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RESUMEN

La utilizacion de animales en investigacion ha generado un dilema moral y una
preocupacion por parte de la sociedad de como éstos se ven afectados al ser objeto de
estudio y cuales con las consideraciones éticas que deben recibir, sobre todo en etapas
tempranas de desarrollo donde su sensibilidad es ain mas discutida. En el presente estudio
se analizaron 12 embriones de Mus musculus de 12, 14, 17 y 20 dias post coito, y 30
alevines de Danio rerio de 60, 72, 120, 144 y 160 horas post fertilizacion. Estos fueron
procesados y sometidos a las técnicas histoldgicas de H&E/azul de Alcian pH 2,5, Cresil
Violeta e Impregnacion Argéntica de Llombart, para visualizar el desarrollo y cronologia
de formacion de receptores nociceptivos, médula espinal, talamo y corteza cerebral que son

las principales estructuras anatdmicas que participan en la percepcion del dolor.

Se evidencié que a los 17 dias post coito el desarrollo nervioso en Mus musculus es lo
suficientemente avanzado para percibir estimulos nocivos, mientras que en Danio rerio a
las 160 horas post fertilizacion ain no ha finalizado, concluyendo que al menos hasta esta

etapa no se encuentra morfologicamente desarrollado para sentir dolor.

Palabras clave: Modelo animal, Mus musculus, Danio rerio, desarrollo, dolor, ética.
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ABSTRACT

Public concern regarding the use of animal models on research has raised a moral dilemma
of how they are affected as a subject of study and which ethical considerations must be
considered when handling them, especially on early development stages were their
sensibility is even more argued. In the present study 12 Mus musculus embryos of 12, 14,
17 and 20 days post coitum and 30 Danio rerio larvae of 60, 72, 120, 144 and 160 hours
post fertilization were analyzed. They were processed and dyed with H&E/Alcian blue pH
2,5, Cresyl Violet and Llombart silver impregnation, to visualize the development and
chronological formation of the nociceptors, spinal cord, thalamus and cerebral cortex,

which are the main anatomical structures that participates in pain perception.

It was demonstrated that at the stage of 17 days post coitum in Mus musculus the nervous
system is developed enough to perceive noxious stimulus, whereas Danio rerio’s
development at 160 hours post fertilization has not concluded, therefore up until this stage

they are not morpholocally able to feel pain.

Key words: Animal model, Mus musculus, Danio rerio, development, pain, ethics.
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INTRODUCCION

El estudio de las ciencias biologicas presenta una alta complejidad, debido a los distintos
sistemas involucrados y como estos son afectados por un alto nimero de factores cuyas
interacciones son dindmicas. Por esta razén es fundamental la utilizacion de modelos
animales, en los cuales se estudia una de una serie de caracteristicas que son extrapolables

al humano.

En la antigliedad se pensaba que los animales no eran seres sintientes y que estaban a
disposicion del hombre, siendo esa la razon de su existencia. Sin embargo, con el paso de
los afios se ha evidenciado que los animales no sélo sienten dolor, sino que también, en una
gran cantidad de especies se presenta una sensibilidad similar a la humana, debido a que
poseen estructuras anatdmicas nerviosas anadlogas, lo que ha generado una preocupacién en

la sociedad en cuanto a su manipulaciéon con fines cientificos.

En la biologia del desarrollo es ain mas dificil definir de qué manera los embriones pueden
ser afectados al ser objetos de estudio, puesto que los mecanismos para definir las formas

en que la conciencia vy el dolor animal se desarrollan son indirectos.

Existe una fuerte aprehension frente a que la investigacion en modelos embriologicos pueda
infligir sufrimiento. Es vital considerar que exista una posible experiencia de dolor en estos
animales. No obstante, en estadios tempranos, las estructuras anatbmicas necesarias para
percibir dolor no se encuentran completamente desarrolladas, por lo que es muy importante
poder definir en qué etapa especfifica el embrion estd capacitado para sufrir, y determinar

asi, cudles son los protocolos éticos que deben aplicarse en estos modelo



REVISION BIBLIOGRAFICA

La utilizacion de modelos animales tiene distintos objetivos, como verificar una hip6tesis
cientifica, probar un producto, producir sustancias de uso medico o biologico, detectar
fendmenos, conocer el comportamiento animal, entre otros. Sin embargo, la mayoria de los
animales utilizados son considerados seres sintientes que pueden resultar heridos en dichos

experimentos (Sotomayor, 2015).

El bienestar en los animales es considerado como un completo estado de salud mental y
fisica, junto con la capacidad para sobreponerse a efectos ambientales. No obstante, no s6lo
se refiere a la ausencia de sufrimiento, sino también a la existencia de estados emocionales
subjetivos positivos como placer. A raiz de este concepto se definen las Cinco Libertades,
que indican que los animales no padezcan de hambre ni sed, no sufran malestar fisico ni
dolor, no sufran heridas ni enfermedades, no sufran miedo ni angustia, y puedan ajustarse a

su comportamiento normal y esencial (Gallo et al., 2009).

Aspectos éticos en la investigacion con animales

La ética es la disciplina que analiza logicamente los actos humanos, cuestionando
costumbres que han sido elevadas a nivel de normas (Rivero y Paredes, 2006), es un
acuerdo entre humanos (Arias, 2015) por lo que existen diversas teorias que definen el uso
de animales de experimentacion, siendo las méas atingentes a este trabajo el contractualismo
y el utilitarismo. El contractualismo se refiere a que los animales son importantes porque
algunas personas piensan que lo son, por lo que los investigadores tienen una obligacion
hacia los protectores de animales, y deben considerar el bienestar animal (Brom, 2002). Por
lo tanto el deber para con los animales, es un deber indirecto para con la humanidad (Arias,
2015). El utilitarismo indica un deber hacia los animales debido a que estos pueden sufrir.
Se tienen que definir posibles alternativas y elegir el acto que genere una mayor felicidad
(Brom, 2002). El hombre tiene derecho de acabar con la vida de un animal para sus
propdsitos, mientras se garantice durante su vida una buena existencia y una muerte
indolora (Arias, 2015).



No existe consenso en como abordar este dilema. En un extremo estd la perspectiva de los
que se adhieren a los derechos de los animales. Segin estos, jamas se justifica un dafio
hacia ellos con propdsitos humanos, sin importar cudles sean. El otro extremo es la vision
que indica que los animales deben ser utilizados a disposicion de los seres humanos. No
obstante, la mayoria de las personas se encuentran en un punto intermedio entre ambas
opiniones, y se acepta que los animales sean utilizados para la investigacion bajo ciertas

condiciones (Brom, 2002).

