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RESUMEN

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

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

| rol modulador en la estructura y fisiologia del sistema nervioso. Esta modulacién no
s6lo ocurre durante el desarrollo embrionario de un individuo sino también durante
su vida adulta, especialmente en la etapa reproductiva, durante la cual las hormonas
sexuales se encuentran en mayor concentracion respecto a otros momentos del afio.
Estos cambios hormonales estacionales se relacionan con cambios estacionales
conductuales tipicos de la época reproductiva, como la emision de vocalizaciones y

el incremento de la sensibilidad auditiva a estas sefiales.

Los anfibios anuros (sapos y ranas) conforman un grupo interesante para
estudiar el efecto de las hormonas sexuales esteroidales, pues la conducta mas
conspicua durante la época reproductiva, que consiste en la emision y
reconocimiento de vocalizaciones de coespecificos, es dependiente de estas
hormonas. En efecto, existen estudios que han mostrado en hembras de una especie
de anuro neotropical la influencia del estradiol en la modulacion de la respuesta del
Torus semicircularis (TS) a estimulos actsticos de relevancia para la especie. Sin
embargo, la posible modulacion de la sensibilidad auditiva por testosterona en anuros
machos, ha sido menos explorada, con pocos estudios que ademéas han mostrado
resultados disimiles.

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

en la respuesta de las neuronas del TS en machos del anuro chileno Pleurodema

thaul. En particular se estudié los cambios en la respuesta neuronal del TS a

O



estimulos acusticos de distinta relevancia para la especie, en animales tratados y no
tratados con testosterona.

Los principales resultados mostraron que los machos de P. thaul tienen
niveles de testosterona plasmatica elevados durante su €poca reproductiva en

condiciones naturales respecto a los niveles medidos en machos mantenidos en

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

Mediante implantes de testosterona se logré obtener niveles de testosterona
plasmitica en animales en cautiverio similares a los encontrados en animales

medidos en condiciones naturales durante la época reproductiva.

El grupo de animales implantados mostrd un menor nimero de células
positivas para EGR-1 (Early growth response protein 1) cuando fue estimulado con
un ruido blanco respecto al grupo de animales que fue estimulado con el mismo
estimulo pero que no recibié implante de testosterona. Ademds en animales
implantados y estimulados con un ruido de coro coespecifico se encontrd una
tendencia a un mayor numero de células 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 expresion temprana que ha sido ampliamente utilizada como un
marcador de actividad neuronal. Por esto, la deteccion de células que expresen esta

proteina es homologable a detectar neuronas activas postsinapticamente.

Individuos con implantes de testosterona mostraron un mayor nimero de

neuronas que responden preferentemente a una caracteristica temporal propia del

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

| neuronas respondian selectivamente a un periodo interpulso (PI) de 102 ms,

e



caracteristico del canto de apareamiento emitido por los machos P. thaul en

condiciones naturales.

Los machos de P. thaul también mostraron marca positiva para un anticuerpo
(PG21) que reconoce receptores de andrégeno. Células 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 ntcleos
marcados podrian ser sensibles a la accion de la testosterona, sustentando una accién

indirecta de la testosterona sobre las neuronas del TS.

Finalmente, los resultados de esta tesis destacan la relevancia que podrian
tener los elevados niveles de testosterona encontrados en machos de P. thaul durante
la época reproductiva en activar una mayor selectividad auditiva a estimulos

actsticos relevantes para la especie durante este periodo.




ABSTRACT

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 hormones, as studies in
female anurans have provided evidence on a modulator role of estradiol on the activity
of neurons of a midbrain auditory 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 Pleurodema thaul. In particular, we studied how TS neurons 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. thaul 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 conditions were reached with testosterone implants in captive males.

Testosterone implanted males showed lower numbers of EGR-1 (Early 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 similar 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 interpulse period (IP), which is the characteristic value of the
conspecific 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. thaul males to signals

of biological relevance.




INTRODUCCION

1.1 Temporalidad de la modulacién de la plasticidad del sistema nervioso por
hormonas esteroidales.

La modulacién fisioldgica 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 fisioldégico de distintas
estructuras corporales, incluyendo el cerebro. Un ejemplo de esta accién es el rol que
cumple el estradiol y la testosterona en el remodelamiento sinaptico e incremento de la
neurogénesis a nivel hipocampal e hipotaldémico 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 reproductiva.

Existen, sin embargo, animales en los cuales la época reproductiva persiste
durante varios meses del afio. En un estudio ya clasico en canarios, Fernando Nottebohm

(1981) reportd por primera vez un aumento dréastico en los volimenes de nucleos

telencefélicos asociados a la emisidn del canto durante la época reproductiva respecto a




otros periodos del afio. A partir de este trabajo se iniciaron una serie de investigaciones
en las cuales se han ido determinando los factores asociados a la época 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 también ha sido observada en anuros, grupo
al cual pertenece la especie utilizada en esta tesis, Pleurodema thaul. En los anuros los
machos sdélo vocalizan y también poseen niveles mas altos de hormonas sexuales
esteroidales en ciertos momentos del afio, en comparacion a la época no reproductiva
(Figura 1). Esto indica que su cerebro y sistema nervioso estaria sometido a distintas

concentraciones hormonales en diferentes épocas del afio.




E 40
o 36
= =
_ 32 E
a 28 E,
- 200
E 18 E
L ]
= 8
W 4
- Jo
" " .8 7 6 13 20 3 2137 8
MAR APR MAY JUN JUL AUG SEP OCT NOV DEC | JAN FEB MAR APR MAY JUN  JUL
1980 1981

Figura 1. Variacion estacional plasmatica de hormonas esteroidales y glicoproteicas en
machos de Lithobates catesbeianus. Se observa que los niveles de las tres hormonas LH
(hormona  luteinizante) FSH  (hormona  foliculo estimulante) y DHT
(dihidrotestosterona), son mas altos durante los meses de la época reproductiva,
destacada en color rojo en el eje horizontal (Modificada de Licht y col. 1983).

Los ejemplos descritos ilustran modificaciones de la estructura y funcion del
cerebro vocal y auditivo de individuos adultos en respuesta a cambios en la
concentracion de hormonas sexuales esteroidales. Estos cambios promueven la

comunicacién acustica durante la época de apareamiento.

1.2 Asociacion entre la comunicacion acustica y la reproducciéon en vertebrados

La comunicacion acustica no solo es relevante en el proceso de apareamiento en
aves y anfibios, pues peces, y mamiferos también emiten vocalizaciones caracteristicas
durante sus respectivas épocas reproductivas, que son diferentes a las emitidas en otros

periodos del afio. Estas vocalizaciones son fundamentales para promover el



apareamiento, y también para modular las interacciones sociales entre individuos. En
teledsteos (peces Oseos), machos y hembras emiten vocalizaciones en forma persistente
durante la época de apareamiento utilizando muisculos modificados adosados a la vejiga
natatoria. Sin embargo estas vocalizaciones se diferencian espectralmente de las
emitidas fuera de la época reproductiva. Un ejemplo en estos vertebrados corresponde a
los peces machos de Porichthys notatus que emiten sefiales actsticas que atraen a
hembras a sus nidos donde desovan y se aparean (Brantley y Bass 1994). Otro ejemplo
de la importancia de la comunicacién acustica en los teledsteos corresponde a
Astatolipia burtoni, especie en que los machos, a pesar de poseer colores llamativos,
s6lo son elegidos por las hembras si éstos 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 comunicacién actistica. En
estos grupos las vocalizaciones no se encuentran restringidas a la época reproductiva,
sino que son producidas en distintas situaciones sociales. En- Rattus norvegicus por
ejemplo se han descrito dos grandes grupos de vocalizaciones ultrasénicas, 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 mamiferos pues los machos adultos emiten cantos
estereotipados de varias silabas durante época reproductiva con los cuales cortejan a las
hembras y defienden sus territorios de otros machos. Estas vocalizaciones reciben la
denominacion de cantos (“songs”, Williams 2004). Sin embargo machos y hembras son

capaces de emitir distintos llamados durante todo el afio, los cuales son producidos en




distintos contextos, como contacto de padres y crias, formacién de grupos y busqueda de
alimentos. Estas vocalizaciones reciben la denominacién de llamadas (“calls”), y a
diferencia de las primeras, son de estructura més sencilla y muchas veces no requieren
de aprendizaje (Marler 2004).

Un grupo de vertebrados en el cual las vocalizaciones estan restringidas
principalmente a la época de apareamiento, son los anfibios anuros. Estos vertebrados,
conocidos como sapos y ranas, constituyen un grupo monofilético con 3500 millones de
afios de evolucién 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 época 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 afio, generando la
actividad coral tipica de la época reproductiva. En contraste con lo que ocurre en aves y
mamiferos, el rol de las vocalizaciones emitidas por anuros adultos estd tan asociado a la
reproduccién, que fuera de esta época 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 también 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).




Estos antecedentes contribuyen a sefialar a los anuros como un grupo adecuado
para estudiar tanto la emisién de vocalizaciones y la recepcion de éstas durante la época
reproductiva, como la modulacién de la comunicacién que se establece por factores
ambientales externos y/o fisiolégicos internos. Entre estos ultimos la influencia de
hormonas esteroidales sexuales (i.e. testosterona y estradiol) como moduladores de la
conducta de apareamiento, constituye un drea de activa investigacién tanto en anuros

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

1.3 Modulacién de la comunicacién acustica mediante hormonas esteroidales
sexuales

La modulacién de la comunicacién acustica mediante hormonas esteroidales
sexuales ha sido estudiada principalmente en los aspectos de la emision de las
vocalizaciones, habiendo quedado la recepcion de las sefiales relativamente postergada.
En aves, los machos de Melospiza melodia presentan vocalizaciones més estereotipadas
durante la época reproductiva, cuando tienen niveles de testosterona mayores que fuera
de este periodo (Smith y col. 1997). De manera similar machos de Zonoirichia
leucophrys gambelii presentan mayores tasas de canto, vocalizaciones mas
estereotipadas y de mayor duracién cuando son tratados con testosterona (revisado en
Meitzen y Thompson 2008). La relacién entre los niveles de testosterona y la conducta
vocal en anuros se evidencia de distintas maneras en diferentes especies. Machos de
Rana pipiens gonadectomizados dejan de vocalizar, sin embargo cuando se les implanta
con trozos de testiculos y se les inyecta extracto de hipofisis, éstos vuelven a emitir

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




y Gorbman 1973). En contraste con estos resultados, similares dosis de testosterona o
DHT aplicadas en machos de Xernopus laevis castrados, reestablecen la conducta vocal
(Wetzel y Kelley 1983). Por otra parte en Hyla cinerea la testosterona requiere ser
aplicada con el neuromodulador vasotocina para producir cambios en la actividad vocal
de machos y hembras (Penna y col. 1992). También se han inducido cambios en la
actividad vocal espontinea de machos implantados con testosterona respecto a machos
castrados no implantados pero en los sujetos implantados no se observan cambios de la
actividad vocal evocada por cantos coespecificos (Burmeister y Wilczyski 2001). En un
estudio en condiciones naturales se establecid una correlacion positiva entre los niveles
plamaticos de testosterona y el nimero de cantos emitidos por machos de Batrachyla
taeniata ante un estimulo coespecifico (Solis y Penna 1997).

La emisién del canto de anuros estd asociada a cambios anatémicos y/o
morfolégicos de los centros neurales y estructuras anatémicas que participan de la
vocalizacién. 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 estan relacionados con niveles elevados de testosterona en machos de X.
laevis (Potter y col. 2005). Sin embargo la ocurrencia de estos cambios anatémicos 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 emisiéon de vocalizaciones por variaciones en los niveles de
hormonas sexuales esteroidales descritas en el apartado anterior, estan relacionados con

modificaciones fisiologicas y/o estructurales de la via auditiva y/o motora vocal. La




sensibilidad neuronal de la via auditiva y/o motora a un estimulo actstico se puede
medir de distintas formas, por ejemplo mediante registros electrofisioldgicos de las
neuronas que componen la via. En la periferia auditiva, registros electrofisiologicos
extracelulares unitarios de fibras del nervio VIII aferentes al saculo en hembras del pez
Porichthys notatus presentaron un mayor indice de sincronia con un estimulo actistico
de estructura similar al emitido por los machos coespecificos durante la época
reproductiva. Esta correspondencia entre las caracteristicas espectrales de las
vocalizaciones y la sensibilidad del sistema auditivo de la hembra s6lo ocurre durante la
época reproductiva de la especie, cuando las hembras tienen mayores niveles de
estradiol plasmatico. Hembras fuera de esta época y tratadas con implantes de estradiol
presentan una sensibilidad auditiva similar a la de hembras en época reproductiva
(revisado en Sisneros 2009).

En aves paseriformes las neuronas del niicleo 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 Zonotrichia
leucophrys gambelii que han sido tratados con estradiol y testosterona (Park y col.
2005). Un aumento similar en las descargas neuronales ocurre en machos de Melospiza
melodia cuando los registros son obtenidos durante primavera, época de apareamiento
de la especie (Meitzen y col. 2007). De manera similar utilizando registros in vivo de
respuesta auditiva mesencefalica en machos adultos de Passer domesticus se encontr6
mayores amplitudes de potenciales auditivos cuando los individuos fueron registrados
durante la época reproductiva (Henry y Lucas 2009). Asimismo en hembras de la

especie Zonotrichia leucophrys gambelii se encontraron mayores respuestas a estimulos




acusticos coespecificos que a heteroespecificos utilizando registros extracelulares
unitarios de neuronas telencefalicas en €poca reproductiva con niveles estrogénicos
caracteristicos de la época (Caras y col. 2015).

