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Resumen Tesis Doctoral M. F. Scaia

Rol de los estrdgenos en la fisiologia testicular del sapo
Rhinella arenarum (Amphibia, Anura).

El 6rgano de Bidder (BO) es una estructura caracteristica de los bufénidos,
entre ellos, Rhinella arenarum. Este O6rgano expresa varias enzimas
esteroidogénicas, incluyendo la aromatasa, responsable de la sintesis de
estrogenos. En algunos anfibios se propuso que el estradiol (E,) tiene un
efecto negativo directo sobre la funcion testicular, mas all4 de la regulacion
de las gonadotrofinas hipofisarias. En este marco, y utilizando como modelo
experimental machos de R. arenarum, los objetivos de esta tesis fueron:
analizar la capacidad del BO de producir E, a partir de sustratos endégenos,
medir las variaciones estacionales en la concentracion plasmatica de E,,
determinar la presencia del receptor testicular de estrégenos (ER) y analizar
el efecto del E,, a lo largo del afio, sobre las enzimas esteroidogénicas
citocromo P450 17oa-hidroxilasa-Cy7-50 liasa (CypP450cl7) vy 3pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/ isomerasa (3B-HSD/1), sobre la apoptosis
y la proliferacién. Los resultados obtenidos muestran que los niveles de E;
plasmético son significativamente menores durante el periodo pre
reproductivo (PreR) y que el BO es una de las principales fuentes de E,.
Ademas, se determinoé la presencia de ER en testiculo. El tratamiento con E;
no modificd ni la actividad ni la expresion del CypP450cl17, mientras que se
detect6 una inhibicion significativa de la actividad de 3p-HSD/I durante el
periodo post reproductivo (PostR). Por otra parte, se observd una elevada
tasa de proliferacion espermatogonial durante el periodo reproductivo (R) y
una marcada apoptosis durante el PostR. El tratamiento con E, estimuld la
apoptosis solo durante el periodo R y no se observo efecto en la
proliferacién de la linea espermatogénica. En conclusion, esta tesis describe
las variaciones estacionales en el E, plasmatico, la apoptosis y la
proliferaciéon testicular, y demuestra que el E, regula la esteroidogénesis

testicular y la espermatogénesis.

PALABRAS CLAVE: sapo, o6rgano de Bidder, estradiol, testiculo,

esteroidogénesis, apoptosis, proliferacion.



Abstract Tesis Doctoral M.F. Scaia

Role of estrogens in the testicular physiology of the toad Rhinella

arenarum (Amphibia, Anura).

Bufonids, among them Rhinella arenarum, are characterized for having a
structure called Bidder's organ (BO). This organ expresses steroidogenic
enzymes, including aromatase that is responsible for estrogens synthesis.
In several amphibians, it has been proposed that besides regulating
pituitary gonadotropins, estradiol could have direct negative effects on
testicular function. In this context, the purpose of this study was to describe
seasonal variations in plasma estradiol (E;) in males of R. arenarum, to
determine the capacity of the BO to synthesize E, from endogenous
substrates, to determine the presence of estrogen receptor (ER) in the
testes and to analyze the effect of E, on testicular steroidogenic enzymes,
like the cytochrome P450 17a-hidroxilase-Ci7-5 liase (CypP450c17) and 3p-
hydroxysteroid dehydrogenase/isomerase (3B-HSD/I), and on proliferation
and apoptosis of the germ line. Results indicate that plasma E, is
significantly lower during the pre reproductive (PreR) season than during
the reproductive (R) and post reproductive (PostR) seasons, and that the
BO is one of the main sources of plasma E,. After the presence of ER was
determined, testicular fragments were incubated with different
concentrations of E, Results indicate that E, has no effect either on
CypP450c17 activity or on protein level, while it reduces 3B-HSD/I activity
only during the PostR season. Furthermore, high rate of spermatogonial
proliferation was found during the breeding and elevated apoptosis in the
PostR season, mostly in spermatocytes. Treatments with E, stimulate
testicular apoptosis during the R season, with no effect on testicular
proliferation all year long. Taken together, these results demonstrate that
E, is involved in the regulation of testicular steroidogenesis and

spermatogenesis.

