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RESUREN

En  los  distintos  grupos  de  vertebrados,  las  variaciones  en  los  niveles  de

hormonas sexuales esteroidales, como testosterona o estradiol, hen mostrado tener un

rol modulador en la estructura y fisiologfa del sistema nervioso. Esta modulaci6n no

s6lo ocurre durante el desarrollo embrionario de un individuo sino tambi6n durante

su vida adulta, especialmente en la etapa reproductiva, durante la cual las hormonas

sexuales se encuentran en mayor concentraci6n respecto a otros momentos del afro.

Estos  cambios  hormonales  estacionales  se  relacionan  con  cambios  estacionales

conductuales tl'picos de la 6poca reproductiva, como la emisi6n de vocalizaciones y

el incremento de la sensibilidad auditiva a estas sefiales.

Los anfibios  anuros  (sapos y ranas)  confoman un grupo  interesante para

estudiar  el  efecto  de  las  hormonas  sexuales  esteroidales,  pues  la  conducta  mds

couspicua   durante   la   6poca   reproductiva,   que   cousiste   en   la   emisi6n   y

reconocimiento   de   vocalizaciones   de   coespecificos,   es   dependiente   de   estas

hormonas. En efecto, existen estudios que ban mostrado en hembras de rna especie

de anuro neotropical la influencia del estradiol en la modulaci6n de la respuesta del

Torus semicircularis Crs) a estinulos acristicos de relevancia para la especie.  Sin

embargo, la posible modulaci6n de la seusibilidad auditiva por testosterona en anuros

machos,  ha sido memos explorada,  con pocos estudios  que ademas ban mostrado

resultados disinles.

Esta tesis tuvo como objetivo principal evalunr la influencia de la testosterona

en la respuesta de las neuronas del TS en machos del anuro chileno PJe#rode7„cr

fhaz4J.  En  particular  se  estudi6  1os  cambios  en  la  respuesta  neuronal  del  TS  a



estinulos acristicos de distinta relevancia para la especie, en animales tratados y no

tratados con testosterona.

Los  principales  resultados  mostraron  que  los  machos  de  P.  £facr#J  tienen

niveles  de  testosterona  plasmatica  elevados  durante  su  6poca  reproductiva  en

condiciones  naturales  respecto  a  los  niveles  medidos  en  machos  mantenidos  en

condiciones de cautiverio, ya sea fuera o dentro de la 6poca reproductiva.

Mediante implantes de testosterona se logr6 obtener niveles de testosterona

plasmatica  en  animales  en  cautiverio  similares  a  los  encontrados  en  animales

medidos en condiciones naturales durante la 6poca reproductiva.

El  grupo  de  animales  implantados  mosfro  un  menor  rfumero  de  c6lulas

positivas para EGR-1 a3arly growth response protein 1) cuando fue estimulado con

un ruido blanco respecto al grupo de aninales que fue estimulado con el mismo

estinulo  pero  que  no  recibi6  inplante  de  testosterona.  Ademds  en  aninales

implantados  y  estimulados  con  un  ruido  de  coro  coespecffico  se  encontr6  rna

tendencia  a  un  mayor  rfumero  de  edlulas  EGR-1  positivas  respecto  a  animales

implantados y estimulados con ruido blanco.  EGR-1 es una proteina que se expresa

a partir de un gen de expresi6n temprana que ha sido anpliamente utilizada como un

marcador de activided neuronal. Por esto, la detecci6n de c6lulas que expresen esta

proteina es homologable a detectar neuronas activas postsihapticamente.

Individuos  con  implantes  de  testosterona mostraron un mayor rfumero  de

neuronas que responden preferentemente a una caracten'stica temporal propia del

canto de la especie que animales que no recibieron el inplante. En particular las

neuronas  respondian  selectivamente  a  un  pen'odo  interpulso   01)  de   102  ms,



caracten'stico   del  canto  de  apareamiento  emitido  por  los  machos  P.   £feczcz/  en

condiciones naturales.

Los machos de P. £fecr#J tanbien mostraron marca positiva para un anticuexpo

Q'G21)  que  reconoce  receptores  de  andr6geno.  C6lulas  positivas  para  PG21  se

ubicaron en regiones  del  cerebro  anterior y posterior que  forman parte  de  la via

auditiva de los  anuros, y  que por lo tanto  se  conectan con el  TS.  Estos rfucleos

marcados podrian ser seusibles a la acci6n de la testosterona, sustentando rna acci6n

indirecta de la testosterona sobre las neuronas del TS.

Finalmente,  los resultados de esta tesis  destacan la relevancia que podri'an

tener los elevados niveles de testosterona encontrados en machos de P. £fe¢z// durante

la  6poca  reproductiva  en  activar  rna  mayor  selectividad  auditiva  a  estinulos

acdsticos relevantes para la especie durante este periodo.



[assTRACT

In different groups of vertebrates, steroidal sexual hormones as testosterone and

estradiol exert a modulator role on the physiology and structure of the nervous system.

These  actions  occur  during  embryonic  development  and  also   during  adult  life,

especially in the reproductive cycle, when these hormones are higher than at other times

of  the  year.   Seasonal  fluctuations   of  sexual  hormones   occur  concomitant  with

reproductive displays.

Among amphibians, anurans (frogs and toads) are a most appropriate group to

study the effect of sexual steroidal hormones on reproductive behavior because they

display  conspicuous  acoustic  signals  in  chorusing  aggregations  during  the  mating

season. This mating behavior is dependent on sexual steroidal homones, as studies in

female anurans have provided evidence on a modulator role of estradiol on the activity

of neurons of a midbrain anditory center, the Torus semicircularis (TS) in response to

acoustic stimuli of biological relevance. However, testosterone influence on auditory

sensitivity of the TS in anurans males has been subjected to limited explorations that

have rendered dissimilar results.

The  main  goal  of  this  thesis  was  to  evaluate  the  modulatory  action  of

testosterone on the responsiveness of auditory neurons in the TS in males of the Chilean

frog P/ez4roc7emcz Zha#7. In particular, we studied how TS neurous respond to acoustic

stimuli imitating natural signals of different temporal structure in males with and with

no testosterone treatment.

The main results of this thesis show that males of p. £72czz{J during the breeding

season in the field have higher plasmatic testosterone levels than males  in captivity



during and out of breeding season. Plasmatic levels of testosterone similar to those in

natural conditiQus were reached with testosterone implants in captive males.

Testosterone implanted males showed lower numbers of EGR-1 a]arly growth

response protein  1)  positive  cells than non-implanted males  when exposed to  white

noise. Furthermore, implanted animals exposed to a conspecific chorus noise showed a

tendency to higher numbers of EGR-1 positive cells than implanted animals exposed to

white noise.

EGR-1  is a protein expressed from immediate early gene whose expression

has  been used as  a marker  of neuronal  activity.    In  consequence,  detecting  EGR-1

positive cells is sirilar to find active neurons.

Testosterone implanted males showed larger proportion of band pass neurons

than animals with no testosterone implant. These neurons were selective to the acoustic

stimulus having a 102 ms intexpulse period ¢P), which is the characteristic value of the

couspecific advertisement call in natural conditions.

Males in captivity  conditions had positive mark for antibody PG21  against

androgen receptor. PG21 positive cells were located in nuclei and zones of the anterior

and posterior brain that conform the anuran auditory pathway

These results highlight the role of elevated testosterone plasmatic levels during

the breeding season in the field in promoting responsiveness of P. f7!czz;J males to signals

ofbiologicalrelevance.



INTRODUCCI0N

1.1 Temporalidad de la modulaci6n de la plasticidad del sistema nervioso por

hormonas esteroidales.

La  modulaci6n  fisiol6gica  y/o  estructural  del  sistema  nervioso  por  hormonas

esteroidales     sexuales     (e.g.     testosterona,     estradiol     y     sus     metabolitos     como

dihidrotestosterona)  comienza  durante  el  desarrollo  embrionario,  durante  el  cual  se

establecen las principales diferencias entre los cerebros de machos y hembras (revisado

en  Panzica y  col.  1995,  Tobet y  Hanna  1997).  Posteriormente  las  hormonas  sexuales

ejercen efectos muy importantes en la madurez sexual, ya que es en este periodo de la

vida  del   individuo   cuando   ocurren  incrementos   drasticos   en  sus   concentraciones,

desencadenando  nuevamente  cambios  a  nivel  estructural  y  fisiol6gico  de  distintas

estructuras  coxporales,  incluyendo  el cerebro.  Un ejemplo  de esta acci6n es  el rol que

cumple el estradiol y la testosterona en el remodelamiento sinaptico e incremento de la

neurog6nesis  a nivel  hipocampal  e  hipotalamico  en  ratas  adultas  hembras  y  machos.

(Revisado en MacLusky y col. 2006, Parducz y col. 2006, Spritzer y Galea 2007). Estos

cambios  estructurales  estarian restringidos al menos en la hembra a su periodo estral,

que dura 4-5 dias, durante los que se mantienen elevados niveles de estradiol y ocurre la

actividad repro ductiva.

Existen,  sin  embargo,  animales  en  los  cuales  la  6poca  reproductiva  persiste

durante varios meses del afro. En un estudio ya clasico en canarios, Femando Nottebohm

(1981)  report6  por  primera  vez  un  aumento  drastico  en  los  volinenes  de  ndcleos

telencefalicos asociados a la emisi6n del canto durante la 6poca reproductiva respecto a

1



otros periodos del afro.  A partir de este trabajo se iniciaron rna serie de investigaciones

en las cuales se han ido determinando los factores asociados a la 6poca reproductiva que

modulan la plasticidad neuronal estacional, conductual y vocal. Entre estos factores son

preponderantes  la testosterona y  el  estradiol,  que tanto  en hembras  como  en machos,

presentan  variaciones  estacionales  en  correspondencia  con  la  plasticidad  neuronal  y

conductual. La plasticidad vocal estacional tanbi6n ha sido observada en anuros, grupo

al cual pertenece la especie utilizada en esta tesis, P/ezfroc7e7#cJ ffecza£/.  En los anuros los

machos  s6lo  vocalizan  y  tambi6n  poseen  niveles  mas  altos  de  hormonas  sexuales

esteroidales  en ciertos momentos  del  afro;  en comparaci6n a la 6poca no  reproductiva

(Figura  1').  Esto  indica que  su cerebro y  sistema nervioso  estarfa  sometido  a distintas

concentraciones hormonales en diferentes 6pocas del afro.

2



Figura 1.  Variaci6n estacional plasmatica de hormonas esteroidales y glicoproteicas en
machos de I z.ffaobcrfes ccrfesbej.cue"s.  Se observa que los niveles de las tres hormonas LH

(hormona      luteinizante)      FSH      (homona      foliculo      estimulante)      y      DHr
(dihidrotestosterona),   son  mfs  altos   drrante  los  meses  de  la  6poca  reproductive,
destacada en color rojo en el eje horizontal (Modificada de Licht y col. 1983).

Los  ejemplos  descritos  ilustran  modifieaciones  de  la  estruetura y  funci6n  del

cerebro   vocal   y   auditivo   de   individuos   adultos   en   respuesta   a   cambios   en   la

concentraci6n   de   hormonas   sexuales   esteroidales.   Estos   cambios   promueven   la

comuhicaci6n actistica durante la 6poca de apareamjento.

1.2 Asociaci6n entre la comunicaci6n acdstica y la reproducci6n en vertebrados

La comunicaci6n actistica no s6lo es relevante en el proceso de apareamiento en

aves y anfibios, pues peces, y mamlferos tambien emiten vocalizaciones caracteristicas

durante sus respeotivas 6pocas repreductivas, que son diferenfes a las emitidas en otros

periodos    del   afro.    Estas   vocalizaciones    son   fundamentales   para   promover   el

3



apareamiento,  y tambi6n para modular las  interacciones  sociales  entre  individuos.  En

tele6steos ®eces 6seos), machos y hembras emiten vocalizaciones en forma persistente

durante la 6poca de apareaniento utilizando mtisculos modificados adosados a la vejiga

natatoria.   Sin   embargo   estas   vocalizaciones   se   diferencian   espectralmente   de   las

emitidas fuera de la 6poca reproductiva.  Un ejemplo en ,estos vertebrados corresponde a

los  peces  machos  de  Porz.c¢f7zj/£  #ofcrf#s  que  emiten  sefiales  actisticas.  que  atraen  a

hembras a sus nidos donde desovan y se aparean (Brantley y Bass  1994). Otro ejemplo

de   la   importancia   de   la   comunicaci6n   acdstica   en   los   tele6steos   corresponde   a

4sJcz/o/zPz.cz  b#7`fo#z.,  especie  en  que  los  machos,  a pesar  de  poseer  colores  llanativos,

s61o  son  elegidos  por  las  hembras  si  6stos  emiten  llamados  a  las  cuales  las  hembras

responden de manera selectiva (Maruska y col. 2012).

Aves y mamiferos suelen presentar estructuras sociales mas complejas que las de

los peces,  lo  cual  se manifiesta en las  caracteristicas  de  su comunicaci6n acdstica.  En

estos  grupos  las vocalizaciones no  se  encuentran restringidas  a la 6poca reproductiva,

sino  que  son  producidas  en  distintas  situaciones  sociales.    En. Rcz#as  7€orvegr.c#s  por

ejemplo  se ham descrito  dos grandes grupos de vocalizaciones ultras6nicas, unas de 22

kHz emitidas en un contexto de advertencia y agresividad y otras de 50 kHz emitidas en

un contexto de cooperatividad social (revisado en Brudzynski 2013).

En aves ocurre algo similar a mamfferos pues los machos adultos emiten cantos

estereotipados de varias silabas durante 6poca reproductiva con los cuales cortejan a las

hembras y  defienden  sus  territorios  de  otros  machos.  Estas  vocalizaciones  reciben  la

denominaci6n de cantos ("songs", Williams 2004).   Sin embargo machos y hembras son

capaces de emitir distintos llamados durante todo  el afro,  1os cuales  son producidos en
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distintos contextos, como contacto de padres y crias, formaci6n de grupos y btisqueda de

alimentos.  Estas  vocalizaciones  reciben  la  denominaci6n  de  llamadas  ("calls"),  y  a

diferencia de las primeras, son de estructura mas sencilla y muchas veces no requieren

de aprendizaje (Marler 2004).

Un   grupo   de   vertebrados   en   el   cual   las   vocalizaciones   estin  restringidas

principalmente a la 5poca de apareamiento, son los anflbios anuros. Estos vertebrados,

conocidos como sapos y ranas, constituyen un grupo monofll6tico con 3500 millones de

afros  de  evoluci6n que  se  caracteriza,  a diferencia de  sus  grupos hermanos  cecilidos y

salamandras, por emitir vocalizaciones especificas y estereotipadas en sus componentes

espectrales y temporales.

Dependiendo de la especie, la 6poca de apareamiento puede durar desde semanas

a varios meses.  Es frecuente entonces encontrar agrupaciones de  anuros machos de la

misma especie emitiendo vocalizaciones durante ciertos momentos del afro, generando la

actividad coral tipica de la 6poca reproductiva. En contraste con lo que ocurre en aves y

mamiferos, el rol de las vocalizaciones emitidas por anuros adultos esta tan asociado a la

reproducci6n,   que   fuera   de   esta   6poca   generalmente   los   individuos   sexualmente

maduros, y por lo tanto  con capacidad de vocalizar, no  se encuentran presentes en las

areas reproductivas.   En anuros las hembras,  que en general no  vocalizan se orientan

hacia  los  cantos  emitidos  por  los  machos  de  su  misma  especie  para  aparearse.    La

actividad  vocal  tambi6n  es  importante  para  regular  las  interacciones  sociales  entre

machos, que de esta manera compiten por atraer hembras de manera mas efectiva (Wells

y Schwartz 2007).

5



Estos antecedentes contribuyen a sefialar a los anuros como un grupo adecuado

para estudiar tanto la emisi6n de vocalizaciones y la recepci6n de 5stas durante la 6poca

reproductiva,  como  la  modulaci6n  de  la  comunicaci6n  que  se  establece  por  factores

ambientales  externos  y/o  fisiol6gicos  intemos.  Entre  estos  tiltimos  la  influencia  de

hormonas  esteroidales  sexuales  (i.e.  testosterona y  estradiol)  como  moduladores  de  la

conducta de  apareamiento,  constituye un area de  activa investigaci6n tanto  en anuros

como en otros vertebrados (revisado en Wilczynski y col. 2005).

1.3 Modulaci6n de la comunicaci6n actistica mediante hormonas esteroidales

sexuales

La  modulaci6n  de  la  comunicaci6n  actistica  mediante  hormonas  esteroidales

sexuales   ha   sido   estudiada  principalmente   en   los   aspectos   de   la  emisi6n  de   las

vocalizaciones, habiendo quedado la recepci6n de las sefiales relativamente postergada.

En aves, 1os machos de A4:e/osp' z.zcz "eJoc7z.cz presentan vocalizaciones mas estereotipadas

durante la 6poca reproductiva, cuando tienen niveles de testosterona mayores que fuera

de   este   periodo   (Smith   y   col.    1997).   De   manera   similar   machos   de   Zo72ogivz.cfez.cz

/ez4copferys    gr77€be/z.z.    presentan    mayores    tasas    de     canto,     vocalizaciones    mas

estereotipadas y de mayor duraci6n cuando  son tratados  con testosterona (revisado en

Meitzen y Thompson 2008). La relaci6n entre los niveles de testosterona y la conducta

vocal  en  anuros  se  evidencia  de  distintas  maneras  en  diferentes  especies.  Machos  de

JZcr7zcz pzPz.e7zs gonadectomizados dejan de vocalizar, sin embargo cuando se les implanta

con  trozos  de  testiculos  y  se  les  inyecta  extracto  de  hip6fisis,  6stos  vuelven  a  emitir

vocalizaciones, lo cual no se observa suplementando s6lo la hormona testosterona (Palka



y  Gorbman  1973).  En contraste con estos resultados,  similares  dosis  de testosterona o

DHT aplicadas en machos de .Xe77apz/s /crew.s castrados,    reestablecen la conducta vocal

(Wetzel  y  Kelley  1983).    Por  otra part6  en  ff);/cz  cz.J?erecz  la  testosterona  requiere  ser

aplicada con el neuromodulador vasotocina para producir cambios en la actividad vocal

de  machos  y  hembras  (Penna y  col.  1992).  Tambi5n  se  han  inducido  cambios  en  la

actividad vocal espontaliea de machos implantados con testosterona respecto a machos

castrados no implantados pero en los sujetos implantados no se observan canbios de la

actividad vocal evocada por cantos coespecificos (Burmeister y Wilczyski 2001). En un

estudio en condiciones naturales se estableci6 rna correlaci6n positiva entre los niveles

plamaticos  de testosterona y  el ndmero  de  cantos  emitidos  por machos  de Bcrfrcrcky/cr

Jcze#z.c}fcz ante un estimulo coespeciflco (Solis y Penna 1997).

La  emisi6n  del   canto   de   anuros   esta  asociada  a  cambios   anat6micos  y/o

morfo16gicos  de  los  centros  neurales  y  estructuras  anat6micas  que  participan  de  la

vocalizaci6n.  Por  ejemplo  existen  cambios  en  el  tamafio  y  densidad  muscular  de  la

laringe  (Tobias  y  col.   1993)  y  aumento  en  el  volumen  de  las  motoneuronas  que  la

inervan que  estin relacionados  con niveles  elevados  de testosterona en machos  de X

/crew.s (Potter y col. 2005).  Sin embargo la ocurrencia de estos cambios anat6micos no

ha sido estudiada en animales en condiciones naturales (Leary 2009).