En anuros existen igualmente algunas evidencias de modulacion de la actividad
de neuronas que conforman nucleos de la via auditiva por influencia de hormonas
esteroidales y/o época del afio. Estos estudios se han llevado a cabo principalmente en el
Torus semicircularis (TS), centro mesencefalico homdlogo al coliculo inferior en
mamiferos. Los primeros estudios muestran aumentos en potenciales evocados
auditivos de neuronas del TS en hembras de Rana pipiens tratadas con inyecciones intra
cerebroventriculares de estradiol (Yovanof y Feng 1983) y también una disminucién del
umbral auditivo registrado en el TS de Hyla chrysoscelis, durante los meses de
apareamiento de la especie (Hillery 1984). Estudios mds recientes en machos de Rana
pipiens muestran que las neuronas del TS tienen mayor indice de sincronia a un estimulo
sintético pulsado similar al canto de la especie durante los meses de época reproductiva
y ademas aumenta el niimero de neuronas que responden a estimulos de baja frecuencia
que corresponden al rango de la papila anfibiana, drgano auditivo del oido interno de
anuros (Goense y Feng 2005). De manera similar en hembras de Hyla cinerea se
registraron en neuronas del TS respuestas mdés intensas a estimulos actsticos 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




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 mds indirecta que con
técnicas electrofisioldgicas, mediante la cuantificacion de los productos de genes de
expresion temprana, como las proteinas C-FOS o ZENK, debido a que la cuantificacién
de éstas y otras proteinas de expresion temprana resulta incrementada por la actividad
neuronal (revisado en Clayton 2000). Esta técnica, a diferencia de los registros
electrofisiolégicos, tiene la ventaja de ofrecer un panorama mds amplio de lo que ocurre
con la actividad de distintas areas cerebrales de manera simultanea.

En distintos vertebrados la sensibilidad en distintos niveles de la via auditiva
puede verse modificada segin los niveles de hormonas sexuales esteroidales. La
mayoria de los estudios utilizando esta técnica como medida de sensibilidad auditiva se
han llevado a cabo en aves. Hembras de Zonotrichia albicollis muestran mayor nimero
de células positivas para la proteina ZENK a nivel de diversos nucleos auditivos
telencefalicos en animales estimulados con vocalizaciones coespecificas que en sujetos
expuestos a tonos puros. Estas diferencias s6lo se manifiestan en hembras previamente
implantadas con estradiol (Maney y col. 2006; 2008). Los nicleos en que se expresan
estas diferencias son el nidopalio caudomedial (NCM) y mesopalio caudomedial
(CMM), la parte dorsal del nicleo auditivo mesenceféalico lateral (Mld) y en ntcleos que
conforman “la red conductual social” como el area predptica medial (POM), el 4rea
hipotaldmica medial anterior (AM) y el 4rea tegmental ventral (VTA). Por otra parte, en
machos de la misma especie se ha mostrado que existe mayor numero de células

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 época reproductiva
con un estimulo 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 especifico para estimulos de relevancia biologica.

En anuros, si bien existen diversos trabajos en los cuales se ha utilizado la
cuantificacion del mRNA que codifica para la proteina ZENK como una medida de
sensibilidad actstica tanto en machos como en hembras de la especie Physalaemus
pustulosus (Hoke y col. 2004, 2005, 2010), s6lo en dos trabajos se ha visto la
modulacién en la expresion de este mRNA o la proteina mediante niveles hormonales:
en hembras de Xenopus laevis se observé que en nucleos relacionados con la conducta
vocal de los individuos, como estriado ventral (VS) y érea predptica (POA) el ntimero de
células positivas para la expresion de la proteina ZENK aumentaba cuando las hembras
fueron inyectadas con hormona gonadotrofina coriénica (HCG) y no cuando recibian
una inyeccién de salino. Dado que esas zonas del cerebro poseen receptores LH que son
activados por la HCG, el efecto de esta hormona glicoproteica podria ser directo (Yang y
col. 2007). Por otra parte en hembras de Physalaemus pustulosus se encontréd que al ser
estimuladas con un coro coespecifico y ademas ser inyectadas con HCG, presentan
mayor cantidad del RNA mensajero para la proteina ZENK en los nucleos auditivos
mesencefilicos 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 unién para estas hormonas en
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los cerebros de todos los vertebrados incluyendo anfibios (Lynch y Wilczynski 2008).
Sin embargo aun cuando se conoce la presencia de receptores de andrégeno en cerebro
de anuros machos y hembras, no se han visto modificaciones en la sensibilidad auditiva

o actividad motora por la accidn de testosterona utilizando la expresion de ZENK.

1.5 Blanco cerebral para las hormonas sexuales esteroidales: Receptores de
andrégeno

Los cambios en la actividad neuronal en ntcleos de la via auditiva y motora
descritos en las subsecciones anteriores, al depender de hormonas esteroidales, en caso
de actuar de manera directa, requeririan la presencia de receptores en los nicleos en
donde ocurre el cambio. Alternativamente, si los receptores se ubican en otros niicleos
que conecten con los niicleos focales, las hormonas ejercerian su efecto de manera
indirecta. En efecto, es posible encontrar la presencia de los receptores para andrégeno o
estradiol en distintos niveles de la via auditiva o de la via motora que sustentan la
emisién de las vocalizaciones para los distintos grupos de vertebrados.

En el teledsteo Porychtus notatus, el receptor de andrégeno se localiza en
nucleos de la via auditiva (i.e.TS) y en la via motora responsable de la emisién de
vocalizaciones (i.e. nucleo vocal motor, POA) (Forlano y col. 2010). En machos y
hembras de la misma especie se han localizado receptores para estradiol del tipo ERa a
nivel periférico de la via auditiva (i.e. epitelio sacular), en animales que estdn en época
reproductiva (Sisneros y col. 2004).

En reptiles como los geckos, para los cuales la comunicacion actstica forma

parte importante del proceso de apareamiento, se encontraron mediante hibridacion in
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situ marcas positivas para el receptor de andrégeno en el nucleo coclear, TS, POM y
nucleo hipoglosal. Los dos primeros nucleos forman parte de la via auditiva y los dos
ultimos participan en la emision de vocalizaciones (Tang y col. 2001). Ademas,
estudios en aves han mostrado la presencia de receptores de andrégeno en nucleos
telencefalicos. En particular en machos adultos de Melospiza melodia, se detecto la
presencia de receptores de andrégeno en el nicleo HVC, siendo mayores las marcas
durante la época reproductiva (Soma y col. 1999)

En anuros los trabajos iniciales de Darcy Kelley ubicaron, mediante técnicas de
inyeccion de hormonas radiactivas, los posibles sitios para los receptores de estrogenos y
andrégenos en Rana pipiens (Kelley y col. 1978). Por otra parte en machos
gonadectomizados inyectados con DHT tritiada, se pudo localizar con precision a nivel
cerebral sitios de unién a andrégenos, 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, nucleo principal del nucleo V o trigeminal, nicleo Laminar del TS
(auditivo), nicleo DTAM (premotor), y nucleos motores del nervio IX y X
(glosofaringeo) los cuales inervan directamente la laringe de X. laevis (Kelley 1980).
Aunque estos estudios localizaron de una manera indirecta posibles sitios de unién para
receptores de hormonas sexuales esteroidales y en particular para andrégeno, 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 anticuerpo PG21 en cerebros de machos de Rana esculenta se localizé directamente la

presencia del receptor de androgeno en el TS, nucleos motores del tronco y en otras
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regiones telencefélicas (Guerriero y col. 2005). Posteriormente utilizando hibridacion in
situ para mRNA se ubic6 el receptor de andrégeno en cerebros de machos Physalaemus
pustulosus 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 ademds se
reportan otras zonas telencefalicas como positivas para el receptor. La coincidencia entre
los nticleos 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
técnicas utilizadas. Sin embargo un resultado comin a todos estos estudios es que
diversos nicleos de la via auditiva y motora fueron positivos para la presencia de los
receptores de androgeno.
/

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

Los antecedentes revisados indican que la modulacién auditiva por hormonas
sexuales estd presente en distintos grupos de vertebrados, principalmente en aves y
peces, los cuales se caracterizan por poseer una actividad reproductiva estacional. En
anuros, grupo igualmente estacional respecto a su conducta de apareamiento, la
modulacién auditiva por hormonas sexuales hasta ahora sido explorada tnicamente en
hembras, exceptuando dos estudios realizados en machos con resultados un tanto
disimiles respecto a la participacion de la testosterona en esta modulacion (Penna y col
1992, Miranda y Wilczynski 2009b). Ademaés considerando las variaciones estacionales
para la testosterona en machos de distintas especies de anuros, y lo relevante de

interaccion 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 audicién de los anuros.

Proponemos entonces estudiar la modulacién por testosterona de la respuesta
auditiva a nivel mesencefélico en machos de una especie de anuro chilena, y explorar la
existencia de receptores de andrégeno en nucleos de la via auditiva que constituyan
blancos del efecto hormonal.

La eleccién de ese grupo de vertebrados se justifica por la estrecha relacion del
apareamiento con la emisién de vocalizaciones durante algunos meses del afio. Ademas,
en comparacién con las vocalizaciones del otros grupos como aves y mamiferos, los
anuros emiten cantos menos 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 interés el estudio de la modulacion
hormonal del procesamiento auditivo en anuros machos, ya que éstos interactian entre si
en coros que atraen a las hembras durante la época reproductiva. Las interacciones
vocales entre machos requieren de una selectividad auditiva que permita un
procesamiento adecuado de las sefiales coespecificas.

El nivel cerebral propuesto para estudiar cambios en la selectividad auditiva
mediada por hormonas esteroidales es el TS, debido a su posicién 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
época reproductiva que es también el periodo de actividad vocal.

El TS presenta una gran conectividad, recibiendo aferencias de ntcleos auditivos
de niveles inferiores, como la oliva superior o el ndcleo dorsal medular (DMN)
(homdlogo al niicleo coclear), y envia eferencias a niveles superiores como el palio
medial (Pm), a través de nucleos taldmicos (Figura 2). Esta caracteristica justifica la
exploracion de la presencia de receptores de andrégenos 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 |

| nicleos ubicados en niveles inferiores del TS, ubicados en el bulbo raquideo: Oliva ‘
superior (SON) y nucleo medular dorsal (DMN); niicleos taldmicos (VM, C y P) hacia

los cuales proyecta el TS, y desde los cuales hay eferencias hacia nicleos telencefalicos

como el Palio medial (Pm). En B se muestran tres cortes transversales provenientes de

| los niveles indicados con una linea punteada en A. (figura modificada de Wilczynski y ‘

Endepols 2007)

1.7 Planteamiento de hipétesis y objetivos
Los machos del anuro Pleurodema thaul 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, éstos 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 interpulso
(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 deteccidén y procesamiento
de sefiales aclsticas coespecificas dependientes de cambios en los niveles de

testosterona y en los receptores de esta hormona esteroidal.
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Figura 3. Caracterizacion temporal y espectral del canto natural de P. thaul A)
oscilograma del canto de P. thaul, el cual muestra el patrén pulsado del canto (27
pulsos) con un PI, destacado en rojo, de 102 ms. Cada pulso posee una duracion
aproximada de 50 ms. B) Acercamiento de un pulso en A el cual muestra 5
modulaciones intrapulso, cada una de 10 ms de duracion. 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 cual muestra una frecuencia dominante de
2100 Hz . La vocalizacién fue obtenida de un macho P. thaul en la localidad de
Hospital (Provincia del Maipo 33°49'S 70°45'0).

Nuestra hipotesis fue la siguiente:

El nivel de testosterona plasmatica presente en los machos de Pleurodema thaul
afecta la selectividad de la respuesta de las neuronas del Torus semicircularis, a

estimulos actsticos de relevancia biologica para la especie.
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Esta hipétesis fue abordada implementando los siguientes objetivos:

1) Medicién de niveles de testosterona plasmética en condiciones naturales durante la
época reproductiva, mediante RIA (radioinmunoensayo) de muesiras sanguineas
obtenidas de animales capturados en terreno y en animales mantenidos en condiciones

de cautiverio por periodos de diferente duracion.

2) Medir efectos de los niveles de testosterona plasmatica en la actividad de las neuronas
de TS en respuesta a sefiales actisticas coespecificas mediante inmunohistoquimica para
la proteina EGR-1 (ZENK) en las neuronas del TS de animales mantenidos en cautiverio

implantados con testosterona y en controles no implantados.

3) Medir efectos de los niveles de testosterona plasmatica en la actividad de las neuronas
de TS en respuesta a sefiales actisticas coespecificas 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 androgenos en los nicleos de la via auditiva de

machos P. thaul, mediante inmunohistoquimica para este recepior.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos fueron realiéados con machos adultos de Pleurodema
thaul, provenientes de la localidad de Hospital (Paine 33°49°00™; 70°45°00”) que
tuvieron un peso y talla promedio de 2,5 g y 30 mm, respectivamente. El sexo de los
individuos se confirmé al final de cada experimento verificando la presencia de gonadas

masculinas.

Todos los protocolos utilizados con los machos de la especie P. thaul en esta
tesis fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de

Universidad de Chile.

2.1 Mantencién de los animales en condiciones de cautiverio

Una vez capturados en terreno durante la época reproductiva, los animales fueron
mantenidos en condiciones de cautiverio con ciclo de luz oscuridad 14:10 hrs y 18 °C de
temperatura. Inicialmente 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 una vez por semana con

larvas de tenebrios. La mantencién de los animales en cautiverio se realizd en el

laboratorio de Neuroetologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.




2.2 Mediciéon hormonal

Las mediciones hormonales consistieron en cuantificar el nivel de testosterona
plasmética 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% (5 o-
Dihidrotestosterona); estradiol 0,02% y Progesterona 0%. Dependiendo del volumen

disponible de plasma, 1a medicién se realiz6 en duplicado para algunas muestras.