Desde el punto de vista bioético, los animales por si mismos, no son sujetos de derechos ni
de responsabilidades, por lo que no pueden ser considerados sujetos morales. No obstante
poseen caracteristicas que los llevan a ser considerados objetos morales, como capacidades
cognitivas, capacidad para mejorar, sociabilidad y posesion de una vida. Por carecer de
autonomia, los animales no pueden negarse a ser objeto de experimentacion y, por tanto, la
responsabilidad de no ocasionar sufrimiento y/o dafios innecesarios recae en el ser humano
(Rodriguez, 2007).

Por esto se busca la proteccion animal, que nace como una preocupacion ética de la
sociedad, y como la ciencia también esta involucrada en las preocupaciones sociales acerca
de la calidad de vida de los animales, su proteccion ha sido adoptada como objeto de la

investigacion y discusion cientifica (Arias, 2015).

De esta forma se han propuesto métodos para disminuir su sufrimiento y mejorar su
bienestar. Surgen asi las Tres “R” de experimentacion animal:
- Reemplazo: reemplazar en lo posible, el uso de animales vivos por otras alternativas
viables o por animales menos ‘sintientes’.
- Reduccién: utilizar el ndmero minimo de animales que permita la obtencion de
resultados significativos, basandose en criterios estadisticos.
- Refinamiento: adecuar el protocolo de trabajo para cada especie para minimizar el

potencial estrés, dolor, sufrimiento o dafio permanente (Gallo et al., 2009).



Investigacion en la Biologia del Desarrollo

La biologia del desarrollo es un area dentro de la medicina en la cual los modelos animales
son utilizados con el fin de aumentar la comprension de procesos celulares, genéticos y
morfogenéticos que forman parte de esta etapa, en contextos de normalidad o anormalidad.
Dentro de los animales mas utilizados se encuentran el pez Danio rerio y el raton Mus
musculus. Estas especies cumplen con una serie de caracteristicas que les permiten ser
seleccionados para la investigacion, entre las que destacan que su genoma esta parcialmente
secuenciado y es similar al de los humanos, que poseen ciclos vitales cortos, lo que permite
desarrollar experimentos en periodos mas acotados y obtener resultados en un menor
tiempo, la facilidad de su mantencién, debido a que son de tamafio pequefio y no poseen
requerimientos complejos, y a que generan un gran ndmero de crias (Rojas y Colombo,
2010).

El desarrollo general del pez cebra ha sido altamente estudiado en los Ultimos afios y
aplicado como modelo animal en variadas patologias, por lo que se pueden seleccionar
alevines segin el nimero de horas post fertilizacion o post eclosion para evidenciar
estructuras anatomicas nerviosas en formacién o ya desarrolladas segin lo que se estudie
(Wilson et al., 2002). En el caso del raton, existen ciertas estructuras nerviosas que
continlian su desarrollo incluso en la etapa post natal, no obstante para poder estudiar los
fetos se recomienda que sean eutanasiados previo a su nacimiento, ya que su manipulacion,
0 la posible presencia de una mutacion genética generard un rechazo por parte de la madre

que procedera a acabar con la vida de sus crias (Weber y Olsson, 2008).

Al igual que en la embriologia humana, no existe evidencia certera de en qué medida estos
modelos son capaces de sentir dolor, debido a que es una percepcidn bastante compleja que
involucra procesos del sistema nervioso central, estados emocionales y procesos mentales
cuyos analisis son indirectos. El dolor se define como una experiencia sensorial y
emocional desagradable, asociada con un dafio de tejido real o potencial. Sin embargo la
percepcion del dolor fetal o neonatal no involucra las mismas estructuras que participan del

proceso en adultos. Los elementos celulares estan siendo modificados constantemente por



factores internos y externos, ademas las neuronas, nociceptores y fibras nerviosas que
participan en la percepcion del dolor, maduran y comienzan su funcion en distintas etapas
del desarrollo. Aun asi, los elementos neurales pueden ser considerados inmaduros, pero no

inactivos, ya gque demuestran plasticidad (Lowery et al., 2007).

Desarrollo del sistema nervioso

El desarrollo del sistema nervioso ocurre a través de la participacion de muchas sefiales.
Algunas son intrinsecas del organismo, mientras que otras son ambientales. Tanto la
induccion neuronal como la formacion de la placa neural a traves del establecimiento de
circuitos funcionales, requieren de eventos celulares que se necesitan llevar a cabo de forma
coordinada en un espacio-tiempo determinado. La neurogénesis, migracion celular,
diferenciacion celular, rutas axonales, sinaptogénesis, y remodelacion sindptica son
necesarias para proveer la forma y funcién del cerebro y medula espinal. Cada uno de estos
procesos contiene muchos eventos subcelulares y moleculares que son altamente
especificos. Por ejemplo, el establecimiento de una morfologia neuronal especifica,
crecimiento axonal y la expresion de una serie de receptores, que van a permitir a la célula

responder a ciertos impulsos sindpticos (Borodinsky et al., 2014).

En la vida posnatal, las estructuras nerviosas asociadas a nocicepcion son las siguientes;
Receptores que corresponden a terminaciones nerviosas libres amielinicas dispuestas en la
piel, tejidos musculares, articulares y paredes viscerales; Fibras nerviosas aferentes que son
los axones de las neuronas pseudomonopolares de los ganglios raquideos, que llegan al asta
dorsal de la médula espinal, Neuronas e interneuronas de la médula espinal  que
constituyen la primera estacion sinaptica; Tractos espinotalamicos y espinorreticulares que
avanzan hacia los centros superiores; Talamo, que participa en la discriminacién de los
componentes sensoriales y afectivos motivacionales del dolor; y Corteza cerebral (Perena et
al., 2000).



Criterios para seleccionar método de eutanasia

La eutanasia es considerada como la forma mas humana de acabar con la vida del animal.
Deriva del término griego “eu” que significa bueno, y “thanatos” que significa muerte,
buen morir, buscando minimizar o eliminar dolor o distrés (Leary et al., 2013).

Al momento de seleccionar el método mas adecuado para ejecutar la eutanasia, se debe
tener en consideracion todos los factores que van a influir en su realizacion, como lo son la
especie, la condicion del animal, el lugar fisico, y el personal, que debe estar capacitado.

En el caso de los peces uno de los métodos aceptados es la congelacion répida, ya que en
estos animales, y especificamente en estadios tempranos donde el tamafio corporal es
bastante reducido, ocurre de forma réapida sin causar dolor y sin provocar dafios tisulares
como podria ocurrir con métodos quimicos. En los ratones los métodos fisicos como
concusion, dislocacion cervical y decapitacién requieren alta experiencia, equipamiento e
inmovilizacion del animal y ademas es estéticamente desagradable para el operador.
Adicionalmente considerando que en algunas circunstancias se requiere también eutanasiar
a sus crias gestantes, es preferible la utilizacion de métodos quimicos como el tiopental
sodico inyectable intraperitoneal, que acaba con la vida de la madre y sus fetos de forma

indolora y sin estrés (Gallo et al., 2009).

