se distinguieron tres estratos: nervioso, glomerular y granular. El telencéfalo,
de tamafio mediano, contiene células piramidales, neuronas de pequefio tamafio y células gliales. El
quiasma Optico y el nucleo predptico estan bien desarrollados. En el diencéfalo, se identificaron el
epitdlamo y el hipotalamo, este Gltimo asociado anatémica y funcionalmente a la hipofisis y al saco
vasculoso. En la hipdfisis se encontraron tres I6bulos: neurointermedio, dorsal y ventral, siendo este
altimo localizado en la base del neurocraneo y rodeado de tejido conectivo. Los lébulos
neurointermedio y dorsal presentan células cromdfilas y croméfobas. El tectum dptico es pequefio, con
cuatro capas bien definidas. El cerebelo presenta una capa granular interna, una capa de células de
Purkinje y una capa molecular externa. El indice de foliacién cerebelosa varia a nivel macro y
microscopico. La médula oblonga estd bien desarrollada, alargada y tubular, con fibras nerviosas
plexiformes.

Mustelus schmitti presenta un tipo cerebral “combinado” con caracteristicas del “tipo cerebral
asociado a arrecife” (buen desarrollo del telencéfalo y de los 16bulos del hipotalamo) y del “tipo
cerebral batial” (bajo indice de foliacion cerebelosa, gran desarrollo de las rosetas olfativas y buen
desarrollo de la médula oblonga).

Este trabajo aporta informacion clave sobre la morfologia general del encéfalo, la hipéfisis y
las estructuras olfativas de M. schmitti, permitiendo vincular sus caracteristicas con los entornos
particulares en los que esta especie habita. Este estudio plantea un punto de partida para futuros
andlisis moleculares méas especificos y para avanzar con investigaciones sobre la fisiologia de los

sistemas nerviosos, endocrinos y sensoriales de los peces.



INTRODUCCION

Los Condrictios son peces que se caracterizan por poseer un esqueleto cartilaginoso
(frecuentemente calcificado), mandibula bien desarrollada con presencia de dientes duros y escamas
placoideas. Constituyen el grupo méas antiguo y ecoldgicamente diverso de peces Gnatostomados y,
probablemente, el més exitoso entre ellos, en términos de historia evolutiva. Son un grupo pequefio,
con aproximadamente 1250 especies, que habitan todos los océanos del mundo, incluyendo estuarios y
rios y estan ampliamente distribuidos, desde aguas costeras hasta mares profundos (Compagno, 1990;
Ebert et al., 2013; Cuevas & Michelson, 2023). Exhiben una gran diversidad en cuanto a habitos
alimenticios, reproductivos y de comportamiento (Compagno, 1990; Montero & Austino, 2018),
ademés de sistemas sensoriales complejos, encéfalos relativamente grandes y adaptaciones

osmorreguladoras especializadas (Smeets et al., 1983; Klimley, 2013; Rodriguez-Moldes et al., 2020).

La presencia de estos peces se registra desde el Sildrico tardio o principios del Devénico, hace
aproximadamente 450 millones de afios, hasta la actualidad (Grogan et al., 2012; Coates et al., 2018).
La clase Chondrichthyes se agrupa en dos subclases: Holocephali y Elasmobranchii. Esta ultima
comprende a la subdivision Selacoidea (con 9 6rdenes, 34 familias, 105 géneros y 509 especies de
tiburones) y a la subdivision Batoidea (con 6 érdenes, 24 familias, 88 géneros y 630 especies de rayas
y chuchos) (Weigmann, 2016). La exitosa historia evolutiva y la diversificacién de este grupo pueden
atribuirse, en parte, al desarrollo de fertilizacién interna, viviparidad y de diferentes estrategias
reproductivas, que pueden incluir desde la oviparidad hasta la viviparidad y el desarrollo de placentas.
Las crias al emerger, ya sea por paricion en especies viviparas o por eclosion en especies oviparas, se
encuentran adaptados al ambiente externo y pueden alimentarse por si mismos (McMillan, 2007;
Grogan et al., 2012; Long et al., 2009).

La gran mayoria de los condrictios desempefian papeles fundamentales en las cadenas tréficas
de los ecosistemas marinos al actuar como depredadores tope. Sus funciones abarcan desde el control
del tamafio y dinamica de las poblaciones de especies presas y la conexion de las redes troficas a
través de diversos habitats, siendo Utiles como indicadores de la salud de los ecosistemas (Ruiz-Garcia
et al., 2023). A pesar de su importancia, la vulnerabilidad de estos animales se acentla debido a su
lento crecimiento, madurez sexual tardia y baja fecundidad, factores que los hacen particularmente
susceptibles a las actividades humanas (Cortés, 2000; Ruiz-Garcia et al., 2023). La pesca, seguida de
la pérdida y degradacion del habitat, del cambio climéatico y la contaminacion, representan amenazas
significativas para estos peces (Dulvy et al., 2021). La disminucién de las poblaciones de Condrictios
altera la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas marinos, lo que conduce a la pérdida de
biodiversidad y productividad (Ruiz- Garcia et al., 2023). Es por esto que, aunque los Condrictios
exhiben una gran diversidad y distribucion en los ecosistemas marinos, constituyen el grupo de
vertebrados méas amenazados de ese ecosistema, de los cuales un 37% de las especies se encuentran

clasificadas bajo alguna de las categoria de amenaza definidas por la Lista Roja de la Unidn
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Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Cuevas & Michelson, 2023).

La morfologia del sistema nervioso en los peces, estd estrechamente relacionada con las
adaptaciones al entorno. La diversidad de hébitats acuaticos y los estilos de vida de estos animales han
llevado a una variedad de adaptaciones neuroanatomicas que les permiten sobrevivir y prosperar en
diferentes condiciones ambientales (Yopak et al., 2007; Yopak, 2012). Los Condrictios presentan una
morfologia del sistema nervioso central homéloga a la de los tetrapodos, con un bauplan del encéfalo
en el que se puede distinguir una parte anterior, compuesta por telencéfalo (al cual se unen los bulbos
y rosetas olfativas por medio de un pedunculo) y diencéfalo, una parte media denominada mesencéfalo
y una parte posterior conformada por el metencéfalo (cerebelo y auriculas) y el mielencéfalo (médula
oblonga o bulbo raquideo) (Smeets et al., 1983; Mull et al., 2020). Esta caracteristica sitUa a los peces
cartilaginosos como excelentes modelos para el estudio evolutivo de los sistemas nerviosos de los
vertebrados en relacion a habitat especificos (Yopak, 2012; Collin et al., 2015; Yopak et al., 2019;
Rodriguez-Moldes et al., 2020).

El encéfalo de los Condrictios es alargado y se encuentra contenido en el neurocraneo, que lo
protege. Esta separado de éste por una meninge muy vascularizada, compuesta por una Unica
membrana, denominada comunmente “meninge primitiva” (Kardong, 1999). El encéfalo y sus
estructuras asociadas presentan una organizacion lineal. En primer lugar, encontramos las estructuras
olfativas pares, localizadas en la parte rostro-ventral de la cabeza y en contacto con el agua. Las
mismas estdn formadas por una roseta, un bulbo y un pedunculo olfatorio, que contacta con el
telencéfalo (Ferrando et al., 2016). El telencéfalo est4 formado por dos grandes hemisferios cerebrales
(que varian su tamafio y desarrollo en las distintas especies) y por un telencéfalo impar. El telencéfalo
es seguido por el diencéfalo, que se encuentra formado por tres regiones: el epitdlamo, el talamo y el
hipotalamo. Asociado al hipotalamo, se encuentra la glandula pituitaria o hipdfisis. Este es un 6rgano
endocrino, que consta de dos partes (la adenohipofisis y la neurohipdfisis) con distintas funciones y
distintos origenes embriolégicos y estructurales. En la mayoria de los peces cartilaginosos, la
adenohipdfisis se divide en una pars intermedia alargada, que se entrelaza con la neurohipdfisis para
conformar el I6bulo neurointermedio y una pars distalis, que se compone del I6bulo dorsal y de un
I6bulo ventral, que puede o no estar presente (Ball & Baker, 1969; Green, 1951; Acher et al., 1999). El
mesencéfalo es una region formada por dos estructuras, el tectum Optico en la zona dorsal y el
tegmento en la zona ventral. Por otra parte, el cerebelo es una estructura en forma de clpula que puede
presentar distintos grados de circunvoluciones y pliegues segun la especie (Yopak et al., 2007; Lisney
et al., 2008). Por ultimo, en la parte mas caudal del encéfalo, se encuentra la médula oblonga, que es
una estructura alargada y muy conservada dentro de los Condrictios (Kardong, 1999; Smeets et al.,
1983).