La medicion hormonal consistié basicamente en un ensayo de competencia entre
una muestra problema conteniendo testosterona y una muestra estandar de testosterona
radiactiva (I'%), las cuales se contrastaron en un tubo recubierto de anticuerpo para la
testosterona. Luego de incubar ambas muestras, se eliminé el volumen sobrenadante y se
cuantificé la testosterona radiactiva adherida al fondo del tubo con un medidor de
radiacion gamma. La radiacion cuantificada corresponderia a una medida indirecta de la
concentracion de testosterona en la muestra problema. El medidor de radiacién gamma
fue facilitado por el Laboratorio de Endocrinologia dirigido por la Dra. Carmen Romero

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

Las mediciones de testosterona plasmética se realizaron en distintos grupos de
animales: Grupo de campo (N=17): colectamos muestras de sangre por decapitacién en
animales capturados en el campo durante la época reproductiva (agosto-diciembre). La
decapitacion fue realizada en distintas noches, para lo cual se procedié a ubicar a un
individuo vocalizando, €l cual fue estimulado durante alrededor de cinco minutos con un
canto coespecifico, a fin de distraer al individuo y asi poder capturarlo y decapitarlo. Se

colectd la sangre a partir del tronco arterial cervical utilizando el émbolo de una jeringa
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heparinizada, la cual se mantuvo en frio hasta la llegada al laboratorio. Una vez
centrifugada la muestra (10.000 rpm x 10 minutos), se apartd el plasma sobrenadante y
se congeld a -20° C hasta su posterior analisis. Grupo de cautiverio durante la época
reproductiva (N=5): estos individuos fueron capturados entre los meses de agosto y
octubre y mantenidos durante 3 semanas aproximadamente en cautiverio antes de ser
sacrificados. A algunos individuos de este grupo se les extrajo sangre directamente del
ventriculo cardiaco previamente a ser perfundidos para procesamiento histolégico de sus
cerebros; esta modificacién se realizd con el objetivo de extraer mayor volumen
sanguineo. Los pasos que siguieron fueron las mismos descritos para los animales del
terreno durante la época reproductiva. Grupo de cautiverio fuera de Ia época
reproductiva (N=12): estos individuos fueron capturados entre los meses de agosto y
octubre para ser mantenidos hasta por tres meses aproximadamente en cautiverio antes
de ser sacrificados durante el mes de enero. Los sujetos fueron decapitados para extraer

las muestras sanguineas. Grupo de cautiverio fuera de la época (N=3): estos individuos

meses aproximadamente en cautiverio antes de ser sacrificados durante el mes de abril.
A estos individuos también se les extrajo sangre desde el ventriculo cardiaco para
obtener muestras de sangre para mediciones de testosterona. Grupo cautiverio
implantado (N=12): estos individuos fueron capturados entre los meses agosto y
diciembre, implantados con testosterona durante dos a tres semanas, para ellos también

la muestra sanguinea fue obtenida mediante puncién del ventricula cardiaco.
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Los procedimientos que se describen a continuacién fueron realizados en

animales de cautiverio y el grupo de campo solo fue utilizado para medicién hormonal.

2.3 Cirugia de implantes hormonales

A un grupo de machos mantenidos en cautiverio, se les colocd un implante de
testosterona, con la finalidad de aumentar los niveles de la hormona y asi estudiar el
efecto de ésta en la selectividad de las neuronas del TS a estimulos biol6gicamente

relevantes.

Para los experimentos descritos en los puntos 2.4 y 2.5 se utilizaron algunos
animales implantados con testosterona para los cuales se procedié de la siguiente manera

en la fabricacién de implante y cirugia:

Fabricacion de implantes de testosterona

Los implantes fueron fabricados utilizando pequefios trozos de 7 mm de silastic
(1,47 mm D.I. 1,96 mm D.E.; Down Corning) los cuales fueron sellados con silicona en
ambos extremos luego de ser llenados en su interior con testosterona cristalina (Sigma
86500-5G) (500 pg de testosterona/g peso corporal). Luego de que la silicona de los
extremos del implante se sécara, los tubos fueron inmersos en NaCl 0,6% en agua
destilada durante 24 hrs. Antes de llenar el implante se esperaba a que se secara de la

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

en el segundo extremo, con el fin de evitar dejar espacios vacios al interior del implante.
Cirugia para el implante de testosterona

Fl implante fue colocado subcutineamente a través de una incisién realizada en
el abdomen entre la glandula dorsal caracteristica de la especie y la pierna derecha,
luego de haber extraido ambas gonadas. El misculo y la piel fueron suturados con dos o

tres puntos (agujas Braun G0068711).

Para realizar este procedimiento los sujetos se anestesiaban en una solucién de
MS222 (tricaina metasulfonato) 0,2% durante tres minutos aproximadamente. La cirugia
se Tlevd a cabo sobre una superficie fria y con el animal en posicién de dectbito lateral,
luego el animal era dejado en posicién de decibito dorsal para que se recuperara de la

anestesia.

2.4 Expresién de EGR-1 en células del TS

Se realizaron experimentos de inmunohistoquimica para la proteina EGR-1 en
cortes del TS de animales implantados y no implantados con testosterona, los cuales
ademss fueron previamente expuestos a distintos estimulos actsticos; posteriormente se

cuantificaron las células positivas para esta proteina en los distintos grupos.
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Protocolo de estimulacion acuistica

Todos los animales fueron privados de estimulacién actstica al menos por 12
horas al interior de una cdmara semi anecoica, antes de ser expuestos durante 30 minutos
a uno de tres tratamientos: un sonido de relevancia biologica (i.e coro coespecifico),
sonido sin relevancia biolégica (i.e. ruido blanco) o ausencia de estimulo. Los sonidos
utilizados se muestran en la Figura 4. Luego de recibir la estimulacién el sujeto
experimental quedaba en silencio por 30 minutos, para ser sacrificado y perfundido con

NaCl 0,75% y paraformaldehido (PFA) 4 % en buffer posfato (PB) 0,1M.

B
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Figura 4. Estimulos utilizados en los experimentos de modulacion en la expresion de
EGR-1 en el TS de machos P. thaul. A) arriba se muestra el oscilograma 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. B) 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 temporal 3 minutos.

A

Frecuencia {kHz)
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Histologia e imunohistoquimica

Luego de perfundir a un individuo, se fijaba su cabeza por 12 horas en PFA 4%
para facilitar 1a manipulacion durante la extraccion del cerebro, que luego se dejaba en
PFA 4% durante dos horas y a continuacion durante 12 horas en sacarosa 30% con PB

0.2M.

Para cada cerebro se obtuvo una tdnica serie de cortes de 50 pm de grosor,
utilizando micrétomo de congelacién (Microm HMA430). La serie fue reaccionada
contra el anticuerpo policlonal anti EGR-1 (#Sc-189, Santa Cruz Biotechnology)
realizando las siguientes incubaciones sucesivas: NaBH4 (borohidruro de sodio) 0,1% -
PBS 0.1 M durante 15 minutos, H;0, 0.3% PBS 0.IM durante 15 minutos, suero de
cabra 10%, PBS-triton (PBST) 0.3% durante una hora a temperatura ambiente y luego a
4°C durante 12 horas. Incubaci6n del anticuerpo primario - anti EGR-1 (1:1000) en 3%
suero de cabra PBST 0.3 % a 4 °C por 48 hrs. Finalmente los cortes se incubaron con
anticuerpo secundario biotinilado (Jackson immuno Research Laboratories inc. Codigo
ref. 111-065-003) (1:200) durante 90 minutos y en seguida en el complejo avidina
biotina peroxidasa (Vectastain, Elitte, Codigo ref. PK6100) durante 1 hora, concluyendo
con el revelado con Diaminobenzidina (DAB) (Vector SK-4100). 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 montaje (Entellan, 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.thaul
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sin el anticuerpo primario y como confrol positivo algunos cortes del cerebro de rata, en

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

Cuantificacion de la marca EGR-1 en el TS

El ntimero de células positivas para EGR-1 en los nticleos Laminar y Principal
del TS fue cuantificado utilizando 12 cortes transversales que contenian a estos dos sub
nicleos. Las secciones fueron examinadas con un microscopio Nikon Eclipse E400
equipado con una platina motorizada, lo cual permitié la exploracion de los cortes en los
ejes x-y-z. Los contornos de los niicleos Laminar y Principal del TS fueron delimitados
usando el software Stereo Investigator (MBF Bioscience, Williston, VT).

La delimitacion de los nticleos se realizd utilizando como guia los limites
establecidos en cortes de los mismos niveles sometidos a inmunohistoquimica pero
tefiidos con cresil violeta realizados en cerebros de otros machos de la misma especie.
Para cada nicleo, se estim6 el ntimero de células positivas para EGR-1 utilizando el
método del Fraccionador dptico (“Optical fractionator™) de Stereo Investigator (West y
col. 1991), en forma resumida, de la siguiente forma: se visualizaron células
inmunopositivas para EGR-1 a un aumento de 100X usando aceite de inmersion,
contando las células contenidas en un cuadrante de conteo de 80x80 pm?® cuya posicién
era determinada por el sofiware sobre grillas de muestreo, las cuales fueron
aleatoriamente distribuidas sobre ambos niicleos del TS. Estas grillas median 100x100

pm para el nicleo Laminar y 150x150 pum para el niicleo Principal. Con las dimensiones
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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 andlisis estereoldgico.

2.5 Registros electrofisiolégicos in vivo en el TS

Se realizaron registros unitarios extracelulares in vivo de las neuronas de los
distintos sub mnicleos del TS (Principal, Laminar y Magnocelular) en animales
implantados con testosterona (N=13) y animales no implantados (N=12). Se obtuvo en
promedio 2 neuronas por cada animal. Los registros fueron realizados entre los meses de
agosto y diciembre, tiempo que comprende la época reproductiva del animal. Los
registros siempre se hicieron con animales inmovilizados con curare, mantenidos al
interior de una c4mara semi-anecoica en donde recibieron la estimulacién acustica, y la
manipulacién del electrodo y la adquisicion del registro se realizaron desde fuera de esta

camara.

En resumen, cada animal fue operado para exponer el mesencéfalo, y luego era
dejado durante 12 horas de recuperacién post operatoria, al fin de las cuales se sometia a
una sesién de registro de 8 a 10 horas de duracién, al final del cual se inyectaba,
mediante un pulso de corriente, HRP (peroxidasa del rdbano). Luego se esperaba 12
horas para Ia difusion de la HRP en el tejido cerebral, para finalizar con una perfusion
transcardial con glutaraldehido. El depésito de la molécula de HRP, nos permitié
verificar la ubicacién del sitio de registro en el TS. Tanto la cirugia como la sesién de
registro fueron realizadas con el animal ubicado sobre una placa Peltier, lo cual permitié

mantener a los individuos a una temperatura de 17°C similar a las registradas en época
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reproductiva. A continuacion se presenta una descripcion més detallada de las distintas

etapas y procedimientos de una sesion experimental.

Cirugia

Se expuso el mesencéfalo de los machos un dia antes del registro
electrofisiologico. Para esto primero fueron sumergidos en MS222 0,4% por 4 minutos.
Una vez anestesiados los animales se les cort6 parte de la piel que cubria la cabeza para
luego horadar el hueso del cridneo. De esta forma se expuso la zona dorsal del

mesencéfalo (Tectum o6ptico). Los individuos quedaron en recuperacion por 12 horas

hasta el momento del registro.

Estimulos

Se construyeron estimulos acusticos utilizando el software SigGenRP Software

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

Se construyeron 2 estimulos: un estimulo tonal y un estimulo pulsado. El estimulo tonal
consistié en un tono puro de 500 ms de duracion con una rampa de ascenso y descenso
lineal de 50 ms. Este estimulo se utiliz6 para determinar la frecuencia caracteristica (FC)
de cada neurona. Ademas se construyé un estimulo pulsado el cual se utilizé para

explorar selectividad a periodo por parte de las neuronas luego de determinar su FC.
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El estimulo pulsado estuvo conformado siempre por 5 pulsos, cada uno de los
cuales tenia 50 ms de duracién y contenia 5 modulaciones intrapulso, cada una de 10 ms
de duracién. Esta modulacién intrapulso no fue modificada durante la estimulacion, pero
si el periodo interpulso (PI). Por lo tanto cada animal fue expuesto a una serie de
estimulos de distinto PI: PI de corta duracion respecto al PI de la especie (102 ms) y PI
de larga duracion 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

estimulos utilizados.
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Figura 5. Estimulos de distinto periodo interpulso (PI) utilizados durante la sesion de
registro electrofisiologico de las neuronas del TS. A) Se muestran estimulos de periodos
interpulsos de: 58, 102 (PI del canto de la especie), 409 y 605 ms. B) Arriba se muestra
estimulo de PI 58 ms, en el centro un acercamiento de los 5 pulsos que conforman al
estimulo y abajo se muestra en detalle las 5 modulaciones intrapulso que conforman
cada pulso.

El utilizar estimulos acusticos 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.thaul en la naturaleza (6,2 -15,3 pulsos/segundo)
(Solis 1994, Penna y col 2008), pudiendo ser menor aun la tasa de pulso (y por lo tanto

PI de mayor duracion) en condiciones basales, 1.e. cuando los individuos no estan siendo
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estimulados. Los valores de los PI utilizados en la construccién de los estimulos,

corresponden al promedio de PI de la poblacion + una o méas desviaciones estdndares.

Dispositivo experimental

El sistema de registro estuvo conformado por un sistema analogo digital (Tucker-
Davis Technologies, Sistema 3) que permitié la digitalizacién de la sefial eléctrica y la

generacion de los estimulos aciisticos a los que se expuso a los sujetos experimentales.

La sefial electrofisioldgica, era detectada mediante un electrodo de registro
conectado a un preamplificador (Dagan 2400) y luego dirigida sucesivamente a un
osciloscopio (Agilent Technologies) y parlante, amplificador operacional y sistema de
adquisicion Tucker Davies Technologies (Sistema 3), comandado por el software

Brainware (version 9,07).

La sefial actstica utilizada como estimulo era generada por el sistemaTucker
Davies Technologies comandado por el software SigGen (version 4,4) - conectada a un
atenuador (PAS) - amplificador (NAD 3020)-osciloscopio y parlante (Dynaudio BM 6)

ubicado a 1 m del sujeto experimental.

Para registrar la actividad unitaria de las neuronas del Torus, de prepar6 un
electrodo utilizando un capilar de vidrio (didmetro interno 0,58 mm-~ didmetro externo 1
mm) estirado para obtener una punta de 1-2um de didmetro. Como solucion de registro

se utilizo Acetato de Potasio (0,2M) y un alambre de plata clorurada (AgCl) como
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elemento conductor. En algunos casos antes de llenar el capilar con acetato de potasio,

se colocaron 2 pl de HRP 5% para marcar la zona de registro.