Debido a la falta de conocimiento sobre la sensibilidad en la etapa prenatal, ain existe un
fuerte cuestionamiento sobre el uso de los modelos animales y su exposicidn a posibles
situaciones de incomodidad, sufrimiento y/o estrés, por lo que el siguiente trabajo busca
evidenciar en qué etapa los embriones presentan sus estructuras nerviosas desarrolladas

para ser considerados seres “sintientes”.



HIPOTESIS

En fetos de ratdbn Mus musculus de 17 dias de gestacion y alevines de pez Danio rerio de
160 horas post fertilizacion no ha finalizado el desarrollo de médula espinal, talamo y
corteza cerebral, por lo que las conexiones nerviosas necesarias para la percepcion del dolor

no se encuentran constituidas.



OBJETIVO GENERAL

Identificar en dos modelos animales, en qué etapa del desarrollo se forman las estructuras
anatomicas nerviosas, para establecer un protocolo de trabajo ético certero en la

investigacion con embriones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reconocer morfologicamente la neurogénesis, talamo, médula espinal y receptores
(terminaciones nerviosas libres amielinicas) en Mus musculus y Danio rerio en el

desarrollo prenatal y postnatal temprano.

2. Comparar la dinamica de formacion en forma cronologica de las estructuras
relacionadas con el dolor: tdlamo, médula espinal y receptores entre ambos modelos

animales, para identificar la especie menos “sintiente”.



MATERIALES Y METODOS

El trabajo de técnicas morfoldgicas se realizd en el Laboratorio de Embriologia
Comparada, Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo, Facultad de Medicina,

Universidad de Chile, luego de ser aprobado el anteproyecto.

Este trabajo se llevd a cabo atendiendo todas las normas éticas del trabajo con animales de

Bioterio, evitando causar dolor, angustia y/o miedo.

Se utilizaron 30 larvas de pez cebra (alevines) distribuidos en cinco grupos de las siguientes

edades:

Grupo N° peces Edad (post fertilizaion)
1 6 60 horas
2 6 72 horas
3 6 120 horas
4 6 144 horas
5 6 160 horas

Los peces cebra fueron obtenidos del Laboratorio de Ontogenia del Desarrollo (Miguel
Concha) del Programa de Anatomia y Biologia del Desarrollo, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Los alevines fueron eutanasiados con un golpe de frio que es un método fisico aceptado

para esta especie.

En el modelo animal que corresponde a raton, se utilizaron:

Sexo N° Edad Peso
Hembra 6 6 semanas 29-31¢g
Macho 3 6 semanas 29-31¢g




Los ratones fueron obtenidos del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

Se introdujo un macho por jaula (cada jaula con dos hembras). Al dia siguiente se reviso el
tapon mucoso para constatar que hubo coOpula. Las hembras que lo presentaron se

distribuyeron mediante aleatorizacion simple:

Grupo N° Dias post coito
A 3 12
B 3 14
C 3 17
D 3 20

Las hembras y sus fetos fueron eutanasiados con una sobredosis de solucion de tiopental
sodico inyectable intraperitoneal al 10% (180 mg/kg), siendo el método quimico

recomendable para la especie.

En ambos modelos los embriones fueron fijados en formalina al 10% en PBS e incluidos en
parafina solida. Se seccionaron en cortes sagitales seriados de 5um de espesor en un
microtomo (Microm™), y montaron en porta objetos xilanizados siendo procesados

mediante técnicas histologicas de rutina:

1.- Técnica Histolégica: H&E/azul de Alcian pH 2,5: permite observar la disposicion
general de los tejidos y la presencia de glicosaminoglicanos. La Hematoxilina se asocia con
mordientes para actuar como un colorante basico, por lo cual se une a estructuras anionicas,
coloreando los nlcleos en tonos azules. La Eosina es un colorante &cido (predomina
densidad de carga negativa), por lo cual se asocia y colorea estructuras cationicas del
citoplasma y matriz extracelular en diversos grados de color rosado. El azul de Alcian pH
2,5 es un colorante de caracter basico utilizado para detectar mucosustancias acidas a nivel
estructural. Se usa sobre todo para la deteccion de carbohidratos en tejidos animales.
Permite la identificacion de las sulfomucinas de color marrdn, mientras las sialomucinas se

colorean de azul.
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2.- Técnica de impregnacion argéntica de Llombart: se utiliza para la visualizacion de
terminaciones nerviosas libres, nervios, axones mielinizados y no mielinizados. Estas
estructuras se observan en color negro con un fondo dorado. Se basa en una doble
impregnacion con soluciones de plata concentradas. La primera impregnacion sensibiliza al
tejido para que la segunda impregne de manera selectiva las fibras nerviosas. Entre ambas

impregnaciones se realiza la reduccion con formol al 25% sin lavados interpuestos.

3.- Técnica histoquimica cresil violeta: permite observar neuronas. Este colorante es una
anilina bésica (cargada en forma positiva) que se une a las regiones basofilas de las células
del tejido nervioso. En el citoplasma de las neuronas los cuerpos de Nissl (cimulos de

reticulo endoplasmatico) son fuertemente tefiidas con esta tincion.

Las muestras de ambas especies fueron visualizadas en un microscopio estereoscopico
(Stemi DV4, Carl Zeiss) y fotografiadas en formato digital (Canon Power Shot A-640, 10
Megapixeles).

Dentro de los criterios para la identificacion de las neuronas presentes en la médula espinal
se consideraron la morfologia neuronal, que incluye el nicleo con presencia de nucléolo
prominente, limites neuronales definidos, ubicacion y forma del cuerpo neuronal. La
cuantificacion neuronal se realizd sobre imagenes microscopicas mediante el método del
disector, que consiste en la cuantificacion del nimero de células contenidas en cuadrantes
denominados disectores Opticos, distribuidos sisteméticamente en una plantilla previamente

disefiada.

Los resultados fueron presentados a través de las fotografias capturadas para evidenciar el
proceso de formacion de médula espinal, tdlamo y receptores, junto con las fibras nerviosas

respectivas.
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RESULTADOS

En relacion con el primer objetivo especifico, para el reconocimiento de la neurogénesis se
observd la morfologia celular del talamo, médula espinal y sus estructuras precursoras

respectivas.

Embriones de Mus musculus

1. 12 dias post coito (grupo A)

El diencéfalo presenta sdlo neuroblastos los cuales se caracterizan por un citoplasma
definido con una forma redondeada apolar, aunque ya comienzan a diferenciarse algunos
con el cuerpo celular mas alargado en sus polos opuestos (Figuras 1 y 2). En la médula en
formacion, se evidencian las placas del techo y piso, ademas la capa marginal, del manto y
ependimaria (Fig. 3), todas las células de la capa del manto son bastante similares en su
morfologia (Fig. 4). Con la técnica de Llombart se pueden reconocer fibras nerviosas en el
velo marginal de la médula espinal y en la corteza cerebral en formacion (Figs. 5 y 6), sin

embargo no se observaron receptores libres en ninguna zona del corte.