1.4 Hormonas sexuales esteroidales y cambios en la sensibilidad de la via auditiva

Los  cambios  en la emisi6n de vocalizaciones por variaciones  en los niveles de

hormonas sexuales esteroidales descritas en el apartado anterior, estin relacionados con

modificaciones  fisiol6gicas  y/o  estructurales  de  la via  auditiva y/o motora vocal.  La
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sensibilidad  neuronal  de  la via  auditiva y/o  motora  a un  estimulo  actistico  se  puede

medir  de  distintas  formas,  por  ejemplo  mediante  registros  electrofisiol6gicos  de  las

neuronas  que  componen  la  via.  En  la  periferia  auditiva,  registros  electrofisiol6gicos

extracelulares unitarios de fibras del nervio VIII aferentes al saculo en hembras del pez

Porz.cfef7z);Ls 77ofczJz/s presentaron un mayor indice  de  sincronia con un estimulo  actistico

de   estructura   similar   al   emitido   por   los   machos   coespecificos   durante   la   5poca

reproductiva.    Esta    correspondencia    entre    las    caracteristicas    espectrales    de    las

vocalizaciones y la sensibilidad del sistema auditivo de la hembra s6lo ocurre durante la

5poca  reproductiva  de  la  especie,   cuando  las  hembras  tienen  mayores  niveles  de

estradiol plasmatico. Hembras fuera de esta 5poca y tratadas con implantes de estradiol

presentan  rna  sensibilidad  auditiva  similar  a  la  de  hembras  en  6poca  reproductiva

(revisado en Sisneros 2009).

En aves paseriformes las neuronas del ndcleo premotor robusto del arqueopalio

(RA)  del  circuito  cerebral  del  canto  presentan  mayor  tasa  de  descarga  espontinea

cuando  son  registradas  en  rebanadas  de  cerebros  de  machos  adultos  de  Zo77ofrz.c%z.cz

/e#copforyLs  gr"beJz.I.  que  ham  sido  tratados  con  estradiol  y  testosterona  (Park  y  col.

2005). Un aumento similar en las descargas neuronales ocurre en machos de A4le/ospz.zcz

7„e/oc7z.cr cuando  los registros son obtenidos  durante primavera,  6poca de apareamiento

de la especie  (Meitzen y col.  2007).  De manera similar utilizando registros in vivo de

respuesta auditiva mesencefalica en machos adultos  de Pcrsser c7omeszz.car se encontr6

mayores aniplitudes  de potenciales auditivos  cuando  los  individuos  fueron registrados

durante  la  5poca  reproductiva  (Henry  y  Lucas  2009).  Asimismo  en  hembras  de  la

especie Zo77ofrz.cfez.cz /ec/copferyg gczz"be/z.i. se encontraron mayores respuestas a estimulos



actisticos   coespecfficos   que   a   heteroespeciflcos   utilizando   registros   extracelulares

unitarios  de  neuronas  telencefalicas  en  6poca  reproductiva  con  niveles  estrog6nicos

caracteristicos de la 5poca (Caras y col. 2015).

En anuros existen igualmente algunas evidencias de modulaci6n de la actividad

de  neuronas  que  conforman  ndcleos  de  la  via  auditiva  por  influencia  de  hormonas

esteroidales y/o 6poca del afro. Estos estudios se han llevado a cabo principalmente en el

Torus   semicircularis   (TS),   centro   mesencefalico   hom6logo   al   coliculo   inferior  en

mamiferos.     Los  primeros   estudios  muestran  aumentos     en  potenciales   evocados

auditivos de neuronas del TS en hembras de RczJ?cJ pzZ7z.eJ?s' tratadas con inyecciones intra

cerebroventriculares de estradiol (Yovanof y Feng 1983) y tambi6n una disminuci6n del

umbral   auditivo   registrado   en  el  TS   de  ff)J/cz   cferj/soJce/I.s,   durante   los  meses   de

apareamiento  de  la especie  (Hillery  1984).  Estudios mas recientes  en machos  de JZcz#cz

pzZ7z.e7?s muestran que las neuronas del TS tienen mayor indice de sincronia a un estimulo

sint5tico pulsado similar al canto de la especie durante los meses de 5poca reproductiva

y ademas aumenta el ninero de neuronas que responden a estfmulos de baja frecuencia

que corresponden al rango  de la papila anflbiana,  6rgano  auditivo  del oido intemo  de

anuros  (Goense  y  Feng  2005).  De  manera  similar  en  hembras  de  H)//cz  cz.7zerecr  se

registraron  en  neuronas  del  TS  respuestas  mas  intensas  a  estimulos  actisticos   de

frecuencias en el rango de la papila anfibiana en animales en estado de pre-apareamiento

que en estado post-apareamiento (Miranda y Wilczynski 2009a). Si bien en ese estudio

los  niveles  hormonales  no  fueron  medidos,  existen  evidencias  de  que  los  niveles  de

estradiol y progesterona difieren entre animales en ambos estados (Lynch y col. 2006).

En  contraste  con  estos  resultados  en  machos  de  la  misma  especie  no  se  observaron
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diferencias en los umbrales auditivos registrados en el TS entre individuos implantados

con testosterona, respecto a animales no implantados (Miranda ,y Wilczynski 2009b).

La  sensibilidad  auditiva  se  puede  medir  de  manera  mas  indirecta  que  con

t6cnicas  electrofisiol6gicas,  mediante  la  cuantificaci6n  de  los  productos  de  genes  de

expresi6n temprana, como las proteinas C-FOS o ZENK, debido a que la cuantificaci6n

de 5stas y otras proteinas de expresi6n temprana resulta incrementada por la actividad

neuronal   (revisado   en   Clayton  2000).   Esta  t6cnica,   a  diferencia  de   los   registros

electrofisiol6gicos, tiene la ventaja de ofrecer un panorama mas anplio de lo que ocurre

con la actividad de distintas areas cerebrales de manera simultinea.

En  distintos  vertebrados  la  sensibilidad  en  distintos  niveles  de  la  via  auditiva

puede  verse   modificada  segiin  los   niveles   de  hormonas   sexuales   esteroidales.   La

mayoria de los estudios utilizando esta t6cnica como medida de sensibilidad auditiva se

han llevado a cabo en aves. Hembras de Zo7zofrz.cfez.cr cr/bz.co//I.s' muestran mayor ninero

de  c6lulas  positivas  para  la  proteina  ZENK  a  nivel  de  diversos  nticleos  auditivos

telencefalicos en animales estimulados con vocalizaciones coespecificas que en sujetos

expuestos a tonos puros. Estas diferencias s61o se manifiestan en hembras previanente

implantadas  con estradiol (Maney y col.  2006;  2008).  Los nticleos en que se expresan

estas   diferencias   son  el  nidopalio   caudomedial   (NCM)   y  mesopalio   caudomedial

(CMM), la parte dorsal del ndcleo auditivo mesencefalico lateral (Mld) y en ndcleos que

conforman  "1a  red  conductual  social"  como  el  area pre6ptica  medial  (POM),  el  area

hipotalalnica medial anterior (AM) y el area tegmental ventral (VTA). Por otra parte, en

machos  de  la  misma  especie  se  ha  mostrado  que  existe  mayor  niinero  de  c6lulas

positivas para ZENK en el NCM de animales implantados con testosterona cuando son
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estimulados con un canto  coespecifico  que en animales  estimulados  con un tono puro

(Matragrano y col. 2013) o bien cuando son estimulados durante la 5poca reproductiva

con un estfmulo  coespecifico  respecto  a uno heteroespecifico  (Phillmore y  col.  2011).

Todos estos resultados indicarian que el aumento en la sensibilidad auditiva mediada por

hormonas esteroidales sexuales es especffico para estimulos de relevancia biol6gica.

En  anuros,  si  bien  existen  diversos  trabajos  en  los  cuales  se  ha  utilizado  la

cuantificaci6n  del  mRNA  que  codifica para  la proteina  ZENK  como  una medida  de

sensibilidad  acdstica  tanto  en  machos  como  en  hembras  de  la  especie  Pkys'cz/cre77cas

p"5'/#/osa/s   (Hoke  y   col.   2004,   2005,   2010),   s6lo   en  dos  trabajos   se   ha  visto   la

modulaci6n en la expresi6n de este mRNA o la proteina mediante niveles hormonales:

en hembras de Jre77apafs /crei;z.s se observ6 que en nticleos relacionados con la conducta

vocal de los individuos, como estriado ventral (VS) y area pre6ptica (POA) el ntimero de

c6lulas positivas para la expresi6n de la proteina ZENK aumentaba  cuando las hembras

fueron  inyectadas  con hormona  gonadotrofina  cori6nica  (HCG)  y  no  cuando  recibfan

rna inyecci6n de salino. Dado que esas zonas del cerebro poseen receptores LH que son

activados por la HCG, el efecto de esta hormona glicoproteica podrfa ser directo (Yang y

col. 2007). Por otra parte en hembras de Pkyscr/cre77ez/s p#sf2J/osa/s se encontr6   que al ser

estimuladas  con  un  coro  coespecifico  y  ademas  ser  inyectadas  con  HCG,  presentan

mayor  cantidad  del  RNA mensajero  para la protefna ZENK  en  los  nticleos  auditivos

mesencefalicos  laminar y principal  del  TS.    Lo  interesante  de  este  estudio  es  que  las

hembras inyectadas con HCG mostraron mayores niveles de estradiol que las hembras

no   inyectadas,   lo   cual   sugiere   un   posible   efecto   indirecto   mediante   hormonas

esteroidales como estradiol, pues existen varios sitios de uni6n para estas hormonas en

11



1os  cerebros  de todos los vertebrados incluyendo  anfibios  (Lynch y Wilczynski 2008).

Sin embargo aun cuando se conoce la presencia de receptores de andr6geno en cerebro

de anuros machos y hembras, no se han visto modificaciones en la sensibilidad auditiva

o actividad motora por la acci6n de testosterona utilizando la expresi6n de ZENK.

1.5   Blanco   cerebral   para   las   hormonas   sexuales   esteroidales:   Receptores   de

andr6geno

Los  cambios  en  la  actividad neuronal  en nticleos  de  la via  auditiva y  motora

descritos en las subsecciones anteriores, al depender de hormonas esteroidales, en caso

de  actuar  de  manera directa,  requerirfan la presencia  de  receptores  en  los ndcleos  en

donde ocurre el cambio. Altemativamente, si los receptores se ubican en otros ndcleos

que  conecten  con  los  nticleos  focales,  las  hormonas  ejercerian  su  efecto  de  manera

indirecta. En efecto, es posible encontrar la presencia de los receptores para andr6geno o

estradiol  en  distintos  niveles  de  la  via  auditiva  o  de  la  via  motora  que  sustentan  la

emisi6n de las vocalizaciones para los distintos grupos de vertebrados.

En  el  tele6steo  Porj;c%f#s'  72o/crf#s',   el  receptor  de  andr6geno   se  localiza  en

nticleos  de  la  via  auditiva  (i.e.TS)  y  en  la  via  motora  responsable  de  la  emisi6n  de

vocalizaciones  (i.e.  ndcleo  vocal  motor,  POA)  (Forlano  y  col.  2010).  En  machos  y

hembras de la misma especie se han localizado receptores para estradiol del tipo ERCh a

nivel periferico de la via auditiva (i.e. epitelio sacular), en animales que estin en 6poca

reproductiva (Sisneros y col. 2004).

En  reptiles  como  los  geckos,  para  los  cuales  la  comunicaci6n  acdstica  forma

parte importante del proceso  de apareaniento,  se encontraron mediante hibridaci6n in
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situ marcas  positivas  para el  receptor de  andr6geno  en  el  nticleo  coclear,  TS,  POM y

nticleo hipoglosal.   Los dos primeros ndcleos forman parte de la via auditiva y los dos

tiltimos  participan  en  la  emisi6n  de  vocalizaciones  (Tang  y  col.   2001).     Ademas,

estudios  en  aves  han  mostrado  la  presencia  de  receptores  de  andr6geno  en  nticleos

telencefalicos.  En  particular  en  machos  adultos  de  A4e/ospz.zcz  77te/odz.cr,  se  detect6  la

presencia  de  receptores  de  andr6geno  en  el  ndcleo  HVC,  siendo  mayores  las  marcas

durante la 6poca reproductiva (Soma y col.1999)

En anuros los trabajos iniciales de Darcy Kelley ubicaron, mediante tecnicas de

inyecci6n de hormonas radiactivas, los posibles sitios para los receptores de estr6genos y

andr6genos   en   Jtcz#cz   PZZ?i.eJ7s    (Kelley   y   col.    1978).    Por   otra   parte    en   machos

gonadectomizados inyectados con DHT tritiada, se pudo localizar con precision a nivel

cerebral sitios de uni6n a andr6genos, esto debido a que la DHT no se metaboliza como

la testosterona  a  estradiol.  Los  sitios  con marca positiva para  DHT  tritiada  fueron:  la

pituitaria anterior,  ndcleo  principal  del  ndcleo  V  o  trigeminal,  nticleo  Laminar del  TS

(auditivo),   nticleo   DTAM   (premotor),   y   nticleos   motores   del   nervio   IX   y   X

(glosofaringeo)  los  cuales  inervan  directamente  la  laringe  de X  /crevz.a  (Kelley  1980).

Aunque estos estudios localizaron de una manera indirecta posibles sitios de uni6n para

receptores  de  homonas  sexuales  esteroidales y  en particular para andr6geno,  estudios

mas  recientes  en  los  cuales  se  ha  detectado  el  mRNA  para  el  receptor  o  la  proteina

misma,  han  mostrado  en  su  mayor  parte  coincidencias  con  los  sitios  determinados

inicialmente.  Ejemplos de estas correspondencias son los siguiente estudios:  utilizando

el anticuexpo PG21  en cerebros de machos de Rcr#cz eJc#/e7?/cz se localiz6 directamente la

presencia del  receptor  de  andr6geno  en  el  TS,  ndcleos  motores  del  tronco  y  en  otras
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regiones telencefalicas (Guerriero y col. 2005).  Posteriormente utilizando hibridaci6n in

situ para mRNA se ubic6 el receptor de andr6geno en cerebros de machos PkyJcr/cze777#f

pz4s/#/os#s en los nticleos laminar y principal del TS y en el nticleo DTAM (Chakraborty

y  Burmeister  2010).  En  este  estudio  al  igual  que  en  el  estudio  anterior  ademas  se

reportan otras zonas telencefalicas como positivas para el receptor. La coincidencia entre

los ndcleos cerebrales marcados en ambos estudios no es total, por lo cual es posible que

existan  diferencias  especie  especifica  o  que  las  disimilitudes  se  deban  a  las  distintas

t6cnicas  utilizadas.  Sin  embargo  un  resultado  comiin  a  todos  estos  estudios  es  que

diversos  nticleos  de la via auditiva y motora fueron positivos para la presencia de  los

receptores de andr6geno.

/

1.6  Anuros  como  modelo  de  estudio  de  la  plasticidad  estacional  por  hormonas

esteroidales.

Los  antecedentes  revisados  indican  que  la modulaci6n  auditiva por  hormonas

sexuales  esta  presente  en  distintos  grupos  de  vertebrados,  principalmente  en  aves  y

peces,  los  cuales  se  caracterizan por poseer rna actividad reproductiva estacional.  En

anuros,   grupo   igualmente   estacional   respecto   a  su   conducta   de   apareamiento,   la

modulaci6n auditiva por hormonas sexuales hasta ahora sido explorada dnicamente en

hembras,  exceptuando   dos  estudios  realizados  en  machos  con  resultados  un  tanto

disimiles respecto a la participaci6n de la testosterona en esta modulaci6n (Penna y col

1992, Miranda y Wilczynski 2009b). Ademas considerando las variaciones estacionales

para  la  testosterona  en  machos  de  distintas  especies  de  anuros,  y  lo  relevante  de

interacci6n  vocal  entre  machos  de  la  misma  especie  para  el  establecimiento  de  la
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actividad  coral,  nos  parece  interesante  indagar  en  cuales  serian  los  posibles  efectos

moduladores de esta hormona en la audici6n de los anuros.

Proponemos  entonces  estudiar  la modulaci6n  por  testosterona  de  la respuesta

auditiva a nivel mesencefalico en machos de una especie de anuro chilena, y explorar la

existencia  de  receptores  de  andr6geno  en nticleos  de  la  via  auditiva  que  constituyan

blancos del efecto hormonal.

La elecci6n de ese grupo de vertebrados se justifica por la estrecha relaci6n del

apareamiento con la emisi6n de vocalizaciones durante algunos meses del afro. Ademas,

en  comparaci6n  con las  vocalizaciones  del  otros  grupos  como  aves  y  mamiferos,  los

anuros  emiten  cantos  memos  complejos  y  mas  estereotipados,  lo  cual  facilita realizar

estudios detallados acerca de las variaciones espectrales o temporales de estos sonidos y

del   procesamiento   de   estas   sefiales   por   individuos   coespecificos,   mediados   por

variaciones  hormonales.  Resulta  de  particular  inter6s  el  estudio  de  la  modulaci6n

hormonal del procesamiento auditivo en anuros machos, ya que 6stos interacthan entre si

en  coros  que  atraen  a  las  hembras  durante  la  5poca .reproductiva.  Las  interacciones

vocales   entre   machos   requieren   de   una   selectividad   auditiva   que   permita   un

procesamiento adecuado de las sefiales coespeciflcas.

El  nivel  cerebral  propuesto  para  estudiar  cambios  en  la  selectividad  auditiva

mediada por hormonas esteroidales es el TS, debido a su posici6n central en este sistema

sensorial, y a que presenta una actividad neuronal estacional en algunas especies.   En

concordancia con otros  estudios  que muestras variaciones  hormonales  estacionales  en

\         anuros, se espera que los cambios hormonales determinen las variaciones en la actividad

neuronal del TS. Ademas mediciones preliminares indican que en machos la testosterona
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o  su  metabolito  DHT  varian  estacionalmente  siendo  mayores  los  niveles  durante  la

6poca reproductiva que es tanbi6n el periodo de actividad vocal.

EI TS presenta una gran conectividad, recibiendo aferencias de nticleos auditivos

de  niveles  inferiores,  como  la  oliva  superior  o  el  nticleo  dorsal  medular  (DMN)

(hom6logo  al  ndcleo  coclear),  y  envia  eferencias  a  niveles  superiores  como  el  palio

medial  (Pin),  a trav6s  de  nticleos  talinicos  (Figura 2).  Esta caracterlstica justifica la

exploraci6n de la presencia de receptores de andr6genos tanto en el TS como a lo largo

de la via auditiva, que medien potenciales efectos hormonales.
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Figura  2.  Via  auditiva  en  anuros.  En  A  se  muestra  la  via  auditiva  conformada por
ndcleos  ubicados  en niveles  inferiores  del  TS,  ubicados  en  el  bulbo  raquideo:  01iva
superior (SON) y nticleo medular dorsal (DMN); nbcleos talinicos OVM, C y P) hacia
los cuales proyecta el TS, y desde los cuales hay eferencias hacia ndcleos telencefflicos
como el Palio medial (Pin). En 8 se muestran tres cortes transversales provenientes de
los niveles indicados con rna linea punteada en A. (figura modificada de Wilczynski y
Endepols 2007)

1.7 Planteamiento de hip6tesis y objetivos

Los  machos  del  anuro  P/e#rodeJ"cr  /ho#/  vocalizan  activamente  durante  los

meses de agosto a diciembre en la zona central de Chile en condiciones naturales. Sin
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embargo   en   condiciones   de   cautiverio,   6stos   dejan   de   vocalizar   y   de   manera

concomitante  los  niveles  de  testosterona plasmatica  caen  a  niveles  casi  indetectables

(Solis  1994).