Sesion de registro

El dia del registro los animales recibieron una inyeccion intramuscular de curare
(d-tubocurarina) 9 pg/g peso corporal antes de comenzar el registro. Una vez
inmovilizado el animal, fue ubicado al interior de una camara semi-anecoica, sobre una
placa Peltier. Luego se aplicé lidocaina de manera topica alrededor de la incision y se
volvia a exponer el mesencéfalo, desgarrando la piamadre para posicionar el electrodo

sobre 1a superficie de uno de los hemisferios del Tectum 6ptico.
i) Deteccion de actividad neuronal en el TS

A fin de localizar 1a actividad de ias neuronas del TS, el electrodo de registro se
desplaz6 a distintas profundidades desde la superficie del Tectum. El desplazamiento
inicial fue de 500 pm, profundidad a la cual se encuentra el TS bajo el ventriculo tectal.
Posteriormente los movimientos de penetracion en el cerebro fueron de 20 pm
aproximadamente. Todos estos desplazamientos fueron realizados desde fuera de la
camara mediante un micromanipulador (Narishige MO-8) conectado al electrodo de

registro.

A medida que avanzaba con el electrodo, se presentaba el estimulo actstico
estandar (PI 102 ms) con una frecuencia dominante 100, 300, 500, 1000 o 2000 Hz.
Estas frecuencias cubrian el rango audible del animal, lo que permitié determinar de

manera rapida si nos encontrdbamos ante una neurona sintonizada a frecuencias altas o
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bajas. La sintonia de la neurona fue determinada posteriormente con mayor fineza
utilizando los tonos puros con que se determiné la FC de la neurona. Para verificar que
nos encontrabamos ante neuronas auditivas del TS respondiendo al estimulo acistico, se
observd la coincidencia entre el estimulo y la descarga neuronal en un osciloscopio,

escuchando ademds la actividad neuronal mediante el amplificador y parlante.

i) Determinacion de la Frecuencia Caracteristica (FC)

Luego de determinar con el estimulo estandar el rango de frecuencias preferente
para una neurona, el animal fue estimulado con una serie de tonos puros de frecuencias
dentro de ese rango con intervalos de 100 Hz. A modo de ejemplo, si una neurona
respondia a un estimulo estandar de 100 Hz el individuo fue estimulado con tonos entre
100 y 1500 Hz (tonos bajos) pero si la neurona respondia al estimulo estindar de 2000
Hz, el individuo fue estimulado con tonos entre 1500 y 2400 Hz (tonos altos). Se
consider6 como FC de la neurona la frecuencia del estimulo tonal que provocd respuesta
de la neurona a una menor intensidad del estimulo. Ademas se determind el umbral de la
neurona para esa FC, es decir la menor intensidad del estimulo capaz de evocar una
respuesta ante una serie de 5 tonos de igual frecuencia a la FC (método audio visual
convencional). Las estimulaciones posteriores se realizaron con intensidad de 12 dB
sobre el umbral determinado, para asi asegurar obtener una descarga consistente de la

neurona.
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1ii) Estimulacién con distinto periodo interpulso (PI)

Una vez determinada la FC de una neurona, el sujeto exi:en'mental fue expuesto a
una serie de estimulos pulsados sintéticos de distinto PI (Figura 5), que contenia como
frecuencia portadora la FC de la neurona. Estos estimulos tenfan las mismas
caracteristicas que el estimulo estandar, excepto su PI. Con la finalidad de observar
posibles variaciones en la respuesta neuronal ante cambios en este parametro, utilizamos
la siguiente secuencia de PI: 58, 68, 81, 102 (estimulo estindar), 300, 404, 500, 550 y
605 ms. Se dieron 20 repeticiones de cada estimulo y la estimulacion generalmente
comenzaba con el estimulo estindar para luego seguir con un estimulo de uno de los
extremos de la serie, es decir 20 repeticiones de un estimulo de PI corto y luego 20

repeticiones de un estimulo de PI largo.

Marcaje de sitio con HRP, perfuasion e histologia

Para localizar el sitio de registro en el TS, al finalizar la sesién de registro, se
deposité HRP (P8375-5KU, type VI, Sigma) al 5% diluida en acetato de potasio 0,2M.
Debido a que esta molécula tiene polaridad positiva se aplico una secuencia de pulsos
cuadrados de corriente, positivos para su eyeccion y negativos para su retencién, con la
siguiente intensidad y duracién: 1 pulso positivo de 200 nA durante 5 minutos y luego 1
pulso negativo de 50nA durante 3min (Microiontophoresis Dual Current Generator 260;
WPI). Esta secuencia fue repetida 3 veces y después se esperd 8 minutos para retirar el

electrodo de su posicion. 12-16 horas luego de este procedimiento el animal fue
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anestesiado por inmersion en MS222 0,1% y perfundido, con NaCl 0,75% y luego con
glutaraldehido 4% en PB 0.1IM. El cerebro fue extraido y fijado por 1 hora en
glutaraldehido 2% en PB 0.1M. Finalmente para proteger de la congelacion se colocd el
cerebro fijado, en sacarosa 30% PB 0.1M durante alrededor de 12 horas. De cada
cerebro se obtuvo cortes transversales de 40 pm (Microm HM430) para ser incubados en
diaminobencidina (DAB) (SK-4100 DAB kit from Vector) y revelar la marca positiva de
HRP. Para localizar la marca en alguno de los tres nficleos del TS (ie. Laminar,
Principal 0 Magnocelular), los cortes fueron montados, contratefiidos con cresil violeta,
deshidratados y cubiertos con medio de montaje. Previo a la perfusion, se pudo extraer
en algunos animales muestra de sangre del ventriculo para determinacién de niveles de

testosterona.

Andlisis de datos

Durante cada sesion de registro, se almacenaron los tiempos a los cuales
ocurrieron los potenciales de accion en respuesta a la estimulacién con la serie de
distintos periodos interpulso (software BrainWare). El Andlisis de datos se realizod

importando estos tiempos a IgorPro 6.0.
i) Respuesta al estimulo

Se considerd como respuesta a un estimulo determinado los potenciales de accién
que se encontraron dentro de la ventana femporal que durd el estimulo mas un intervalo
de duraci6n igual al PI del estimulo. Debido a que cada estimulo se repiti6 20 veces, se

obtuvo un niimero del total de espigas al sumar las espigas obtenidas durante las 20
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repeticiones. Para cada estimulacién con un determinado PI se obtuvo un nimero del
total de espigas. Cada neurona fue probada con una serie de estimulos de distinto PI, lo
cual permitié 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 cuales respondia preferentemente una neurona.

El ntimero total de espigas para cada estimulo de PI particular también fue
utilizado para construir un histograma peri estimulo (PSTH) de la respuesta neuronal a
ese PI. Para los histogramas obtenidos para cada PI se calcularon dos variables que se

describen mds adelante: valor de cross correlograma (CC), rango intercuartilico (RIQ).

ii) Tasa de descarga

La tasa de descarga fue considerada como el promedio del ntimero de potenciales
de accidn registrados por repeticion de cada estimulo. Considerando que cada estimulo
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 estimulo de PI al cual la neurona mostr6 respuesta preferente,

coincidiendo con el PI para el cual se determind la latencia minima.

iii) Latencia
Se consideré como latencia el tiempo transcurrido entre la presentacién del
estimulo y la primera respuesta de la neurona. Se obtuvo un valor de mediana de latencia

para cada 20 repeticiones de un estimulo de un particular PI. Se utiliz6 la mediana pues

en algunos casos, la primera respuesta no siempre fue al primer pulso, siendo entonces
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de duracion bastante mayor respecto al valor mas frecuente obtenido durante las 20
repeticiones. En caso de utilizar el promedio como medida de dispersién de los valores

de latencia, ésta podria haberse sobreestimado.

iii) Selectividad a periodo

Para determinar si las neuronas del TS mostraban respuesta preferente por
estimulos de determinado PIL, construimos para cada neurona una curva de transferencia
con el nimero de espigas obtenido como respuesta ante cada estimulo de distinto P1.
Cada gréfica tuvo en el eje X el PI de los estimulos a los cuales fue expuesto €l animal y
en el eje Y Ia respuesta de Ia neurona a los estimulos. Esta respuesta fue graficada como
un valor normalizado, que se obtuvo dividiendo el niimero de espigas obtenido para un
estimulo de un PI particular, por el niimero méximo de espigas obtenido durante la serie
de estimulos 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 duracion, B) Neurona pasa largo: mayor
respuesta a periodos interpulso de mayor duracién, C) Neurona pasa todo: no presentaba
preferencia a ningin 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 una
funcién de transferencia fue diferente de una funcion de la categoria pasa todo, fue

observar una variacién en la respuesta superior al 50% de la méxima respuesta obtenida

en la funcién. Se compararon las proporciones obtenidas de las distintas categorias de




selectividad a periodo entre los grupos de animales implantados y no implantados con

testosterona.

iv) Valor de correlograma cruzado (CC) y rango intercuartilico (R1Q)

Con la finalidad de explorar con mas detalle la temporalidad de la respuesta de
las neuronas del TS, y detectar posibles diferencias entre la poblacién de animales
implantados y no implantados, decidimos caracterizar con estos dos parametros (CC y
RIQ) la respuesta de las neuronas pasa largo, las cuales resultaron ser la categoria mas

numerosa en ambos grupos de animales.

Calculamos un valor de CC y RIQ para la respuesta obtenida durante la
estimulacion con el estimulo de PI 409 ms para todas las neuronas pasa largo de
animales implantados y no implantados. Escogimos analizar lo que ocurria con estos dos
parametros s6lo para la respuesta a un estimulo de 409 ms por las siguientes razones: el
periodo 409 ms fue un periodo intermedio en el rango de PI de larga duracién probados
(202-300-409-500-550-605) y al realizar una exploracién visual de los PSTH y de los
valores de RIQ y CC obtenidos para los PI de larga duracion dentro de una misma
neurona no encontramos diferencias entre ellos. Ademas el analizar 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: El PSTH obtenido para la
respuesta a un PI fue correlacionado con una funcién que simuld la presentacion del

estimulo. Valores de CC mayores a cero nos indican una respuesta mas intensa dentro de
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una fase del estimulo y valores méas pequefios de CC, cercanos a cero corresponden a

respuestas desfasadas con respecto al estimulo.

El rango intercuartilico 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 mas dispersa, en tanto que valores pequefios de RIQ representan una
respuesta mas concentrada en un intervalo de tiempo. Para cada neurona obtuvimos un
valor de RIQ al promediar los RIQ calculados para cada una de las cinco ventanas

temporales de respuesta a los pulsos que componian cada estimulo.

2.6 Inmunohistoquimica para receptores de andrégeno

Para detectar la presencia de receptores de andrégeno en miicleos de la via
auditiva en el cerebro de P. thaul realizamos inmunohistoquimica para el receptor de
andrégeno utilizando como anticuerpo primario policlonal PG21 (cat #06-680, Upstate,
Millipore) en cortes transversales de 40 um de grosor obtenidos para todo el cerebro del
animal. Como control negativo utilizamos cortes del cerebro de P. thaul pero sin el
anticuerpo primario. La inmunohistoquimica para PG21 se hizo en cerebros de animales
capturados en terreno y mantenidos en cautiverio. Los animales de cautiverio fueron
sacrificados durante de la época reproductiva en octubre, (N=5) y fuera de la época
reproductiva en febrero y mayo (N=3). E! protocolo de perfusion y de

inmunohistoquimica para los cerebros probados para PG21 fue idéntico al utilizado en

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




2.7 Anilisis estadistico

Como pruebas estadisticas se utilizaron, prueba de Chi® y prueba de Fisher para
comparar proporciones de tipos de neurona. También se utilizo6 ANOVA de dos vias
(paramétrico) para comparaciones en los experimentos de cuantificacion de células
EGR-1 positivas y de una via no paramétrico para las mediciones de testosterona
plasmatica (Sigmaplot 12.5). Ademas se realizé un analisis de clister para las variables

CC y RIQ (Matlab 2014).
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RESULTADOS

v

3.1 Mantencién de los animales en condiciones de cautiverio

Los animales mantenidos en condiciones de cautiverio tanto implantados con
testosterona como sin implante no presentaron actividad vocal durante su permanencia

en el laboratorio.

3.2 Cuantificacion de testosterona plasmitica en animales en cautiverio con y sin

implante y en condiciones naturales.

Con la finalidad de verificar una baja en los niveles de testosterona plasmatica en
los machos P.thaul, reportada previamente por Solis (1994), realizamos mediante RIA,
mediciones de los niveles de testosterona plasmatica en machos provenientes de distintas
condiciones ambientales, i.e. condicién cautiverio y condicién natural. También se
realizaron mediciones de la hormona, en animales en condiciones de cautiverio pero que
recibieron un implante de testosterona, a fin de lograr un aumento de los niveles de

testosterona en condiciones de cautiverio.

Al 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
condici6én cautiverio sin implante (C1, C2, C3) respecto a la condicién néunal (N). Sin
embargo los animales en cautiverio que recibieron un implante de testosterona

mostraron niveles de testosterona similares a los encontrados en machos sacrificados en
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condiciones naturales (ANOVA Kruskal-Wallis, P<0,001; prueba a posteriori de
Dunn’s) (Figura 6). Ademas los grupos cautiverio sin implante Cl, C2 y C3 no
mostraron diferencias entre ellos respecto a la testosterona plasmética (ANOVA
Kruskal-Wallis, P=0,325) (Figura 6). Estos resultados muestran que los niveles de
testosterona plasmdtica en condiciones de cautiverio siempre fueron mds bajos que los
encontrados en animales sacrificados en la condicién natural, pero que sin embargo
mediante implantes de testosterona los niveles de la hormona volvieron a ser similares a
los encontrados en la naturaleza. La condicién con implante 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, objetivos desarrollados en los puntos 3.3 y 3.4.