Fig. 1: Corte frontal de cabeza de raton de 12 dpc, H&/E/Azul de Alcian, 50X. (T)
telencéfalo. (D) diencéfalo. Fig. 2: Diencéfalo de raton de 12 dpc, Violeta de Cresilo, 400X.
Se observan solo neuroblastos.
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Fig. 3: Corte transversal de médula espinal de raton de 12 dpc, H&E/Azul de Alcian, 100X.
(Pt) placa del techo. (Pp) placa del piso. (Ce) capa ependimaria. (Cmn) capa del manto.
(Cmr) capa marginal. Fig. 4: Médula espinal de raton de 12 dpc, Violeta de Cresilo, 400X.

Neuroblastos en capa ependimaria y del manto.

Fig. 5: Corte frontal de cabeza de ratdbn de 12 dpc, técnica de Llombart, 50X. (T)
telencéfalo. (D) diencéfalo. Fig. 6: Corte transversal de médula espinal de raton de 12 dpc,

tecnica de Llombart, 100X. Las fibras nerviosas (flechas) destacan el velo marginal.

2. 14 dias post coito (grupo B)

El diencéfalo se encuentra méas desarrollado y se distingue con més claridad la formacion
del tdlamo e hipotalamo, se observan los plexos coroideos y la neocorteza (Fig. 7). Con
respecto a las células nerviosas, aun se encuentran un gran nimero de neuroblastos, aunque
a diferencia del anterior la gran mayoria presenta un citoplasma méas alargado, y se
diferencian algunas neuronas, identificadas por un cuerpo neuronal mas poligonal, la

presencia de cuerpos de Nissl en su citoplasma y por un mayor tamafio (Fig. 8). A nivel
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medular, se distingue la sustancia gris y sustancia blanca y el nimero de neuronas supera
considerablemente a los neuroblastos, sobre todo en las astas dorsales (Figs. 9 y 10). Con la
tincion de Llombart se visualizan una gran cantidad de fibras nerviosas especialmente a la
altura del tadlamo donde emergen para dirigirse hacia el nicleo caudado (Fig. 11). En la
médula espinal se distingue claramente las fibras nerviosas del velo marginal por su color
negro. Fue posible distinguir la presencia de receptores nerviosos libres asociados
principalmente a vasos sanguineos, identificados como fasciculos de fibras nerviosas en las

papilas de corion (Figs. 13y 14).

Fig. 7: Corte frontal de cabeza de raton de 14 dpc, H&E/Azul de Alcian 50X. (T) talamo.
(H) hipotalamo. (C) neocorteza. (P) plexo coroideo. Fig. 8: Talamo de raton de 14 dpc,
Violeta de Cresilo, 400X. Se observan neuroblastos.

Fig. 9: Corte transversal de médula espinal de raton de 14 dpc, H&E/Azul de Alcian, 50X.
(G) sustancia gris, capa del manto. (B) sustancia blanca, velo marginal. Fig. 10: Médula
espinal de raton de 14 dpc, Violeta de Cresilo, 400X. Células nerviosas de la capa del
manto.
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Fig. 11: Corte frontal de cabeza de raton de 14 dpc, técnica de Llombart, 100X. Fibras
nerviosas (flechas) emergiendo desde los (Nc) nicleos caudados hacia el (H) hipotalamo.
Fig. 12: Corte transversal de médula espinal de raton de 14 dpc, técnica de Llombart, 100X.

Se observa la (Cmr) capa marginal de color negro.

Fig. 13: Receptor de la fibra nerviosa en papilas del corion raton de 14 dpc, técnica de

Llombart, 400X. Fig. 14: Receptor de la fibra nerviosa en papilas del corion raton de 14
dpc, técnica de Llombart, 400X.

3. 17 dias post coito (grupo C)

El tdlamo se encuentra mas avanzado en su desarrollo, distinguiéndose ambos I6bulos con
su adhesion intertalamica, se observan las acumulaciones de grupos neuronales, con su
citoplasma definido, nucléolo prominente y sustancia de Nissl, que forman los distintos
nlcleos talamicos; posterior, lateral posterior, ventroposterolateral y ventromedial (Fig. 15).
La corteza ya se encuentra diferenciada, se ve la corteza somatosensorial y la retroespinal,
se identifica el hipocampo (Figs. 15 y 16). En el corte de médula espinal ésta se encuentra
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completamente desarrollada, con las astas dorsales y ventrales prominentes, el canal
ependimario es de menor tamafio, se observa el cuerpo vertebral y un gran desarrollo de
masa muscular circundante (Figs. 17 y 18). En la técnica de Llombart se puede distinguir
como las fibras nerviosas van desde el talamo hacia la corteza cerebral (Fig. 19). En la
médula espinal se observa una gran cantidad de fibras nerviosas en el asta dorsal junto con
fioras que cruzan al lado contrario del cual emergen y también, como fibras nerviosas
llegan al asta dorsal (Fig. 20). Se observd una mayor cantidad de receptores nerviosos en

distintas zonas del corte a nivel de las papilas del corion (Figs. 21y 22).

Fig. 15: Corte frontal de cabeza de raton de 17 dpc, H&E/Azul de Alcian, 50X. Se observa
(T) tadlamo. (Np) ndcleo posterior. (NIp) nlcleo lateral posterior. (Nwvpl) ndcleo
ventroposterolateral. (Nvm) nlcleo ventromedial. (C) corteza retroespinal. (Hi) hipocampo.
Fig. 16: Talamo de raton de 17 dpc, Violeta de Cresilo, 400X. Neuronas.

Fig. 17: Corte transversal de médula espinal de raton de 17 dpc, H&E/Azul de Alcian,

100X. (Ad) asta dorsal. (Av) asta ventral. (E) canal ependimario. Fig. 18: Médula espinal

de ratén de 17 dpc, Violeta de Cresilo, 400X. Neuronas sensitivas del asta dorsal.
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Fig. 19: Corte frontal de cabeza de raton de 17 dpc, técnica de Llombart, 50X. Fibras
nerviosas emergiendo del tdlamo hacia la corteza cerebral (flechas). Fig. 20: Corte
transversal de médula espinal de raton de 17 dpc, técnica de Llombart, 100X. Fibras

nerviosas cruzando hacia el lado opuesto medular (flecha).

Fig. 21: Receptor de la fibra nerviosa en papilas del corion raton de 17 dpc, técnica de

Llombart, 400X. Fig. 22: Receptor de la fibra nerviosa en papilas del corion raton de 17
dpc, técnica de Llombart, 400X.