El canto de esta esta especie tiene estructura pulsada, con un periodo intexpulso

(PI) promedio de  102 ms y una frecuencia dominante promedio de 2100 Hz (Figura 3).

Estos   antecedentes   y   los   resultados   expuestos   previamente   en   anuros   y   otros

vertebrados, justifican indagar la existencia de cambios en la detecci6n y procesamiento

de   sefiales   acdsticas   coespecificas   dependientes   de   cambios   en   los   niveles   de

testosterona y en los receptores de esta hormona esteroidal.
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Figura  3.  Caracterizaci6n  temporal  y  espectral  del  canto  natural  de  P.   tifefl#/  A)
oscilograma  del canto  de P.  £focr#/,  el cual  muestra  el  patron pulsado  del canto  (27

pulsos)  con  un  PI,  destacado  en  rojo,  de  102  ms.  Cada pulso  posee  rna  duraci6n
aproximada  de  50  ms.  8)  Acercaniento  de  un  pulso  en  A  el   cual  muestra  5
modulaciones  intrapulso,  cada  una  de  10  ms  de  duraci6n.  La envolvente  que  da
origen a estos 5 modulaciones intrapulso tiene una frecuencia de 100 Hz C) Espectro
de poder de uno  de los pulsos en A, el curl muestra rna frecuencia dominante de
2100 Hz  ,.   I¥a   vocalizaci.6n  fue  obtenida de un  macho   P]  £foo«/ en  la localjdad   de
riospitalQovinciadelMfpo33o49's7oo45,o).

Nuestra hip6tesis fue la siguiente :

El nivel de testosterona plasmatica presente en los machos de P/e"rodemcr ffecr"/

afecta  la  selectividad  de  la  respuesta  de  las  neuronas  del  Torus  semicircularis,  a

estimulos acdsticos de relevancia biol6gica para la especie.

19



Esta hip6tesis fue abordada inplementando los siguientes objetivos :

1 ) Medici6n de niveles de testosterona plasmatica en condiciones naturales durante la

6poca   reproductiva,   mediante   RIA   (radioinmunoensayo)   de   muestras   sanguineas

obtenidas de animales capturados en  terreno y en animales nianteridos en condiciones

de  cautiverio por periodos de diferente duraci6n.

2) Medir efectos de los niveles de testosterona plasmatica en la actividad de las neuronas

de TS en respuesta a sefiales achsticas coespecificas mediante inmunohistoquinica para

la proteina EGR-1 (ZENK) en las neuronas del TS de animates mautenidos en cautiverio

inplantados con testosterona y en controles no inplantados.

3) Medir efectos de los niveles de testosterona plasmatica en la actividad de las neuronas

de  TS  en  respuesta  a  sefiales  acdsticas  coespectficas  mediante  registros  unitarios

extracelulares de las neuronas del TS de animales mantenidos en cautiverio implantados

con testosterona y en controles no implantados.

4) Detectar la presencia de receptores de andr6genos en los ndcleos de la via auditiva de

maclios P. £fecr2f/, mediante inmunohistoquimica para este receptor.



MATERIALES Y METODOS

Todos  los  experimentos fueron realizados  con machos  adultos  de P/e#7ioc7ez#¢

£fecra£/,  provenientes  de  la  localdad  de  Hospital  a?aine  33°49'00";  70°45'00")  que

tuvieron un peso y tana promedio de 2,5 g y 30 mm, respectivamente. El sexo de los

individuos se confirm6 al final de cada experimento verificando la presencia de g6nadas

masculinas.

Todos los protocolos utilizados con los machos  de la  especie P.  £fec}%/ en  esta

tesis  fueron  aprobados  por  el  Comit6  de  Bio6tica  de  la  Facultad  de  Medicina  de

Universidad de Chile.

2.1 Mantenci6n de los animales en condiciones de cautiverio

Una vez capturados en terreno durante la 6poca reproductiva, 1os animales fueron

mantenidos en condiciones de cautiverio con ciclo de luz oscuridad 14:10 hrs y 18 °C de

temperatura.  hicialmente se mantuvieron 5 o 6 machos agrupados en acuarios de vidrio

de (30 x 15 x 20 cm) conteniendo gravilla como sustrato y un recipiente con agua. En

dias   previos   a   cualquier   experimento,   los   sujetos   fueron   aislados   en   acuarios

individuales del mismo tamafio.  Los sujetos fueron alimentados rna vez por semana con

]arvas  de  tenebrios.  La  mantenci6n  de  los  aninales  en  cautiverio  se  realiz6  en  el

laboratorio de Neuroetologia de la Facultad de Medicina de la Uhiversidad de Chile.
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2.2 Medici6n hormonal

Las mediciones hormonales  cousistieron en cuantificar el nivel de testosterona

plasmatica total utilizando un kit de RIA para testosterona total (Siemens Coat A Count;

TKTT1)  con la siguiente reactividad cruzada para otras hormonas: DHT   3,3°/o (5 c[-

Dihidrotestosterona);  estradiol  0,02% y Hogesterona  0%.  Dependiendo  del  volumen

dfsponible de plasma, Ia medic£6n se reafiz6 en drplicado para algunas muestras.

La medici6n hormonal consisti6 bdsicamente en un ensayo de competencia entre

una muestra problema conteniendo testosterona y una muestra estindar de testosterona

radiactiva ¢]25), las ouales se contrastaron en un tubo recubierto de anticuerpo para la

testosterona. Luego de incubar anbas muestras, se efimin6 el volumen sobrenadante y se

cuantific6  la  testosterona radiactiva  adherida  al  fondo  del  tubo  con  un  medidor  de

radiaci6n gamma. La radiaci6n cuantificada corresponderia a rna medida indirecta de la

concentraci6n de testosterona en la muestra problema. El medidor de radiaci6n gamma

fue facflitado por el Laboratorio de Endocrinologia dirigido por la rna. Carmen Romero

Osses, en el Hospital Clinico de la Uhiversidad de Chile.

Las mediciones de testosterona plasmatica se realizaron en distintos  grupos de

aninales: Grupo de campo (N=17): colectamos muestras de sangre por decapitaci6n en

animates capturados en el campo durante la 6poca reproductiva (agosto-diciembre). La

decapitaci6n fue rearizada en distintas noches, para lo cual se procedi6 a ubicar a un

individuo vocali.zando, el cual fue esti.mulado durante alrededor de cinco minutos con un

canto coespecifico, a fin de distraer al individuo y asi poder capturarlo y decapitarlo. Se

colect6 1a sangre a par[ir del tronco arterial cervical utilizando el 6mbolo de una jeringa
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heparinizada,  la  cual  se  mantuvo  en  fiio  hasta  la  llegada  al  laboratorio.  Una  vez       -

centifugada la muestra (10.000 rpm x 10 minutes), se apart6 el plasma sobrenadante y

se. c.ongel6. .a -20°  C, hasta s.u po.sterior arfelisis.  Grupo de. cautiverio. durante. i.a. epQca

reprodrctiva .QT=5):  estos  individuos fueron capturados  entre  los  meses  de  agosto  y

octubre y mantenidos durante 3  semanas aproxinadamente en cautiverio antes de ser

sacrific.adQs.   A algunes individuQs de. es.fe. grupQ se. 1esL extrajQ sangre directanente, dad

venthculo cardiaco previamente a ser perfundidos para procesamiento histol6gico de sus

cerebros;  esta  modificaci6n  se  realiz6  con  el  chjetivo  de  extraer  mayor  volumen

sanguineQ. LQs pasQs que `siguieron fueron lQs mismo.a des.critos papa lQs animales del

teITeno durante ]a 6pocareproductiva.           Grupo   de   cautiverio   fuera   de   la   6poca

reproductiva (N±12):  estos individuos fueron capturados  entre los meses  de  agosto y

Qctubre pare ser mantenidQs hasta p.or tres meses .aproxinadamenfe en cautiveriQ .antes

de ser sacrificados durante el mes de enero. Los sujetos fueron decaphados para extraer

las muestras sanguineas. Grupo de cautiverio fuera de la 6poca Or=3): estos individuos

fueron c.apturadQs entre. IQs .me.s,e.s .de. ages,tQ y didiemdre` pare .ser mantenidQs. hasta pox 5

meses aproximadamente en cautiverio antes de ser sacrificados durante el mes de abril.

A  estos  individuos  tambi6n  se  les  extrajo  sangre  desde  el  ventriculo  cardiaco  para

obtener   muss.tr.as,   .de   sangre   pat.a   medieione.s   de   testos.teruna.   Gmp.a   cautiverio.

inplantado  Or=12):  estos  individuos  fueron  capturados  entre  los  meses  agosto  y

diciembre, inplantados con testosterona durante dos a tres semanas, para ellos tanbi6n

la mues.tr.a sangutnca fue .Qbtenid.a mediante p.uno.ice del ventriculQ .c.ardiao.a.
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Los  procedimientos   que  se  describen  a  continuaci6n  fueron  realizados   en

animales de cantiverio y el grupo de canpo s6lo fue utilizado para medici6n hormonal.

2.3 Cirugfa de implantes hormonales

A im grupo de machos mantenidos en cautiverio, se les coloc6 un implante de

testosterona, con la finalidad de aumentar los niveles  de la hormona y asi estudiar el

efecto  de  6sta en  la  selectividad  de las neuronas  del  TS  a estimulos biol6gicamente

releuntes.

Para  los  experinentos  descritos  en  los  puntos  2.4  y  2.5  se  utilizaron  algunos

aninales inplantados con testosterona para los cuales se procedi6 de la siguiente manera

en la fabricaci6n de inplante y cirugia:

Fabricaci6n de implartes de testostei.ona

Los implantes fueron fabricados utilizando pequefios trozos de 7 mm de silastic

(1,47 Inn D.I. 1,96 Inn D.E.; Down Coming) los cuales fueron sellados con sflicona en

ambos extremos luego de ser llenados en su interior con testosterona cristalina (Sigma

86500-5G)  (500  pug de testosterona/g peso corporal).  Luego  de que la silicona de los

6xtremos  del  inplante  se  secara,  los  tubos  fueron  inmersos  en NacI  0,6%  en agua

destilada durante 24 hrs. Antes de llenar el inplante se esperaba a que se secara de la

silicona de un extremo durante por lo memos 24 hrs. y se compactaba la testosterona al
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interior del tubo con rna pequefia canddad de cera de hueso antes de colocar la silicona

en el segundo extremo, con el fin de evitar dejar espacios vacios al interior del inplante.

Cingia para al implante de testoslerona

El inplante fue colocado subcutaleanente a trav6s de rna incision realizada en

el  abdomen entre la dindula dorsal caracteristica de la especie y la piema derecha,

luego de haber extraido ambas g6nadas. El mtisculo y la piel fueron suturados con dos o

tres puntos (agrjas Braun G0068711).

Para realizar este procedinienfo los sujetos se anestesiaban en rna soluci6n de

MS222 (tricaina metasulfonato) 0,2% durante tres minutes aproximadamente. La cinigia

se 11ev6 a cabo sobre rna superficie fria y con el aninal en posici6n de decdbito`1ateral,

luego el aninal era dejado en posict6n de dectibito dorsal para que se recuperara de la

anestesia.

2.4 Expresi6n de EGR-1 en c6lulas del TS

Se realizaron experimentos de inmunohistoquinica para la proteina EGR-1  en

cortes  del TS  de aninales  implantados y no inplantados  con testosterona,  1os cuales

ademas fueron previamente expuestos a distintos estimulos act'isticos; posteriormente se

ouantificaron las celulas positivas para esta proteina en los distintos gmpos.
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Protocolo de estimulaci6n acitsttoa

Todos los  animales fueron privados  de  estimulaci6n achstica al memos por  12

horas al interior de una cinara semi anecoica, antes de ser expuestos durante 30 minutos

a uno  de tres tratamientos:  un sonido  de relevancia biol6gica  (i.e  coro  coespecifico),

sorido sin relevancia biol6gica (i.e. ruido blanco) o ausencia de estinulo. Los sonidos

utilizados  se  muestran  en  la  Figura  4.    Luego  de  recibir  la  estimulaci6n  el  sujeto

experimental quedaba en silencio por 30 minutos, para ser sacrificado y perftmdido con

Nacl 0,75% y paraformaldehido Q'FA) 4 % en buffer posfato Q'B) 0,1M.

l!l!llEN ilNIlun
illlllllllli__

Figura 4. Estimulos utilizados en los experimentos de modulaci6n en la expresi6n de
EGR-1  en el TS  de machos P.  £facr2!/.  A) arriba se muestra el oscilograna y abajo  el
espectrograma  del  coro  en  el  cual  se  observa  en  mayor  intensidad  la  frecuencia
dominante  del  canto  de  la  especie,  cercana  a  los  2  kHz.  8)  arriba  se  muestra  el
oscilograma y  abajo  el  espectrograma del ruido blanco  en  el  que  se  observa similar
energia en todas las frecuencias. Barra indica escala teinporal 3 minutos.
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IIistologdr e imanolisto qu{ndca

Luego de  perfundir a un individuo, se fijaba su cabeza por 12 horas en PFA 4%

para facilitar la manipulaci6n durante la extracci6n del cerebro, que  luego se dejaba en

PFA 4% durante dos horas y a condnuaci6n durante 12 horas en sacarosa 30% con PB

02M.

Para  cada  cerebro  se  obtuvo  rna rinica serie  de  cortes  de  50  prm  de  grosor,

uthizando  micr6tomo  de  congelaci6n  Qdicrom  IIM430).    La  serie  fue  reaccionada

contra  el  anticuerpo  policlonal  anti  EGR-1   (#Sc-189,  Santa  Cruz  Biotechnology)

realizando las siguientes incubaciones sucesivas: NIBH4 (borohidn]ro de sodio) 0,1°/o -

PBS  0.1  M durante  15  minutos, H202 0.3% PBS  0.1M durante  15  minutos,  suero  de

cabra 10%, PBS-trit6n ¢BST) 0.3% durante rna hora a temperatura anbiente y luego a

4°C durante 12 horas.  hcubaci6n del anticuelpo prinario -anti EGR-1 (1 : 1000) en 3%

suero de cabra PEST 0.3 % a 4 °C por 48 hrs. Finalmente los cortes se incubaron con

anticuerpo secundario biotinilado (Jackson inmuno Research Laboratories inc. C6digo

ref.lil-065-003)  (I:200)  durante  90  minutos  y  en  seguida  en  el  complejo  avidina

biotina peroxjdasa ovectastain, Elitte, C6digo ref.  PK6100) durante I hora, concluyendo

con el revelado con Diaminobenzidina 0)AB) (Vector SK4100). Para poder visualizar

la marca EGR-1  positiva y cuantificarla, los cortes fueron montados en porta objetos

gelatinizados,  deshidratados  en  alcoholes  crecientes,  y  cubiertos  con  cubreobjetos  y

medio  de  molitaje  @ntellan,  Merck).  Entre  las  sucesivas  incubaciones  se hicieron 3

lavados en PBS 0,1 M durante 10 minutos. Todas las reacciones fueron hechas en cortes

flotantes. Se utiliz6 como control negativo algunos cortes del TS del cerebro de P.Zfzcz2£J
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sin el anticuelpo primario y como control positivo algunos cortes del cerebro de rata, en

los cuales se ha descrito marca positiva para el mismo anticuerpo primario.

Cuantiificaci6n de la marca EGR+1 en el TS

El ntimero de c6lulas positivas para EGR-1  en los nticleos Laminar y Principal

del TS foe cuantificado utflizando 12 cortes transversales que contehian a estos dos sub

ndcleos.  Las  secciones  fueron  examinadas  con  un  microscopio  Nikon  Eclipse  E400

equipado con una platina motorizada, lo cual permiti6 la exploraci6n de los cortes en los

ejes x-y-z.  Los contomos de los nticleos Laminar y Principal del TS fueron delinitados

usando el software Stereo hvestigator Q4BF Bioscience, Williston, VT).

La  delimitaci6n  de  los  m'[cleos  se  realiz6  utifizando  como  guia  los  linites

establecidos  en  cortes  de  los  mismos  niveles  sometidos  a  inmunohistoqulmica pero

tefiidos con cresil violeta realizados en cerebros de otros machos de la misma especie.

Para cada m'[cleo,  se estim6  el ndmero  de celulas positivas para EGR-1  utilizando e]

m6todo del Fraccionador 6ptico ("Optical fractionator") de Stereo hvestigator (West y

col.   1991),   en   forma  resumida,   de   la   siguiente   foma:   se   visualizaron   c6lulas

inmunopositivas  para  EGR-1  a  un  aumento  de  100X  usando  aceite  de  inmersi6n,

contando las c6lulas contenidas en un cuadrante de conteo de  80x80 prm2  cuya posici6n

era  deteminada  por   el   software     sobre  grillas   de  muestreo,   ]as   cuales   fueron

aleatoriamente distribuidas sobre ambos ndeleos del TS. Estas grillas median looxl00

!rm para el nricleo Laminar y 150xl50 [m para el ndcleo Principal. Con las dinensiones
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utilizadas se obtuvieron coeficientes de error de Gundersen inferiores a 0,10, lo cual se

considera suficiente para este tipo de analisis estereol6gico.

2.5 Registros electrofisiol6gicos in vivo en el TS

Se realizaron registros  unitarios  extracelulares in  vivo  de  las  neuron.as  de los

distintos   sub  nticleos   del   TS   Principal,   Laminar  y  Magnocelular)   en   aninales

implantados con testosterona Or=13) y aninales no inplantados Or=12). Se obtuvo en

promedio 2 neuronas por cada animal. Los reSstros fueron realizados entre los meses de

agosto  y  diciembre,  tiempo  que  comprende  la  6poca  reproductiva  del  aninal.  Los

registros  siempre  se  hicieron  con  aninales  inmovilizados  con  curare,  mantenidos  al

interior de rna camara semi-anecoica en donde recibieron la estinulaci6n achstica, y la

manipulaci6n del electrodo y la adquisici6n del registro se realizaron desde fuera de esta

cinara.

En resumen, cada aninal fue operado para exponer el mesenc6falo, y luego era

dejado durante 12 horas de recuperaci6n post operatoria, al fin de las cuales se sometia a

rna  sesi6n  de  registro  de  8  a  10  horas  de  duraci6n,  al  fmal  del  cual  se  inyectaba,

mediante  un pulso  de corriente, mp ®eroxidasa del rabano).  Luego  se esperaba  12

horas para la difusi6n de la REP en el tejido cerebral, para fmalizar con rna perfusi6n

transcardial  con  glutaraldehido.  El  dep6sito  de  la  mol6cula  de  rep,  mos  penniti6

verificar la ubicaci6n del sitio de registro en el TS. Tanto la cingia como la sesi6n de

registro fueron realizadas con el aninal ubicado sobre rna placa Peltier, lo cual permiti6

mantener a los individuos a una temperatura de 17°C  similar  a las registradas en 6poca
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reproductiva.  A continunci6n se presenta una descripci6n mds detallada de las distintas

etapas y procedimientos de rna sesi6n experimental.

Cirugta

Se   expuso   el   mesenc5falo   de   los   machos   un   dr'a   antes   del   registro

electrofisiol6gico. Para esto prinero fueron sumergidos en MS222 0,4% por 4 minutos.