Una amplia variabilidad morfoldgica del encéfalo se ha documentado, en diferentes especies

de peces cartilaginosos, tanto en lo que respecta al tamafio relativo como a la complejidad de las
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estructuras encefalicas (Lisney & Collin, 2006; Yopak, 2012; Yopak et al., 2019). Esta variabilidad se
ha relacionado con diferentes aspectos, como la filogenia, el habitat, el tipo de reproduccion y la
ecologia, entre otros (Northcutt, 1989; Rodriguez-Moldes et al., 2020). No obstante, la mayoria de
estos estudios se centra en el andlisis de los patrones de macroanatomia encefélica y solo unos pocos
analizan la organizacién de la microanatomia para explorar mas en profundidad estas relaciones. El
analisis histoldgico complementa los estudios macroanatémicos sobre las vias neuronales, implicadas
en una variedad de procesos fisioldgicos relacionados con el olfato, la maduracion sexual, los modos
reproductivos y la seleccion del habitat (Northcutt, 1977; Hofmann, 1999; Hofmann & Northcutt,
2012; Camilieri-Asch et al., 2021). Yopak (2012) establecié dos tipos cerebrales (cerebrotypes),
observando las variaciones en los tamafos relativos de las distintas regiones del encéfalo. Por un lado,
describio el denominado “tipo cerebral asociado a arrecife” (reef-associated cerebrotype), presente
normalmente en condrictios bentopelagicos o pelagicos, con encéfalos de gran tamafio, gran desarrollo
del telencéfalo y un alto indice de foliacion del cerebelo. Por otro lado, defini6 el “tipo cerebral batial”
(bathyal cerebrotype), presente en especies bento-demensales, con encéfalo de pequefio tamafio, un
mesencéfalo y una médula oblonga bien desarrollados, un telencéfalo reducido y un cerebelo con baja

foliacion.

Mustelus schmitti, también conocido como gatuzo, es un tiburdén costero pequefio,
bentopelagico, perteneciente al orden Carcharhiniformes (Fig. 1). De las 8 familias que componen el
orden, M. schmitti pertenece a la familia Triakidae, que abarca alrededor de 46 especies pertenecientes
a 9 géneros. Esta especie es endémica del Océano Atlantico Sudoccidental, distribuyéndose desde Rio
de Janeiro, Brasil (22°54'S) hasta Puerto Deseado, en Argentina (47°45'S) (Fig. 2). Se lo encuentra
desde aguas costeras, hasta profundidades de 120 metros (Menni, 1985). Frecuenta estuarios, bahias
protegidas y golfos para parir y criar (Lopez Cazorla, 1987; Chiaramonte & Pettovello, 2000; Colautti
et al., 2010; Molina, 2013). Este tiburdn exhibe un comportamiento migratorio, generando una gran
preocupacion respecto a su conservacion, en todo su rango de distribucion (Massa et al., 2006; Molina
& Lopez Cazorla, 2011).

En cuanto a su reproduccion, se describe al gatuzo como una especie vivipara aplacentaria con
histotrofia limitada (Galindez et al., 2010; Orlando et al., 2015), con un ciclo reproductivo anual y una
gestacion de 11 a 12 meses, teniendo en promedio cuatro crias por camada (1-16 embriones), que
nacen a finales de primavera o principios del verano (Cortés, 2007; Chiaramonte & Pettovello, 2000;
Sidders et al., 2005; Galindez et al., 2010; Bernasconi et al., 2022). Como areas de reproduccion y
puesta se conocen el estuario de Bahia Blanca, Bahia Anegada en la Reserva de San Blas, Bahia
Engafio y Puerto Deseado en la Patagonia (Chiaramonte & Pettovello, 2000; Molina & Lépez Cazorla,
2011).

Mustelus schmitti es un carnivoro oportunista, cuya dieta se compone, en ejemplares adultos,

de invertebrados bentdnicos, principalmente cangrejos, peces y, en menor proporcion, isépodos y
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poliquetos; mientras que en los estadios juveniles se alimentan principalmente de euphausiaceos,

cangrejos e isépodos (Chiaramonte & Pettovello, 2000; Molina & Lopez Cazorla, 2011).

En Brasil, Uruguay y Argentina, M. schmitti es explotada por las pesquerias comerciales y
artesanales. En Argentina, es la especie de tiburén con mayor frecuencia de captura, concentrandose
las mayores abundancias en el ecosistema costero bonaerense, donde operan buques pesqueros que
realizan pesca de arrastre multiespecifica (Bernasconi et al.,, 2022). La presion pesquera,
especialmente en zonas de paricion y cria, amenazan la supervivencia de la especie, actualmente

catalogada como “en peligro critico” por la IUCN (Pollom et al., 2020).

Los peces cartilaginosos revisten una gran importancia al ser un punto de conexién entre los
agnatos y los vertebrados dseos, siendo el primer grupo en exhibir una morfologia encefalica
homologa a los tetrdpodos. Es por esto que, estudiar la macro y microanatomia del sistema nervioso de
los Condrictios no solo amplia nuestro conocimiento fundamental sobre la biologia de estas especies,
sino que también tiene implicancias importantes para la conservacion, el manejo de recursos y la
comprension de la evolucién de los vertebrados. Este trabajo tiene como objetivo ampliar y contribuir
al conocimiento de la morfologia general del encéfalo, la hipofisis y las estructuras olfativas de M.
schmitti, con el proposito de comprender cémo diversos aspectos de su morfohistologia se vinculan,

entre otros factores, con los entornos particulares en los que esta especie habita.



OBJETIVO GENERAL

Aportar nuevos conocimientos sobre la morfologia del sistema nervioso central de Mustelus
schmitti, a partir del estudio anatomico, histoldgico y citolégico del encéfalo y estructuras asociadas,
en ejemplares adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

ad Analizar la anatomia general del encéfalo de Mustelus schmitti, incluyendo a
las estructuras olfativas (bulbos y rosetas olfativas).

e Realizar un estudio morfohistolégico de las diferentes regiones que
conforman el encéfalo.

e Determinar y verificar macro y microscopicamente el indice de foliacién
cerebelosa.

e Caracterizar la morfologia de la hipdfisis.

e Relacionar las caracteristicas anatomicas y morfohistolégicas del encéfalo y
las estructuras olfativas, con el habito de vida de la especie.

e Comparar los resultados obtenidos con lo observado en otros

elasmobranquios.
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MATERIALES Y METODOS:

Area de estudio:

El estuario de Bahia Blanca se encuentra en el sudeste de la provincia de Buenos Aires,
extendiéndose desde los 38° 457y los 35° 10°de latitud Sur, hasta los 61° 45y los 62° 30 de longitud
Oeste (Fig. 3). Constituye un area surcada por abundantes canales entramados que desembocan en el
canal principal de navegacion. En su costa norte se encuentran ubicados asentamientos urbanos
(General D. Cerri, Ingeniero White, Punta Alta y Bahia Blanca) y puertos pesqueros (Cuatreros,
Galvan, Ingeniero White, Rosales y Belgrano). Por otra parte, en su costa sur se encuentran numerosas

islas e islotes, cuyos limites varian segun el estado de la marea (IADO-UNS, 2008).

Las mareas tienen un régimen semi-diurno e hiper-sincrénico con una amplitud de 3-3,5
metros (IADO-UNS, 2008). Los estuarios constituyen areas de transicion entre los ambientes marinos
y los ambientes de aguas continentales (Perillo & Piccolo, 2004). El estuario de Bahia Blanca se
clasifica dentro de los esturios de planicie costera, el cual cumple una funcién fundamental en la vida
y desarrollo de los peces ya que representa un area de alimentacién y cria. Es uno de los ambientes
protegidos mas importantes de la costa de la provincia de Buenos Aires (Perillo, 2004). La ictiofauna
se compone aproximadamente de 30 especies correspondientes a 20 familias. Entre las especies
presentes, las de mayor interés econémico son la pescadilla (Cynoscion guatucupa), la corvina
(Micropogonias furnieri), el gatuzo (Mustelus schmitti), el lenguado (Paralichthys orbignyanus) y el
pejerrey (Odonthestes argentinensis) (Lopez Cazorla, 2004).

Muestreo y procesamiento del material:

Los ejemplares utilizados para el estudio fueron recolectados de muestreos realizados en el
puerto Galvan, Tres Brazas y plantas frigorificas de la region, durante el periodo comprendido entre
octubre de 2018 y noviembre de 2022. Los animales fueron obtenidos y manipulados de acuerdo al
protocolo de bioética aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion (CICUAE-BBYF-UNS; Res. CDBBYF 716).