Ademais se observé que independiente del momento de afio en que se encuentren
los machos P. thaul, al encontrarse éstos en condiciones de cautiverio, siempre
presentaron niveles menores de la testosterona respecto a la condicién natural, por lo
cual podemos concluir que los niveles de testosterona plasmética en condiciones de

Iaboratorio no se recuperan, a no ser que el individuo reciba un implante de testosterona.
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Figura 6. Niveles de testosterona plasmatica medida en machos P. thaul mantenidos en
distintas condiciones. En el eje X, N corresponde al grupo de machos sacrificados en el
campo durante la época reproductiva en condiciones naturales, C1 al grupo de machos
en cautiverio sacrificados dentro de la época reproductiva, C2 machos en cautiverio
sacrificados al inicio de la época no reproductiva, C3 machos sacrificados en cautiverio
a mediados de la época no reproductiva y Ci machos implantados con testosterona en
cautiverio sacrificados durante la época reproductiva. Las letras a y b indican
significancia de cada uno de los grupos respecto al grupo N, letras diferentes entre los
grupos comparados indican diferencias significativas (ANOVA de Kruskal-Wallis, P
<0,001; prueba de Dunn’s a posteriori). Circulo en negro indica el promedio del grupo,
barra horizontal la mediana. N sobre cada grupo indica el nimero de animales por

grupo.
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3.3 Cuantificacién de células EGR-1 positivas en maches 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 estimulo de relevancia biologica, se realizaron experimentos de
inmunohistoquimica para la proteina EGR-1 en cortes del TS de animales implantados y
no implantados con testosterona. Estos animales fueron ademdas expuestos a distintos
ambientes sonoros, para posteriormente cuantificar las células positivas para esta

proteina en los distintos grupos.

Encontramos marca positiva para EGR-1 en células del TS de machos
mantenidos en cautiverio en zonas correspondientes al micleo Laminar, Principal y
Magnocelular. Sin embargo, cuantificamos esta marca solo para los dos primeros,
debido a que estos son los niicleos mds relevantes en el procesamiento auditivo en
anuros, por ser de mayor tamafio, y por tener una delimitacién citoarquitectonica més
clara. La marca correspondi6 a una marca nuclear, similar a la descrita para otros
vertebrados utilizando el mismo anticuerpo (Figura 7). Esta marca ilo fue observada

cuando se realizé la inmunohistoquimica sin el anticuerpo primario, como control.
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Figura 7. Expresion EGR1 en los nicleos Laminar y Principal del TS. Delimitacion de
los nucleos Laminar y Principal en los cuales se puede observar células positivas para
EGR-1. En la columna izquierda (A, B y C) se muestra un ejemplo de un corte del TS de
un animal estimulado con un coro, B 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 acusticamente por doce horas (tratamiento silencio) E y F corresponden a
magnificaciones del corte en D. Se observa menor numero de células positivas para
EGR-1 en este ultimo caso respecto a lo observado para el animal estimulado con coro.
Barra de calibracion: 200 pum. TeO: Tectum dptico, Lam: ntcleo Laminar, Pr: nicleo
Principal.




La marca para EGR-1 fue observada en todos los grupos experimentales:
animales que no recibieron estimulo actstico (grupo silencio) (N=3) (Figura 7D, E y F),
animales estimulados con un coro de la especie (grupo coro sin implante) (N=5) (Figura
7A, B 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 ademas
previamente recibieron un implante de testosterona (grupo coro con implante) (N=4)
(Figura 9B) y grupo ruido blanco con implante (N=3) (Figura 9C), respectivamente.
Debido a que el grupo silencio no tuvo su contraparte de un grupo silencio con implante,

no fue incluido en las comparaciones estadisticas que a continuacion se describen.
i) Cuantificacion de células EGR-1 positivas en el niicleo laminar.

El nimero de células positivas para EGR-1 en el nticleo laminar de estos grupos
experimentales (Figura 8A), fue significativamente afectado por el tratamiento hormonal
(ANOVA de dos vias; P= 0,020). Por otra parte, ¢l tratamiento aclistico mostré una
tendencia a afectar el nimero de células EGR-1 positivas estimado en los distintos
grupos experimentales que no alcanzé a ser significativa (ANOVA de dos vias; P=

0,055). La interacci6n entre los tratamientos actstico y hormonal no fue significativa.

Al analizar diferencias entre los grupos experimentales, encontramos que el
grupo de ruido blanco con implante tuvo menor nimero de células positivas para EGR-1
respecto al grupo de ruido blanco sin implante (prueba de Tukey P=0,038) y también
tuvo menor niimero de células positivas para EGR-1 respecto al grupo de coro con
implante, aunque esta diferencia no alcanz6 a ser significativa (prueba de Tukey

P=0,05). Por otra parte, el grupo estimulado con coro sin implante tuvo un nimero
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similar de células EGR-1 positivas que el grupo estimulado con coro que si recibid

implante (prueba de Tukey P=0,189) (Tabla 2).

Estos resultados podrian ser interpretados como que los machos que recibieron
un implante de testosterona y fueron estimulados con ruido blanco, presentaron menos
células activas en el nlicleo laminar que los individuos expuestos al mismo estimulo pero
que no recibieron el implante hormonal. Ademas, el grupo implantado y estimulado con
ruido blanco mostré incluso menos células activas que el grupo implantado pero
estimulado con un coro, aun siendo esta diferencia no significativa. Por otra parte el
niimero de células activas del nicleo laminar no difirié entre los tratamientos actsticos

de coro y ruido blanco en ausencia de implante hormonal.
ii) Cuantificacion de células EGR-I positivas en el micleo Principal

El niimero de células positivas para EGR-1 en el micleo Principal (Figura 8B),
fue afectado por el tratamiento hormonal (ANOVA de dos vias; P= 0,025), sin embargo
no hubo un efecio explicado por el tratamiento actistico (ANOVA de dos vias; P=
0,772). La interaccion entre los tratamientos actstico y hormonal tampoco fue
significativa. Una prueba a posteriori mostré que la tnica diferencia significativa ocurri6
entre el grupo implantado estimulado con ruido blanco y el grupo estimulado con ruido
blanco que no recibié implante hormonal, teniendo el grupo implantado menor nimero
de células EGR-1 positivas que el grupo no implantado, de manera similar a lo
encontrado para el nicleo Laminar (prueba de Tukey P=0,04). Sin embargo para este

micleo no hubo diferencia significativa entre ¢l grupo implantado estimulado con coro y

el grupo implantado estimulado con ruido blanco (prueba de Tukey P= 0,383) (Tabla 2).




De manera similar a lo encontrado para el niicleo Laminar, estos resultados
indican un efecto de la testosterona en modular el niimero de células que se activan en el

nucleo Principal de individuos estimulados con ruido blanco.

Ntcleo Factor grados de libertad F p
Laminar hormonal 1 7,331 0,020 *
Laminar acustico 1 4,595 0,055 #
Laminar hormonal x acUstico 1 0,867 0,372
Principal hormonal 1 6,695 0,025 *
Principal acustico 1 0,089 0,772
Principal hormonal x acistico 1 1,036 0,331

Tabla 1. Valores de significancia obtenidos en prueba de ANOVA de dos vias al
comparar el niimero de células EGR-1 positivas cuantificadas en los nticleos Laminar y
Principal en animales sometidos a distinto tratamiento hormonal (con y sin testosterona)
y expuestos a distintos estimulos acisticos (coro o ruido blanco). * indican valores
significativos (P <0,05), # indica valor cercano a la significancia.

Niicleo X CORO l 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 Tukey a partir del ANOVA
mostrado en Tabla 1. En gris se representa al grupo implantado, en blanco al no
implantado. * indica diferencia significativa (P<0,05) entre el grupo ruido blanco sin
implante y grupo ruido blanco con implante, tanto para el micleo Laminar como
Principal. # indica valor cercano a la significancia para los grupos coro con implante y
ruido blanco con implante para el micleo Laminar.
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Figura 8. Numero estimado de células positivas para EGR-1 en el nicleo Laminar y
nicleo Principal del TS en animales con y sin implante de testosterona y sometidos a
estimulo de coro o ruido blanco. A) Células positivas para EGR-1 en el nucleo Laminar.
B) Células positivas para EGR-1 en el nucleo Principal. En ambos casos se grafican los
promedios * error estandar, (*) indican diferencias significativas entre el grupo de ruido
blanco sin implante y de ruido blanco con implante. Los numeros sobre las barras
indican el nimero de animales en cada grupo. S/I significa sin implante; C/I con
implante.
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Figura 9. Expresion de EGR-1 en células del niicleo Laminar del TS en 3 animales con
distinto tratamiento actistico 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 una zona del nicleo laminar conteniendo células
positivas para EGR-1 detectadas por inmunohistoquimica, las cuales se observan en las
fotos a la derecha. A) Células EGR-1 positivas para un animal no implantado estimulado
con coro. B) Células EGR-1 positivas para un animal estimulado con coro e implantado
con testosterona C) Células EGR-1 positivas para un animal estimulado con ruido
blanco e implantado con testosterona. Se observa claramente un menor numero de
células positivas para EGR-1 en este ultimo caso. TO: Tectum oéptico, Tl: nicleo
Laminar, Tp: nucleo Principal. Barra de calibracion: 200 pm.
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En resumen estos resultados nos muestran que las células del niicleo Laminar y
Principal del TS, se activan en menor niimero por un estimulo sin relevancia bioldgica
como el ruido blanco, pero sélo si los individuos son previamente implantados con
testosterona. Este resultado sugiere una posible modulacién de la testosterona sobre la
actividad del nificleo 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 estimulos con distintas 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 acustico de
relevancia biologica, se realizaron registros unitarios extracelulares in vivo de las

neuronas de los distintos niicleos del TS, en animales con y sin implante de testosterona.

Se registr6 la actividad de 37 neuronas del TS de 12 animales implantados y 35
neuronas de 13 animales no implantados. Los registros fueron realizados entre los meses
de agosto y enero, en diferentes afios (2011-2013). No analizamos la actividad
espontdnea de las neuronas del TS, pero esta fue muy baja tanto en el grupo implantado
como en el grupo sin implante (1 espiga/segundo aproximadamente). En la Figura 10 se
observa la descarga registrada para una neurona respondiendo a un estimulo de PI de

605 1ms.
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Figura 10. Potenciales de accion (trazado superior), en respuesta a los pulsos de un
estimulo acustico de PI 605 ms (trazado inferior). El umbral de deteccion de potenciales
de accion corresponde a la linea roja. Se indica arriba escala de amplitud del potencial
de accidn en milivoltios (mV) y escala temporal en milisegundos (msec).

i) Determinacion de Frecuencia Caracteristica (FC)

Durante la determinacién de la FC, 7 de 37 neuronas de animales implantados no
respondieron al estimulo de tono puro. Solo 1 de 35 neuronas de los animales no
implantados present6 esta caracteristica. En estos casos la FC fue determinada utilizando

el estimulo pulsado estandar 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 observd una distribucion
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bimodal de las FCs determinadas para las neuronas del TS (Figura 11). El rango para las
FC altas fue entre 1500 y 2400 Hz para ambos grupos de animales, 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 implantados. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre
las distribuciones de FC bajas entre animales implantados y no implantados (prueba de
Kolmogorov-Smirnov; P=0.9711). Tampoco encontramos diferencias en la proporcién
de neuronas de FC menor y mayor de 1000 Hz entre los animales implantados (0,70) y

no implantados (0,63) (prueba de Chi* = 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. Distribucion de Frecuencias caracteristicas (FC) de las neuronas del TS en
machos P. thaul en A) mantenidos en cautiverio sin implante de testosterona (N= 35) y
en B) mantenidos en cautiverio pero implantados con testosterona (N=37).
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ii) Respuesta a un estimulo pulsado: Selectividad de las neuronas pasa banda

Una vez obtenida la FC de cada neurona se registré la respuesta a una serie de
¢stimulos pulsados para 30 neuronas en animales implantados y para 34 neuronss &i
animales no implantados. En las neuronas restantes no se complet6 esta medicion pues

se perdié el regisiro, debido a movimiento del sujeto experimental.

La mayoria de las neuronas respondi6 a todos los estimulos, aunque con distinto
ntmero de descargas dependiendo del PI. Esto reveld 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 banda junto a una caso
de neurona pasa todo, en la cual se contrasta la selectividad al periodo interpuiso (PI) 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.
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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 una neurona pasa todo y
abajo se muestran 4 PSTH construidos con la respuesta de la neurona a estimulos 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 grupos experimentales, pero fue diferente para los tipos pasa banda y
complejas (prueba de Fisher P = 0,003). La diferencia més clara correspondié a la
categoria pasa banda ya que se registraron 7 neuronas de este tipo en el grupo
implantado y 1 neurona en el grupo no implantado. En contraste, en el grupo implantado

y no implantado se registraron 1 y 9 neuronas complejas, respectivamente (Figura 14).
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Distribucion de neuronas con distinta selectividad a periodo
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Figura 14. Distribucion de neuronas del TS con distinta selectividad a periodo interpulso
en animales sin y con implante de testosterona. A) Nimero de neuronas con distinta
selectividad a periodo, en animales mantenidos en cautiverio y que no recibieron
implante de testosterona. B) Numero de neuronas con distinta selectividad a periodo
interpulso en animales en cautiverio que recibieron implante de testosterona. En ambos
grupos de animales las neuronas mas numerosas fueron pasa largo (en café), sin
embargo en animales implantados hubo ademds una segunda categoria mas numerosa,
i.e. neuronas pasa banda para el PI de la especie, 102 ms (en amarillo). En animales no
implantados la segunda categoria mas numerosa fue la compleja (en celeste). Existen
diferencias significativas entre los dos grupos de animales al comparar las proporciones

de neuronas clasificadas en las categorias pasa banda y complejas (prueba de Fisher, P =
0,003).