Una vez anestesiados los animates se les cort6 parte de la piel que cubn'a la cabeza para

luego  horadar  el  hueso  del  crineo.  De  esta  forma  se  expuso  la  zona  dorsal  del

mesenc6falo (Tectum 6ptico).   Los individuos quedaron en recuperaci6n por 12 horas

hasta el momento del registro.

Estlmalos

Se construyeron estinulos acdsticos utilizando el software SigGenRP Software

version 4,4 (2001), el cual tambi6n fue utilizado para la presentaci6n de estas sefiales.

Se construyeron 2 estinulos: un estinulo tonal y un estinulo pulsado. El estinulo tonal

cousisti6 en un tono puro de 500 ms de duraci6n con rna ranpa de ascenso y descenso

lineal de 50 ms. Este estinulo se utiliz6 para deteminar la frecuencia caracten'stica (FC)

de cada neurona.   Ademds se construy6 un estinulo pulsado  el cual se utiliz6 para

explorar selectividad a periodo por parte de las neuronas luego de determinar su FC.



El estinulo pulsado estuvo conformado siempre por 5 pulsos, cada uno de los

cuales tenia 50 ms de duraci6n y contenia 5 modulaciones intrapulso, cada una de 10 ms

de duraci6n. Esta modulaci6n intrapulso no fue modificada durante la estimulaci6n, pero

si  el periodo  intexpulso  Q'D.   Por lo  tanto  cada animal  fue  expuesto  a una  serie  de

estimulos de distinto PI: PI de corta duraci6n respecto al PI de la especie (102 ms) y PI

de larga duraci6n respecto al PI de la especie. Los periodos utilizados fueron: 58, 68, 81,

102,135, 202, 300, 409, 500, 550 y 605 ms.  En la Figura 5 se muestran ejemplos de los

estinulos utilizados.
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10ms

Figura 5.  Estimulos  de  distinto periodo  intexpulso  Q'I) utilizados  durante  la sesi6n de
reedstro electrofisiol6gico de las neuronas del TS. A) Se muestran estinulos de periodos
interpulsos de: 58,102 (PI del canto de la especie), 409 y 605  ms. 8) Arriba se muestra
estimulo  de PI  58 ms, en el centro un acercamiento de los  5  pulsos que corforman al
estimulo  y  abajo  se  muestra  en  detalle  las  5  modulaciones  intrapulso  que  conforman
cada pulso.

El utilizar estimulos actisticos con PI menores y mayores al PI de la especie, se

justifica a la variabilidad de la tasa de pulsos (inverso del PI) descrita previamente para

los  cantos  emitidos  por  machos  P.£foa"/  en  la  naturaleza  (6,2  -15,3  pulsos/segundo)

(Solis 1994, Penna y col 2008), pudiendo ser menor atn la tasa de pulso (y por lo tanto

PI de mayor duraci6n) en condiciones basales, i.e. cuando los individuos no estin siendo
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estimulados.  Los  valores  de  los  PI  utilizados  en  la  construcci6n  de  los  estinulos,

corresponden al promedio de PI de la poblaci6n ± rna o mas desviaciones estindares.

Dispositiv o experinetital

El sistema de registro .estuvo conformado por un sistema analogo digital (Tucker-

Davis Technologies, Sistema 3) que permiti6 1a digitalizaci6n de la sefial elerfuca y la

generaci6n de los estinulos acdsticos a los qlle se expuso a los sujetos experimentales.

La  sefial  electrofisiol6gica,  era  detectada  mediante  un  electrodo  de  registro

conectado  a un preamplificador  (Dagan  2400)  y  luego  dingida  sucesivamente  a  un

osciloscopio (Agilent Technolodes) y parlante, amplificador operacional y sistema de

adquisici6n  Tucker  Davies  Technologies  (Sistema  3),  comandado  por  el  software

Brainware (version 9,07).

La sefial  actistica utilizada como  estinulo  era generada por  el  sistemaTucker

Davies Technologies comandado por el software SigGen (versi6n 4,4) - conectada a un

atenuador Q'A5) - amplificador QIAD 3020)-oscfloscopio y parlante ®mandio BM 6)

ubicado a 1 in del sujeto experimental.

Para registrar la actividad  unitaria  de  las neuronas  del  Torus,  de prepar6  un

electrodo utilizando un capilar de vidrio (diinetro intemo 0,58 mm- diinetro extemo 1

mm) estirado para obtener rna punta de 1-2prm de diinetro. Como soluci6n de registro

se  utiliz6  Acetato  de  Potasio  (0,2hrty  y un  alanbre  de plata  clorurada  (Agcl)  como
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elemento conductor.  En algunos casos antes de llenar el capilar con acetate de potasio,

se colocaron 2 prl de Imp 5% para marcar la zona de registro.

Sestch de registro

El dia del registro los animales recfoieron una inyecci6n intramuscular de curare

(d-tubocurarina)   9   pug/g  peso   corporal   antes   de   comenzar   el  registro.   Una  vez

inmoviHzado el aninal, fue ubicado al interior de rna cfmara semi-anecoica, sobre una

placa Peltier. Luego se aplic6 lidocaina de manera t6pica alrededor de la incisi6n y se

volvia a exponer el mesenc6falo, desgarrando la piamadre para posicionar el electrodo

sobre la superficie de uno de los hemisferios del Tectum 6ptico.

i) Detecci6n de actividad neuronal en el TS

A fin de locah.zar la actividad de las neuronas del TS, el electrodo de regi.stro se

desplaz6  a distintas profundidades desde la superficie del Tectum. El desplazamiento

inicial fue de 500 prm, profundidad a la cual se encuentra el TS bajo el ventriculo tectal.

Posteriormente  los  movimientos   de  penetraci6n  en  el   cerebro  fueron  de  20   prm

aproxinadamente.  Todos  estos  desplazamientos  fueron realizados  desde  fuera  de  la

cfmara  mediante  un  micromanipulador  Orarishige  MO-8)  conectado  al  electrodo  de

registro.

A medida  que  avanzaba  con el  electrodo,  se  presentaba  el  estinulo  acdstico

estindar (PI  102  ms)  con una frecuencia dominante  100,  300,  500,  1000  o 2000  IIz.

Estas frecuencias  cubrian el rango  audible del aninal, lo  que pemriti6  determinar de

manera ripida si mos encontrabamos ante una neurona sintonizada a frecuencias altas o



bajas.  La  sinforia  de  la neurona foe  determinada posteriormente  con  mayor  fmeza

utilizando ]os tonos puros con que se detemin6 la FC de la neurona. Para verificar que

mos encontrabamos ante neuronas auditivas del TS respondiendo al estinulo actistico, se

observ6 la coincidenofa entre  el estimulo y la descarga neuronal en un  osciloscopio,

escuchando ademds la actividad neuronal mediante el amplificador y parlante.

ii) Determinaci6n de la Frecuencia Caracten'stica ¢C)

Luego de determinar con el estimulo estindar el rango de freouencias preferente

para rna neurona, el aninal fue estimulado con rna serie de tonos puros de fi.ecuencias

dentro  de  ese rango  con intervalos  de  100  Hz.  A modo  de  ejemplo,  si rna neurona

respondia a un estinulo estindar de 100 Iin el individuo fue estimulado con tonos entre

loo y 1500 HZ (tonos bajos) pero si la neurona respondr'a al estinulo estindar de 2000

Hz,  el individuo  fue  estimulado  con tonos  entre  1500  y 2400  liz  (tonos  altos).    Se

consider6 como FC de la neurona la frecuencia del estimulo tonal que provoc6 respuesta

de la neurona a una menor intensidad del estinulo. Ademas se determin6 el umbral de la

neurona para esa FC,  es  decir la menor intensidad del estinulo capaz de evocar una

respuesta aute rna serie  de  5 tonos de igual frecuencia a la FC (m6todo audio visual

convencional).  Las  estimulaciones posteriores  se realizaron  con intensidad  de  12  dB

sobre el umbral determinado, para asi asegurar obtener rna descarga cousistente de la

neurona.



iii) Estimulaci6n con distinto periodo intexpulso aD

Una vez deteminada la FC de una neurona, el sujeto experimental fue expuesto a

rna serie de estinulos pulsados sint6ticos de distinto PI Grigura 5), que contenia como

frecuencia  portadora   la   FC   de   la  neurona.   Estos   estinulos   terian   las   mismas

caracteristicas que  el estinulo  estindar,  excepto  su PI.   Con la finalidad de  observar

postbles variaciones en la respuesta neuronal ante cambios en este parinetro, uthizanos

la siguiente secuencia de PI:  58, 68, 81,  102 (estinulo estindar), 300, 404, 500, 550 y

605  ms.  Se  dieron  20 repeticiones  de  cada estimulo  y la estimulaci6n  generalmente

comemaba con el estimulo estindar para luego seguir con un estinulo de uno de los

extremos de la serie,  es decir 20 repeticiones de un estinulo  de PI corto  y luego 20

repeticiones de un estimulo de PI largo.

Marcaje de sitio con HRP, perfusi6n e listolog{a

Para localizar el sitio de registro en el TS, al finalizar la sesi6n de reedstro, se

deposit6 Imp Q'8375-5KU, type VI, Sigma) al 5% diluida en acetato de potasio 0,2M.

Debido a que esta mol6cula tiene polaridad positiva se aplic6 rna secuencia de pulsos

cuadrados de coriente, positivos para su eyecci6n y negativos para su retenci6n, con la

sigulente intensidad y duracl6n: I pu]so positivo de 200 nA durante 5 minutos y luego I

pulso negativo de 50nA durante 3min Qdicroiontophoresis Dual Curent Generator 260;

WPD. Esta secuencia foe repetida 3 veces y despu6s se esper6 8 minutos para retirar el

electrodo  de  su  posici6n.   12-16  horas  luego  de  este  procediniento  el  animal  fue



anestesiado por inmersi6n en MS222 0,1°/o y perfundido, con Nac10,75% y luego con

glutaraldehido  4%  en  PB  0.1M.  El  cerebro  fue  extraldo  y  fijado  por  1   hora  en

glutaraldehido 2°/o en PB 0.1M.  Finalmente para proteger de la congelaci6n se coloc6 el

cerebro  fijado,  en  sacarosa  30°/o  PB  0.1M  durante  alrededor  de  12  horas.  De  cada

cerebro se obtuvo cortes transversales de 40 prm Qdicrom HM430) para ser incubados en

diaminobencidina @AB) (SK-4100 DAB kit fi-om Vector) y revelar la marca positiva de

Imp.    Para localizar  la  marca  en  alguno  de  16s  tres  ndcleos  del  TS  (ie.  Laninar,

Principal o Magnocelular), los cortes fuercin montados, contratehidos con cresil violeta,

deshidratados y cubiertos con medio de montaje. Previo a la perfusi6n, se pudo extraer

en algunos animales muestra de sangre del ventriculo para determinaci6n de hiveles de

testosterona.

ALndlisis de dufos

Durante  cada  sesi6n  de  redrstro,  se  almacenaron  los  tiempos  a  los  cuales

ocurrieron  los  potenciales  de  acci6n  en  respuesta  a la  estimulaci6n  con  la  serie  de

distintos  periodos  intepulso  (software  Brainware).  EI  Analisis  de  dates  se  realiz6

inportando estos tiempos a Igorpro 6.0.

i) Respuesta al estimulo

Se cousider6 como respuesta a un estinulo determinado los potenciales de acci6n

que se encontraron dentro de la ventana temporal que dur6 el estinlulo mas un intervalo

de duraci6n igual al PI del estimulo. Debido a que cada estimulo se repiti6 20 veces, se

obfuvo un ndmero  del total de espigas  al sumar las espigas  obtenidas  durante las 20
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repeticiones. Para cada estimulaci6n con un determinado PI se obtuvo un ninero del

total de espigas. Cada neurona fue probada con una serie de estimulos de distinto PI, lo

cual permiti6 tener un valor del total de espigas para cada PI, valores con los que se

construyeron curvas de selectividad a periodo para cada neurona, las cuales mostraron el

o los PI a los cunles respondia preferentemente una neurona.

El  ndmero  total  de  espigas  para  cada  estimulo  de  PI particular  tambien  foe

utilizado para constmir un histograna peri estinulo Q'SHD de la respuesta neuronal a

ese PI. Para los histogramas obtenidos para cada PI se calcularon dos variables que se

describen mas adelante: valor de cross correlograma (CC), rango intercuartfiico quQ).

ii) Tasa de descarga

La fasa de descarga foe considerada como el promedio del ntimero de potencjales

de acci6n registrados por repetici6n de cada estimulo. Considerando que cada estinulo

de un PI particular fue presentado 20 veces, para cada neurona se obtuvo un valor de

tasa de descarga para cada PI.  La tasa de descarga para cada neurona se obtuvo a partir

de  la  respuesta  al  estinulo  de  PI  al  cual  la  neurona  mostr6  respuesta  preferente,

coincidiendo con el PI para el cual se determin6 1a latencia minima.

iii) Latencia

Se  consider6  como  latencia  el  tiempo  transcurrido  entre  la  presentaci6n  del

estinulo y la primera respuesta de la neurona. Se obtuvo un valor de mediana de latencia

para cada 20 repedciones de un estinulo de un particular PI. Se utiliz6 la mediana pues

en algunos casos, la prinera respuesta no siempre fue al primer pulso, siendo entonces
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de  duraci6n bastante mayor respecto  al valor mis frecuente  obtenido  durante  las  20

repeticiones. En caso de utilizar el promedio como medida de dispersi6n de los valores

de latencia, 6sta podria haberse sobreestimado.

iii) Selectividad a periodo

Para  deterininar  si  las  neuronas  del  TS  mostraban  respuesta  preferente  por

estinulos de determinado PI, coustruimos para cada neurona rna curva de transferencia

con el rfumero de espigas obtenido  como respuesta ante cada estimulo  de distinto PI.

Cada grffica tuvo en el eje X el PI de los estimulos a los cuales fie expuesto el animal y

en el eje Y la respuesta de la neurona a los esti'mulos. Esta respuesta fie graficada como

un valor normalizado, que se obtuvo dividiendo el ndmero de espigas obtenido para un

estimulo de un PI particular, por el ndmero m5ximo de espigas obtenido durante la serie

de   estinulos   de   distinto   PI.   Se   definieron   asi   cinco   curvas   de   transferencia

representativas de neuronas con distinta selectividad a periodo.  A) Neurona pasa corto:

mayor respuesta a periodos interpulso de menor duraci6n, 8) Neurona pasa largo: mayor

respuesta a periodos intelpulso de mayor duraci6n, C) Neurona pasa todo: no presentaba

preferencia a ningivi PI, D) Neurona pasa banda: mayor respuesta a un PI particular de

valor intermedio, y E) Neurona Compleja: por lo compleja de su respuesta no fueron

clasificadas en ninguna de las categorias anteriores. El criterio para establecer que rna

funci6n  de transferencia  fue  diferente  de una funci6n de  la  categoria pasa todo,  fue

observar una variaci6n en la respuesta superior al 50% de la maxina respuesta obtehida

en la funci6n.  Se compararon lag proporciones obtenidas de las distintas categorias de
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selectividad a periodo entre los grupos de aninales inplantados y no inplantados con

testosterona.

iv) Valor de correlograma cruzado (CC) y rango intercuartirico QIQ)

Con la finalidad de explorar con mss detalle la temporalidad de la respuesta de

las  neuronas  del  TS,  y  detectar posibles  diferencias  entre  la poblaci6n  de  animales

inplantados y no inplantados, decidimos caracterizar con estos dos parinetros (CC y

RIQ) la respuesta de las neuronas pasa largo, 1as cuales resultaron ser la categoria mas

numerosa en ambos grupos de aninales.

Calculamos  un  valor  de  CC  y  RIQ  para  la  reapuesta  obtenida  duraute  la

estimulaci6n  con  el  estinulo  de  PI  409  ms  para  todas  las  neuronas  pasa  largo  de

aninales imp]antados y no inplantados. Escoginos analizar lo que ocuHia con estos dos

pardmetros solo para la respuesta a un estinulo de 409 ms por las siguientes razones: el

periodo 409 ms fue un periodo intermedio en el rango de PI de larga duraci6n probados

(202-300409-500-550-605) y al realizar rna exploraci6n visual de los PSTH y de los

valores  de RIQ y CC  obtenidos para los PI  de larga duraci6n dentro  de  una misma

neurona no encontramos diferencias entre ellos. Ademas el analjzar las respuestas a un

solo valor de PI ayuda a presentar con mayor claridad los resultados.

El valor de  CC  se  obtuvo  de la siguiente manera: EI PSTH obtenido para la

respuesta a un PI fue correlacionado con rna funci6n que sinul6 1a presentaci6n del

estinulo. Valores de CC mayores a cero nos indican una respuesta mfs inteusa dentro de
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rna fase del estinulo y valores mas pequefios de CC, cercanos a cero corresponden a

respuestas desfasadas con respecto al estimulo.

El rango intercuartflico corresponde a un rango temporal en el cual se encuentra

concentrada el 50% de la descarga de la neurona. A mayores valores de RIQ la respuesta

neuronal  es  mss  dispersa,  en  tanto  que  valores  pequefios  de  RIQ  representan  una

respuesta mas concentrada en un intervalo de tiempo. Para cada neurona obtuvinos un

valor de RIQ al promediar los RIQ  calculados  para cada rna de  las  cinco  ventanas

temporales de respuesta a los pulsos que componian cada estinulo.

2.6 Inmunohistoquimica para receptores de andr6geno

Para  detectar  la  presencia  de  receptores  de  andr6geno  en  ndeleos  de  la  via

auditiva en el cerebro de P.  £fecrzfJ realizanos inmunohistoquimica para el receptor de

andr6geno uthizando como anticuerpo prinario policlonal PG21  (cat #06-680, Upstate,

Mllipore) en cortes transversales de 40 im de grosor obtenidos para todo el cerebro del

aninal.  Como  control negativo  utflizamos  cortes  del  cerebro  de P.  £feczc!/ pero  sin  el

anticuelpo prinario. La inmunohistoquinica para PG21 se hizo en cerebros de aninales

capturados  en teITeno y mantenidos en cantiverio.  Los  animales  de  cautiverio  fueron

sacrificados durante de  la 6poca reproductiva en  octubre,  QT=5)  y fuera de  la 6poca

reproductiva   en    febrero    y    mayo    0{=3).    El   protocolo    de   perfusi6n    y    de

inmunohistoquimica para los cerebros probados para PG21 foe id6fltico al utilizado en

los cerebros probados para el anticuerpo EGR-1 ya descritos.
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2.7 Analisis estadistico

Como pruebas estadisticas se utflizaron, prueba de Chi2 y prueba de Fisher para

comparar proporciones  de tipos  de neurona.  Tambi6n se utiliz6 ANOVA de  dos vias

toaram6trico)  para  comparaciones  en  los  experimentos  de  cuantificaci6n  de  c6lulas

EGR-I  positivas  y  de  rna  via  no  param6trico  para  las  mediciones  de  testosterona

plasmatica (Sigmaplot 12.5). Ademas se realiz6 un analisis de cldster para las variables

CC y RIQ (Matlab 2014).
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RESULTADOS

3.1 Mantenci6n de los animales en condiciones de cautiverio

Los  animales  mantenidos  en condiciones  de cautiverio tanto implanfados con

testosterona como sin implante no presentaron actividad vocal durante su permanencia

en el laboratorio.