Para el presente trabajo se seleccionaron siete individuos maduros. Para la determinacion del
estadio de madurez se siguieron los criterios establecidos por Sthemann (2002) y Serra-Pereira et al.

(2011). De cada animal se registro el sexo, la longitud total (LT; mm) y el peso total (PT; g) (Tabla 1).

Una vez obtenidas las muestras, se llevo a cabo la diseccion del encéfalo y de las estructuras
olfativas. En algunos casos, se extrajo el encéfalo junto con la base del neurocraneo para poder extraer

la hipdfisis completa y determinar la ubicacion del I6bulo ventral (Fig. 4 ay b).

Los encéfalos completos se fijaron en formol en solucién acuosa al 10% o en solucién de

Bouin. Ambos fijadores se prepararon con agua de mar filtrada, para evitar cambios de volumen en las
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muestras debido a variaciones en la osmolaridad de las soluciones. La fijacidn se llevé a cabo durante
aproximadamente 24 horas. En el laboratorio, el material fijado se proceso de acuerdo a las técnicas
histologicas de rutina. La deshidratacion se realizd en una serie de alcoholes de concentracion
creciente (70°, 80°, 90°, 95° etilico-butilico (1:1) y butilico). Luego, se procedio a realizar la inclusion
en parafina sintética, bajo estufa, a una temperatura constante de 60°. En un primer paso, se llevd a
cabo la impregnacion de las piezas en un bafio de butil-parafina (1:10), durante 3 horas
aproximadamente, para reemplazar el alcohol butilico. Luego se realizaron 2 bafios en parafina pura,
para concluir en la inclusion definitiva y realizacion del taco. Estos fueron realizados utilizando anillos

de inclusion y prestando particular atencion en la orientacion de las muestras.

Los tacos fueron cortados en un micrétomo rotatorio Leica RM 2145. Los cortes obtenidos de
5-7 um de espesor, se montaron sobre portaobjetos previamente albuminados y se dejaron secar en

estufa por 24 horas.

A los preparados obtenidos, se les realizaron coloraciones topograficas generales (Tricrémico
de Masson y Hematoxilina-Eosina), histoquimicas especiales que permitieron detectar la presencia de
glucopolisacaridos neutros y acidos (reaccién del acido periddico de Schiff (PAS), Alcian Blue pH 2,5

(AB) y PAS-AB) y especificas para tejido nervioso (Nissl).

La observacién de los preparados se llevd a cabo en un microscopio 6ptico Nikon AFM. Las
fotografias fueron tomadas con una camara digital Olympus Camedia wide zoom, Mod. C7070,
conectadas a un microscopio 6ptico Olympus BX 51, asi como también con una camara Leica

ICC50W conectada a un microscopio 6ptico Leica DM500.

Para calcular el indice de foliacion cerebelosa se utiliz6 un método semi-cuantitativo de
clasificacion visual desarrollado por Yopak et al. (2007) (Tabla 2), en el que se evalla
macroscopicamente las foliaciones asignandole un valor de 1 a 5, donde 1 corresponde a cerebelos que
presentan superficies lisas y pocos surcos, y 5 a cerebelos con numerosas circunvoluciones y pliegues
con surcos profundos. Ademas de esta evaluacion macroscdpica, se realizé un analisis microscépico
para comparar y validar ambas técnicas.

Para el conteo de laminillas primarias se analizaron las rosetas olfativas, utilizando una lupa
para su observacion macroscopica y cortes histoldgicos transversales, de las mismas rosetas olfativas,

para su observacion microscépica.
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RESULTADOS:

El encéfalo de M. schmitti presenta una organizacion lineal, conformada por cinco regiones,
donde, desde rostral a caudal, encontramos: el telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo
(cerebelo y auriculas) y mielencéfalo (médula oblonga) (Figs. 5 a, 5 by 6). Los bulbos olfativos no se
encuentran compactados al encéfalo, sino que estan dirigidos hacia adelante, unidos a la regién craneal
del telencéfalo por medio de los pedinculos o tractos olfativos (Figs. 5 a y b). Los bulbos olfativos, a
su vez, se encuentran estrechamente asociados a las rosetas olfativas, que desembocan en las narinas

ventrales (Figs. 7ay b).

Estructura macroscopica y microscopica del encéfalo y estructuras asociadas:

Bulbos y rosetas olfativas:

Las estructuras olfativas son globosas y alargadas, localizadas en capsulas cartilaginosas a
cada lado del encéfalo, las cuales presentan una abertura en la parte rostro-ventral de la cabeza, que
conecta con las narinas, permitiendo el contacto directo del epitelio olfativo con el medio externo
(Figs. 7 a'y b). Cada estructura estd compuesta por una roseta, un bulbo y un pedinculo olfativo. Este
Galtimo conecta con la region antero-ventral de cada hemisferio cerebral (Figs. 5 a'y b). La roseta esta
conformada por un rafe central que es una estructura de tejido cartilaginoso hialino vy
aproximadamente 40 lamelas o laminillas primarias (20 de cada lado del rafe), con una disposicion
paralela, dispuestas en dos filas opuestas ancladas por el extremo proximal al rafe central, formando de
esta manera una estructura sacular. Los bordes libres de las laminillas, en lados opuestos del rafe, se
acercan entre si pero no se encuentran (Fig. 7 b). El bulbo continGa a la roseta, presentando una
estructura maciza y redondeada de 5 mm de largo y 11,3 mm de ancho, aproximadamente, desde la
cual se proyecta el pedunculo olfativo, muy corto, de una longitud aproximada de 1,5 mm (Figs. 5ay
b).

Histolégicamente, toda la roseta olfativa de M. schmitti se encuentra cubierta de una capsula
de tejido conectivo, donde se puede observar que la region distal de las lamelas primarias se encuentra
adherida a la misma (Figs. 8 a y b). Estas lamelas o laminillas primarias son alargadas, con pliegues o
laminillas secundarias sin ramificaciones. Las laminillas primarias se encuentran insertas en el rafe.
Las laminillas primarias y los pliegues secundarios estan revestidos por un epitelio estratificado
cilindrico ciliado (epitelio olfativo) y por debajo de este, se encuentra una lamina propia de tejido
conectivo laxo con numerosos vasos sanguineos (Figs. 8 d, e y f). El epitelio olfativo presenta los
siguientes tipos celulares: células basales (CB), células de soporte ciliadas (CSC), células receptoras
olfativas con microvellosidades (CRO), ionocitos (1) y células caliciformes (CC) (Figs. 8 d y e). En la
parte inferior, formando la primera capa celular adyacente a la [dmina basal, se distinguen las células
basales de pequefio tamafio, redondeadas, en proliferacion, con ndcleos aplanados y un nucléolo
conspicuo. Las células de soporte recorren toda la extension del epitelio y son el tipo celular méas
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abundante. Las mismas se caracterizan por ser células cilindricas ciliadas, con nucleos ovalados de
disposicién apical, con heterocromatina en parches centrales y bordeando la carioteca. La region apical
de estas células es positiva para AB pH 2,5y PAS (Figs. 8 e y f). Las células receptoras olfativas (0
neuronas sensitivas) presentan microvellosidades y nucleos redondeados, con un nucléolo evidente.
Estas células se ubican en la zona media del epitelio, por debajo de los nucleos de las células de
soporte y por encima de las células basales. Las células caliciformes son tipicas y reaccionan
positivamente para las tinciones de AB pH 2,5y PAS (Figs. 8 d, e y f). Los ionocitos son células de
gran tamafo y alargadas, que atraviesan toda la extension del epitelio; su citoplasma se colorea

palidamente con la eosina y su nicleo es redondeado y eucromatico (Fig. 8 d).

La lamina propia subyacente al epitelio esta conformada por tejido conectivo laxo, vasos
sanguineos Y fila olfatoria, que forma manojos de axones en la base de las laminillas primarias,

continuando su recorrido hacia los bulbos olfativos (Fig. 8 b).
En los bulbos se pueden distinguir tres estratos distintos:

-Un estrato nervioso, en el que se observan fibras nerviosas provenientes de las células

receptoras (Fig. 8 ¢);

-Un estrato glomerular, donde se observan haces nerviosos esféricos, denominados
glomérulos (Fig. 8 c), donde se encuentran las fibras nerviosas de las células receptoras, junto con las
dendritas de las células mitrales. También, en este estrato se observan células mitrales dispersas (Fig. 8
¢ (inserto));

-Un estrato granular, donde se observan numerosas células granulares (Fig. 8 c).