De las 7 neuronas pasa banda encontradas en animales implantados 6 fueron selectivas
para el periodo de 102 ms y una a 135 ms, y la Gnica neurona pasa banda de los animales

i no implantados fue selectiva a 135 ms. Esta selectividad indica que todas las neuronas

1 61

L



pasa banda encontradas respondian preferencialmente a valores de periodo interpulso
cercanos al periodo promedio del canio de la especie, que corresponde a 102 ms. Este
resultado indica que en los animales implantados las neuronas del TS mostraron mayor

selectividad temporal que en los animales que no fueron implantados con la hormona.
iii) Latencias y tasa de descarga de las neuronas con distinta selectividad a periodo

En general las neuronas pasa largo y pasa todo mostraron poca variabilidad en las
latencias de sus respuestas a los estimulos de distinto PI (Figura 15A). Sin embargo, las
categorias pasa banda, pasa bajo y compleja mostraron una mayor variabilidad en la
latencias de sus respuestas a los estimulos de distinto PI (Figura 15B). Por esta razon al
comparar las latencias de las neuronas pertenecientes a las distintas categorias de
selectividad a PI se utilizé 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 una neurona pasa largo, se eligié la menor latencia obtenida a

partir de las respuestas a estimulos de PI > 102 ms.
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Figura 15. Variacion de las latencias a estimulos con distintos periodos interpulso (PI)
para neuronas de distinto tipo de selectividad a PI. A) Latencias de 4 neuronas a
estimulos de distinto PI. Cuadrados y tridngulos negros corresponden a una neurona pasa
todo y pasa alto, respectivamente de animales implantados. Circulos y rombos blancos
corresponden a una neurona pasa todo y pasa largo, respectivamente registradas en
animales no implantados. B) Latencias de 3 neuronas en que circulos y rombos blancos
corresponden una neurona pasa bajo y una neurona compleja, respectivamente,
registradas en animales no implantados. Los circulos negros corresponden a una neurona
compleja de un animal implantado.

Aungque el valor de latencia para las distintas categorias fue similar entre el grupo
implantado y no implantado, debido al bajo nlimero de neuronas registradas, esta
tendencia sdlo se pudo verificar estadisticamente para la categoria pasa largo (prueba de

Mann-Whitney, P= 0,92) (ver Tabla 3).

Se observa, también en la Tabla 3, que las neuronas pasa todo, que no presentan
selectividad para PI del estimulo, siempre tuvieron latencias pequefias, en comparacion
con las neuronas pasa banda, las més selectivas respecto al PI, que tuvieron las mayores
latencias. Al comparar en los animales implantados la latencia de las neuronas pasa

banda con la de las neuronas de las otras categorias, las pasa banda tuvieron latencias

significativamente mayores (prueba de Mann-Whitney, P= 0,008). Esta comparacién no




se pudo realizar para los animales no implantados pues s6lo encontramos una neurona
I

pasa banda en este grupo. Sin embargo al compar# en los animales no implantados la

|
- - & r r
latencias de las neuronas complejas, que corresponde a la segunda categoria mds

abundante en este grupo, con la latencia registralda para las neuronas de las otras

i
categorias, no encontramos diferencias significativas (prueba de Mann-Whitney, P=

0,349). |
|
Selectividad a PI N Latencia (ms) 1 S/I Latencia {ms)- C/1
pasa todo 3/1 28,8 (20,3 -52,2) 29,4
pasa largo 19/20 40,8 (20,7 - 97[,9) 38,7 (13,5-382,7)
pasa bajo 2/1 72,1-199,6 298,89
pasa banda 1/7 374,5 216,5 (43,6 - 505,6)
compleja 9/1 55,8 (27,2 - 118,6) 57,9

Tabla 3. Latencias para las neuronas del TS pertenecientes a distintas categorias de
selectividad a periodo. N es el nimero de neuronas de en animales sin/con implante.
S/: sin implante; C/I: con implante. Para cada categoria, en cada grupo de animales, se
observa la mediana; en paréntesis el valor minimo y maximo de latencia alcanzado

|

En la Tabla 4 se presentan las tasas de descarga promedio para las distintas
categorias de neuronas segun selectividad a periodo. Estos valores se obtuvieron de las
respuestas al mismo estimulo utilizado para m%edir latencias, segin se explico
anteriormente. Los valores obtenidos para cada una de las categorias fueron similares
entre el grupo implantado y no implantado. Sin embargo, debido al bajo nmiimero de
neuronas por cada grupo, sélo se pudo verificar estadisticamente esta tendencia para el
grupo pasa largo (prueba de Mann-Whitney, P= 0,546). De manera descriptiva se
observa en la Tabla 3 que las neuronas pasa todo|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 implantados 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 (prucba de Mann-Whitney,

P<0,001).
Selectividad a Pl N espigas/estimulo - S/I espigas/estimulo - 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)
compleja 9/1 3,4{1,0-7,9) 2,65

Tabla 4 Tasa de descarga (espigas/estimulo) para las neuronas del TS de distintas
categorias de selectividad a periodo. Nomenclatura similar a Tabla 3.

Este resultado muestra que las neuronas con distinta selectividad a periodo
poseen ademds un tipo de respuesta diferencial respecto a la tasa de descarga y a la
latencia con la que responden a un estimulo acustico determinado. En particular, las
neuronas pasa banda son claramente distinguibles de los otros grupos de neuronas,
respecto a la latencia y tasa de descarga que éstas mostraron, i.e. baja tasa de descarga y

latencia de larga duracion.
iv) Respuesta a un estimulo pulsado: Selectividad de las neuronas pasa largo

Aun cuando no encontramos diferencias significativas entre el grupo de las
neuronas pasa largo de animales implantados y de animales no implantados respecto a

sus latencias y tasa de descarga, la variacion en los valores de estas dos mediciones, nos
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indujo a explorar lo qué ocurria con el patron temporal de descarga de esta categoria 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 mas de su
respuesta cuando los animales son estimulados con estimulos 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 II) (Figura 17).
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Figura 16. Respuestas pasa largo Tipo I para 4 neuronas del TS en animales no
implantados (A y B) e implantados (C y D). En cada grafico se sefiala con un circulo de
color celeste el valor de la respuesta normalizada de la neurona para el PI de 102 ms. El
circulo 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 alcanzo para un PI
mayor al del canto natural de la especie (102 ms).
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Figura 17. Respuestas pasa largo Tipo II en 4 neuronas del TS de animales no

implantados (A y B) e implantados (C y D). En cada grafico se sefiala con un circulo

solido de color negro la respuesta normalizada con un valor igual o superior al 50% de la

respuesta maxima alcanzada en cada caso. Los circulos con contorno 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 corresponden a neuronas cuya respuesta pasa largo es

mas selectiva que en las neuronas tipo II. En los animales implantados encontramos que
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11 de las 20 neuronas pasa largo presentaron respuesta tipo I y 9 neuronas respuesta tipo
II. Para los animales no implantados, 8 de las 19 neuronas pasa largo, tuvieron respuesta
tipo I y 11 neuronas respuesta tipo II. La proporcion de neuronas con respuesta tipo I y
tipo II no fue diferente entre los grupos implantados y no implantados (Chi* = 0,235, 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 duracién
mayor que el PI del canto de la especie, 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 patrén de descarga: 18A y 18C corresponden a neuronas que descargan con gran
sincronia con el estimulo en tanto que las neuronas en 18B y 18D descargan con un
mayor retardo y dispersion. La cuantificacién de estas dos caracteristicas de la respuesta
se realiz6 mediante dos mediciones: CC (correlograma cruzado) y RIQ (rango
intercuartilico) (ver Materiales y métodos). Por ejemplo, el valor de CC para las
neuronas de las Figuras 18A y 18C fue 0,33 y 0,38 respectivamente, en cambio para las
neuronas de 18B y 18D fue cercano a cero: 0,0092 y 0,0002 respectivamente. Estos dos
ultimos valores indican que la respuesta neuronal se produce en desfase con el estimulo.
Los valores de RIQ tuvieron una menor variacion: 0,021 y 0,013 para 18A y 18C

respectivamente, y 0,036 y 0,029 para 18B y 18D, respectivamente.
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Figura 18. Histogramas peri estimulo (PSTH) para cuatro neuronas pasa largo que
mostraron distintos valores de CC y RIQ. A y B 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. la repuesta
cae preferentemente dentro de los pulsos). Por otra parte, las neuronas #23 y #33
tuvieron valores mayores de RIQ lo cual se traduce en una respuesta mas dispersa que la
registrada para las neuronas #30 y #17. El estimulo, representado por rectangulo de color
negro posee un PI de 409 ms. La respuesta, en rojo, corresponde al numero de espigas
obtenido para 20 repeticiones del estimulo.

Los valores de RIQ y CC tuvieron una considerable variaciéon en neuronas de
animales implantados y no implantados. Un analisis de clister para estas dos variables
en ambos grupos de animales, mostré una considerable variacién en ambos grupos de

animales, siendo mayor la variacion en CC (Figura 19) tanto para animales implantados
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como no implantados. No existen, sin embargo, diferencias en la proporcion de neuronas
que se encuentran en los dos clisteres entre animales implantados y no implantados

(prueba de Chi%, P = 0,646)

Debido a que el andlisis de clister establecié dos grupos de neuronas pasa largo
presentes en similar proporcién en animales implantados y no implantados, exploramos
ofras caracteristicas de la descarga neuronal que podrian estar asociadas a cada una de

estas clases de neuronas.

71




w v W W

o W W

W

=¥

el

SIN implante de testosterona

0,6 - A)
N=9 N=10
g 04 -
o
[0}
©
S 0,2 B C O
s @ 1 |
O O
010 § “@D O @)F‘OBU@
00 01 02 03 04 05 06
valor de CC
CON implante de testosterona
06 1 B o
N=7 N=13
Q 04
o
3
502
g © 8
00 01 02 03 04 05 06
valor de CC

Figura 19. Valores de RIQ y CC de la respuesta de las neuronas pasa largo a un estimulo
de periodo interpulso 409 ms. A) Valores para las neuronas pasa largo de animales sin
implante. B) Valores para las neuronas pasa largo de animales con implante. Los
circulos en azul indican dos categorias obtenidas mediante un analisis de clusteres.

72




Exploramos la relacion de 1a FC de las neuronas con los cliisteres obtenidos para
ambos grupos experimentales y encontramos que esta caracteristica espectral difiere en
los animales implantados, ya que en este grupo de individuos el chister de Ia derecha
tuvo una mayor proporcion de neuronas con FC cercana a 2000 Hz respecto a neuronas

de frecuencias bajas (prueba de Chi P= 0,044) (Tabla 5)

Sin implante Con implante (*)
FC L L.
cluster izquierda cluster derecha | cluster izquierda cluster derecha
baja 3 7 7 6
alta 1 3 0 7

Tabla 5. Proporcién de neuronas pasa largo sintonizadas a distintas FC distribuidas en
dos clusteres representados en la Figura 17. * indica diferencia significativa para la
proporcién de FC altas y bajas entre el clister de la izquierda y el clister de la derecha
para animales implantados.

La existencia de una mayor proporcién de neuronas pasa largo sintonizadas a
frecuencias altas en los animales implantados indica una selectividad para estimulos de
FC cercana a Ia frecuencia portadora del canto de la especie, lo que sugiere que en este
grupo experimental que responden preferentemente a sonidos con caracteristicas

temporales y espectrales en el rango de sus sefiales de comunicacién sonora.

Ubicacién de Ias neuronas registradas

Las neuronas registradas se ubicaban a profundidades entre 540 y 1200 pm para

los animales implantados, y entre 610 y 1500 pm para los animales no implantados. En
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ambos grupos se registraron neuronas provenientes del hemisferio derecho e izquierdo,
en similares proporciones. El sitio de registro, reconocido con marcaje con HRP, sélo se
pudo ubicar para 5 neuronas en animales implantados y 14 neuronas de animales no
implantados; estos sitios se pudieron inferir a partir de una contratincién del tejido con
cresil violeta (Figura 20 para ver un ejemplo). En la Tabla N 6 se indican las
localizaciones de las marcas de HRP registradas para ambos grupos. Aunque no se pudo
obtener esta informacion para todas las neuronas, se observa que se registraron neuronas
provenientes de los tres micleos que conforman al TS (Laminar, Principal y

Magnocelular), también a distintas profundidades de éstos.

Figura 20. Ejemplo de marca de HRP dejada en el nicleo Principal del TS del cerebro de
un macho P. thaul, durante una sesion de registro A) Corte transversal del cerebro de P.
thaul, a nivel del mesencéfalo, mostrando las sub divisiones del TS. B) Ampliacion de
marca de HRP observada en nucleo Pr en el recuadro de la foto en A. TeO (Tectum
optico), Mag (Nicleo magnocelular), Pr (Nicleo Principal). Contratincién con cresil
violeta. En ambas fotos barra de calibracion corresponde a 200 pm.
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Implante | # neurona | sitio de registro profundidad (um) hemisferio
Sl 17 principal 770 HD
S 18 laminar 787 Hi
S/ 20 principal 790 HI
Sl 21 principal 1040 HD
S 22 magnocelular 895 HI
Sl 23 laminar 810 Hi
S/ 24 magnocelular 1100 HD
Si 30 magnocelular 1050 Hl
S/ 31 magnocelular 1240 HD
S 32 principal 865 HD
S/ 33 principal 990 HI
S 34 principal 820 HI
Sil 35 magnocelular 1330 Hi
Si 36 principal 1120 Hi
Cil 12 magnocelular 935 HD
ch 13 laminar 550 HI
]| 14 laminar 1010 Hi
C/ 15 principal 1020 HI
Cll 16 principal 1200 HD

Tabla 6 Sitios de registro en el TS, localizados mediante depésito de HRP. C/I: con
implante de testosterona), $/I: sin implante de testosterona, FID: hemisferio derecho, HI:
hemisferio izquierdo. La profundidad en pm corresponde a la distancia avanzada por el
electrodo desde la superficie del mesencéfalo hasta el sitio en que se localizd la

actividad de la neurona.
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3.5 Deteccién de receptores de androgenos en la via anditiva mediante el anticuerpo

PG21.

Encontramos marca positiva para el anticuerpo PG21, el cual reconoce receptores
de androgeno, en células de tres zonas o nicleos que forman parte de la via auditiva en
los anuros. La marca tuvo ubicacion nuclear y citoplasmatica. En la parte mas caudal del
cerebro posterior, encontramos células positivas para PG21 en el nticleo dorso medular
(DMN), el cual es homdlogo al niicleo coclear de los mamiferos. También hubo marca
en el nicleo vestibular lateral (LVN), y en el niicleo vestibular medial (MVN). A nivel
mas rostral del cerebro posterior, encontramos células positivas para PG21, en el nficleo
pre-trigeminal del drea tegmental dorsal (DTAM), posiblemente homologo al niicleo
paral?raqllial de los mamiferos. A un nivel mds rostral del cerebro, en el telencéfalo,
encontramos células positivas para PG21 a nivel del palio lateral (Pl), del palio dorsal
(Pd) y del palio medial (Pm), la cual es considerada una zona del telencéfalo con

conectividad auditiva.