3.2 Cuantif]caci6n de testosterona plasmatica en animates en cautiverio con y sin

implante y en condiciones naturales.

Con la finalidad de verificar rna baja en los niveles de testosterona plasmatica en

los machos P.£72c}#/, reportada previamente por Solis (1994), realizamos mediante RIA,

mediciones de los niveles de testosterona plasmatica en machos provenientes de distintas

condiciones  ambientales,  i.e.  condici6n  cautiverio  y  condici6n  natural.  Tambien  se

realizaron mediciones de la hormona, en animales en condiciones de cautiverio pero que

recibieron un inplante de testosterona,  a fin  de lograr un aumento  de los  niveles  de

testosterona en condiciones de cautiverio.

AI contrastar los resultados obtenidos para los distintos grupos de cautiverio, con

los obtenidos para machos sacrificados en condiciones naturales (terreno), encontramos

que: los niveles de testosterona plasmatica fueron siempre menores en los animales de la

condici6n cautiverio sin inplante (Cl, C2, C3) respecto a la condici6n n'atural QT). Sin

embargo   los   aninales   en  cautiverio   que  recibieron  un  inplante   de  testosterona

mostraron hiveles de testosterona similares a los encontrados en machos sacrificados en
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condiciones  naturales  (ANOVA  Kruckal-Wallis,  P<0,001;  prueba   a  posteriori   de

Dunn's)  Gigura  6).  Ademds  los  grupos  cautiverio  sin  implante  Cl,  C2  y  C3  no

mostraron  diferencias  entre   ellos  respecto  a  la  testosterona  plasmitica  (ANOVA

Kruskal-Wallis,  P=0,325)  qigura  6).  Estos  resultados  muestran  que  los  niveles  de

testosterona plasmatica en condiciones de cautiverio siempre fueron mss bajos que los

encontrados  en aninales  sacrificados  en la  condici6n natural, pero  que  sin  embargo

mediante inplantes de testosterona los niveles de la hormona volvieron a ser similares a

los encontrados en la naturaleza. La condici6n con inplante nos permiti6 entonces tener

un  grupo  de  animales  en  el  cual poder testear  el  efecto  de  la testosterona  sobre la

respuesta de las neuronas del TS, objedvos desarrollados en los puntos 3.3 y 3.4.

Ademas se observ6 que independiente del momento de afro en que se encuentren

los  machos  P.   £J2cr#/,   al  encontrarse  6stos   en  condiciones  de  cautiverio,   siempre

presentaron niveles menores de la testosterona respecto a la condici6n natural, por lo

cual podemos  concluir que  los niveles  de testosterona plasmatica en  condiciones  de

laboratorio no se recuperan, a no ser que el individuo recjba un implante de testosterona.
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N          CI        C2         C3         Ci

Figura 6. Niveles de testosterona plasmatica medida en machos P.  £focr"/ mantenidos en
distintas condiciones. En el eje X, N corresponde al grupo de machos sacrificados en el
campo durante la 6poca reprodrctiva en condieiones naturales, Cl al grupo de machos
en cautiverio  sacrificados  dentro  de  la  6poca reproductiva,  C2  machos  en cautiverio
sacrificados al injcio de la 6poca no reproductiva, C3 machos sacrificados en cautiverio
a mediados de la epoca no reproductiva y Ci machos implantados con testosterona en
cautiverio   sacrificados   durante  la  epoca  reproductiva.     Las  letras  a  y  b   indican
significancia de cada uno de los grupos respeeto al grupo N, letras diferentes entre los
grupos  comparados  indican  diferencias  significativas  (ANOVA  de  Kruskal-Wallis,  P
<0,001 ; prueba de Ifunn's a posteriori). Circulo en negro indica el promedio del grupo,
barra  horizontal  la  mediana.  N  sobre  cada  grupo  indica  el  ntlmero  de  animales  por

grupo.
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3.3   Cuantificaci6n   de   c6Iulas   EGR-1   positivas   en   machos   mantenidos   en

condiciones de cautiverio con y sin implante de testosterona.

Para explorar posibles cambios relacionados con la testosterona en la actividad

del  TS   ante  un  estinulo   de  relevancia  biol6gica,   se  realizaron  experimentos  de

inlnunohistoquimica para la proteina EGR-1 en cortes del TS de animales implantados y

no implantados  con testosterona. Estos  animales fueron ademds expuestos a distintos

ambientes  sonoros,  para  posteriormente  cuantificar  las  c6lulas  positivas  para  esta

proteina en los distintos grupos.

Encontramos   marca  positiva  para  EGR-1   en   c61ulas   del   TS   de   machos

mantenidos  en  cautiverio  en  zonas  correspondientes  al  rfucleo  Laminar,  Principal  y

Magnocelular.  Sin  embargo,  cuntificamos  esta  marca  s6lo  para  los  dos  primeros,

dehido  a  que  estos  son  los  m'icleos  mss relevantes  en  el procesamiento  audr.tivo  en

anuros, por ser de mayor tamafio, y por tener rna delimitaci6n citoarquitect6nica mas

clara.    La marca  correspondi6  a una marca nuclear,  similar  a la  descrita para  otros

vertebrados utflizando  el mismo  anticuerpo  ¢igura 7).  Esta marca Lo  fue  observada

cuando se realiz6 la inmunohistoquinica sin el anticuexpo prinario, como control.
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Figura 7.  Expresi6n EGRl en los nticleos Laminar y Principal del TS.  Delimitaci6n de
los nticleos Laminar y Principal en los cuales se puede observar c6lulas positivas para
EGR-I . En la columna izquierda (A, 8 y C) se muestra un ejemplo de un corte del TS de
un aninal estimulado con un coro, a y C corresponden a magnificaciones del corte en a.
En el panel derecho (D, E y F se muestra un ejemplo de un corte del TS de un animal
deprivado  actisticamente  por  doce  horas  (tratamiento  silencio)  E  y  F  corresponden  a
magnificaciones  del  corte  en  D.  Se  observa  menor  ntimero  de  c6lulas  positivas  para
EGR-1  en este tlltimo caso respeeto a lo observado para el animal estimulado con coro.
Barra de  calibraci6n:  200  Hm.  Teo:  Tectum 6ptico, Lam:  nticleo Laminar, Pr:  nticleo
Principal.
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La  marca  para  EGR-1   fue  observada  en  todos  los  grupos  experinentales:

animates que no recibieron estinulo acdstico (grxpo silencio) (N=3) qigura 7D, E y F),

aninales estinulados con un coro de la especie (grupo coro sin implante) QT=5) Grigura

7A, 8 y C; Figura 9A) , animales estimulados con un ruido blanco (grupo ruido blanco

sin implante) (N=3)  y animales estimulados con coro o ruido blanco pero que ademds

previamente recibieron un inplante de testosterona (grupo coro con implante) Oi=4)

(Figura 98) y  grupo ruido blanco  con implante  Or=3)  (Figura 9C), respectivanente.

Debido a que el grupo silencio no tuvo su contraparte de un gnxpo silencio con implante,

no fue incluido en las comparaciones estadisticas que a continuaci6n se describen.

i)  Cuantif iicaci6n de c6lulas EGR:1 positivas en el ndeleo laninar.

El ndmero de c5lulas positivas para EGR-1 en el nricleo laminar de estos grupos

experimentales Qrigura 8A), fue significativamente afectado por el tratamiento hormonal

(ANOVA de dos vias;  P= 0,020).  Por otra parte,  el tratamiento  actistico mostr6 rna

tendencia a afectar  el  ndmero  de  c5lulas  EGR-1  positivas  estimado  en los  distintos

grupos  experimentales  que  no  alcanz6  a ser  significativa  (ANOVA de  dos  vias;  P=

0,055). La interacci6n entre los tratamientos acdstico y homonal no fue significativa.

AI  analizar  diferencias  entre  los  grupos  experinentales,  encontramos  que  el

grupo de ruido blanco con implante tuvo menor ninero de c61ulas positivas para EGR-1

respecto al grupo de ruido blanco sin implante ®rueba de Tckey P=0,038) y tanbien

tuvo  menor ninero  de  c61ulas positivas para EGR-1  respecto  al grupo  de  coro  con

implante,  aunque  esta  diferencia  no  alcanz6  a  ser  significativa  ®rueba  de  Tckey

P=0,05).  Por otra parte,  el  grupo  estimulado  con coro  sin implante tuvo  un ndmero
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similar  de  c61ulas  EGR-1  positivas  que el  gmpo  estimulado  con  coro  que  si recibi6

implante torueba de Tckey P=0,189) (Tabla 2).

Estos resultados podr'an ser interpretados como que los machos que recibieron

un implante de testosterona y fueron estimulados con ruido blanco, presentaron memos

c6lulas activas en el nticleo laminar que los individuos expuestos al mismo estinulo pero

que no recibieron el implante homonal.  Ademds, el grupo inplantado y estimuledo con

ruido  blanco  mostr6  incluso  menos  c61ulas  activas  que  el  grupo  implantado  pero

estimulado con un coro, aun siendo esta diferencia no significativa.   Por otra parte el

nbmero de c5lulas activas del ndcleo laminar no difiri6 entre los tratamientos acdsticos

de coro y ruido blanco en ausencia de implante hormonal.

ii)  Cuandificaci6n de c6lulas EGR:I positivas en el rndcleo Principal

El ndmero de c6lulas positivas para EGR-1  en el ndcleo Principal Q7igura 88),

fue afectado por el tratamiento hormonal (ANOVA de dos vi'as; P= 0,025), sin embargo

no  hubo  un efecto  explicado  por  el tratamiento  acdstico  (ANOVA  de  dos  vias;  P=

0,772).   La  interacci6n  entre  los  tratamientos   acdstico  y  hormonal  tampoco  fue

significativa. Una prueba a posteriori mostr6 que la thica diferencia significativa ocurri6

entre el grupo implantado estimulado con ruido blanco y el grupo estimulado con ruido

blanco que no recibi6 implante homonal, teniendo el grupo inplantado menor ndmero

de  c6lulas  EGR-1  positivas  que  el  grupo  no  implantado,  de  manera  similar  a  lo

encontrado para el ndcleo Laminar ®rueba de Tckey P=0,04).  Sin embargo para este

ndcleo no hubo diferencia significativa entre el grupo inplantado estimulado con coro y

el grupo implantado estimulado con ruido blanco ®rueba de Tukey P= 0,383) (Tabla 2).
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De  manera  similar  a  lo  encontrado  para  el  ndcleo  Laminar,  estos  resultados

indican un efecto de la testosterona en modular el ndmero de c6lulas que se activan en el

nticleo Principal de individuos estimulados con ruido blanco.

Nricleo Factor grades de libertad F P

Laminar hormonal 1 7'331 0,020 *

Laminar acdstico 1 4,595 0'055 #

Laminar hormonal x acdstico 1 0,867 0,372

Principal hormonal 1 6,695 0,025 *

Principal acdstico 1 0,089 0,772

Principal hormonal x acdstico 1 1,036 0,331

Tabla  1.  Valores  de  significancia  obtenidos  en  prueba  de  ANOVA  de  dos  vias  al
comparar el ndmero de c6lulas EGR-1 positivas cuantificadas en los ndcleos Laninar y
Principal en aninales sometidos a distinto tratamiento hormonal (con y sin testosterona)
y  expuestos  a distintos  estinulos  acdsticos  (coro  o  ruldo  blanco).  *  indican valores
significativos G' <0,05), # indica valor cercano a la significancia.

Nticleo X CORO RUIDO BLANCO

Laminar CORO 0,189                           0'057#

RUIDO BLANCO 0,399                           0'038*

Principal CORO 0,242                            0,383

RUIDO  BLANCO 0'613                           0'040*

Tabla 2. Valores de P obtenidos en prueba a posteriori de Tckey a partir del ANOVA
mostrado  en Tabla  1.    En  gris  se representa  al  grupo  implantado,  en blanco  al  no
implantado.  *  indica diferencia significativa a?<0,05) entre el grupo ruido blanco  sin
inplante  y  grupo  ruido  blanco  con  implante,  tanto  para  el  ndeleo  Laminar  como
Principal. # indica valor cercano a la significancia para los grupos coro con implante y
ruido blanco con imp]ante para el nricleo Laminar.
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NUCLEO LAMINAR

NuCLEO PRINCIPAL

Figura  8. Niinero  estimado  de celulas positivas para EGR-1  en el nticleo  Laminar y
ndcleo Principal del TS en animales con y sin implante de testosterona y sometidos a
estinulo de coro o ruldo blanco. A) C5lulas positives para EGR-I en el nticleo Laminar.
8) Celulas positivas para EGR-1 en el ndcleo Principal. En anbos casos se grafican los
promedios ± error estindar, (*) indican diferencias significativas entre el grupo de ruido
blanco  sin  implante y  de  ruido  blanco  con implante.    Los ndmeros  sobre  las barras
indican  el  ndmero  de  animales  en  cada  grupo.  SA  significa  sin  implante;  Cn  con
implante.
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Figura 9.   Expresi6n de EGR-1 en c5lulas del ndcleo Laminar del TS en 3 animales con
distinto trataniento acdstico y hormonal. A la izquierda de la figura se muestra el dibujo
para tres cortes representativos del TS de tres animales. En cada corte se muestra un
recuadro en linea punteada indicando rna zona del ndcleo laminar conteniendo celulas
positivas para EGR-1  detectades por inmunohistoquinica, las cuales se observan en las
fotos a la derecha. A) C6lulas EGR-1 positivas para un animal no implantado estimulado
con coro. 8) Celulas EGR-1 positivas para un anirrral estimulado con coro e implantado
con  testosterona  C)  Celulas  EGR-1  positivas  para  un  animal  estimulado  con  ruido
blanco  e  implantado  con testosterona.  Se  observa  claranente  un  menor  ninero  de
c6lulas  positivas  para  EGR-1  en  este  ultimo  caso.  TO:  Tectum  6ptico,  Tl:  ndcleo
Laninar, Tp: ndcleo Principal. Barra de calibraci6n: 200 Hm.
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En resumen estos resultados mos muestran que las c6lulas del nticleo Laminar y

Principal del TS, se activan en menor ndmero por un estimulo sin relevancia biol6gica

como  el ruido  blanco,  pero  s6fo  si  los  individuos  son previamente  inplantados  con

testosterona. Este resultado sualere rna posible modulaci6n de la testosterona sobre la

actividad del nricleo Laminar y Principal, principalmente disminuyendo la respuesta a un

estimulo no relevante como un ruido blanco.

3.4  Respuesta  de  las  neuronas  del  TS  a  estinulos  con  distinfas  caracteristicas

espectrales y/o temporales en animales implantados y no implantados.

Con el fin de estudiar el efecto  de la testosterona sobre la selectividad de las

neuronas del TS a caracteristicas temporales y/o espectrales de un estimulo acdstico de

relevancia  biol6ctca,  se  realizaron  registros  unitarios  extracelulares  in  vivo  de  las

neuronas de los distintos nricleos de] TS, en aninales con y sin jmp]ante de testosterona.

Se registr6 la actividad de 37 neuronas del TS de 12 aninales inplantados y 35

neuronas de 13 animates no implantados. Los registros fueron realizados entre los meses

de   agosto  y   enero,   en  diferentes  afros   (2011-2013).  No   analizamos   la  actividad

espontinea de las neuronas del TS, pero esta fue muy baja tanto en el grupo inplantado

como en el grupo sin implante (1 espiga/segundo aproximadamente). En la Figura 10 se

observa la descarga registrada para rna neurona respondiendo a un estimulo  de PI de

605 us.
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Figura  10.  Potenciales  de  acci6n  (trazado  superior),  en  respuesta  a  los  pulsos  de  un
estimulo acdstico de PI 605 ms (trazado inferior). El umbral de detecci6n de potenciales
de aQei6n QorrQsppnd? a la linea. rQja..   Se indi€a. arriba es,Gala, de applrfud` del potenQial
de acci6n en mjlivoltios (mv) y escala temporal en milfsegundos (msec).

i) Determinaci6n de Frecuencia Caracterlstica (FC)

Ih]rante la determinaci6n de la FC, 7 de 37 neuronas de animales implantados no

respondieron  al  estimulo  de  tono  puro.  S6lo  1  de  35  neuronas  de  los  animales  no

implantados present6 esta caracteristica. En estos casos fa FC fue determinada utilizando

el estimulo pulsado estindar de PI 102ms.

Se  encontraron  neuronas  con FC  entre  100  Hz  y  2400  Hz tanto  en  animales

implantados  como  no  implantados.    En  ambos  grupos  se  observ6  rna  distribuci6n
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bimodal de las FCs determinadas para las neuronas del TS qigura 11). El rango para las

FC altas fie entre 1500 y 2400 liz para ambos grupos de animates, en cambio el rango

de las FC bajas fue entre 100 y 600 HZ para el grupo no implantado y entre 100 y 300

Hz para los animales inplantados. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

las distribuciones de FC bajas entre aninales implantados y no implautados forueba de

Kolmogorov-Smimov; P= 0.9711).   Tampoco encontranos diferencias. en la proporci6n

de neuronas de FC menor y mayor de 1000 Hz entre los animales implantados (0,70) y

no implantados (0,63) forueba de Chi2 = 0,174; P = 0,677).

Estos resultados muestran principalmente que el rango de frecuencias  audibles

para  el  grupo  implantado  y  no  implantado  fue  similar,  y  por  otra  parte  que  la

selectividad espectral de las neuronas del TS no depende de los niveles de testosterona.
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Figura  11.  Distribuci6n de Frecuencias  caracteristicas  (FC) de las neuronas  del TS  en
machos P.  £focz2£/ en A) mantenidos en cautiverio sin implante de testosterona (N= 35) y
en 8) mantenidos en cautiverio pero implantados con testosterona (N=37).
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i[) Rjespuesta a un estimulo pulsado: Selectividad de las neuronas pasa banda

Una vez obtenida la FC de cada neurona se registr6 la respuesta a una serie de

estimulos pulsados para 30 neuronas en aninales implantados y para 34 neurofia§. €fi

aninales no inplantados. En las neuronas restantes no se complet6 esta medici6n pues

se perdi6 el registro, debido a movimiento del sujeto experimental.

La mayoria de las neuronas reapondi6 a todos los estinulos, aunque con distinto

ntimero de descargas dependiendo del PI. Esto reve]6 neuronas de distinta selectividad a

PI: neuronas pasa largo, neuronas pasa corto, neuronas pasa todo, neuronas complejas y

neuronas pasa banda. En la Figura 12 se muestran ejemplos para cuatro de las curvas de

selectividad. En la Figura 13 se muestra un caso de neurona pasa bandajunto a una caso

de nettrona pasa todo, en la cual se contrasta la selectividad al periodo intelpulso 01) del

estimulo,  i.e. neurona pasa todo no mostrando  selectividad a PI  y una neurona pasa

banda mostrando selectividad por el PI de 102 ms.
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Figura 12. Ejemplos de curvas de selectividad a PI para cuatro neuronas del TS.