Telencéfalo:

En el telencéfalo se pueden identificar dos hemisferios cerebrales y el telencéfalo impar. Los
hemisferios cerebrales son un par de estructuras grandes, redondeadas, bulbosas y simétricas, que se
conectan entre si por una comisura media (Fig. 9 a). Ambos hemisferios se contintan hacia la region
caudal en una estructura impar, denominada telencéfalo impar, que alberga al ventriculo impar. Su

borde posterior se delimita por el quiasma 6ptico y el nucleo predptico (Fig. 9 a).

Los hemisferios y el telencéfalo impar presentan una matriz densa que contiene una gran
abundancia de células. Las mismas no tienen posiciones claramente definidas, excepto en una franja
ventral, que atraviesa los hemisferios de manera longitudinal (Fig. 9 a). En esta franja, se encuentran
neuronas muy proximas entre si, que miden alrededor de 10 um, son redondeadas y con nucleos bien
definidos, en los que se pueden observar uno o dos nucléolos y parches de heterocromatina (Figs. 9 by
c). En el resto de la matriz, las células se encuentran mas dispersas. Se pueden identificar células de la
neuroglia (5 um), redondeadas y fuertemente coloreadas (Fig. 9 b), células piramidales (22,5 um),
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caracterizadas por un nucleo redondeado, donde se observan granulaciones de heterocromatina y un
nucléolo evidente (Fig. 9 d) y células granulosas (5 pum), con nicleos redondeados y fuertemente
coloreados (Fig. 9 b).

El quiasma optico se localiza en la parte postero-ventral del telencéfalo y se presenta como
una estructura compacta y ovalada, compuesta por fibras nerviosas. EI nicleo predptico se encuentra
justo por encima del quiasma optico y esta compuesto por fibras nerviosas empaquetadas, que se
ramifican hacia la parte dorsal, llegando hasta el mesencéfalo (Fig. 10).

Diencéfalo:

El diencéfalo consta de tres regiones principales que, de dorsal a ventral, son: el epitalamo, el
tdlamo y el hipotalamo. Sin embargo, a nivel histolégico solamente se pudo observar el hipotalamo

(Figs. 6 y 12 a) y una estructura globosa que corresponderia al epitalamo (Figs. 6 y 11 a).

El epitdlamo es una estructura redondeada, situada por encima del hipotadlamo y por delante
del tectum O&ptico. En su periferia, se encuentran numerosas neuronas y células de la neuroglia,

mientras que en su centro se agrupan fibras nerviosas, que se dirigen hacia el mesencéfalo (Figs. 11 a
yb).

El hipotadlamo se ubica en una posicion ventral y es una estructura par, alargada y bien
desarrollada (Fig. 5 b). Histolégicamente se observa un estroma con una alta densidad de células
neurosecretoras y con un espacio central, correspondiente al ventriculo medio o tercer ventriculo (Fig.
12 a). Las neuronas presentes en el hipotalamo tienen nucleos redondeados, con nucléolos evidentes y
granulaciones de heterocromatina. También se observan células de la neuroglia, pequefias (Fig. 12 b).
Este Organo esta estrechamente relacionado, morfolégica y funcionalmente, con el Iébulo
neurointermedio de la hipdfisis, el cual esta asociado, a su vez, al saco vasculoso o0 saccus vasculosus
(Fig. 13 a).

Saco vasculoso e hipofisis:

El saco vasculoso es una estructura sacular, ovalada, con paredes delgadas y festoneadas. Esta
revestido por un epitelio compuesto por células cilindricas bajas, similares a las células ependimales,
en cuyas membranas apicales se pueden observar especializaciones globosas (células de coronet) y
células de posicion basal, con ndcleos redondeados. En la parte externa del saco vasculoso, se

encuentra un estroma fibrovascular, donde predominan los capilares (Fig. 13 b).

La hipdfisis es una glandula endécrina que se divide en dos regiones: la pars intermedia, que
conforma el l6bulo neurointermedio y la pars distalis, que se subdivide en dos l6bulos (el 16bulo

dorsal y el 16bulo ventral) (Fig. 13 a).
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El I6bulo neurointermedio es una estructura compuesta de fibras nerviosas, entremezcladas
con el tejido glandular. Se identifican dos tipos celulares, las células cromdfilas y las croméfobas;
estas Ultimas se encuentran en menor cantidad. Ambos tipos celulares presentan nicleos ovalados, con
uno o0 mas nucléolos y se organizan en I6bulos de estructura acinar, separados entre si por tejido

conectivo altamente vascularizado (Fig. 13 c).

El I6bulo dorsal y el 16bulo ventral de la pars distalis se componen de cordones y grupos de
células ovales, rodeadas de tejido conectivo muy vascularizado, dando, cada uno, el aspecto de una
estructura sacular. El 16bulo dorsal se extiende hacia la zona rostral cerca del piso infundibular y esta
compuesto por células cromdfilas y cromdfobas, similares a las encontradas en el l6bulo
neurointermedio (Fig. 13 d). Por otro lado, se pudo identificar el 16bulo ventral asociado al piso del
neurocraneo, inmerso en la capa fibrosa del pericondrio (Fig. 13 a). Este parece estar aislado, sin tener
ninguna conexién con el l16bulo dorsal y el 16bulo neurointermedio de la glandula. Las células que lo
componen son cilindricas bajas, dispuestas en dos o tres estratos. En los l6bulos dorsal y ventral se

observaron secreciones AB pH 2,5 (+) (Figs. 13 d (inserto) y e (inserto)).

Mesencéfalo:

El mesencéfalo se compone del tectum 6ptico y el tegmento. El tectum Optico, ubicado en la
parte dorsal, comprende dos l6bulos simétricos. Ventral a éste puede observarse el tegmento (Figs. 5 a

y 6).

Histol6gicamente, se pueden identificar las distintas capas que componen el tectum éptico, que

son, desde el exterior al interior:

- Una capa externa de gran espesor (750 um), donde se observan pocas células dispersas y

algunas fibras. Se pueden distinguir neuronas piramidales y células de la neuroglia (Figs. 14 ay b).
- Una capa de fibras nerviosas, con un espesor de 162,5 um (Figs. 14 ay c).

- Una capa de 100 um de espesor aproximadamente, compuesta por dos o tres estratos de

neuronas de gran tamafio, con nicleos redondeados y un nucléolo evidente (Figs. 14 ayc), y

- Una capa interna de células cilindricas bajas, de 17,5 um de grosor, que tapizan el ventriculo
(Figs. 14 ayc).

Metencéfalo:

El cerebelo se compone de un cuerpo central impar y un par de auriculas a cada lado. A simple
vista, presenta una superficie lisa, donde se observan Gnicamente dos surcos que delimitan un I6bulo

rostral, caudal y posterior (Fig. 5 a). En los cortes histolégicos, se pudieron observar pliegues (folia)
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profundos externos (Fig. 6). En cuanto a la microarquitectura del cerebelo, se pueden distinguir tres

capas organizadas, de adentro hacia afuera, de la siguiente manera (Fig. 15 a):

1) una capa granular interna, densamente poblada por pequefias neuronas de
aproximadamente 5 um de didmetro, con un nucleo intensamente basofilo, denominadas células
granulares. En esta capa se observan células de mayor tamafio, semejantes a las células de Golgi. La
caracteristica distintiva de esta capa es la alta densidad de células, que se encuentran muy proximas
entre si. Los axones de las células se proyectan hacia la capa de células de Purkinje (Fig. 15 b).

2) La capa de células de Purkinje: estd conformada por células de Purkinje, que se disponen
en una o dos hileras. Son células basofilas, voluminosas y de forma piriforme, con un tamafio
promedio de alrededor de 25 um. Sus nucleos son eucromaticos y presentan uno o dos nucléolos
evidentes. Las dendritas de estas células son muy ramificadas y se proyectan hacia la capa molecular
(Fig. 15 ¢).

3) La capa molecular externa: presenta escasos somas neuronales y una matriz que contiene a
las dendritas de las células de Purkinje, asi como interneuronas dispersas, de gran tamafio, con nucleos

eucromaticos (Fig. 15 d).

Segun el indice de foliacion cerebelosa propuesto por Yopak et al. (2007), la evaluacién del
cerebelo de M. schimitti se sitla en el grado 1. Sin embargo, si consideramos los pliegues detectados a

nivel histoldgico, este indice podria considerarse como grado 2.