Para la marca PG21 en animales mantenidos en condiciones de cautiverio
encontramos lo siguiente: Cuatro machos capturados durante la época reproductiva
(octubre) y sacrificados 1 dia post cautiverio mostraron marca positiva para PG21 en
DMN, MVN y LVN (Figura 21A y 21B), DTAM (figura 22A y 22 B) y en Pd, Pl y Pm
(Figura 23A y 23B). Un animal capturado durante la época reproductiva sacrificado
luego de 63 dias de cautiverio presenté marcas en las mismos niicleos, excepto en

DTAM.
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Tres machos sacrificados fuera de época reproductiva durante los meses de
febrero, marzo y mayo mostraron marca PG21 en los mismos niicleos que los animales
sacrificados dentro de la época reproductiva. En la Figura 21C y 21E se muestran
marcas positivas para PG21 en el DMN, MVN y LVN para animales sacrificados en
marzo y mayo respectivamente. Las Figuras 22C y 22D muestran marca positiva para
PG21 en células del niicleo DTAM de un animal 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 nicleos que presentaron marca para PG21, en animales sacrificados
dentro y fuera de la época reproductiva son similares, no hemos realizado cuantificacion
del nimero o intensidad 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
animal fuera de la época reproductiva (Figura 22D) las células del nicleo DTAM
presentan una marca de menor tamafio que el observado en un animal durante la época
reproductiva (Figura 22B).

Aun cuando no encontramos marca positiva para PG21 a nivel del TS, la
presencia de marcas en ofras regiones de la via auditiva las sefiala como zonas putativas

para la ubicacion del receptor de androgeno.
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Figura 21. Cortes transversales del cerebro de P. thaul mostrando marca positiva para
PG21 en nucleos del cerebro posterior de la via auditiva. A y B muestran un corte de un
animal sacrificado en condiciones de cautiverio durante época reproductiva (octubre) C
y D muestran un corte de un animal sacrificado en condiciones de cautiverio fuera de la
época reproductiva (marzo), y el corte en E y F corresponde a un animal sacrificado en
cautiverio en el mes de mayo. En la columna de la derecha (B, D y E) se muestran
ampliaciones de regiones delimitadas con un recuadro en la columna de la izquierda. Las
flechas negras indican células del MVN, las cabezas de flecha en negro sefialan el LVN
y la cabeza de flecha blanca indican el DMN. Las barras de calibracion en ambas
columnas corresponden a 200 pm.

.




.,

B,
: A
ﬁi--1
: ' : |
] .
; L-----‘
y 3 ;
i i il o+
i kil y o )iy 4 %
‘,,,W B ol ey ’
i~ S i

Figura 22. Células positivas para PG21 en DTAM ubicado en una 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 B muestran un corte del cerebro
de un animal sacrificado en época reproductiva (octubre). C y D muestran un corte de
un animal fuera de la época reproductiva (mayo). En la columna de la derecha (B, D) se
muestran ampliaciones de regiones delimitadas con un recuadro en la columna de la
izquierda. La barra de calibracion corresponde a 50 um.
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Figura 23. Células positivas para PG21 en el palio medial del telencéfalo de machos P.
thaul. Las fotos corresponden a cortes transversales de machos sacrificados en
cautiverio. Pm se ubica a nivel telencefalico, y es mostrado en los recuadros Ay C. Ay
B muestran cortes del cerebro de un animal sacrificado en época reproductiva (octubre).
C y D muestran cortes de un animal fuera de la época reproductiva (mayo). En la
columna de la derecha (B, D) se muestran ampliaciones de regiones delimitadas con un
recuadro en la columna de la izquierda. Las barras de calibracion corresponden a 50 pm.
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DISCUSION

El propdsito fundamental de esta tesis fue estudiar potenciales cambios en el
sistema auditivo inducidos por testosterona en machos del anuro chileno, Pleurodema
thaul (Anura-Leptodactilidae).

En particular estudiamos la modulacién por testosterona de la respuesta de las
neuronas del Torus Semicircularis de P.thaul, principal centro auditivo en los anuros, a
estimulos actisticos disefiados segiin el canto que emiten los machos de esta especie en
la naturaleza. Al analizar la respuesta de las neuronas del TS de machos P. thaul,
mediante la cuantificacion de células EGR-1 positivas, y mediante registros
extracelulares unitarios encontramos que las células de este niicleo, fueron mas sensibles
a un estimulo actstico de relevancia biolégica para la especie en sujetos que recibieron
previamente un implante de testosterona. A continuacién se discuten principales

resultados que sustentan esta afirmaci6n.

4.1 Expresién de EGR-1 en el TS en distintas condiciones aciisticas y hormonales
Debido a que los machos implantados y no implantados no vocalizaron en
condiciones de laboratorio, los resultados respecto a variaciones en el nfimero de células
EGR-1 positivas, que se discuten a continuacién, pueden ser considerados como un
efecto de la manipulacion en la testosterona y/o la estimulacién actstica utilizada
durante los experimentos y no a un efecto de la actividad vocal inexistente. Este
resultado nos parece relevante pues permite descartar efectos de la via motora sobre la

via auditiva.
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El nimero de células positivas para EGR-1 en el nicleo Laminar y en el nucleo
Principal es menor en machos expuestos a ruido blanco e implantados con testosterona
que en animales estimulados que no recibieron el implante hormonal. Estos resultados
sugieren que el efecto de este sonido sobre las neuronas del TS de un animal con niveles
de testosterona tipicos de época reproductiva es diferente al efecto que provoca el mismo
estimulo en un animal con niveles de testosterona plasmatica mas bajos.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en un anuro europeo, Rana
temporaria, que produce un canto de apareamiento de estructura pulsada como P. thaul,
en que mediante registros electrofisiolégicos se observd un aumento en el nimero de
neuronas del TS que responden a un estimulo de ruido blanco, cuando los animales son
registrados dentro de la época reproductiva, cuando éstos presentan normalmente niveles
elevados de testosterona (Walkowiak 1980).

En contraste con los resultados de estimulacion con ruido blanco, no hubo
diferencias en el numero de células EGR-1 positivas en el nicleo 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
época reproductiva, ante la estimulacion con un coro coespecifico, se activaria el mismo
namero de células que en animales con menores niveles de testosterona plasmatica.

Estos resultados indicarian que la testosterona aumentaria la selectividad del TS
por una disminucion del nimero de células del TS que se activan con estimulos de
caracteristicas espectrales y temporales distintas a las del canto de la especie, y no por
un aumento en la respuesta al estimulo coespecifico. Este modo de accion hormonal

propuesto tiene especial relevancia para el nucleo Laminar, pues en este sitio el grupo
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implantado estimulado con coro tiene una tendencia, cercana a la significancia, a un
mayor nimero de células EGR-1 positivas que el grupo implantado y estimulado con
ruido blanco. Esta diferencia deberia comprobarse incrementando el niimero de
individuos analizados. La disminuciéon en el nimero de neuronas que responden a
sonidos de estructura diferentes al canto coespecifico podria resultar en un aumento en la
selectividad de las células del nicleo Laminar y de las respuestas vocales a sefiales de
comunicacion sonora de significado biolégico.

Las diferentes tendencias entre las respuestas del nicleo Principal y Laminar, son
congruentes con otros estudios realizados en anuros, en los cuales se ha mostrado
mediante hibridacion in situ para Egr-1, una mayor selectividad del nicleo laminar a
estimulos coespecificos respecto a estimulos alterados o heteroespecificos (Hoke y col.
2004; Mangiamele y Burmeister 2011). Las diferencias de respuestas enire estos dos
nicleos ha sido asociada a la distinta conectividad que estos tienen con otros niicleos de
la via auditiva (Feng y Lin 1991). En particular serian relevantes diferencias en las
conexiones con el nicleo central del tilamo, que posee neuronas que responden
selectivamente a caracteristicas temporales de estimulos aciisticos (Hall y Feng 1987).

Este estudio es el primero que propone explorar en el TS de anuros machos la
modulacion de la actividad neuronal por testosterona, utilizando inmunohistoquimica
para la proteina EGR-1. Dos estudios relativamente recientes han mostrado modulacién
por estradiol en la actividad del TS de hembras de anuros, utilizando técnicas de
hibridacion in situ para Egr-1. En uno de estos estudios se mostré una mayor expresion
de Egr-1 en el nicleo Laminar de hembras con elevados niveles de estradiol y

estimuladas con un coro coespecifico en comparacién a hembras no inyectadas y no
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estimuladas (Lynch y Wilczynski 2008) y en otro estudio se encontr6 una mayor
expresion de Egr-1 en el TS de hembras con elevados niveles de estradiol cuando fueron
estimuladas con un estimulo coespecifico pero no con un estimulo heteroespecifico
(Chakraborty y Burmeister 2015).  Estos resultados también se corresponden con los
hallazgos en otros grupos de vertebrados, como machos y hembras del ave Zonotrichia
albico‘llis. En machos se ha observado una disminucion en el nimero de células ZENK
positivas a nivel de nticleos auditivos telencefilicos en individuos implantados con
testosterona y estimulados con un tono puro, respecto a individuos implantados pero
estimulados con un canto coespecifico (Matragrano y col. 2013). Asimismo, hembras de
esta especie al ser implantadas con estradiol, mostraron diferencias similares a los
machos a nivel telencefdlico, y ademds a nivel mesencefilico en el nicleo Mid
homologo al coliculo inferior (Maney 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 via auditiva disminuyendo sus
respuestas a estimulos de menor relevancia en relacion a estimulos coespecificos.

Por ofra parte, en hembras de lagartos del género Anolis implantadas con
testosterona se ha encontrado un menor nimero de células positivas para la proteina c-
Fos en la Amigdala y Area Predptica, 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 (Neal y Wade 2007).
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4.2 Dependencia de las respuestas de neuronas auditivas a caracteristicas
temporales del sonido de 1a condicién hormonal.

Nuestros resultados de registros unitarios extracelulares muestran que en
animales que reciben un implante de testosterona durante al menos 2 semanas y que
mantienen sus niveles plasmaéticos de testosterona en niveles cercanos a los encontrados
en la naturaleza durante la época reproductiva, existen neuronas que responden a
caracteristicas temporales de los estimulos de manera distinta a animales 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 han reportado mayor proporcion de neuronas del TS
sintonizadas a bajas FC en anuros registrados dentro de la época reproductiva respecto a
sujetos registrados fuera de este periodo (Goense y Feng 2005). En el presente estudio
ambos grupos de animales presentan una distribucién bimodal compuesta por un grupo
de neuronas de FC bajas (100-300 Hz) y un grupo de neuronas de FC altas (2000-2400
Hz), lo cual refleja la segregacion anatomica de las dos estructuras periféricas de la via
auditiva existente en los anuros: la papila anfibiana, sensible a estimulos 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
animales respondieron a estimulos con un rango amplio de periodos interpulsos, de
manera similar a lo reportado por Penna y col. (1992). Sin embargo existen algunas
diferencias en los patrones de respuesta entre el grupo implantado y no implantado. En
primer lugar, los animales implantados tenian una mayor proporcién (7/30), de neuronas

que solo respondieron al estimulo pulsado y no al estimulo tonal que animales no
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implantados (1/34). Esta diferencia sugiere una mayor relevancia de la estructura
temporal del estimulo en animales que tienen niveles hormonales similares a los de la
época reproductiva. En segundo lugar, la proporcion de neuronas con selectividad para
periodo interpulso fue mayor en los animales que recibieron implante 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
periodos. Estas neuronas pasa banda presentan una baja descarga neuronal y latencias
mayores que las de otras categorias de neuronas (Figura 13, Tablas 3 y 4). Los rangos de
latencia para las neuronas del TS en anuros, réportados en otros estudios, son de 10 a 60
ms, en registros unitarios intracelulares realizados en preparaciones in vitro (Luksch y
Walkowiak 1998, Endepols y Walkowiak 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
proporcion en registros extracelulares in vivo en otras especies de anuros (Walkowiak
1980; Goense y Feng 2005).

La categoria de neuronas pasa largo fue la mas numerosa en animales
implantados y no implantados. Este tipo de neuronas respondia preferentemente a PIs de
duracion mayor a 102 ms. Existen dos grupos de neuronas pasa largo con distintas
caracteristicas de selectividad temporal que estan representados en similares
proporciones en animales implantados y no implantados. Uno de estos grupos de
neuronas respondia con mas selectividad a PIs largos ya que mas del 50% de su
respuesta correspondié a estimulos con periodos de larga duracion. También los

potenciales de accién de estas neuronas estaban mds en fase con el estimulo y su

86




dispersion temporal era menor. Si bien este grupo estuvo en similar proporcién en los
dos grupos de animales, sélo en los animales implantados las neuronas pasa largo
tuvieron una proporcion 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 caracteristicas temporales y espectrales en el
rango de sus sefiales de comunicacién sonora.

La relacion de la testosterona con la selectividad de las neuronas del TS en anuros
para ciertas caracteristicas temporales del estimulo actistico en P.thaul, es concordante
con otros estudios, en los cuales cual se atribuyen diferencias estacionales en las
respuestas 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 realizados en
aves, en los cuales se ha visto, al comparar la respuesta de época reproductiva y no
reproductiva, en machos y hembras de aves paseriformes y piciformes, cambios en la
amplitud y la latencia a estimulos tonales en distintos rangos de frecuencia a nivel del
sistema auditivo periférico (Lucas y col. 2002, Lucas y col. 2007), cambios en umbrales
y latencias en respuesta a un estimulo tonal, a nivel sistema auditivo periférico
registrado en machos y hembras de Zonotrichia leucophrys gambelii (Caras y col 2010).
También se han reportado durante la época reproductiva en aves hembras de Sturnus
vulgaris, un aumento en el niimero de respuestas neuronales del palio auditivo (Field L)
a un canto de apareamiento (Cousillas y col 2013). Por tltimo, en hembras de

Zonotrichia leucophrys gambelii se encontr6 una proporcién mayor de neuronas
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auditivas de distintas regiones telencefélicas selectivas a la estructura temporal de un
canto de apareamiento, cuando hembras tratadas con estradiol fueron registradas y
estimuladas durante la época reproductiva (Caras y col. 2015).