58



12

8

4

0

12

8

4

0

100      200      coo      400      500      600
Poriodo (ms)

P' 58 ms

0         500      1000     1500    2000     2500

a         500      loco     i5OO     aooo    2500

0         500      1000     1500     2000    2500

0         500      1000     1500     2000     2500

Tiempo (ms)

Nourona 22

0       100    200     300    400    500     600
Periodo (rms)

0          500      1000     1500     2000     2500

a         500      loco     1500     2000     2500

0          500      1000     1500     2000     2500

P' 550 ms

4

3

2

1

0
0          500      1000     1500     2000     Z500

Tiempo (ms)

Figura 13 . Neurona pasa todo (izquierda), Neurona pasa banda (derecha). En el panel de
la izquierda arriba, se muestra curva de selectividad a PI para rna neurona pasa todo y
abajo se muestran 4 PSTH construidos con la respuesta de la neurona a estinulos de
distinto PI (58, 102, 202 y 550 ms), de igual forma en el panel de la derecha se muestran
la curva de selectividad y los PSTH para la respuesta de una neurona pasa banda.
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La proporci6n para los tipos de neuronas pasa largo, pasa corto y pasa todo fue

similar en los dos grxpos experimentales, pero fue diferente para los tipos pasa banda y

complejas ®rueba de Fisher     P = 0,003). La diferencia mds clara correspondi6 a la

categoria  pasa  banda  ya  que  se  registraron  7  neuronas  de  este  tipo  en  el  grupo

implantado y 1 neurona en el gnxpo no implantado. En contraste, en el grupo implantado

y no implantado se registraron 1 y 9 neuronas complejas, respectivamente G7igura 14).
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Distribuci6n de neuronas con distinta selectividad a periodo
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Figura 14. Distribuci6n de neuronas del TS con distinta selectividad a pen'odo intelpulso
en animales  sin y con implante de testosterona.  A) Ntimero de neuronas con distinta
selectividad  a  periodo,  en  animales  mantenidos  en  cautiverio  y  que  no  recibieron
implante de testosterona.  8) Ntimero  de neuronas con distinta selectividad a periodo
interpulso en animales en cautiverio que recibieron implants de testosterona. En ambos
grupos  de  animales  las  neuronas  mds  numerosas  fueron  pasa  largo  (en  cafe),  sin
embargo en animales implantados hubo ademds rna segunda categoria mds numerosa,
i.e. neuronas pasa banda para el PI de la especie,  102 ms (en amarillo). En animales no
implantados la segunda categoria mds numerosa fue la compleja (en celeste). Existen
diferencias significativas entre los dos grupos de aninales al comparar las proporciones
de neuronas clasificadas en las categorias pasa banda y complejas ®rueba de Fisher, P =
0'003).

De las 7 neuronas pasa banda encontradas en animales implantados 6 fueron selectivas

para el pen'odo de 102 ms y una a 135 ms, y la dnica neurona pasa banda de los aninales

no implantados fue selectiva a 135 ms. Esta selectividnd indica que todas las neuronas
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pasa banda encontradas respondian preferencialmente  a valores  de periodo interpulso

cercanos al periodo promedio del canto de la especie, que corresponde a 102 ms. Este

resultado indica que en los aninales implantados las neul.onas del TS mostraron mayor

selectividad temporal que en los animales que no fueron implantados con la hormona.

iii) Ijatencias y tasa de descarga de las ne:uronas con distinta selectividad a perlodo

En general las neuronas pasa largo y pasa todo mostraron poca variabilidad en fas

latencias de sus respuestas a los estimulos de distinto PI ¢igura 15A). Sin embargo, las

categorias pasa banda, pasa bajo y compleja mostraron una mayor variabilidad en la

latencias de sus respuestas a los estinulos de distinto PI QTigura 158). Por esta raz6n al

comparar  ]as  latencias  de  las  neuronas  pertenecientes  a  las  distintas  categorias  de

selectividad a PI se utiliz6 para cada neurona la menor latencia obtenida en respuesta a

un determinado PI entre los periodos a los cuales respondia con mayores descargas. Es

decir por ejemplo para rna neurona pasa largo, se eligi6 la menor latencia obtenida a

partir de las respuestas a estimulos de PI > 102 ms.
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Figura 15. Variaci6n de las latencias a estinulos con distintos periodos intexpulso Q'I)

para  neuronas  de  distinto  tipo  de  selectividad  a PI.  A)  Latencias  de  4  neuronas  a
estimulos de distinto PI. Cuadrados y triingulos negros corresponden a rna neurona pasa
todo y pasa alto, respectivamente de aninales implantados. Circulos y rombos blancos
colTeaponden  a una  neurona pasa todo  y pasa  largo,  reapectivamente  registradas  en
animates no inplantados. 8) Latencias de 3 neuronas en que circulos y rombos blancos
corresponden  rna  neurona  pasa  bajo   y  una  neurona   compleja,   respectivamente,
registradas en animales no inplantados. Los circulos negros corresponden a una neurona
compleja de un animal inplantado.

Aunque el valor de latencia para las distintas categorias fue similar entre el grupo

implantado  y  no  inplantado,  debido  al  bajo  m'unero  de  neuronas  reedstradas,  esta

tendencia s6lo se pudo verificar estadr'sticanente para la categoria pasa largo ®rueba de

Man-Whitney, P= 0,92) (vcr Tabla 3).

Se observa, tambien en la Tabla 3, que las neuronas pasa todo, que no presentan

selectividad para PI del estimulo, siempre tuvieron latencias pequefias, en comparaci6n

con las neuronas pasa banda, las mas selectivas respeeto al PI, que tuvieron las mayores

latencias.   Al comparar en los animates implantados la latencia de  las neuronas pasa

banda con la de las neuronas de las otras categorias, las pasa banda tuvieron latencias

sjgnificativamente mayores ®rueba de Mann-Whitney, P= 0,008). Esta comparac£6n no
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se pudo realizar para los animales no implantados pues solo encontralnos una neurona

pasa banda en este grLxpo. Sin embargo al compa+ en los aninales no implantados la
I

I
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categorias,  no  encontramos  diferencias  significativas  ®rueba  de  Mann-Whitney,  P=

0,349).

Selectividad a PI N Latencia (ms) I S/I Latencia (ms)-C/I

pasa todo 3/1 28,8 (20,3 - 522) 29,4

pasa largo 19/20 4o,8  (20,7 - 97,9) 38,7  (13,5 -382,7)

pasa bajo 2/1 72,1 -199,6374,5
I

298,9

pasa banda 1/7 216,5 (43,6 -505,6)

compleja 9/1 55,8 (27,2 -11§,6) 57,9

Tabla 3.  Latencias para las neuronas  del  TS  pertchecientes  a distintas  categon'as  de
selectividad a periodo.   N es el ndmero de neuron2s de en animales sin/con implante.
SH: sin implante; CA: con inplante. Para cada cate!on'a, en cada grupo de animales, se
observa]amediana;enpar5ntesiselvalormininoy+aximodelatenciaalcanzado

1

I

categon:::::ea:1:n:Ssee=SseenL:Li::a:aaspedn:oddj\SCE¥t:::loo::sdLs°e:::v)i:Sro:S::::

respuestas   al  mismo   estinulo   utilizado   para

anteriormente. Los valores obtenidos para cada

ndedin   latencias,   segivn   se   explic6

de las categon'as fueron similares

entre el grxpo  implantado y no  implantado.  Sin einbargo,  debido al bajo nrfunero  de
I

neuronas por cada grupo, s61o se pudo verificar esddisticanente esta tendencia para el

grupo  pasa  largo  ®rueba  de  Mann-Whiney,  P=

observa en la Tabla 3  que las neuronas pasa todo

0,546).  De  manera  descriptiva  se

tuvieron siempre valores altos  de

descarga, en cambio las neuronas pasa banda y pasa bajo tuvieron valores menores de
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descarga. De hecho al comparar en los animales la tasa de descarga de las

neuronas pasa banda, con la descarga del resto de las neuronas, las neuronas pasa banda

tuvieron   significativamente   menor  tasa   de   descarga   ®rueba   de   Mann-Whitney,

P=0'001).

Selectividad a PI N espigas/estimulo -S/I espigas/estinulo - C/I

pasa todo 3/1 9,4 (7,6 - 10,9) 11,3

pasa largo 19/20 7,1  (0,5 - 19,2) 8,5 (1,6 -64,5)

pasa bajo 2/1 1,7 - 5,5 0,7

pasa banda 1/7 1,8 2,1 (0,4 -4,6)

compleJ`a 9/1 3,4 (1,0 -7,9) 2,65

Tabla  4  Tasa  de  descarga  (espigas/estinulo)  para  las  neuronas  del  TS  de  distintas
categon'as de selectividad a pen'odo. Nomenclatura similar a Tabla 3 .

Este  resultado  muestra  que  las  neuronas  con  distinta  selectividad  a  periodo

poseen ademas un tipo de respuesta diferencial respecto a la tasa de descarga y a la

latencia con la que responden a un estinulo  acdstico determirmdo. En particular,  las

neuronas  pasa  banda  son claramente  distinguibles  de  los  otros  grupos  de  neuronas,

respecto a la latencia y tasa de descarga que 6stas mostraron, i.e. baja tasa de descarga y

latencia de larga duraci6n.

iv) Respuesta a un est{mulo pulsado: Selectividad de las neuronas pasa largo

Aun  cuando  no  encontranos  diferencias  significativas  entre  el  grupo  de  las

neuronas pasa largo de animales implantados y de animates no implantados respecto a

sus latencias y tasa de descarga, la variaci6n en los valores de estas dos mediciones, mos
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indujo a explorar lo qu6 ocurrfa con el patron temporal de descarga de esta categon'a de

neuronas para los dos grupos experimentales.

v) Neuronas pasa largo con distinto grado de selectividad

Al observar las curvas de selectividad de las neuronas pasa largo, encontramos

dos  tipos  de  respuestas:  neuronas  que presentan  un  aumento  al  50%  o  mds  de  su

respuesta cundo los animales son estimulados con estinulos de PI > 102 ms (respuesta

pasa largo tipo I) (Figura 16) y neuronas que presentan un aumento del 50% para un

periodo igual o menor a 102 ms (respuesta pasa largo tipo 11) (Figura 17).
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SIN implante de testosterona

a             100          ZOO          300          400          500          600                           0             too          200          300          400          500          GOO

Periodo (ms)

CON implante de testosterona

Periodo`(ms)

a            loo         ZOO         300         400         500         GOO                         a            100         200         300         loo         500         600

Periods (ms)                                                                                                  Periodo (ims)

Figura  16.  Respuestas  pasa  largo  Tipo  I  para  4  neuronas  del  TS  en  animales  no
implantados (A y 8) e implantados (C y D). En cada grifico se sefiala con un circulo de
color celeste el valor de ha respuesta nomalizada de la neurona para el PI de 102 ms. EI
cfrculo  s6lido  de  color  negro  indica  la  respuesta  normalizada  con  un  valor  igual  o
superior al 50% de la respuesta. En los cuatro casos este valor se alcanz6 para un PI
mayor al del canto natural de la especie (102 ms).

67



SIN implante de testosterona

a             1 cO          200          300          400          500          600                          a             100          ZOO          300          400          5cO          coo

Pefrodo (ms)

CON implante de testosterona

Permo (ms)

o             1 oo          2oo          3oo          4oo          5oo          6oo                         o             1 oo          Zoo          aoo          4oo          5oo          Goo

Periodo (ms)                                                                                                 Periodo (ms)

Figura   17.  Respuestas  pasa  largo  Tipo  11  en  4  neuronas  del  TS  de  aninales  no
implantados (A y 8) e implantados (C y D). En cada grafico se sefiala con un circulo
s6lido de color negro la respuesta nomalizada con un valor igual o superior al 50% de la
respuesta maxina alcanzada en cada caso.  Los circulos con contomo de color celeste
indican que este valor coincide con la respuesta obtenida para el periodo de 102 ms. En
la Figura 16 ambos simbolos no coinciden ya que el 50% de la respuesta corresponde a
periodos mayores a 102 ms

Las respuestas de tipo I conesponden a neuronas cuya respuesta pasa largo es

mas selectiva que en las neuronas tipo 11. En los aninales inplantados encontranos que
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1 I de las 20 neuronas pasa largo presentaron respuesta tipo I y 9 neuronas respuesta tipo

11. Para los animales no implantados, 8 de las 19 neuronas pasa largo, tuvieron respuesta

tipo I y 1 I neuronas respuesta tipo 11. La proporci6n de neuronas con respuesta tipo I y

tipo 11 no fue diferente entre los grupos inplantados y no implantados (thi2 = 0235, 1

grado de libertad, P = 0,628)

iv) Andlisis de las respuestas de neuronas pasa largo con distinta selectividad temporal

Las  neuronas  pasa  largo  respondieron  preferentemente  a  los  PI  de  duraci6n

mayor que el PI del canto de la especie3 y como se ha sefialado difieren en la sincronia

de sus respuestas  al estimulo. En la Figura  18 se  observan 4  casos  de neuronas con

distinto patr6n de descarga: 18A y 18C corresponden a neuronas que descargan con gran

sincrom'a con el estinulo en tanto que las neuronas en  188 y  I8D descargan con un

mayor retardo y dispersi6n. La cuantificaci6n de estas dos caracteristicas de la respuesta

se   realiz6   mediante   dos   mediciones:   CC   (correlograma   cnHado)   y   RIQ   (rango

intercuartilico)  (vcr  Materiales  y  m6todos).  Por  ejemplo,  el  valor  de  CC  para  ]as

neuronas de las Figuras l8A y 18C fue 0,33 y 0,38 respectivamente, en cambio para las

neuronas de 188 y 18D fue cercano a cero: 0,0092 y 0,0002 respectivanente. Estos dos

ultinos valores indican que la respuesta neuronal se produce en desfase con el estinulo.

Los  valores  de RIQ  tuvieron  rna menor variaci6n:  0,021  y  0,013  para  18A  y  l8C

respectivamente, y 0,036 y 0,029 para 188 y 18D, respectivanente.
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Sin implante de testosterona
8

RIQ: a,021                                 CC:  a,00
3-0

2.0

1.0

0.0

RIQ: 0,036

500            1000           1500           2000                       0              500           1000          15cO          2000

Con imptante de testosterona
D

500            1000           1500           2000                       0               500           1000          1500          2000
Tiempo (ms)                                                                                 Tiempo (ms)

Figura  18.  Histogramas  peri  estinulo  (PSTID  para  cuatro  neuronas  pasa  largo  que
mostraron distintos valores de CC y RIQ. A y 8 corresponden a las respuestas de dos
neuronas   provenientes   de   individuos   que   no   recibieron   implante   de   testosterona

(neuronas #30 y #23), y C y D a individuos que recibieron implante (neuronas #17 y
#33). Las neuronas #30 y #17 tuvieron valores mayores de CC que las neuronas #23 y
#33, lo cual indica que responden con mayor sincronia con el estimulo (i.e. 1a repuesta
cae  preferentemente  dentro  de  ]os  pulsos).  Por  otra  parte,  las  neuronas  #23  y  #33
tuvieron valores mayores de RIQ lo cual se traduce en rna respuesta mds dispersa que la
registrada para las neuronas #30 y # 17. El estimulo, representado por rectingulo de color
negro posee un PI de 409 ms. La respuesta, en rojo, corresponde al ndmero de espigas
obtenido para 20 repeticiones del estimulo.

Los valores de RIQ y CC tuvieron rna considerable variaci6n en neuronas de

animales implantados y no implantados.  Un analisis de Oldster para estas dos variables

en ambos grupos de animales, mostr6 rna considerable variaci6n en anbos grupos de

animales, siendo mayor la variaci6n en CC ¢igura 19) tanto para animales imphantados
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como no jmplantados. No existen, sin embargo, diferencias en la proporci6n de neuronas

que  se  encuentran  en los dos  cltisteres entre  animales implantados  y no  inplantados

®rueba de Chi2, P = 0,646)

Debido a que el analisis de cli'Ister estableci6 dos grupos de neuronas pasa largo

presentes en similar proporci6n en aninales inplantados y no inplantados, exploramos

otras caracten'sticas de la descarga neuronal que podrfan estar asociadas a cada un de

estas clases de neuronas.
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SIN implante de testosterona

0,0         0,1         0,2         0,3         0,4         0,5         0,6

valor de CC

CON implante de testosterona

0,0         0,1         0,2        0,3         0,4         0,5         0,6

valor de CC

Figura 19. Valores de RIQ y CC de la respuesta de las neuronas pasa largo a un estinulo
de periodo intelpulso 409 ms. A) Valores para las neuroms pasa largo de animales sin
implante.  a)  Valores  para  las  neuronas  pasa  largo  de  animales  con  implante.  Los
circulos en azul indican dos categorias obtenidas mediante un analisis de cmsteres.
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Exploramos la relaci6n de la FC de las neuronas con los chisteres obtenidos para

ambos grupos experinentales y encontramos que esta caracteristica espectral difiere en

los aninales inplantados, ya que en este grupo de individuos el chister de la derecha

tuvo rna mayor proporci6n de neuronas con FC cercana a 2000 IE respecto a neuronas

de frecuencias bajas ®rueba de Chi2 P= 0,044) (Tabla 5)

FC
Sin implante Con implante (*)

cluster izquierda   cluster derecha cluster izquierda   cluster derecha
baja 8 7 7 6
a]ta 1 3 0 7

Tabla 5. Proporci6n de neuronas pasa largo sintonizadas a distintas FC distribuidas en
dos  cltisteres  representados  en  la Figura  17.  *  indica  diferencia  significativa para  la

proporci6n de FC altas y bajas entre el cldster de la izquierda y el cmster de la derecha
para aninales implantados.

La existencia  de una mayor proporci6n de neuronas pasa largo  sintonizadas  a

frecuencias altas en los animales implantados indica rna selectividad para estimulos de

FC cercana a la frecuencia portadora del canto de la especie, lo que sugiere que en este

grupo   experinental   que  responden  preferentemente   a   sonidos   con   caracteristicas

temporales y espectrales en el rango de sus sefiales de comunicaci6n sonora.

Ubicaci6n de las neuronas registradas

Las neuronas registradas se ubicaban a profundidades entre 540 y 1200 prm para

los animales implantados, y entre 610 y 1500 prm para los aninales no implantados. En
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ambos grupos se registraron neuronas provenientes del hemisferio derecho e izquierdo,

en similares proporciones. El sitio de rectstro, reconocido con marcaje con IIRP, solo se

pudo  ubicar para  5 neuronas  en  animates inplantados  y  14 neuronas  de  aninales no

implantados; estos sitios se pudieron inferir a partir de una contratinci6n del tejido con

cresil  violeta  .(Figura  20  para  ver  un  ejemplo).  En  la  Tabla  N  6  se  indiean  las

localizaciones de las marcas de mp registradas para ambos grupos. Aunque no se pudo

obtener esta informaci6n para todas las neuronas, se observa que se registraron neuronas

provenientes   de   los   tres   nticleos   que   conforman   al   TS   (Laninar,   Principal   y

Magnocelular), tambien a distintas profundidades de estos.