Mielencéfalo:

La medula oblonga, o bulbo raquideo, es la parte mas caudal del encéfalo y se presenta como
una extension piramidal de la médula espinal (Figs. 5 a y 6). Tiene una estructura alargada y tubular,
bien desarrollada en la que se observan numerosas fibras nerviosas con una distribucion plexiforme
(Fig. 16).
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DISCUSION:

El estilo de vida de muchos organismos se refleja en la organizacién del sistema nervioso
central. Los peces cartilaginosos representan el primer grupo taxonémico que presenta un encéfalo
homdlogo al de otros vertebrados, por lo que su estudio es valioso desde el punto de vista evolutivo,
de relacion hébitat-especie y de variabilidad morfolégica y fisiologica, a lo largo de los diferentes
taxones de los Vertebrados (lwaniuk & Hurd, 2005; Yopak et al., 2007; Yopak, 2012). Este estudio
desarrolla, por primera vez, un analisis morfohistolégico del encéfalo, hipofisis y estructuras olfativas
de M. schmitti, ofreciendo la posibilidad de comprender la relacion entre estos érganos y el modo de
vida de esta especie endémica del Océano Atlantico Sur.

El olfato desempefia un papel integral en los peces cartilaginosos. Es utilizado para la
localizacion de presas, la identificacion de individuos de la misma especie, la detecciéon de
depredadores, la navegacion y, probablemente también, en el apareamiento (Rasmussen & Schmidt,
1992; Kajiura et al., 2005; Edrén & Gruber, 2005). Estudios previos han revelado que el tamafio y la
forma de las rosetas olfativas, estan estrechamente relacionados con el habitat y el estilo de vida de los
animales (Meredith & Kajiura, 2010; Cox et al., 2012; Yopak et al., 2015; Simonitis & Marshall,
2023).

En M. schimitti, la estructura general de la roseta olfativa, es similar a la de otros
elasmobranquios (Takami et al., 1994; Schluessel et al., 2008; Ferrando, 2010; 2015; Dymek et al.,
2021). La organizacion de las lamelas olfativas presenta una “disposicion lamelar paralela tipo 117,
caracterizada por tener un canal principal casi separado, con un canal de entrada y uno de salida, como
la que describe el tiburon Heterodontus zebra (Cox, 2012). Este tipo de disposicion, se encuentra
tipicamente en especies de tiburones que nadan activamente, pero no a gran velocidad, lo que
concuerda con el estilo de vida bentopelagico del gatuzo. Este tipo de disposicion lamelar permite una
mayor interaccion entre las moléculas odorantes y las células sensoriales del epitelio olfativo (Cox,
2012). Por otro lado, la organizacion lamelar registrada en la especie, difiere de la organizacion radial
de las lamelas olfativas observada en algunos peces cartilaginosos bentonicos y varios peces 0seos.
Esta organizacion lamelar radial puede limitar el nimero de lamelas olfativas debido a la geometria
radial lo cual a su vez conllevaria una restriccién de la superficie olfativa disponible (Cox, 2008;
Howard et al., 2013).

El nimero de laminillas primarias en las rosetas olfativas varia entre las especies y puede
considerarse una caracteristica especifica de las mismas (Ferrando et al., 2016). Esta variacion
interespecifica parece estar relacionada con el estilo de vida, més que con la filogenia (Meredith,
2011). Por lo general, las especies bentopelagicas suelen presentar un mayor ndmero de laminillas
primarias (Simonitis & Marshall, 2023). En el caso de M. schimitti, el nGmero de laminillas en cada

roseta olfativa es similar al encontrado en especies del género Orectolobus sp. (Theiss et al., 2009) y
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Negaprion brevirostris (Meredith, 2011) y supera la cantidad de laminillas observadas en especies
bentdnicas, como Torpedo marmorata (Ferrando et al., 2019), Urobatis jamaicensis y Raja eglanteria
(Meredith, 2011). La cantidad de laminillas primarias de M. schmitti sugiere una capacidad olfativa
bien desarrollada, en concordancia con su estilo de vida (Ferrando et al., 2016). Ademas, el alto
namero de laminillas primarias, junto con un gran desarrollo de los pliegues secundarios, aumenta la
superficie olfativa, lo cual conlleva un incremento de receptores olfativos (Mora Garcia, 2018;
Simonitis & Marshall, 2023). Esto fue observado en M. schmitti, por lo que estos factores podrian
estar asociados a un sentido del olfato altamente desarrollado, lo que le brindaria una ventaja en el
entorno estuarial y costero en el que habita, donde la presencia de materiales en suspension limita la

vision y el olfato cobraria mayor importancia.

La roseta olfativa presenta un epitelio olfativo bien desarrollado, que tapiza las lamelas
primarias y los pliegues secundarios y en el cual se identificaron la mayoria de los tipos celulares
hallados en otras especies de elasmobranquios (Theisen et al., 1986; Theiss et al., 2009; Ferrando et
al., 2016; Dymek et al., 2021), a excepcion de las neuronas en cripta, que no pudieron ser observadas
en M. schmitti debido a su distribucion aleatoria y dificil localizacion (Ferrando et al., 2016). A
diferencia de lo hallado en teledsteos, las células receptoras olfativas presentan Unicamente
microvellosidades, que serian las principales especializaciones en el sentido del olfato. Esta
caracteristica es compartida por todos los Condrictios (Theiss et al., 2009) y es una condicion peculiar
Unica entre los vertebrados que podria representar un punto crucial en la evolucion de los peces
cartilaginosos como principales depredadores de los ecosistemas marinos (Ferrando & Gallus, 2013).
De todas maneras, quedan aun muchos aspectos relacionados con este sentido que estan poco

estudiados entre los Condrictios (Dymek et al., 2021).

Tanto las células de soporte como las células caliciformes producen secreciones AB+y PAS+;
esto mismo fue observado en otros tiburones como Squalus acanthias y Scyliorhinus canicula
(Theisen et al., 1986). Las células caliciformes secretan moco y estan presentes en el epitelio olfatorio
de la mayoria de los Condrictios (Theisen et al., 1986; Schluessel et al., 2008; Ferrando et al., 2009).
Las secreciones AB y PAS positivas evidencian la presencia de mucopolisacaridos neutros y acidos
gue forman una capa mucosa sobre el epitelio, permitiendo la captacion de quimicos disueltos (Mora
Garcia, 2018). La presencia de estas secreciones, tanto en las células caliciformes como en las células
de soporte, sugiere una alta produccion de moco en M. schimitti, brindando una mayor capacidad para

captar moléculas odoriferas.

Por otro lado, los ionocitos son células similares a las células de cloruro presentes en las
branquias de los peces Gseos y se encuentran en la mayoria de las especies de elasmobranquios
estudiados y en peces 6seos de agua dulce, siendo muy poco frecuente en tetrapodos (Ferrando, 2008).
Este tipo celular esta involucrado en la regulacion ionica del moco olfativo, un papel muy importante,

ya que cualquier cambio en la composicion idnica de este moco puede afectar la respuesta a los
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distintos olores (Ferrando, 2008; Ferrando et al., 2016).

La organizacion del bulbo olfativo es similar en todos los Vertebrados, presentando cuatro
capas: la nerviosa, la glomerular, la mitral y la granular. Sin embargo, en M. schmitti, al igual que en
otros elasmobranquios, la capa mitral suele no estar bien definida y se entremezcla con la capa
glomerular (Meredith, 2011; Ferrando et al., 2016; Aicardi et al., 2020). El bulbo olfativo esta
funcional y anatomicamente asociado a la roseta olfativa, a través de las células receptoras olfativas
(ubicadas en el epitelio). Estas proyectan sus axones hacia el bulbo olfativo, formando la capa nerviosa
y los glomérulos de la capa glomerular, donde conectan dichos axones con las dendritas de las células
mitrales. En el bulbo olfativo se procesa la informacion sobre las distintas clases de olores y cada olor
genera un patron espacial de activacion glomerular (Ferrando et al., 2016; Aicardi et al., 2020). Un
bulbo olfativo bien definido y desarrollado, como el que presenta M. schmitti, podria relacionarse con

una gran capacidad para discriminar y detectar olores (Meredith, 2011).

El telencéfalo es una de las regiones mas variables del encéfalo de los vertebrados. Su tamafio
puede ser un indicativo de la complejidad del comportamiento de un animal (Lisney & Collin, 2006).
En el caso de los Condrictios, aquellas especies que exhiben una mayor sociabilidad, estrategias
sofisticadas de caza y navegacion y que habitan entornos complejos, tienden a tener un telencéfalo
mas grande. Por otro lado, las especies solitarias que viven en entornos menos complejos tienden a
tener telencéfalos mas pequefios (Lisney & Collin, 2006; Yopak, 2012; Yopak et al., 2019). Esta
region desempefia un papel fundamental en la integracion de la informacion sensorial, principalmente
la informacion olfativa y el control de conductas complejas (Northcutt, 1977; Yopak, 2012) y, por esta
razon, esta sometida a una fuerte presion selectiva, dando como resultado las variaciones en el tamafio
(YYopak, 2012). En el caso de M. schimitti, se observo que su telencéfalo es de tamafio mediano, lo que

concuerda con su estilo de vida bentopelégico en habitats poco complejos.