4. 20 dias post coito (grupo D)

El grupo neonato fue utilizado como referencia de las estructuras analizadas en su
desarrollo total. Al igual que el grupo C se pudo observar el talamo bien definido con sus
agrupaciones neuronales y corteza cerebral (Figs. 23 y 24). De la misma forma la
morfologia de la médula espinal se mantiene en su organizacion en relacion al grupo

anterior. (Figs. 25 y 26). La tincién de Llombart evidencié la presencia de fibras nerviosas
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respectivas al igual que en el grupo C (Figs. 27 y 28), sin embargo para una mejor
identificacién y comparacion de los receptores nerviosos libres se adiciond un corte control

de mano de raton adulto, en el que se observd un gran nimero de fasciculos de fibras

nerviosas con fuerte coloracién oscura a distintas alturas de los cortes realizados (Figs. 29 y
30).

Fig. 23: Corte frontal de cabeza de raton de 20 dpc, H&E/Azul de Alcian, 50X (T) Talamo.
Fig. 24: Talamo de ratén de 20 dpc, Violeta de Cresilo, 400X. Neuronas.

Fig. 25: Corte transversal de médula espinal de raton de 20 dpc, H&E/Azul de Alcian,
100X. Fig. 26: Médula espinal de raton de 20 dpc, Violeta de Cresilo, 400X. Neuronas

sensitivas del asta dorsal.
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Fig. 27: Corte frontal de cabeza de raton de 20 dpc, técnica de Llombart, 100X. (T) tdlamo.

Fig. 28: Corte transversal de médula espinal de raton de 20 dpc, técnica de Llombart, 100X

Fig. 29: Receptor de la fibra nerviosa en papilas del corion de mano de raton adulto, técnica
de Llombart, 400X. Fig. 30: Receptor de la fibra nerviosa en papilas del corion de mano de
raton adulto, técnica de Llombart, 400X.

Alevines de Danio Rerio

1. 60 horas post fertilizacion (Grupo 1)

Se observa el mesencéfalo prominente como una agrupacion compacta de neuroblastos con
forma redondeada y citoplasma definido, bajo este y entre los ojos se aprecia el diencéfalo
con la misma morfologia celular del mesencéfalo (Figs. 31 y 33). El tubo neural presenta
células de tamafio uniforme, pudiendo distinguir las capas ependimaria, marginal y la del

manto. Se observa la notocorda de gran tamafio (Figs. 32 y 34). La técnica de Llombart
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presentd una coloracion oscura en la zona ventral del mesencefalo y del diencéfalo, sin
embargo resultd poco definida e inespecifica para fibras nerviosas (Fig. 35), al igual que el

corte de tubo neural (Fig. 36).

Fig. 31: Cabeza de pez cebra de 60 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (M) mesencéfalo. (D)
diencéfalo. Fig. 32: Tubo neural de pez cebra de 60 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (Ce)

capa ependimaria. (Cmn) capa del manto. (Cmr) capa marginal. (N) notocorda.

Fig. 33: Diencéfalo de pez cebra de 60 hpf, Violeta de Cresilo, 720X. Fig. 34: Tubo neural
de pez cebra de 60 hpf, Violeta de Cresilo, 720X.
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Fig. 35: Cabeza de pez cebra de 60 hpf, técnica de Llombart, 400X. Fig. 36: Tubo neural
de pez cebra de 60 hpf, técnica de Llombart, 400X.

2. 72 horas post fertilizacion (Grupo 2)

Morfoldgicamente se observan pocas diferencias con el estadio anterior, sin embargo el
mesencéfalo presenta un mayor desarrollo de la corteza. También se visualiza el nervio
optico (Figs. 37 y 39). El tubo neural mantiene la organizacion celular descrita a las 60
horas post fertilizacion, no presenta ningin cambio evidente (Figs. 38 y 40). La técnica de
Llombart no permite distinguir fibras nerviosas en ambos cortes realizados (Figs. 41y 42).

Fig. 37: Cabeza de pez cebra de 72 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (Cr) cristalino. (R)
retina. (No) nervio Optico. Fig. 38: Tubo neural de pez cebra de 72 hpf, tincion H&E/Azul
de Alcian, 400X.

21



Ny
N
Fig. 39: Diencéfalo de pez cebra de 72 hpf, Violeta de Cresilo, 720X. Fig. 40: Tubo neural
de pez cebra de 72 hpf, Violeta de Cresilo, 720X.

Fig. 41: Cabeza de pez cebra de 72 hpf, técnica de Llombart, 400X. Fig. 42: Tubo neural de
pez cebra de 72 hpf, técnica de Llombart, 400X.

3. 120 horas post fertilizacion (Grupo 3)

El mesencéfalo y el diencéfalo se observan proporcionalmente de menor tamafio en
relacion a los ojos, y ademas el segundo presenta una forma mas alargada
dorsoventralmente. Ya se puede distinguir la formacién del tdlamo e hipotalamo,
principalmente su zona predptica. También se pueden diferenciar las capas oculares como
la capa plexiforme interna, la capa nuclear interna, la capa de células fotoreceptoras y el
epitelio pigmentado (Figs. 43 y 45). Del tubo neural comienza a diferenciarse la médula
espinal evidenciado en una distribucion dorsal de las células de la capa del manto (Figs. 44

y 46). La tincién de Llombart muestra una zona de fuerte coloracion oscura a los laterales
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del tdlamo, mas no es posible afirmar que sean fibras nerviosas (Fig. 47). En el tubo neural
la capa ependimaria y algunas células dorsales de la capa del manto presentan una mayor

coloracion que el resto del corte (Fig. 48).

Fig. 43: Cabeza de pez cebra de 120 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (T) talamo. (H) zona
predptica hipotalamo. (Pi) capa plexiforme interna. (Ni) capa nuclear interna. (Cf) capa de
células fotoreceptoras. (Ep) epitelio pigmentado. Fig. 44: Tubo neural de pez cebra de 120
hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (Cmn) capa del manto.

Fig. 45: Talamo de pez cebra de 120 hpf, Violeta de Cresilo, 720X. Fig. 46: Tubo neural de
pez cebra de 120 hpf, Violeta de Cresilo, 720X. (Cmn) capa del manto.
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Fig. 47: Cabeza de pez cebra de 120 hpf, técnica de Llombart, 400X. Fig. 48: Tubo neural
de pez cebra de 120 hpf, técnica de Llombart, 400X.

4. 144 horas post fertilizacion (Grupo 4)

El mesencéfalo y diencéfalo son aln menores en tamafio que el estadio anterior con
respecto a los ojos. En la parte dorsal se puede distinguir el talamo dividido en una porcion
dorsal y otra ventral, y el hipotalamo (Figs. 49 y 51). El tubo neural presenta la misma

organizacion que el estadio anterior (Figs. 50 y 52). La tincion de Llombart presenté una

coloracion poco definida e inespecifica para fibras nerviosas en ambos cortes realizados
(Figs. 53y 54).

Fig. 49: Cabeza de pez cebra de 144 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (Td) talamo dorsal.
(Tv) talamo wventral. (H) hipotalamo. (Gp) glandula pineal. (Ha) habénula. Fig. 50: Tubo
neural de pez cebra de 144 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X.
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Fig. 51: Talamo de pez cebra de 144 hpf, Violeta de Cresilo, 720X. Fig. 52. Medula espinal
de pez cebra de 144 hpf, Violeta de Cresilo, 720X.