Figura 20. Ejemplo de marca de mp dejada en el ndcleo Principal del TS del cerebro de
un macho P.  £¢a#/, durante rna sesi6n de rectstro A) Corte transversal del cerebro de P.
£foaec/, a nivel del mesenc6falo, mostrando las sub divisiones del TS. 8) Ampliaci6n de
marca de rmp observada en nticleo H en el recundro de la foto en A.  Teo (Tectun
6ptico),  Mag  Ovticleo  magnoce]ular),  Fr  OJticleo  Principal).  Contratincjdn  con  cresil
violeta. En anbas fotos barra de calibraci6n corresponde a 200 urn.
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implante # neurona si{io de registro profllndidad (Hm) hemisferjo
S/I 17 principal 770 HD
S/I 18 Iaminar 787 Hl

S/I 20 principal 790 HI

S/I 21 principal 1040 HD
S/I 22 magnocelular 895 HI
S/I 23 laminar 810 Hl
S/I 24 magnocelular 1,100 HD
S/I 30 magnocelular 1050 H]
S/I 31 magnocelular 1240 HD
S/I 32 principal 865 HD
S/I 33 principal 990 HI

S/I 34 principal 820 HI
S/I 35 magnocelular 1330 HI

S/I 36 principal 1120 H]
C/I 12 magnocelular 935 HD
C/I 13 Iamjnar 550 HI
C/I 14 Iaminar 1010 Hl

C/I 15 principal 1020 Hl
C/I 16 principal 1200 HD

Tabla 6  Sitios  de registro  en el TS, localizados mediante  dep6sito  de Imp.  CA:  con
implants de testosterona), SA: sin implante de testosterona, HD: hemisferio derecho, H:
hemisferio izquierdo. La profundidad en prm corresponde a la distancia avanzada por el
electrodo  desde  la  superficie  del  mesenc6falo  hasta  el  sitio  en  que  se  ]ocaliz6  1a
actividad de la neurona.



3.5 Detecci6n de receptores de andr6genos en la via auditiva mediante el anticuerpo

PG21.

Encontramos marca positiva para el antiouelpo PG21, el curl reconoce receptores

de andr6geno, en c6lulas de tres zonas o ndcleos que forman parte de la via auditiva en

los anuros. La marca tuvo ubicaci6n nuclear y citoplasmatica. En la parte mas caudal del

cerebro posterior, encontramos c6lulas positivas para PG21  en el nticleo dorso medular

@MN), el cual es hom6logo al ndcleo coclear de los mamiferos. Tambi6n hubo marca

en el nticleo vestibular lateral a,VN), y en el ndcleo vestibular medial Q4VN). A nivel

mas rostral del cerebro posterior, encontramos c61ulas positivas para PG21, en el nticleo

pre-trigeminal  del area tegmental  dorsal  @TAM), posiblemente  hom6logo  al ndeleo

parabraqulal de los mamiferos. A un nivel mds rostral del  cerebro, en el telenc6falo,

encontramos c61ulas positivas para PG21  a nivel del palio lateral ¢1), del palio dorsal

Od)  y  del  palio  medial  @m),  la  cual` es  considerada  rna zona  del  telenc6falo  con

conectividad auditiva.

Para  la  marca  PG21  en  aninales  mantenidos  en  condiciones  de  cautiverio

encontramos  lo  siguiente:  Cuatro  machos  capturados  durante  la  6poca  reproductiva

(octubre) y sacrificados  1  dia post cautiverio mostraron marca positiva para PG2l  en

DMN, MVN y LVN (Figura 21A y 218), DTAM (figura 22A y 22 8) y en Pd, Pl y Pin

QTigura 23A y 238).   Un ahimal capturado durante la 6poca reproductiva sacrificado

luego  de  63  dias  de  cautiverio  present6  marcas  en  las  mismos  m'icleos,  excepto  en

DTAM.
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Tres  machos  sacrificados  fuera  de  6poca reproductiva  durante  los  meses  de

febrero, marzo y mayo mostraron marca PG2l en los mismos ndcleos que los aninales

sacrificados  dentro  de  la  6poca  reproduedva.  En  la Figura 2lc  y 21E  se  muestran

marcas positivas para PG2l  en el DMN, MVN y LVN para ahimales sacrificados en

marzo y mayo respectivamente.   Las Figuras 22C y 22D muestran marca positiva para

PG21 en c6lulas del nticleo DTAM de un aninal sacrificado en mayo.  Las Figuras 23C

and 23D muestran marca positiva para PG21 en distintas zonas del Palio de un macho

sacrificado en Mayo.

Si bien los ndcleos que presentaron marca para PG2l, en animales sacrificados

dentro y fuera de la 6poca reprodrctiva son similares, no hemos realizado cuantificaci6n

del rfumero  o inteusidad  de  la marca, por lo  que no  podemos  descartar  que  existan

diferencias  de  este  tipo  entre los  dos  grupos  de  individuos.  Es  sugerente  que  en un

aninal  fuera  de  la  6poca  reproductiva  QJigura  22D)  las  c6lulas  del  nticleo  DTAM

presentan rna marca de menor tamafio que el observado en un animal durante la 6poca

reproductiva Q]igura 228).

Aun  cuando  no  encontramos  marca  positiva  para  PG2l  a  nivel  del  TS,  la

presencia de marcas en otras regiones de la via auditiva las sehala como zonas putativas

para la ubicaci6n del receptor de andr6geno.
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Figura 21.  Cortes transversales del cerebro de P.  £rfecr„/ mostrando marca positiva para
PG21 en ndcleos del cerebro posterior de la via auditiva.  A y 8 muestran un corte de un
animal sacrificado en condiciones de cautiverio durante epoca reproductiva (octubre) C
y D muestran un corte de un animal sacrificado en condiciones de cautiverio fuera de la
epoca reproductiva (marzo), y el corte en E y F conesponde a un animal sacrificado en
cautiverio en el mes de mayo.     En la columna de la derecha @, D y E) se muestran
ampliaciones de rectones delimitadas con un recuadro en la columna de la izquierda. Las
flechas negras indican c6]ulas del MVN, las cabezas de flecha en negro sedalan el LVN

y  la  cabeza  de  flecha  blanca  indfcan  el  DMN.  Las  barras  de  call bracj6n  en  ambas
columnas corresponden a 200 Hm.
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Figura 22.  Celulas  positivas  para PG21  en DTAM  ubicado  en  rna zona del  cerebro

posterior  mas  rostral  que  el  DMN  mostrado  en  A.  Las  fotos  corresponden  a  cortes
transversales de machos sacrificados en cautiverio.  A y 8 muestran un corte del cerebro
de un animal sacrificado en epoca reproductiva (octubre).   C y D muestran un corte de
un animal fuera de la 6poca reproductiva (mayo).  En la columna de la derecha a, D) se
muestran ampliaciones  de regiones  delimitadas  con un recuadro  en  la columna de  la
izquierda. La balra de calibraci6n corresponde a 50 urn.
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Figura 23. Celulas positivas para PG21  en el palio medial del telencefalo de machos P.
£foocj/.   Las   fotos   corresponden   a   cortes   transversales   de   machos   sacrificados   en
cautiverio. Pin se ubica a nivel telencefflico, y es mostrado en los recundros A y C.   A y
8 muestran cortes del cerebro de un animal sacrificado en epoca reproductiva (octubre).
C  y  D  muestran cortes  de un  animal  fuera de  la 6poca reproductiva (mayo).    En  la
columna de la derecha (8, D) se muestran ampliaciones de regiones dehimhadas con un
recundro en la columna de la izquierda. Las barras de calibraci6n corresponden a 50 LLm.
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DISCUSION

El prop6sito  fundanental de esta tesis  fue estudiar potenciales  cambios en el

sistema auditivo inducidos por testosterona en machos del anuro chileno, PJeav`odemcr

Choc// (Anura-Lepto dactilidae).

En particular estudiamos la modulaci6n por testosterona de la respuesta de las

neuronas del Torus Semicircularis de P.i:hagfJ, principal centro auditivo en los anuros, a

estinulos acdsticos disefiados segdn el canto que emiten los machos de esta eapecie en

la naturale2a.  Al  analizar  la respuesta  de  las  neuronas  del  TS  de machos  P.  fha2f/,

mediante   la   cuantificaci6n   de   c6lulas   EGR-1   positivas,   y   mediante   registros

extracelulares unitarios encontramos que las c5lulas de este ndcleo, fueron mds seusibles

a un estinulo acdstico de relevancia biol6gica para la especie en sujetos que recibieron

previamente  un  implante  de  testosterona.  A  continuaci6n  se  discuten  principales

resultados que sustentan esta afirmaci6n.

4.1 Expresi6n de EGR-1 en el TS en distintas condiciones acdsticas y hormonales

Debido  a  que  los  machos  implantados  y  no  implantados  no  vocalizaron  en

condiciones de laboratorio, los resultados respecto a variaciones en el ndmero de c5lulas

EGR-1  positivas,  que  se  discuten a continuaci6ng pueden ser cousiderados  como  un

efecto  de  la  manipulaci6n  en  la  testosterona  y/o  la  estinulaci6n  acdstica  utilizada

durante  los  experimentos  y  no  a  un  efecto  de  la  actividad  vocal  inexistente.  Este

resultado mos parece relevante pues permite descartar efectos de la via motora sobre la

via auditiva.
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El ndmero de c6lulas positivas para EGR-1  en el nticleo Laminar y en el ndcleo

Principal es menor en machos expuestos a ruido blanco e implantados con testosterona

que en aninales estimulados que no recibieron el implante homonal. Estos resultados

sugieren que el efecto de este sonido sobre las neuronas del TS de un animal con niveles

de testosterona tipicos de 6poca reproductiva es diferente al efecto que provoca el mismo

estinulo en un aninal con niveles de testosterona plasmatica mds bajos.

Estos  resultados  contrastan  con  los  obtenidos  en  un  anuro  europeo,  R¢7'z¢

Je7»porar!.cr, que produce un canto de apareamiento de estructura pulsada como P. /ha"/,

en que mediante registros electrofisiol6gicos se observ6 un aumento en el ndmero de

neuronas del TS que responden a un estimulo de ruido blanco, cuando los animales son

registrados dentro de la epoca reproductiva, cuando estos presentan normalmente niveles

elevados de testosterona (Walkowiak 1980).

En  contraste  con  los  resultados  de  estimulaci6n  con  ruido  blanco,  no  hubo

diferencias en el ninero de c6lulas EGR-1 positivas en el nticleo Laminar y Principal

entre el grupo implantado y no implantado estimulado con coro. Es decir en animales

con niveles de testosterona similares a los encontrados en condiciones naturales durante

6poca reproductiva, ante la estimulaci6n con un coro coespecifico, se activaria el mismo

ndmero de celulas que en animales con menores niveles de testosterona plasmatica.

Estos resultados indicarian que la testosterona aumentaria la selectividad del TS

por una disminuci6n del ndmero  de  celulas  del  TS  que  se activan con estinulos  de

caracteristicas espectrales y temporales distintas a las del canto de la especie, y no por

un aumento en la respuesta al estinulo coespecifico.  Este modo de  acci6n hormonal

propuesto tiene especial relevancia para el ndcleo Laminar, pues en este sitio el grupo
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inplantado estinulado con coro tiene rna tendencia, cercana a la significancia, a un

mayor ndmero de c5lulas EGR-1 positivas que el grupo implantado y estimulado con

ruido  blanco.   Esta  diferencia  deberia  comprobarse   incrementando   el  ndmero   de

individuos  analizados.  La  disninuci6n  en  el  ndmero  de  neuronas  que  responden  a

sonidos de estructura diferentes al canto coespecffico podria resultar en un aumento en la

selectividad de las c6lulas del ndcleo Laminar y de las respuestas vocales a sefiales de

comunicaci6n sonora de significado biol6gico.

Las diferentes tendencias entre las respuestas del ndcleo Principal y Laminar, son

congruentes  con  otros  estudios  realizados  en  anuros,  en  los  cuales  se  ha mostrado

mediante hibridaci6n in situ para Egr-1, rna mayor selectividad del ndcleo laminar a

estinulos coespeofficos respecto a estinulos alterados o heteroespecificos Gloke y col.

2004; Mangiamele y Burmeister 2011). Las diferencias de respuestas entre estos dos

ndcleos ha sido asociada a la distinta conectividad que estos tienen con otros ndcleos de

la via auditiva GTeng y Lin  1991).  En particular sen'an relevantes diferencias  en las

conexiones  con  el  ndcleo  central  del  talamo,  que  posee  neuronas  que  responden

selectivamente a caracten'sticas temporales de estinulos acdsticos ¢Iall y Feng  1987).

Este estudio es el primero que propone explorer en el TS de anuros machos la

modulaci6n de la actividad neuronal por testosterona, utilizando  inmunohistoquinica

para la proteina EGR-1. Dos estudios relativamente recientes ban mostrado modulaci6n

por  estradiol  en  la  actividad  del  TS  de  hembras  de  anuros,  utilizando  tecnicas  de

hibridaci6n in situ para Egr-1. En uno de estos estudios se mosfro rna mayor expresi6n

de  Egr-1   en  el  rfucleo  Laminar  de  hembras  con  elevados  niveles  de  estradiol  y

estinuladas con un coro coespeoffico en comparaci6n a hembras no  inyectadas y no
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estimuladas  qynch  y  Wilczynski  2008)  y  en  otro  estudio  se  encontr6  rna  mayor

expresi6n de Egr-1 en el TS de hembras con elevados niveles de estradiol cuando fueron

estimuladas  con un  estinulo  coespecffico  pero  no  con  un  estinulo  heteroespecffico

(Chakraborty y Bunneister 2015).     Estos resultados tanbi6n se  corresponden con los

hallazgos en otros grxpos de vertebrados, como machos y hembras del ave Zo7zofrjchj¢
\

aJbz.COJ/I.s. En machos se ha observado una disminuci6n en el ndmero de c6lulas ZENK

positivas  a  nivel  de  ndcleos  auditivos  telencefalicos  en  individuos  implantados  con

testosterona y estimulados con un tono puro, respecto  a individuos implantados pero

estinulados con un canto coespecffico Q4atragrano y col. 2013). Asimismo, hembras de

esta  especie  al  ser  implantadas  con  estradiol,  mostraron  diferencias  similares  a  los

machos  a  nivel  telencefflico,  y  ademds  a  nivel  mesencefflico  en  el  rfucleo  Md

hom61ogo  al  coliculo  inferior  Q4aney  y  col.  2006).  Estos  resultados  en  aves  son

similares a nuestros hallazgos en anuros, y muestran que los niveles de testosterona y/o

estradiol modularon la actividad de las neuronas de la vi'a auditiva disminuyendo sus

respuestas a estinulos de menor relevancia en relaci6n a estinulos coespeofficos.

Por  otra  parte,  en  hembras  de  lagartos  del  g6nero  j4#oJfs  implantadas  con

testosterona se ha encontrado un menor ndmero de c6lulas positivas para la proteina c-

Fos  en la Ami'gdala y  Area Pre6ptica,  regiones  asociadas  a  conductas  de  cortejo  y

apareamiento que en hembras no implantadas, aun cuando no hay diferencias en marcas

neuronales  en  estas  zonas  cerebrales  en  esta  especie  entre  machos  que  reciben

testosterona y sus controles Qleal y Wade 2007).
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4.2   Dependencia   de   fas   respuestas   de   neuronas   auditivas   a   caracteristicas

temporales del sonido de la condici6n hormonal.

Nuestros  resultados   de  registros  unitarios   extracelulares  muestran  que   en

animates que reciben un inplante de testosterona durante al menos 2  semanas y que

mantienen sus niveles plasmaticos de testosterona en niveles cercanos a los encontrados

en  la  naturaleza  durante  la  6poca  reproductiva,  existen  neuronas  que  responden  a

caracten'sticas  temporales  de  los  estinulos  de  manera  distinta  a  animates  que  no

recibieron implantes.  Sin embargo, nuestros resultados no  muestran diferencias en la

selectividad  espectral  entre  animales  que  reciben  y  no  reciben  testosterona.  Esta

similitud contrasta con estudios que hen reportado mayor proporci6n de neuronas del TS

sintonizadas a bajas FC en anuros registrados dentro de la 6poca reproductiva respecto a

sujetos registrados fuera de este pen'odo (Goeuse y Feng 2005).  En el presente estudio

anbos grupos de animales presentan rna distribuci6n bimodal compuesta por un grupo

de neuronas de FC bajas (100-300 Hz) y un grupo de neurona; de FC altas (2000-2400

Hz), lo cual refleja la segregaci6n anat6mica de las dos estructuras perifericas de la via

auditiva existente en los anuros: 1a papila anfibiana, sensible a esti'mulos de frecuencias

bajas y la papila basilar sensible a frecuencias altas.

Respecto a la selectividad temporal, en general las neuronas del TS de todos los

animates respondieron a estinulos  con un rango  amplio  de periodos  intelpulsos,  de

manera similar a lo reportado por Penna y col.  (1992).  Sin embargo existen algunas

diferencias en los patrones de respuesta entre el grupo inplantado y no implantado.  En

primer lugar, 1os aninales implantados tem'an rna mayor proporci6n (7/30), de neuronas

que  s61o  respondieron  al  estinulo  pulsado  y  no  al  estinulo  tonal  que  animales  no
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implantados  (1/34).    Esta  diferencia  sugiere  una  mayor  relevancia  de  la  estructura

temporal del estinulo en animales que tienen niveles hormonales sinilares a los de la

6poca reproductiva. En segundo lugar, la proporci6n de neuronas con selectividad para

pen'odo  interpulso  fue mayor en los  animales  que recibieron inplante hormonal.  En

particular en los animales implantados encontramos neuronas que tuvieron una respuesta

preferente al PI del canto natural de la especie, i.e. 102 ms y casi nula respuesta a otros

pen'odos. Estas neuronas pasa banda presentan una baja descarga neuronal y latencias

mayores que las de otras categorias de neuronas ¢igura 13, Tablas 3 y 4). Los rangos de

latencia para las neuronas del TS en anuros, ieportados en otros estudios, son de 10 a 60

ms, en registros unitarios intracehalares realizados en preparaciones in vitro a.uksch y

Walkowiak  1998, Endepols y Walkowick 2001) rango dentro del cual se encontraron

principalmente las neuronas pasa largo y pasa todo, sin embargo latencias mayores a 200

ms,  como  las  encontradas para las neuronas pasa banda  se han reportado  en menor

proporci6n en registros extracelulares in vivo en otras especies de anuros (Walkowiak

1980; Goeuse y Feng 2005).

La  categon'a  de  neuronas  pasa  largo   fue   la  mds  numerosa  en  animales

implantados y no implantados. Este tipo de neuronas respondfa preferentemente a Pls de

duraci6n mayor a  102  ms.  Existen dos  grupos  de neuronas pasa largo  con distintas

caracten'sticas   de    selectividad   temporal   que   estin   representados    en   similares

proporciones  en  aninales  implantados  y  no  implantados.  Uno  de  estos  grupos  de

neuronas  respondr'a  con  mds  selectividad  a  Pls  largos  ya  que  mds  del  50%  de  su

respuesta  correspondi6  a  estimulos  con  perfodos  de  larga  duraci6n.  Tambi6n  los

potenciales  de  acci6n  de  estas  neuronas  estaban  mas  en  fase  con  el  estinulo  y  su
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dispersi6n temporal era menor.  Si bien este grupo estuvo en similar proporci6n en los

dos  grxpos  de  animales,  solo  en  los  animates  implantados  las  neuronas  pasa  largo

tuvieron una proporci6n alta de neuronas sintonizadas a FC entre 2000 y 2400 Hz, en el

rango  de la frecuencia dominante del canto  de la especie (2100 Hz). Estas neuronas

responden preferentemente a sonidos con caracten'sticas temporales y espectrales en el

rango de sus sefiales de comunicaci6n sonora.

La relaci6n de la testosterona con la selectividad de las neuronas del TS en anuros

para ciertas caracten'sticas temporales del estinulo acdstico en P.ffecr#/, es concordante

con  otros  estndios,  en  los  cuales  cual  se  atribuyen  diferencias  estacionales  en  las

reapuestas de las neuronas del TS (Walkowiak 1980, Hillery 1984, Goense y Feng 2005)

y de neuronas de la periferia del sistema auditivo (Zhang y col 2012) a posibles cambios

hormonales.