El estudio histolégico y citologico del telencéfalo es complejo en los selaceos por varias
razones, entre las que se pueden destacar: la distorsion topografica de los grupos celulares, debida a la
migracion lateral extrema de los bulbos olfativos; la reduccion extrema de los ventriculos laterales,
perdiendo puntos de referencia; y migraciones de grupos celulares, lejos de su posicion periventricular.
Esto genera que los limites de varios grupos celulares sean indefinidos en tiburones adultos (Northcutt
et al., 1988). En el estudio histoldgico llevado a cabo, se pudieron identificar células piramidales que
cumplen un papel crucial en la integracion de sefiales, células pequefias que posiblemente estén
relacionadas en circuitos locales y células de la glia (Smeets et al., 1983; Marso & Anaddn, 1993;
Hofmann, 1999). La franja ventral de células encontrada en ambos hemisferios posiblemente se
corresponda con el &rea superficial basal, la cual recibe informacion del pallium lateral y del bulbo
olfativo, estando mas desarrollada en especies con un buen sentido del olfato (Northcutt, 1977; Smeets
et al., 1983; Yopak, 2012).
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En los vertebrados, el diencéfalo es una estructura altamente conservada, que se divide en tres
regiones distintas: el epitdlamo, el tadlamo y el hipotdlamo (Northcutt, 1989; Yopak, 2012). El
epitalamo comprende el drgano pineal y los nucleos habenulares, que son relativamente constantes en
diferentes especies de vertebrados, sin variaciones significativas (Northcutt, 1989). EIl hipotdlamo
desempefia un papel fundamental en la regulacion del sistema endocrino, actuando como una interfaz
entre este sistema y el encéfalo. Anatomicamente, en los Condrictios, este es un 06rgano
particularmente agrandado y diferenciado (Santos-Duran et al., 2015). A nivel histolégico, se pudo
observar que el hipotdlamo de M. schimitti presenta una estrecha relacion con la hipd&fisis y el saccus
vasculosus, los cuales a su vez, estdn intimamente conectados en el I6bulo neurointermedio de la
hipéfisis. EI gran desarrollo del hipotalamo podria estar relacionado con un control mas preciso de la
osmolaridad en esta especie (Acher et al., 1999; Hazon et al., 2003), permitiéndole a este animal
enfrentar las fluctuaciones en la salinidad del agua, destacando la adaptacion de los mismos a
ambientes cambiantes. En los condrictios que viven en entornos estuariales, la importancia de esta
caracteristica es notable, debido a las marcadas variaciones en la salinidad del agua. Esto se debe a que
los estuarios son zonas donde se encuentran las aguas continentales y marinas, generando

fluctuaciones significativas en la salinidad (Perillo, 2004).

La hipdfisis juega un papel crucial en la regulacién del sistema reproductivo, el crecimiento y
el equilibrio hormonal corporal (Ball & Baker, 1969; Trudeau & Somoza, 2020). Presenta células
neurosecretoras altamente conservadas a lo largo de los Vertebrados, pertenecientes al sistema
hipotalamo-hip6fisis (Rodriguez-Moldes et al., 2020). Este 6rgano, que se presenta particularmente
agrandado y diferenciado en las especies bentopelagicas como M. schmitti, establece una conexion
entre el encéfalo y el sistema enddcrino (Yopak, 2012; Santos- Duran et al., 2015). En el caso de M.
schmitti, se lograron identificar los tres I6bulos que conforman la hipofisis: el neurointermedio, el
dorsal y el ventral. En esta especie parece no haber conexion entre el 16bulo ventral y el resto de la
hipofisis, encontrandose en la base del condrocraneo, rodeado por tejido conectivo. Una disposicion
similar de este l6bulo fue observada en otros Condrictios, como Scyliorhinus torazame (Uchida et al.,
2016). El conocimiento sobre el 16bulo ventral en los elasmobranquios es limitado y sigue siendo
objeto de investigacion. Debido a su complicada localizacion anatdmica, es dificil definir su conexion
con el hipotalamo y la forma en que es regulada esta regiéon (Knowles et al., 1975; Trudeau &
Somoza, 2020).

Estudios experimentales han demostrado que, en los elasmobranquios, el I6bulo ventral es el
responsable de secretar gonadotropinas, como la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH) y de la produccion y liberacion de hormonas que facilitan las respuestas de los peces
a los cambios osmoéticos (Ball & Baker, 1969; Lovejoy et al., 1992; Uchida et al., 2016). Asi mismo,
los otros dos lobulos hipofisarios también presentan funcion endocrina: el I6bulo dorsal secreta
hormona de crecimiento (GH) y hormona estimulante de los melanocitos (MSH), mientras que el

I6bulo neurointermedio produce MSH (Trudeau & Somoza, 2020). Si bien se necesitan estudios
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inmunohistoquimicos especificos para detectar la produccion de cada una de estas hormonas por parte
de las células de la hipdfisis, la identificacion a nivel histolégico de las células cromdfilas y
cromofobas en la hipdfisis de M. schmitti, confirman la actividad secretora y la posible produccion de
las hormonas mencionadas. Ademas, la secrecion positiva a la coloracién histoquimica de AB en la
superficie de las células del I6bulo ventral, indicaria la secrecién de glucopolisacaridos que
posiblemente participen en conjunto con la produccion de gonadotropinas.

El saco vasculoso es un érgano circunventricular situado en el suelo del hipotdlamo descripto
en Elasmobranquios y Teledsteos. El saco vasculoso se ha relacionado con diversas funciones como la
osmorregulacion, la funcion endocrina y la regulacion del fotoperiodo en peces dseos (Nakane et al.,
2013; Nakane & Yoshimura, 2019). Parece desempefiar un papel integral en la modulacion de la
actividad neuronal, mediante proyecciones neuronales del saco vasculoso hacia el nucleus saccus
vaculosus y otras regiones del encéfalo de los tiburones. Esta regulacion por parte del saco vasculoso
es clave para controlar procesos fisiol6gicos y comportamentales en estos animales (Sueiro et al.,
2007).

En M. schmitti el saco vasculoso es un 6rgano bien desarrollado y con una conexién intima
con la hipofisis. En él se distinguen las células de coronet y otro tipo celular, que parecen ser células
en contacto con el liquido cefalorraquideo (CSF-c). Las células de coronet desempefian un papel
importante en la regulacion de la homeostasis y la funcion del liquido cefalorraquideo, estableciendo
contacto directo con los vasos sanguineos y participando en procesos relacionados con la regulacion
idnica y la homeostasis del calcio en el encéfalo de los peces (Sueiro et al., 2007). Distintos tipos de
CSF-c han sido descriptos en el saco vasculoso de los elasmobranquios, que desempefian roles
especificos en la modulacion de la actividad neuronal y la transmisién de sefiales neuroquimicas, entre
ellos, neuronas GABAGérgicas, neuronas monoaminégicas y células neurosecretoras (Sueiro et al.,
2007). Estos tipos celulares que no se pudieron distinguir en este trabajo. La diversidad celular de este
organo refleja su importancia funcional en la integracion de sefiales sensoriales, la regulacion de la
homeostasis interna y la coordinacion de respuestas adaptativas en el encéfalo de los condrictios
(Molist et al., 1992; Sueiro et al., 2007).

El mesencéfalo de M. schmitti se compone de dos estructuras: el tectum 6ptico y el tegmento.
El tegmento es una region anatomica altamente conservada en los Vertebrados., Recibe informacion
de la médula espinal y del tectum. Por otro lado, el tectum Optico recibe informacion visual de la retina
y distintas areas del sistema nervioso central, como la médula espinal y desempefia un papel
fundamental en el procesamiento de informacion multisensorial (Northcutt, 1977; Yopak, 2012;
Yopak et al., 2019). Histoldgicamente, el tectum Optico muestra variabilidad en el ndmero vy
disposicion de sus capas de fibras y células en los Condrictios. En M. schimitti, se identificaron cuatro
capas distintas, caracteristicas de los Selaceos (Northcutt, 1977). Este nimero de capas es inferior en

comparacion con otras especies como Gunglymostoma cirratum, que presenta cinco capas (Yopak,
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2012). Se observé también que el tectum dptico es relativamente pequefio en comparacion con
especies pelagicas, como Alopias superciliosus e Isurus oxyrinchus (Yopak, 2012). Las especies
bentdnicas o bentopelagicas como Scyliorhinus microcephalus o Scyliorhinus pacificus (Yopak, et al.,
2019), presentan mesencéfalos pequefios, similares en tamafio al de M. schmitti. La complejidad y el
tamafo relativo del tectum dptico podrian estar relacionados con la importancia del sentido de la vista
en el comportamiento de las especies. Aquellas que dependen principalmente de otros sentidos no
visuales para la caza y la supervivencia, presentan mesencéfalos pequefios, mientras que las especies
que dependen en gran medida de la vision para sobrevivir, presentan mesencéfalos muy desarrollados
(Yopak, 2012; Yopak et al., 2019). En el caso de M. schmitti, el mesencéfalo no presenta un gran
desarrollo, por lo que la visién parece no ser un sentido crucial para su supervivencia, lo cual
concuerda con el ambiente de alta turbidez del estuario de Bahia Blanca donde habita y coincide a su

vez, con un gran desarrollo de la roseta olfativa, siendo el olfato el sentido predominante.