Fig. 53: Cabeza de pez cebra de 144 hpf, técnica de Llombart, 400X. Fig. 54: Médula
espinal de pez cebra de 144 hpf, técnica de Llombart, 400X.

5. 160 horas post fertilizacion

Se observa los ojos prominentes con sus distintas capas, en el diencéfalo se encuentra el
talamo e hipotalamo. La morfologia celular tanto del mesencéfalo como del diencéfalo se
mantuvo practicamente igual a la descrita a las 60 horas postfertilizacion en todos los
estadios estudiados. Ademéas se distingue dorsal al tdlamo la habénula y la glandula pineal
(Figs. 55 y 57). Ya se encuentra diferenciada la médula espinal que se caracteriza por
presentar una forma de “Y” de la sustancia gris (Figs. 56 y 58). Con la técnica de Llombart
al igual que los estadios anteriores la coloracién resultd inespecifica sin permitir la
visualizacion de fibras nerviosas ni sus receptores tanto en encéfalo como médula espinal
(Figs. 59y 60).
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Fig. 55: Cabeza de pez cebra de 160 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X. (T) talamo. (H)
hipotdlamo. (Gp) glandula pineal. (Ha) habénula. Fig. 56: Medula espinal de pez cebra de
160 hpf, H&E/Azul de Alcian, 400X.

Fig. 57: Talamo de pez cebra de 160 hpf, Violeta de Cresilo, 720X. Fig. 58: Médula espinal
de pez cebra de 160 hpf, Violeta de Cresilo, 720X.

Fig. 59: Cabeza de pez cebra de 160 hpf, técnica de Llombart, 400X. Fig. 60: Médula
espinal de pez cebra de 160 hpf, técnica de Llombart, 400X.
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Estadistica

En relacién con el segundo objetivo especifico para comparar la dindmica de formacidn en
forma cronoldgica de las estructuras que participan en la percepcion del dolor se
cuantificaron el nimero de neuroblastos presentes en el diencéfalo o talamo y tubo neural o
médula espinal, segin corresponda, de 12 ratones Mus musculus, de los cuales se obtuvo

los siguientes datos:

Tabla 1: Tabla resumen neuroblastos en talamo de raton

DPC n X D.E E.E. Ccv Min Max
12 3 43,67 7,09 4,10 16,25 36,00 50,00
14 3 32,00 2,65 1,53 8,27 29,00 34,00
17 3 13,67 2,08 1,20 15,23 12,00 16,00
20 3 5,33 2,52 1,45 47,19 3,00 8,00

Tabla 2: Tabla resumen neuroblastos en médula espinal de ratén

DPC n X D.E. E.E. CVv Min Méx
12 3 28,00 7,21 4,16 25,75 20,00 34,00
14 3 9,00 1,00 0,58 11,11 8,00 10,00
17 3 7,00 2,65 1,53 37,80 5,00 10,00
20 3 2,67 2,08 1,20 78,06 1,00 5,00

De igual forma de contabilizaron los neuroblastos en 3 embriones de cada etapa gestacional

en peces Danio rerio.
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Tabla 3: Tabla resumen neuroblastos en talamo de pez

HPF n X D.E. E.E. CcVv Min. Max.

60 6 100,67 22,51 9,19 22,36 70,00 126,00
72 6 92,33 14,61 5,96 15,82 72,00 110,00
120 6 117,33 16,86 6,88 14,37 96,00 142,00
144 6 133,00 23,18 9,46 17,43 100,00 154,00
160 6 159,00 26,68 10,89 16,78 130,00 200,00

Tabla 4: Tabla resumen neuroblastos en médula espinal de pez

HPF n X D.E. E.E. Cv Min. Maéx.
60 6 33,67 5,32 2,17 15,79 27,00 40,00
72 6 37,50 8,04 3,28 21,45 28,00 48,00
120 6 40,67 7,28 2,97 17,91 33,00 52,00
144 6 33,67 5,61 2,29 16,66 29,00 44,00
160 6 47,67 7,00 2,86 14,70 40,00 60,00

Grafico 1y 2: Promedio de neuroblastos contabilizados
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Posteriormente para poder realizar una comparacion estadistica de los distintos estadios se

definid un indice taldmico y medular para cada individuo, obtenido mediante el cociente

entre los neuroblastos y el area en la cual estos se contabilizaron. Se aplicd una prueba de

regresion lineal tanto para tdlamo como medula espinal de cada especie, utilizando el

programa Stata 13.0, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 5: Regresion lineal de la etapa de desarrollo de Mus musculus contra indice talamico

y medular

SC gl

Modelo | 102,921279 | 2
Residual | 7,32872097 |

Total | 110,25 11

MS
51.4606395

| 081430233

10.0227273

~ Dpe Coef. Err.Std. t P=t|
Indice tal | -0,0038021 | 0.0006219 | -6,11 | 0,000
Indice méd | -0,0008693 | 0,0009363 | -0.93 | 0,377

_cons | 20,19982 | 0,4783029 | 42,23 | 0.000 |

Niumero de obs. 12
F(2,9) | 63,20
Prob > F | 0,000
R?| 0.9335
R? 4justado | 0,9188
ECM | 0,90239

[95% Intervalo de Conf.]

-0.0052089 | -0.0023952

-0,0029874 | 0.0012488
1911782 | 21,28182

El modelo busca estimar la etapa de desarrollo en la que se encuentra el animal estudiado

en base al nimero de neuroblastos que posee en un area determinada. En este caso el indice
medular es muy poco significativo, debido a que el valor p es demasiado alto, por lo que la

informacidén que entrega no es certera y se retird del modelo obteniendo la siguiente tabla.

Tabla 6: Regresion lineal de la etapa de desarrollo de Mus musculus contra indice taldamico

SC al MC
Modelo | 102,219315 | 1 | 102,219315
Residual | 8,03068513 | 10 0.803068513
Total | 110.25 11 10.0227273
Dpc Coef. Std.Err. t P=lt]

Indice tal | -0,004259 | 0,0003775 | -11,28 | 0.000
_cons | 20,22981 | 0,4719079 | 42,69 | 0,000

29

Numero de obs. 12
F(1,10) | 127.29
Prob = F | 0,0000
R*| 0,9272
R? Ajustado | 0.9199
ECM | 0.89614

[95% Intervalo de Conf.]
 -0.0051002  -0,0034179
| 19,17388 21,28574



Al retirar el indice medular se comprueba que el indice talamico por si solo es un mejor
estimador de la etapa de desarrollo, ya que el valor p es O teniendo un efecto negativo, es

decir, que a mayor es el indice taldmico menor es el desarrollo del individuo.