Los resultados obtenidos utilizando dos aproximaciones experimentales distintas,
la inmunohistoquimica y registros electrofisiologicos, sugieren que la testosterona
induce una disminucion en la actividad neuronal, i.e. disminucién de células EGR-1 en
el TS de animales implantados y una mayor proporcién de neuronas selectivas al PI de
102 ms. La accién de esta hormona determinaria que el cerebro de P. thaul procese de

manera mas selectiva sonidos de relevancia bioldgica.

4.3 Variacién en los niveles plasmiticos de testosterona en machos de P. thaul.

Los niveles plasméticos de testosterona de individuos medidos en condiciones
naturales durante la época reproductiva (promedio 27.29 +15.05 ng/ml) fueron
concordantes con el promedio de 30 ng/ml enconirado por Solis (1994). También el
marcado descenso en las concentraciones una vez que los animales se mantuvieron en
condiciones de laboratorio (promedio 2,5 ng/ml) es similar al reportado por este autor.
En nuestros animales esta condicién de descenso hormonal se mantuvo hasta por 1 mes
en animales en cautiverio sacrificados durante la época reproductiva y hasta por cuatro
meses en animales en cautiverio que se sacrificaron fuera de la época reproductiva. Esto
indica que los machos P. thaul en condiciones de cautiverio mantienen bajos niveles
plasméticos de testosterona, independiente del periodo del afio en que se encuentren.

No es posible determinar niveles de testosterona en ejemplares de P. rhaul

adultos fuera de la época reproductiva en condiciones naturales, ya que en ese perfodo
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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. thaul fuera
de la época reproductiva en condiciones naturales, se mantendrian mas bajos que los que
medimos en condiciones naturales durante la época reproductiva.

Por otra parte los niveles bajos de testosterona en condiciones 'de cautiverio,
facilitan la manipulacién exdgena de esta hormona, lo cual hace de los machos de esta
especie un buen modelo para el estudio de la influencia de la testosterona en la funcién

auditiva en condiciones controladas.

4.4 Receptores de andrégeno en niicleos de la via auditiva de P. thaul.

El efecto de la testosterona sobre la respuesta de las neuronas del 'I:S, podria
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 andrégeno para el
sub miicleo laminar del TS, nosotros no pudimos reportar marcas conspicuas a este nivel
de la via auditiva, sin embargo si encontramos células positivas para el receptor de
andrégeno en el nicleo DMN, homdélogo al niicleo coclear de mamiferos, en el nucleo
DTAM y a nivel del Pm, dorsal y lateral. Dada la conectividad entre estas regiones y el
TS, existe la posibilidad que la modulacién de las propiedades sensoriales de la neuronas
del TS en los machos de la especie P. thaul ocurra de manera indirecta.

Por otra parte debido al bajo niimero muestral en que se detect6 la presencia de
receptores de andrégeno y a la falta de cuantificacion de éstos, no es posible relacionar
variaciones en su expresion con distintos estados hormonales. Es posible que una

disminucion en los niveles de testosterona obtenidos mediante castracion o
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caracteristicos de una época no reproductiva se acompafie de una disminucién en los
niveles de expresion de los receptores para la misma hormona, pudiendo éstos
recuperarse cuando los animales reciben implantes o inyecciones de testosterona (Soma
y col. 1999, Xiao y Jordan 2002; Pouso y col. 2010). Esta dependencia de la expresién

de receptores de los niveles hormonales requeriria de estudios adicionales.

4.5 Selectividad neuronal y hormonas esteroidales -

Los resultados obtenidos mediante registros electrofisiologicos y deteccién de la
proteina EGR-1 mediante inmunocitoquimica en la células del Torus Semicircularis,
sugieren la existencia de plasticidad en la sensibilidad auditiva a nivel del sistema
nervioso en el anuro Pleurodema thaul, modulada por la hormona sexual testosterona.
Este hallazgo es concordante con numerosos estudios en los cuales se ha demostrado
modulacion de la sensibilidad de distintos sistemas sensoriales por hormonas sexuales
esteroidales en diferentes grupos de vertebrados: la modulacién por estradiol de la
sensibilidad auditiva en distintos nucleos de esta via sensorial, a mivel periférico y
central en aves (revisado en Maney y Pinaud 2011), el cambio en la sensibilidad del
saculo mediado por estradiol en el pez Porychtus notatus (tevisado en Sisneros 2009),
cambios en la sensibilidad de la via olfativa a feromonas por hormonas sexuales (Parker
y Mason 2012) en reptiles y en mamiferos roedores (revisado en Baum y Bakker 2013),
y cambios en la sensibilidad del sistema visual en humanos por influencia de las

hormonas sexuales (Little 2013).
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4.6 Selectividad neuronal auditiva y conducta

El resultado de la modulacion auditiva por testosterona encontrada en machos de
P. thaul en condiciones de cautiverio, podria también 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 segin la época del afio. Por ejemplo en condiciones naturales,
anuros machos de Rana catesbeiana (Licht y col. 1983), Xenopus leavis (Kang y col.
1995) y Rana esculenta (Polzonetti-Magni y col. 1998), presentan niveles de
testosterona plasmaética méas elevados durante los meses del afio correspondientes a la
época reproductiva que fuera de éstos. Deberia esperarse entonces que individuos que
se encuentren dentro de época reproductiva en condiciones naturales presenten una
mayor sensibilidad auditiva que los machos encontrados en condiciones naturales fuera
de época reproductiva, dependiendo de sus niveles de testosterona.

La sensibilidad auditiva a ciertas caracteristicas de estimulos pulsados ha sido
puesta en evidencia a nivel conductual en distintas especies de anuros, tanto en
experimentos de terreno como en experimentos en condiciones de laboratorio. Anuros
machos de Batrachyla antartandica muestran disminucion en su respuesta vocal
evocada al ser estimulados con estimulos con tasa de pulsos mayores a las del canto de
la especie (Penna y col. 1997). Anuros machos de Batrachyla taeniata en cambio
muestran un aumento ante cambios similares en la estimulacion (Penna 1997). Machos
de la rana Xenopus leavis discriminan cantos de hembras receptivas de las no receptivas,

en base a la distinta tasa de pulso que estas presentan (Elliot y col. 2007). También las
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respuestas vocales de machos de P. thaul dependen de la tasa de pulsos y otras

caracteristicas temporales de los estimulos (Velasquez y col 2014).

4.7 Posibles mecanismos de accién de la testosterona

El mecanismo por el cual la testosterona ejerce su efecto inhibitorio sobre la
actividad de las neuronas de TS queda fuera del ambito de esta tesis. Sin embargo, es
posible elaborar ideas acerca de la plasticidad mediada por hormonas sexuales

esteroidales, como se detalla a continuacion.

i) Modulacion de GABA por hormonas esteroidales

La testosterona podria tener un efecto inhibitorio sobre la actividad de las
neuronas del TS mediante en una modulacién de sinapsis GABA¢rgicas a nivel de
nucleos auditivos. Esta idea estaria apoyada en evidencias estructurales y fisioldgicas, ya
que diversos estudios han mostrado la existencia de terminales y somas positivos para
GABA en neuronas del TS de varias especies de anuros (Endepols y col. 2000, Hollis y
Boyd 2005). Ademas 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 también este firmaco produce cambios en la
selectividad temporal de neuronas del coliculo inferior de murciélagos (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 Hyla regilla

(Edwards y col. 2007, Leary y col. 2008). La modulacién del sistema inhibitorio por
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hormonas sexuales esteroidales en la sinapsis GABAérgicas ocurre en distintos niicleos
cerebrales que no son sélo auditivos y en distintos grupos de vertebrados, y posee cursos
temporales cortos y prolongados. Un ejemplo de este tipo de modulacién corresponde a
la recuperacién mediante la administracion de testosterona, de los niveles de GABA en
el septum y amigdala de ratas machos castradas (Earley y Leonard 1978). Sin embargo
en coniraste con esos estudios, ratas machos gonadectomizadas y tratadas con
testosterona muestran disminucion de la unién de muscimol (agonista de receptores
GABAA) en el hipotdlamo y adenohipofisis, indicando entonces una posible
disminucién de los receptores GA];AA en estas regiones (Lasaga y col. 1988).

También se conocen cambios en estos receptores debidos a la accion de estradiol.
Los niveles de expresion de las subunidades del receptor GABAA en el 4rea predptica y
en el lecho de la estria terminal del cerebro de ratas hembras disminuyen con el aumento
en los niveles de estradiol (Herbison y Fénelon 1995).

En aves se ha visto en aves que el estradiol disminuye la frecuencia de eventos
inhibitorios post-sindpticos en el nicleo 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 modulacién alostérica en el corto plazo de los receptores GABAA por
testosterona o algiin metabolito de ésta en el Torus de P. thaul, nuestros resultados
sugieren la participacién de modulacion de la expresion receptores en el largo plazo por
accion de testosterona. Verificar esta posibilidad requiere de futuros experimentos

adicionales.
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ii) Posible efecto dé algiin metabolito de la testosterona sobre células blanco.

No es posible descartar que los resultados obtenidos se deban al efecto directo de
la testosterona plasmaética, pues ésta 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 ejerceria mediante receptores de estradiol (Vagell y
McGinnis 1997, Tramontin y col. 2003). Esta hipétesis es apoyada por los estudios que
han descrito tanto la presencia de receptores de estradiol a nivel telencefalico (palio,
hipotdlamo, accumbens, amigdala), mesencefalico (Torus) como de cerebro posterior
(nicleo pre-trigeminal) (Morrel y col. 1975, Endepols y col. 2000, Chakraborty y
Burmeister 2010). Ademds existen estudios que describen la presencia de aromatasa
principalmente a nivel hipotalamico, de la amigdala y en grado menor a nivel
mesencefalico, 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 podria descartarse realizando estudios en los cuales animales
reciban implantes sistémicos como los aplicados en nuestro estudio, pero de DHT
(dihidrotestosterona). Esta hormona si bien se une a receptores de andrégeno, no es
metabolizable a estradiol. Otra alternativa para determinar si el efecto de testosterona
sobre las células del TS es mediado por estradiol o algin otro andrdgeno, seria
utilizando algiin bloqueador de receptores de estradiol como el tamoxifeno, o un
bloqueador de receptores de androgeno como la flutamida o bien un inhibidor de la
aromatasa como el ADT (Androstatriendiona) o fadrazola. Estas drogas podrian
utilizarse de manera sistémica o aplicada directamente en el TS. Sin embargo este tltimo

procedimiento, aun cuando aporta especificidad, no permite explorar posibles efectos
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indirectos de la hormona, que se ejerzan a través de otros nicleos que posean receptores

de testosterona y estén conectados con el T'S.

iii) Efectos de la testosterona a largo plazo

Existe la posibilidad de que los cambios registrados a nivel fisiologico en las
neuronas del TS de animales implantados se deban a cambios estructurales de las células
producidos en el largo plazo, ya que los animales se mantuvieron de 2 a 4 semanas con
los implantes. Estos cambios estructurales podrian ser modificaciones de la arborizacién
dendritica, pues por ejemplo en peces eléctricos de género Eigenmannia la selectividad
temporal se ha relacionado de manera directa con el grado de arborizacién que tengan
las neuronas del Torus (Fortune y Rose 1997).

Se sabe ademds que la testosterona produce cambios estructurales en neuronas de
diversos sistemas como en la arborizacién dendritica de las motoneuronas de los nicleos
cavernosos espinales en ratas (Kurz y col. 1986), y aumentando el volumen de las
motoneuronas de otros anuros (Potter y col. 2005). Por otra parte también es posible que
niveles de testosterona tipicos de época reproductiva favorecieran la neurogénesis o
retarden la muerte o recambio neuronal de manera ciclica durante el periodo de
apareamiento de la especie, promoviendo un recambio de neuronas con ciertas
propiedades de selectividad temporal por otras con una selectividad diferente. La idea de
la ocurrencia de neurogénesis durante la época reproductiva del animal dependiente de
niveles de testosterona ha sido sugerida por estudios en que se han reportado aumentos
volumétricos de distintas 4reas del cerebro: por ejemplo, del 4drea predptica del

hipotdlamo en la codorniz (Panzica y col. 1991), de los nticleos 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 han realizado estudios de variaciones volumétricas de nicleos
cerebrales dependientes de hormonas sexuales esteroidales. Sin embargo, si se ha
demostrado proliferacion celular en anuros adultos a nivel sub ventricular del
telencéfalo, hipotilamo ventral y mesencéfalo (Raucci y col. 2006; Almli y Wilczynski
2007). También en el laboratorio se ha observado en forma preliminar que inyecciones
de BrdU en la zona subventricular del telencéfalo inducen proliferacién celular en el

hipotalamo de hembras P. thaul adultas.

4.8 Conclusiones

Nuestros resultados sugieren que en machos de P. thaul, la elevacion de los
niveles de testosterona plasmdtica durante la época reproductiva en condiciones
naturales, produciria un aumento de la sensibilidad a nivel del TS a sefiales actisticas
coespecificos de relevancia bioldgica, como es un coro coespecifico o un estimulo 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 ofros estudios. Un rol modulador de la testosterona a nivel auditivo ha
sido también reportado en estudios recientes en aves, lo cual indicaria la generalidad de
este mecanismo de accién hormonal en vertebrados. Sin embargo, en este grupo de

vertebrados los cambios en la sensibilidad auditiva, modulado por testosterona, han sido
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detectados a nivel de nicleos auditivos telencefélicos y no mesencefalicos como lo
muestran los resultados de este trabajo para una especie de anuro chilena.

La mayor selectividad auditiva en machos de P.thaul, podria significar a nivel
conductual una mayor selectividad de los machos al canto de machos vecinos
coespecificos en agrupaciones corales naturales, lo cual contribuiria a la mantencién de
la actividad vocal necesaria para el apareamiento y la reproduccion.

Finalmente es pertinente destacar que este tipo de estudios sistémicos, si bien
resultan complejos por la diversidad de posibles explicaciones de los fenémenos
observados, tienen el atractivo de contribuir una visién mds objetiva de la relevancia de

los resultados obtenidos para la vida natural de las especies estudiadas.
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