El cerebelo en los Condrictios desempefia funciones claves en la coordinacion de la
locomocidn, la integracién sensoriomotora y la captura de presas (Yopak & Mongomery, 2008; Collin
et al., 2015). Morfologicamente, el cuerpo del cerebelo varia en tamafio, convolucidn y simetria, entre
los elasmobranquios, desde una superficie cerebelosa lisa, hasta pliegues profundos (Lisney et al.,
2008; Puzdrowski & Gruber, 2009; Yopak et al., 2016). El aumento del tamafio y mayores indices de
foliacion del cerebelo permiten aumentar su superficie, a la vez que se reduce la longitud de las
conexiones neuronales (Yopak et al., 2019). Las variaciones interespecificas en el tamafio y en la
foliacion cerebelar parecen no estar relacionadas con la filogenia, sino con adaptaciones a diferentes
habitats y comportamientos. Estas adaptaciones se asocian a un alto indice de foliacion cerebelar y un
mayor tamafio del cerebelo, con altos niveles de actividad, mayor complejidad del habitat,
especializaciones conductuales y habilidades cognitivas (Yopak, 2012). Estas caracteristicas
mencionadas permiten agrupar a las distintas especies de peces cartilaginosos dentro de grupos
ecoldgicos, que exhiben niveles similares de foliacion (Northcutt, 1977; New, 2001; Yopak et al.,
2007; Rodriguez- Moldes et al., 2020).

Macroscopicamente, M. schmitti presenta un cerebelo con una superficie lisa dividida por dos
surcos, lo que forma un I6bulo rostral, uno caudal y uno posterior. Esta estructura es caracteristica de
los tiburones galeomorfos (New, 2001). El indice de foliacién de M. schmitti se encuadra en un nivel
dos, similar al de especies como Deania calcea, Centroscymnus owstoni e Hydralagus
novaezealandiae (Yopak & Montgomery, 2008). Este patron es caracteristico de especies bentdnicas o
bentopelégicas (Yopak & Montgomery, 2008), asociadas a bajos niveles de actividad y estrategias de
depredacion menos activas (Yopak & Montgomery, 2008; Yopak, 2012; Rodriguez-Moldes et al.,
2020) como es el caso de M. schmitti, un tiburdn bentopelagico que se alimenta de cangrejos y

poliquetos.

Es importante resaltar que el anlisis histologico del cerebelo permitié modificar la posicion
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de M. schmitti en el indice de foliacion, al observarse mayor cantidad de pliegues en la superficie que
no eran apreciables a simple vista. Esto resalta la importancia del estudio histoldgico para determinar
un indice de foliacion mas riguroso y preciso que puede estar oculto cuando se analiza Unicamente el

indice de foliacién macroscopica.

En este estudio, se lograron identificar las distintas capas del cerebelo, incluyendo las células
caracteristicas de cada una. Se destaca que la organizacion bésica y los tipos celulares presentes en el
cerebelo muestran notables similitudes entre los Vertebrados, lo que sugiere una estructura

filogenéticamente conservada (New, 2001).

La médula oblonga es el componente méas caudal del sistema nervioso central y actia como
una estacion de relevo entre el cerebro y la médula espinal (Yopak, 2012). En el caso de M. schimitti
la médula oblonga se encuentra bien desarrollada, lo que es tipico de tiburones batiales
bentopelagicos, como Centroselachus crepidater y Proscymnodon plunketi (Yopak, 2012). Una
médula oblonga bien desarrollada podria estar relacionada con un mayor desarrollo de sentidos no
visuales (como los sentidos electrorreceptores y la linea lateral), Gtiles en estrategias de depredacion

gue implican desplazarse por encima del sustrato (Yopak & Montgomery, 2008; Yopak, 2012).

La morfologia encefélica general de M. schimitti sugiere un tipo cerebral “combinado”. El
buen desarrollo del telencéfalo y los I6bulos del hipotalamo asociarian a M. schimitti con un “tipo
cerebral asociado a arrecife”, mientras que el bajo indice de foliacion cerebelosa tanto macroscépica
como microscapica, junto con una medula oblonga alargada y bien desarrollada y un gran desarrollo

de las rosetas y bulbos olfativos, lo asocian al “tipo cerebral batial”.

El estudio del sistema nervioso central de los peces cartilaginosos permite explorar y
comprender la evolucion de las capacidades sensoriales, motoras y cognitivas de los Vertebrados. Los
analisis morfohistoldgicos realizados en este trabajo aportan informacion clave para investigar la
fisiologia de los sistemas nervioso, endocrino y sensorial de los peces y plantea un punto de partida
para futuros andlisis moleculares mas especificos. A su vez, este estudio aporta nuevos conocimientos
sobre la neurobiologia de M. schmitti, un tiburon de gran interés econdémico, con una elevada
frecuencia de captura de nuestra region. Sumado a esto, al encontrarse “en peligro critico” es
fundamental ampliar el conocimiento sobre la especie para generar estrategias de conservacion y

manejo mas eficaces.

24



CONCLUSIONES:

w La anatomia del sistema nervioso central y las estructuras asociadas de M. schmitti es
concordante con lo descripto en otros elasmobranquios.

>» La roseta olfativa presenta una disposicion lamelar paralela tipo I, con un epitelio olfativo
donde se identificaron las células tipicas: células basales, células de soporte ciliadas, células
receptoras olfativas, células caliciformes e ionocitos.

» El bulbo olfativo se encuentra funcional y anatdémicamente asociado a la roseta olfativa y
presenta tres estratos: nervioso, glomerular y granular.

» El telencéfalo presenta un tamafio mediano donde las células no presentan ubicaciones bien
definidas, identificandose células piramidales, neuronas de pequefio tamafio y células de la
glia.

= El diencéfalo se divide en: el epitallamo que es una estructura redondeada en cuyo centro se
agrupan fibras nerviosas que se dirigen al mesencéfalo y el hipotdlamo que se encuentra bien
desarrollado formando dos l6bulos.

=~ El hipotdlamo de M. schmitti presenta una estrecha relacién con la hipéfisis y con el saco
vasculoso.

» La hipofisis de M. schmitti se encuentra agrandada y bien desarrollada. Se distinguen tres
I6bulos: el 16bulo neurointermediario, el I16bulo dorsal y el I6bulo ventral.

»w Se identificO y describi6 el 16bulo ventral localizado en la base del condrocraneo, rodeado por
tejido conectivo y aislado de los otros l6bulos. Present6 secrecién positiva para AB pH 2,5.

~ En el I6bulo neurointermedio y en el I6bulo dorsal se identificaron células croméfobas y
celulas cromdfilas.

= El saco vasculoso es una estructura sacular ovalada con paredes delgadas y festoneadas, con
un epitelio cilindrico bajo con especializaciones en la membrana apical.

» El tectum Optico se ubica en la parte dorsal y estd formado por dos I6bulos simétricos.
Histoldgicamente se distinguen cuatro capas: una externa, una capa de fibras, una capa interna
y una capa de células ependimales que recubren el ventriculo.

= El cerebelo presenta tres capas: una capa granular interna, una capa de células de Purkinje y
una capa molecular externa.

» Macroscéopicamente el indice de foliacion es de grado 1: sin embargo, considerando el nivel
histoldgico el cerebelo de M. schmitti es de grado 2.

~ La médula oblonga se encuentra alargada y bien desarrollada. Presenta numerosas fibras
nerviosas con una distribucion plexiforme.