Grafico 3: Tendencia lineal indice talamico y medular.
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Tabla 7: Regresion lineal de la etapa de desarrollo de Danio rerio contra indice talamico y

medular
Niumero de obs. 30
_SC gl MC F(1,27)] 6,93
Modelo | 15659,159 | 2 | 7829,57951 | Prob >F | 0.0037
Residual | 30497,641 | 27 | 1129,54226 | RZ | 0;”33'93
Total 46156.8 29 | 1591,61379 R-’Ajusmdo ' 023903
- ECM | 33,609
Hpf Coef. Err.Std. ¢t P=|t| [95% Intervalo de Conf.]

Indice tal | -0,0355856 | 0,0125121 | -2,84 | 0,008 | -0,0612583 | -0,009913
Indice méd | 0.1099427 | 0,0475805 | 2,31 | 0,029 |0.0123155 | 0,2075698 |
_cons | 116,425 40,16555 | 2,90 | 0,007 | 34,0121 198,8379

En este caso los valores nos indican que los indices taldmico y medular estimados son
significativos al 5%, sin embargo debido al ajuste realizado con el modelo raton se evalud
si la estimacién mejoraba al sacar el valor de menor significancia, el indice medular, que se

vio en la siguiente tabla.
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Tabla 8: Regresion lineal de la etapa de desarrollo de Danio rerio contra indice talamico

’\umero de obs 30

SC gl MC ) F(] 738 |
Modelo | 9628,33477 |1 | 9628,33477 | Prob > F | 0,0112 |
Residual | 36528,4652 | 28 | 1304,58804 | R* 10,2086 |
Total | 46156.8 | 29 | 1591,61379  RPdjustado | 0,1803 i
a ECM | 36,119

pr Coef. ~_Err.Std. t P>[t|  [95% Intervalo Conf.]

 Indice tal | -0,03651115 | 0,0134398 | -2,72 | 0,011 | -0,0640417 | -0,0089815 |
_cons | 186,2885 | 28,41554 | 6,56 | 0,000 | 128,0819 | 244,4951

Al retirar el indice medular del modelo el valor de “p” aumento, por lo tanto el modelo de
estimacion para peces es mejor con ambos indices incluidos, siendo el efecto del indice

talamico positivo y el medular negativo.

Grafico 4: Tendencia lineal indice talamico y medular.
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DISCUSION:

Una de las mayores dificultades que presentan los investigadores es poder identificar si los
animales con los que trabajan estan sintiendo dolor, miedo o angustia y la intensidad en la
cual la experimentan. Para poder evaluar la percepcion sensitiva de los animales los
métodos utilizados son indirectos, pero cada vez mas se han definido distintas
caracteristicas observables a simple vista que ayudan a identificarlo y calificarlo, el cual
varia y presenta signos distintos segin cada especie animal. En los ratones, estudios como
los realizados por Langford et al. (2010) que desarrollaron una escala de dolor en base a las
diferentes expresiones faciales que presentan estos roedores, han significado un gran
avance en su manejo y bienestar, ya que permite prever, evitar y controlar posibles
sufrimientos de esta especie. De igual forma en los peces, Sneddon (2003) evidencié
mediante distintas pruebas, comportamientos conductuales y fisioldgicos que responden a
eventos nocivos y potencialmente dolorosos, como disminucién de ingesta de alimento y
patrones natatorios entre otros, que han servido de guia para evaluar la sensibilidad en estos

animales.

Sin embargo, estos indicadores ya sean expresiones faciales, vocalizaciones, o patrones
natatorios han sido descritos para animales adultos. En la etapa fetal o postnatal temprana
es aln mas complejo identificar la capacidad de percepcién de estimulos nocivos,
principalmente porque la definicion de dolor hace especial distincion a un componente de
conciencia que es modificada por factores como la experiencia, elementos sociales y
variacion individual (lwama, 2007). De esta forma la presencia de ciertas estructuras
anatomicas y la forma en la que estan constituidas pueden servir como indicadoras en

estadios de desarrollo temprano de las especies.
El objetivo de este estudio era identificar morfologicamente la formacion de las estructuras

mencionadas en dos especies ampliamente utilizadas en la investigacion de la biologia del

desarrollo.
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En los ratones Mus musculus se evidencié la progresion del desarrollo de las estructuras
nerviosas. A los 12 dias post coito se identifico el diencéfalo con abundante presencia de
neuroblastos apolares, que luego a los 14 dias comenzaba su diferenciacion a talamo e
hipotdlamo, junto con el comienzo de la formacién de la neocorteza, similar a lo
mencionado por Altaba et al. (2001). Contrario a lo planteado en la hipétesis a los 17 dpc,
las estructuras ya presentaban el desarrollo necesario descrito para percibir estimulos
nocivos, se observd el tadlamo con ambos I6bulos con sus respectivas acumulaciones
neuronales que conforman los distintos nlcleos, junto la presencia de la corteza
somatosensorial diferenciada considerada indispensable para el reconocimiento de dolor
como tal, resultados similares se vio en estudio de Wang et al. (2011). El grupo neonato de
20 dpc no presentd diferencias significativas morfologicamente con respecto a los fetos de
17 dpc por lo que es posible inferir que previo al nacimiento, la formacion de las
estructuras nerviosas ha finalizado, trabajos como el realizado por Martinez et al. (2014)

muestran resultados similares a la progresion de este estudio.

A los 12 dpc se observd también el tubo neural con sus capas marginal, del manto y
ependimaria, junto con las placas del techo y piso ampliamente descritos en trabajos como
el de Caspary y Anderson (2003). Sin embargo los resultados muestran un desarrollo
neuronal mas temprano a nivel medular con respecto al encéfalo, ya que, las agrupaciones
neuronales que conforman las capas medulares, especificamente en el asta dorsal se
encuentran ampliamente desarrolladas a los 14 dpc presentando muy leve variacion con
respecto a los 17 dpc, que a diferencia del talamo a los 14 dpc adn abundan los
neuroblastos, esto presenta diferencia con lo descrito por otros autores como Morris et al.
(2012), que mencionan que el desarrollo es en eje anteroposterior, no obstante siendo los
cortes medulares a nivel cervical, cabe la posibilidad de que cortes mas caudales presenten

un menor desarrollo que coincidiria con lo mencionado por los autores.

A pesar la presencia de algunas fibras nerviosas a los 12 dpc, estas no muestran un
conformacion que permita conectar diferentes estructuras para poder transmitir impulsos
entre ellas, lo que si es posible observar a los 14 dpc donde desde el tdlamo comienzan a

emerger fibras hacia el nicleo caudado, sin embargo estas no se conectaban con la corteza
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sino hasta los 17 dpc, conformacidn indispensable para la percepcion del dolor, similar a
las imagenes realizadas por Martinez et al. (2014). Del mismo modo en la medula espinal
también fue a los 17 dpc donde se identificaron fibras nerviosas que cruzaban al lado
opuesto medular desde el asta dorsal similar a lo revisado en el trabajo de Caspary y
Anderson (2003).