Por otra parte nuestros resultados son similares a los de estudios reali2ados en

aves,  en los  cuales  se ha visto,  al comparar la respuesta de 6poca reproductiva y no

reproductiva, en machos y hembras de aves paseriformes y piciformes, cambios en la

amplitud y la latencia a estinulos tonales en distintos rangos de frecuencia a nivel del

sistema auditivo periferico qucas y col. 2002, Lucas y col. 2007), canbios en rmbrales

y  latencias  en  respuesta  a  un  estinulo  tonal,  a  nivel  sistema  auditivo  periferico

registrado en machos y hembras de Zo#ogivz.cfez.cz /e#copfrryry grfflbe/z.z. (Caras y col 2010).

Tambi6n se han reportado durante la 6poca reproductiva en aves hembras de Srz/r#z+s

v#Jgarz.s, un aumento en el ninero de respuestas neuronales del palio auditivo Field L)

a  un  canto  de  apareaniento  (Cousinas  y  col  2013).  Por  ultimo,  en  hembras  de

Zonotrichia   leucaphrys  gambelii   se  encorfu6  i]rm  ploporc±6n  mayor  de  rmououas



auditivas de distintas regiones telencefflicas selectivas a la estructura temporal de un

canto  de  apareamiento,  cuando  hembras  tratadas  con  estradiol  fueron  registradas  y

estimuladas durante la epoca reproductiva (Caras y col. 2015).

Los resultados obtenidos utilizando dos aproxinaciones experimentales distintas,

la  irmunohistoquhica  y  registros  electrofisiol6gicos,  sugieren  que  la  testosterona

induce una disminuci6n en la actividad neuronal, i.e. disminuci6n de c6lulas EGR-1 en

el TS de aninales implantados y rna mayor proporci6n de neuronas selectivas al PI de

102 ms. La acci6n de esta hormona determinari'a que el cerebro de P. £fe¢#/ procese de

manera mds selectiva sonidos de relevancia biol6gica.

4.3 Variaci6n en los niveles plasma ticos de testosterona en machos de P. ffr¢«/.

Los niveles plasmaticos de testosterona de individuos medidos en condiciones

naturales   durante   la  6poca  reproductiva  ®romedio   27.29   ±15.05   ng/inl)   fueron

concordantes con el promedio  de 30 ng/inl encontrado por Sol fs (1994).  Tambi6n el

marcado descenso en las concentraciones rna vez que los animales se mantuvieron en

condiciones de laboratorio ®romedio 2,5 ng/inl) es similar al reportado por este autor.

En nuestros animales esta condici6n de desceuso hormonal se mantuvo hasta por 1 mes

en animales en cautiverio sacrificados durante la 5poca reproductiva y hasta por cuatro

meses en animales en cautiverio que se sacrificaron fuera de la 6poca reproductiva.  Esto

indica que los machos P.  f¢agfJ en condiciones de cautiverio mantienen bajos niveles

plasmaticos de testosterona, independiente del periodo del afro en que se encuentren.

No  es  posible  determinar  niveles  de  testosterona  en  ejemplares  de  P.  fhocfJ

adultos fuera de la dyoca reproductiva en condiciones naturales, ya que en ese pen'odo
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no se encuentran ejemplares adultos en los lugares de estudio. Sin embargo, asumimos

que al igual que en otras especies, los niveles de testosterona de machos P.  £7za#J fuera

de la 6poca reproductiva en condiciones naturales, se mantendrian mds bajos que los que

medimos en condiciones naturales durante la 5poca reproductiva.

Por  otra parte los niveles  bajos  de testosterona en condiciones `de  cautiverio,

facilitan la manipulaci6n ex6gena de esta hormona, 1o cual hace de los machos de esta

especie un buen modelo para el estudio de la influencia de la testosterona en la funci6n

auditiva en condiciones controladas.

4.4 Receptores de andr6geno en nhcleos de la via auditiva de P. dfeoz!/.

El efecto  de la testosterona sobre la respuesta de las neuronas del TS, podr'a

ejercerse de manera directa en este centro o de manera indirecta sobre neuronas que

aferentan al TS. Si bien se ha reportado la presencia de receptores de andr6geno para el

sub ndcleo laminar del TS, nosotros no pudimos reportar marcas couspicuas a este nivel

de  la via auditiva,  sin embargo  sf encontramos c6lulas positivas para el  receptor de

andr6geno en el ndcleo DMN, hom6logo al ndcleo coclear de mamiferos, en el nticleo

DTAM y a nivel del Pin, dorsal y lateral. Dada la conectividad entre estas regiones y el

TS, existe la posibilidad que la modulaci6n de las propiedades seusoriales de la neuronas

del TS en los machos de la especie P. £ha#/ ocurra de manera indirecta.

Por otra parte debido al bajo rfumero muestral en que se detect6 1a presencia de

receptores de andr6geno y a la falta de cuantificaci6n de 5stos, no es posible relacionar

variaciones  en  su  expresi6n  con  distintos  estados  hormonales.  Es  posible  que  rna

disminuci6n   en   los   niveles   de   testosterona   obtenidos   mediante   castraci6n   o
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caracteristicos de rna 5poca no reproductiva se acompafie de rna disminuci6n en los

niveles  de  expresi6n  de  los  receptores  para  la  misma  hormona,  pudiendo  estos

recuperarse cuando los aninales reciben inplantes o inyeceiones de testosterona (Soma

y col.  1999, Xiao y Jordan 2002; Pouso y col. 2010).  Esta dependencia de la expresi6n

de receptores de los niveles homonales requerin'a de estudios adicionales.

4.5 Selectividad neuronal y holmonas esteroidales

Los resultados obtenidos mediante registros electrofisiol6gicos y detecci6n de la

proteina EGR-1  mediante  irmunocitoquinica en la c6lulas  del  Torus  Semicircularis,

sugieren  la  existencia  de  plasticidad  en  la  sensibilidad  auditiva  a  nivel  del  sistema

nervioso en el anuro P/ee/roc7e7"cr ffecz#/,  modulada por la homona sexual testosterona.

Este hallazgo es concordante con numerosos estudios en los cuales se ha demostrado

modulaci6n de la sensibilidad de distintos sistemas seusoriales por hormonas sexuales

esteroidales  en  diferentes  grxpos  de  vertebrados:  la  modulaci6n por  estradiol  de  la

seusibilidad  auditiva  en  distintos  ndcleos  de  esta vi'a  seusorial,  a nivel  periferico  y

central en aves (revisado en Maney y Pinaud 2011),   el cambio en la sensibilidad del

saculo mediado por estradiol   en el pez Porych/#S #ofcrfa4s (revisado en Sisneros 2009),

canbios en la seusibilidad de la via olfativa a feromonas por hormonas sexuales Oarker

y Mason 2012) en reptiles y en mami'feros roedores (revisado en Bauni y Bakker 2013),

y  canbios  en  la  seusibilidad  del  sistema  visual  en  humanos  por  influencia  de  las

hormonas sexunles qittle 2013).

90



4.6 Selectividad neuronal auditiva y conducta

El resultado de la modulaci6n auditiva por testosterona encontrada en machos de

P.  £fecr#/ en condiciones de cautiverio, podria tanbi6n tener implicancias para machos

que se encuentran en condiciones naturales, ya que al igual que en otros vertebrados, en

anuros se ha mostrado que los niveles de hormonas sexuales esteroidales, incluyendo

testosterona,  varian  segrin  la  epoca  del  afro.  Por  ejemplo  en  condiciones  naturales,

anuros machos de Rcz7Ocz ccrfesbez.czj7c7 a,icht y col.  1983), .Xle#ap#S /ecrvis acang y  col.

1995)   j;   Rcz77cz   esc2//e72fcz   (Polzonetti-Magni   y   col.    1998),   presentan   niveles   de

testosterona plasmatica mds elevados durante los meses del afro correspondientes a la

5poca reproductiva que fuera de 6stos.   Deben'a esperarse entonces que individuos que

se  encuentren  dentro  de  6poca  reproductiva  en  condiciones  naturales  presenten rna

mayor sensibilidad auditiva que los machos encontrados en condiciones naturales fuera

de 5poca reproductiva, dependiendo de sus niveles de testosterona.

La seusibilidad auditiva a ciertas caracten'sticas de estinulos pulsados ha sido

puesta  en  ewidencia  a  nivel  conductual  en  distintas  especies  de  anuros,  tanto  en

experimentos de terreno como en experimentos en condiciones de laboratorio. Anuros

machos   de  B¢fr¢cky/cz   crJefczr/cz7gcJz.ca  muestran  disminuci6n  en  su  respuesta  vocal

evocada al ser estinulados con estinulos con tasa de pulsos mayores a las del canto de

la  especie  Q'enna  y  col.  1997).  Anuros  machos  de  BczZ7iczchj;/cz    }cre72z.czfcr  en  cambio

muestran un aumento ante cambios similares en la estimulaci6n (Penna 1997). Machos

de la rana.Xe7gop2/s /ecn;is discriminan cantos de hembras receptivas de las no receptivas,

en base a la distinta tasa de pulso que estas presentan q]lliot y col. 2007). Tambi6n las
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respuestas  vocales  de  machos  de  P.  £ha#/  dependen  de  la  tasa  de  pulsos  y  otras

caracteristicas temporales de los estinulos (Veldsquez y col 2014).

4.7 Posibles mecanismos de acci6n de la testosterona

El mecanismo por el  cual 1a testosterona ejerce su efecto  inhibitorio  sobre la

actividad de las neuronas de TS queda fuera del ainbito de esta tesis. Sin embargo, es

posible  elaborar  ideas  acerca  de  la  plasticidad  mediada  por  hormonas   sexuales

esteroidales, como se detalla a continuaci6n.

i) Modulaci6n de GABA por hormonas esteroidales

La  testosterona  podr'a  tener  un  efecto  inhibitorio  sobre  la  actividad  de  las

neuronas  del  TS  mediante  en rna modulaci6n  de  sinapsis  GABAergicas  a nivel  de

ndcleos auditivos. Esta idea estarl'a apoyada en evidencias estructurales y fisiol6gicas, ya

que diversos estudios ham mostrado la existencia de terminales y somas positivos para

GABA en neuronas del TS de varias especies de anuros @ndepols y col. 2000, Hollis y

Boyd 2005). Ademds las neuronas del TS experimentan el cambio de su selectividad

cuando  se bloquean los receptores GABAA con bicuculina (Hall  1999).   De manera

similar  a  lo  observado  en  anuros  tambien  este  fzrmaco  produce  cambios  en  la

selectividad temporal de neuronas del colfculo inferior de murcielagos (Casseday y col.

1994).

La importancia de las  sinapsis inhibitorias  en los mecanismos de selectividad

temporal  ha  sido  corroborada  en  dos  estudios  realizados  en  la  rana  HyJcr  regz.JJcz

qdwards y col. 2007, Leary y col. 2008). La modulaci6n del sistema inhibitorio por
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hormonas sexuales esteroidales en la sinapsis GABA6rgicas ocurre en distintos ndcleos

cerebrales que no son s61o auditivos y en distintos grupos de vertebrados, y posee cursos

temporales cortos y prolongados. Un ejemplo de este tipo de modulaci6n corresponde a

la recuperaci6n mediante la administraci6n de testosterona, de los niveles   de GABA en

el septum y ami'gdala de ratas machos castradas a]arley y Leonard 1978). Sin embargo

en  contraste   con  esos  estudios,   ratas   machos   gonadectomizadas  y  tratadas   con

testosterona muestran  disminuci6n  de  la union  de  muscimol  (agonista de  receptores

GABAA)   en   el   hipotalano   y   adenohip6fisis,   indicando   entonces   una   posible

disminuci6ndelosreceptoresGAiAAenestasregionesa,asagaycol.1988).

Tambien se conocen cambios en estos receptores debidos a la acci6n de estradiol.

Los niveles de expresi6n de las subunidades del receptor GABAA en el area pre6ptica y

en el lecho de la estria terminal del cerebro de ratas hembras disminnyen con el aumento

en los niveles de estradiol Qlerbison y F5nelon 1995).

En aves se ha visto en aves que el estradiol disminuye la frecuencia de eventos

inhibitorios post-sinapticos  en el  nticleo  auditivo NCM  (Tremere  y  col.  2009).  Este

efecto ocurre en el corto plazo, y aunque no es posible descartar que pudieran existir

efectos del tipo modulaci6n alosterica en el corto plazo de los receptores GABAA por

testosterona o  algtin metabolito  de  6sta  en  el  Torus  de P.  Zfaczg4/,  nuestros resultados

sugieren la participaci6n de modulaci6n de la expresi6n receptores en el largo plazo por

acci6n  de  testosterona.  Verificar  esta posibilidad  requiere  de  futuros  experimentos

adicionales.
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ti) Pos{ble efiecto de algivn metabalito de la testosterona sobre c6lulas blanco.

No es posible descartar que los resultados obtenidos se debar al efecto directo de

la testosterona plasmatica, pues 6sta a nivel del TS, podria metabolizarse mediante la

enzima aromatasa a estradiol, como ocurre en otras especies de vertebrados. En este caso

el efecto conductual o estructural se ejercen'a mediante receptores de estradiol (Vagell y

MCGinnis 1997, Tranontin y col. 2003). Esta hip6tesis es apoyada por los estudios que

ban descrito tanto la presencia de receptores de estradiol a nivel telenceffilico  ®alio,

hipotalamo,  accumbeus,  amigdala), mesencefflico  (Torus)  como  de cerebro posterior

(rfucleo  pre-trigeminal)  Q4orrel  y  col.  1975,  Endepols  y  col.  2000,  Chakraborty  y

Bumeister 2010).  Ademds  existen estudios  que describen la presencia de  aromatasa

principalmente  a  nivel  hipotalinico,  de  la  ami'gdala  y  en  grado  menor  a  nivel

mesencefflico, tanto para anuros machos y hembras (Callard y col.  1978, Guerriero y

col. 2000, Iwabuchi y col. 2007). Esta acci6n indirecta de la testosterona mediante su

metabolito  estradiol  podr'a  descartarse  realizando  estudios  en  los  cuales  animates

reciban  implantes  sist6micos  como  los  aplicados  en  nuestro  estudio,  pero  de  DHT

(dihidrotestosterona).  Esta hormona si bien se one  a receptores  de  andr6geno, no  es

metabolizable a estradiol.  Otra altemativa para determinar si el efecto de testosterona

sobre  las  c6lulas  del  TS  es  mediado  por  estradiol  o  algrin  otro  andr6geno,  sen'a

utilizando  algtin  bloqueador  de  receptores  de  estradiol  como  el  tamoxifeno,  o  un

bloqueador de receptores  de andr6geno  como la flutamida o bien un inhibidor de la

aromatasa  como  el  ADT  (Androstatriendiona)  o  fadrazola.   Estas  drogas  podr'an

utilizarse de manera sist6mica o aplicada directamente en el TS. Sin embargo este ultimo

procedimiento,  aun cuando aporta especificidad, no permite explorar posibles efectos
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indirectos de la hormona, que se ejerzan a trav5s de otros ndcleos que posean receptores

de testosterona y est6n conectados con el TS.

iir) Ef;ectos de la testosterona a largo plaza

Existe la posibilidad de que los cambios registrados a nivel flsiol6gico  en las

neuronas del TS de animales implantados se debar a cambios estructurales de las c6lulas

producidos en el largo plazo, ya que los animales se mantuvieron de 2 a 4 semanas con

los implantes. Estos cambios estructurales podr'an ser modificaciones de la arborizaci6n

dendri'tica, pues por ejemplo en peces electricos de g6nero Ez.ge#encz7g7ez.cr la selectividad

temporal se ha relacionado de manera directa con el grado de arborizaci6n que tengan

las neuronas del Torus Q7ortune y Rose 1997).

Se sabe ademds que la testosterona produce canbios estructurales en neuronas de

diversos sistemas como en la arborizaci6n dendri'tica de las motoneuronas de los nbcleos

cavemosos  espinales  en ratas  acurz y  col.  1986),  y  aumentando  el  volunen  de  las

motoneuronas de otros anuros (Potter y col. 2005). Por otra parte tanbi5n es posible que

niveles  de testosterona tfpicos  de  6poca reproductiva favorecieran  la neurog6nesis  o

retarden  la  muerte  o  recambio  neuronal  de  manera  ciclica  durante  el  pen'odo  de

apareamiento   de  la  especie,  promoviendo  un  recambio   de  neuronas   con  ciertas

propiedades de selectividad temporal por otras con rna selectividad diferente. La idea de

la ocurrencia de neurog6nesis durante la 5poca reproductiva del animal dependiente de

niveles de testosterona ha sido sugerida por estudios en que se han reportado aumentos

volum6tricos  de  distintas  areas  del  cerebro:  por  ejemplo,   del  drea  pre6ptica  del

hipotalamo en la codorniz Oanzica y col. 1991), de los ndcleos del canto y auditivos en
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paseriformes (revisado en Chen y col. 2013; De Groof y col. 2009) o en el hipocampo de

roedores (Spritzer y Galea 2007).

En anuros no se hen realizado estudios de variaciones volum5tricas de ndcleos

cerebrales  dependientes  de  holmonas  sexuales  esteroidales.  Sin  embargo,  sf  se  ha

demostrado  proliferaci6n   celular   en  anuros   adultos   a  nivel   sub   ventricular   del

telenc6falo, hipotalamo ventral y mesenc6falo aiaucci y col. 2006; Almli y Wilcayuski

2007). Tambien en el laboratorio se ha observado en forma preliminar que inyecciones

de Brdu en la zona subventricular del telenc6falo inducen proliferaci6n celular en el

hipotalamo de hembras P. £ha#J adultas.

4.8 Conclusiones

Nuestros  resultados  sugieren  que  en machos  de P.  #zcz#/,  la  elevaci6n  de  los

niveles  de  testosterona  plasmatica  durante  la  6poca  reproductiva  en  condiciones

naturales, produciria un aumento de la sensibilidad a nivel del TS a sefiales acdsticas

coespeofficos de relevancia biol6gica, como es un coro coespecifico o un estinulo con

un PI propio del canto de la especie. La contribuci6n principal de este trabajo fue sefialar

el rol modulador de la testosterona a nivel sensorial en la via auditiva de machos anuros,

en correspondencia con el rol modulador que el estradiol ejerce en hembras de anuros

demostrado en otros estudios.  Un rol modulador de la testosterona a nivel auditivo ha

sido tambi5n reportado en estudios recientes en aves, lo oral indican'a la generalidad de

este mecanismo  de  acci6n hormonal  en vertebrados.  Sin embargo,  en este grupo  de

vertebrados los canbios en la seusibilided auditiva, modulado por testosterona, ban sido
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detectados  a nivel  de  ndcleos  auditivos  telencefflicos  y  no  mesencefflicos  como  lo

muestran los resultados de este trabajo para una especie de anuro chilena.

La mayor selectividad auditiva en machos de P.£ho#J, podr'a significar a nivel

conductual   rna  mayor  selectividad  de   los  machos   al   canto   de   machos  vecinos

coespecificos en agrxpaciones corales naturales, lo cual contribuiria a la mantenci6n de

la actividad vocal necesaria para el apareamiento y la reproducci6n.

Finalmente es pertinente destacar que este tipo de estudios sistemicos, si bien

resultan  complejos  por  la  diversidad  de  posibles  explicaciones  de  los  fen6menos

observados, tienen el atractivo de contrihir una visi6n mds objetiva de la relevancia de

los resultados obtenidos para la vida natural de las especies estudiadas.
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