»» El tipo cerebral de M. schmitti es combinado. El desarrollo del telencéfalo y de los l6bulos del
hipotalamo lo asocian al “tipo cerebral asociado a arrecife”, mientras que el bajo indice de
foliacion cerebelosa junto con la medula oblonga y rosetas olfativas bien desarrolladas lo

asocian al “tipo cerebral batial”.
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Fig. 1. Hembra adulta de Mustelus schmitti. a) Vista dorsal. b) Vista ventral. Escala: 10 cm.
Fig. 2. Mapa de la distribucién de Mustelus schmitti. Tomado de Cuevas & Michelson, 2023.
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Fig. 3. Mapa del Estuario de Bahia Blanca. Foto tomada con Google Earth.

Fig. 4. ay b) Fotos tomadas durante la realizacién de disecciones a los ejemplares.
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Fig. 5. Anatomia del sistema nervioso central de M. schmitti. a) Vista dorsal b) vista ventral. Escala:

10 mm.

Fig. 6. Vista de corte sagital del encéfalo de M. schmitti donde se pueden distinguir las distintas

regiones del mismo. Escala: 1000 pum.

Referencias: Au: auricula; BO: bulbo olfatorio; Ce: cerebelo; Di: diencéfalo; Ep: epitalamo; H:
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hipotalamo; Me: médula espinal; Mo: médula oblonga; RO: roseta olfativa; Te: telencéfalo; TO:
tectum Optico. Asteriscos: negro: Nlcleo predptico; rojos: pedunculo olfativo; azul: auriculas; verde:
nervios épticos; amarillo: hipdfisis y saco vasculoso.

Coloracién: Tricromico de Masson.

Fig. 7. a) Vista ventral de la region craneal de M. schmitti, marcando la fosa nasal izquierda. b) Vista
ventral de la roseta olfativa donde se puede observar la disposicion de las dos hileras de laminillas
primarias a lo largo del rafe central. Escala: 10 mm (a); 5 mm (b).

Referencias:; CC: capsula de tejido conectivo; L1: laminilla primaria; RC: rafe central.
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Fig. 8. Estructuras olfativas. a) Corte sagital del érgano olfativo donde se puede observar su amplia
union al bulbo olfativo. b) Detalle de la base de las laminillas primarias donde se conecta la roseta
olfativa al bulbo olfativo c) Bulbo olfativo donde se distingue los distintos estratos que lo componen.
Inserto: detalle de la capa glomerular donde se observa la presencia de células mitrales. Escala: 500
pm (a@); 150 pm (b); 250 pum (c).

Referencias: BO: bulbo olfativo; CGI: capa glomerular; CGr: capa granular; CN: capa nerviosa;
FO: fila olfativa; RO: roseta olfativa; L1: laminillas primarias; Flechas: negras: pliegues
secundarios; rojas: células mitrales.

Coloracién: Tricrémico de Masson.
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Fig. 8. d) Detalle del epitelio olfativo donde se observan sus células tipicas. €) Epitelio olfativo donde

se observan células caliciformes e ionocitos. f) Epitelio olfativo donde se evidencia la presencia de
mucopolisacéridos (Con la coloracion PAS f) y con la coloracion AB g)) en las células caliciformes y
en las células de soporte ciliadas. Escala: 20 um (d); 50 um (e, fy ).

Referencias: Flechas: azul: células de soporte ciliadas; gris: células basales; roja; células receptoras
olfativas con microvellosidades; naranja: ionocitos; negra: células caliciformes.

Coloracidn: Hematoxilina y eosina (d y e); PAS (f) y AB (g).
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Fig. 9. a) Corte longitudinal del encéfalo de M. schmitti donde se observar en detalle la estructura del
telencéfalo y su union al resto del encéfalo. b, ¢ y d) Detalle de las células del telencéfalo Escala: 800
um (a); 30 um (b, c y d).

Referencias: HC: hemisferio del telencéfalo; NPo: nucleos preodpticos; TI: Telencéfalo impar;
asterisco: ventriculo; flechas: roja: meninge primitiva; negra: células de la neuroglia; verde:
neurona; azul: neurona piramidal.

Coloracién: Nissl (b), Tricrémico de Masson (a, ¢y d).
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Fig. 10. Detalle del quiasma 6ptico y del nicleo predptico cuyas fibras nerviosas se dirigen al tectum
Optico. Escala: 500 pm.

Fig. 11. Epitdlamo a) Estructura general. b) Detalle donde se observan las células que lo conforman.
Escala: 200 pum (a) 50 pm (b).

Fig. 12. Hipotalamo. a) Estructura general. b) Detalle de las células. Escala: 500 um (a); 50 um (b).
Referencias: NPo: nucleo predptico; QO: quiasma Optico; TO: tectum Optico; Fechas: Azul: células
de la neuroglia; negras: neuronas.

Coloracién: Tricromico de Masson.
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Fig. 13. Hipofisis y saco vasculoso. a) Vista general. b) Detalle del epitelio del saco vasculoso. c)
Detalle del 16bulo neurointermediario. d) Detalle del I6bulo dorsal. Inserto: Detalle del I6bulo dorsal
donde se observa una secrecion de mucopolisacaridos en la cavidad interna. €) Detalle del 16bulo
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ventral. Inserto: Detalle del 16bulo ventral donde se observa una secrecion de mucopolisacaridos en la
cavidad interna. Escala: 500 pm (a); 30 um (b) 50 um (c, d y e).

Referencias: LD; lI6bulo dorsal; LNI: 16bulo neurointermedio; LV: 16bulo ventral; SV: saco
vasculoso; flechas: azul: células croméfobas; gris: células basales; negra: células de coronet; verde:
celulas cromdfilas.

Coloracién: Tricromico de Masson (a, b, ¢, d y e); AB (inserto d y e).
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Fig. 14. Tectum Optico. a) Vista general. b) Detalle de la capa externa donde se observan células
dispersas junto con fibras nerviosas. c) Detalle de las tres capas mas internas del tectum Optico.
Escala: 100 um (a) 50 um (b y c).

Referencias: CC: capa celular; CCe: capa de células ependimarias; CEx: capa externa; CF: capa de
fibras nerviosas.

Coloracién: Tricromico de Masson.
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Fig. 15. Cerebelo. a) Vista general. b) Detalle de la capa granular interna donde se ven las células
granulares y células similares a células de Golgi. ¢) Detalle de la capa de células de Purkinje. d)
Detalle de la capa molecular externa donde se observan interneuronas y dendritas de las células de
Purkinje. Escala: 100 um (ay d); 50 um (b y c).

Referencias: CGI: capa granular interna; CMEXx: capa molecular externa; CP: capa de células de
Purkinje; circulo punteado: células de Purkinje; Flechas: azul: dendritas de células de Purkinje; gris:
interneuronas; negra: células de Golgi.

Coloracion: Tricromico de Masson.
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Fig. 16. Médula oblonga donde se observan las fibras nerviosas con disposicion plexiforme. Escala:
500 pum.
Referencias: MO: médula oblonga.

Coloracion: Tricromico de Masson.
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TABLAS
Tabla 1.

INFORMACION DE LOS EJEMPLARES COLECTADOS

N° DE
EJEMPLAR FECHA UBICACION | SEXO PT (9) MATERIAL OBTENIDO

-Encéfalo e hipdfisis con

Pto .
1025 | 22/11/2022 F(?)| 578 | 570 neurocraneo

Galvan
- Organos olfativos

Pto
1024 | 22/11/2022 | F(9®)| 566 | 460 -Encéfalo
Galvan
Pto -Encéfalo
1023 29/10/2022 ) F(Q) | 270 185
Galvan - .
-Organos olfativos
-Encéfalo e hipofisis con
Pto 5
1022 | 29/10/2022 | F(©®) | 430 | 325 neurocraneo
Galvan
-Organos olfativos
Pto M -Encéfalo
1021 29/10/2022 ) 470 330
Galvan (A

-Organos olfativos

-Encéfalo e hipdfisis con
975 05/10/2018 | 3 Brazas | F (%) | 440 215

neurocraneo
M
974 05/10/2018 | 3 Brazas 360 | 150 -Encéfalo
)
Tabla 2
INDICE DE FOLIACION CEREBELOSA SEGUN YOPAK et al., 2007; 2012.
Grado Nivel de desarrollo del cerebelo
1 Sin foliacion, superficie cerebelosa lisa, con simetria cerebelar
2 Foliacion minima, surcos poco profundos que corren paralelos entre
si sin ramificaciones
3 Foliacion moderada, surcos poco profundos a moderados, ligera
ramificacion
4 Muy foliada, surcos moderados a profundos y ramificados con
simetria cerebelar
5 Extremadamente foliada, surcos profundos y ramificados, secciones
cerebelosas distintivas y asimetria cerebelar.
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