No fue posible observar la presencia de receptores libres a los 12 dpc, infiriendo que ain no
se han formado. A los 14 dpc ya se evidenciaron unos pocos aumentando en nimero a
mayor dias de gestacién ubicados en las papilas de la dermis y asociados a vasos

sanguineos como los descrito en el trabajo realizado por Dubin y Patapoutian (2010).

En los peces Danio rerio se observo el desarrollo de cinco estadios distintos, que al igual
que en el modelo raton permitié observar la diferenciacion del diencéfalo en talamo y tubo
neural a médula espinal. La formacion de estas estructuras no presentd grandes contrastes
entre las 60 y 72 horas post fertilizacion en los cuales se destacd la presencia del
mesencéfalo y diencéfalo como una agrupacién compacta de neuroblastos. De forma
similar el tubo neural conformado por células de tamafio uniforme, se pudo distinguir las
capas ependimaria, marginal y del manto. La conformacién de estas estructuras coincide
con las descrita en el trabajo de Wilson et al. (2002).

A partir de las 120 hpf se observd un cambio en la agrupacion celular del diencéfalo
evidenciando el comienzo de la diferenciacion a tdlamo e hipotalamo, que a las 144 hpf
presentaba una morfologia bastante desarrollada, siendo poco significativas las diferencias
morfologicas con los alevines de 160 hpf. Los componentes talamicos son similares a lo

presentado por Mueller (2012).

A nivel medular fue posible observar el comienzo de la diferenciacion del tubo neural a
médula espinal a las 120 hpf con la migracién de células hacia dorsal entregando su
conformacion caracteristica en peces, como mencionan Lewis y Eisen (2003), no obstante a
las 160 hpf su desarrollo no estaba completo. También desde las 120 hpf inicia la

diferenciacion del telencéfalo a palio, que en la teoria se divide lateral, medial, ventral y
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dorsal, siendo este Ultimo equivalente a la neocorteza (Key, 2015), sin embargo en los

estadios observados no fue posible hacer la distincion entre ellos.

Tanto a nivel del encéfalo como médula espinal la diferenciacion celular no presentd
mayores cambios, ya sea a nivel morfolégico o en ndmero, evidenciandose solo
neuroblastos en todos los estadios observados. Esto difiere con el estudio realizado por Kim
et al. (2008) que indica que dentro de las primeras 48 horas post fertilizacion ya existe
presencia neuronal primaria, cuya morfologia tal vez no fue posible visualizar con las
tinciones utilizadas en este estudio.

La tincion de Llombart no entregd mayor informacion, no permitio observar fibras
nerviosas ni receptores en ninguno de los estadios observados, que pudieran asociarse con
las imagenes presentadas por Schmidt et al. (2013) del cerebro de pez cebra adulto, por lo
que se infiere que en estas etapas de desarrollo ain no se han formado las conexiones
nerviosas ni los receptores periféricos necesarios para la percepcién nociceptiva. Sin
embargo la forma en la que se estructura su sistema nervioso difiere con la de mamiferos,
debido a que carecen de neocorteza y tampoco presentan conexiones talamocorticales
(Mueller, 2012), siendo estos argumentos entre otros con los que Rose (2007), afirm6 que
el estudio realizado por Sneddon (2003), no era concluyente y que los peces no eran
capaces de sentir dolor, ni siquiera individuos adultos, sélo nocicepcion. No obstante
estudios realizados por Panula et al. (2010) mostrd que la estructura basica del sistema
nervioso central en peces contiene los dominios principales encontrados en cerebros de
mamiferos y los mismos neurotransmisores como GABA y glutamato, entre otros, siendo
vélida su comparacion (Anexo 1).

Como se menciond anteriormente, este trabajo busca generar un mayor entendimiento del
dolor en estos dos modelos animales a nivel estructural, para ademas identificar que especie
podria considerarse con menor sensibilidad y priorizarla al momento de hacer una
seleccion. Por lo observado en los resultados y comparando con los estudios realizados por
distintos autores, el pez cebra no presenta un desarrollo completo en estos estadios por lo

que no debiese ser capaz de percibir estimulos nocivos.
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A pesar de esto, desde el punto de vista ético, las distintas opiniones en cuanto a la
utilizacion de animales ya sea con fines de investigacion u otros, siguen basandose muchas
veces en argumentos morales o valoricos por sobre evidencia cientifica. Carruthers por
ejemplo escribid en 1992 la cuestion sobre los animales donde mencionaba que no poseen
derechos al no ser considerados seres racionales, marcando una diferencia con humanos no
racionales, por lo que infringirles sufrimiento no es moralmente incorrecto. Por el contrario,
pensamientos mas actuales como los de Francione (2015) que habla de seis principios
abolicionistas donde se debe eliminar por completo la utilizacién de animales sin importar
su propdsito, considerando cualquier manejo como explotacion hacia ellos. En un punto
intermedio se encuentra Singer que en 1975 hablo sobre la liberacion animal manteniendo
su uso pero teniendo en cuenta consideraciones hacia ellos buscando reducir su explotacion

y mejorar su bienestar.
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CONCLUSION

La preocupacion por parte de la sociedad en cuanto a la manipulacion de animales con fines
cientificos ha aumentado considerablemente durante los UGltimos afios. A raiz de esto, y
junto con la preocupacion de los propios investigadores han surgido distintas posturas que
discuten desde el punto de vista ético la responsabilidad que recae en el ser humano para
velar por el bienestar animal. Para poder adaptar los protocolos y evitar cualquier tipo de
sufrimiento es necesario el mayor entendimiento posible sobre su conducta y sensibilidad a
estimulos nocivos. Segun lo observado en presente trabajo en el caso de los ratones Mus
musculus las estructuras que participan en la percepcion del dolor desde el punto de vista
morfoldgico se encuentran completamente desarrolladas a los 17 dias de gestacion,
contrario a lo planteado en la hipdtesis, sin embargo, en los alevines de pez cebra Danio
rerio, estas estructuras y sus conexiones aun no concluyen en su formacion antes de las 160
horas post fertilizacion. Por lo que se infiere que en la etapas de desarrollo previas, estos
modelos animales no presentan mas que un proceso nociceptivo, lo que amplia el margen
de procedimientos aplicables en estos estadios. Ademas al comparar ambas especies, a
nivel morfologico el pez cebra se considerd como menos sintiente. Finalmente en las etapas
de desarrollo posterior la manipulacion de estos animales debe considerar su bienestar y
trabajar de forma respetuosa, resguardando infligir miedo, dolor y angustia.
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Anexo 1: Esquema de vesiculas encefélicas y palio cerebral

Mesencéfalo

Telencéfalo s Metencéfalo
Mielencéfalo

Diencéfalo Telencéfalo

Mielencéfalo

Danio rerio Mus musculus
Palio
ventral Palio

Palio " (corteza)

dorsal
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