KEYWORDS: toad, Bidder organ, estradiol, testes, steroidogenesis,

apoptosis, proliferation.
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Especies de anfibios y sin nimos

El conocimiento de la diversidad de los anfibios es cambiante debido a que dia
a dia se realizan nuevas descripciones y revisiones. El parentesco entre las
especies se encuentra en revision constante y de alli surge que los nombres
gue se le otorgan a cada una sean muy variables. Dado que en esta tesis se
utiliza la nomenclatura mas actualizada, planteada por Frost (2011, Amphibian
Species of the World 5.5, an Online Reference, AMNH), a continuacién se

mencionan los sinénimos mas conocidos de las especies mencionadas:

Agalychnis dacnicolor = Pachymedusa dacnicolor = Phyllomedusa dacnicolor

Anaxyrus fowleri = Bufo fowleri
Anaxyrus woodhousii = Bufo woodhousii

Duttaphrynus melanostictus = Bufo melanostictus

Hypselotriton orientalis = Cynops orientalis

Lithobates catesbeianus = Rana catesbeiana
Lithobates pipiens = Rana pipiens

Litoria maini = Cyclorana maini

Litoria platycephala = Cyclorana platycephala
Pelophylax esculentus = Rana esculenta

Pelophylax nigromaculatus = Rana nigromaculata

Pelophylax perezi = Rana perezi
Rhinella arenarum = Bufo arenarum

Rhinella ict rica = Bufo ictericus

Rhinella marina = Bufo marinus
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I. Introducci n

Los anfibios

Los anfibios fueron los primeros vertebrados en pasar del
medioambiente acuatico al terrestre y se ha sugerido que evolucionaron a
partir de wun grupo primitivo de peces con aletas lobuladas hace
aproximadamente 350 millones de afios. El término “anfibio” proviene del
griego “amphi” (ambos) y “bio” (vida) y hace referencia a que estos individuos
habitan los ambientes terrestres y acuaticos, en mayor o menor medida, segun
el estadio de desarrollo y la especie a la cual pertenezcan. En general, cuando
existen estadios larvales, éstos son estrictamente acuaticos. En estos casos,
luego de la metamorfosis, los juveniles y adultos de algunas especies siguen
siendo de hébitat acuatico mientras que otros habitan el ambiente terrestre la
mayor parte de su vida y dependen del regreso al agua o a zonas de alta
humedad para reproducirse. A pesar de que éste es el ciclo de vida mas
frecuente, se han descripto especies con desarrollo directo como por ejemplo
Eleutherodactylus coqui, entre otras (Kulkarni y col., 2010) y también existen
otras que son acuaticas a lo largo de todo su ciclo de vida, como Xenopus
laevis.

Los anfibios son animales ectotérmicos, tienen una piel con numerosas
glandulas exocrinas y ciertas modificaciones que han resultado favorables en el
pasaje al ambiente terrestre. Entre ellas, se pueden destacar un sistema
respiratorio con pulmones y narinas pares y una estructura esquelética
resistente que permite soportar el peso del cuerpo en tierra gracias a las
extremidades y cinturas con elementos 0seos caracteristicos de los tetrapodos.
Ademas, poseen numerosas modificaciones a nivel sensorial, como por ejemplo
oidos con membrana timpanica y estribo, ojos en los cuales la principal
superficie de refraccién pasa a ser la cornea y la linea lateral presente, en

algunas especies, s6lo en algunas etapas del desarrollo (Hickman, 1998).

Los anfibios actuales pertenecen al grupo Lissamphibia, que esta
compuesto por tres clados. El orden Gymnophiona agrupa especies

vulgarmente conocidas como cecilias. Son anfibios vermiformes, sin miembros
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y con cola rudimentaria o ausente. Por otro lado, el orden Caudata hace
referencia a los anfibios lacertiformes con cola, entre los que se encuentran las
salamandras y los tritones. El orden Anura agrupa a las ranas, escuerzos y
sapos, que tienen un cuerpo acortado, sin cola y con miembros posteriores

maés largos que los anteriores (Montero y Autino, 2004).

El numero de especies de anfibios descriptas asciende a
aproximadamente 7125 (Frost, 2011) y cerca del 32% se encuentra en peligro

de desaparicion (IUCN, 2014 http://www.iucnredlist.org/). Al analizar

mundialmente el numero de especies en peligro critico y de especies
vulnerables, el mayor niumero de ellas se encuentra en la region geografica
neotropical (Holt y col., 2013). Entre los factores que contribuyen al declive
mundial de los anfibios se pueden mencionar el cambio climatico (Carey y
Alexander, 2003), la fragmentacion, modificacién y destruccién de habitats
(Davidson y col., 2001; Dodd y Smith 2003), la introducciébn de especies
exoticas, ciertas enfermedades especificas de gran impacto como la
quitridiomicosis (Berger y col., 2004) y los contaminantes quimicos
introducidos por la actividad humana (Relyea y Mills, 2001; Blaustein y col.,
2003,). Los mecanismos subyacentes a este fendmeno mundial son complejos
y muchos factores pueden actuar de manera sinérgica. Los anfibios son
extremadamente sensibles a los cambios ambientales y estas variaciones
pueden afectar su éxito reproductivo e incrementar la sensibilidad a los

agentes quimicos contaminantes.
Los anuros

Los anuros constituyen el grupo mas numeroso de los anfibios (87% de
las especies conocidas hasta el momento) y el mas extendido geograficamente
(vitt y Caldwell, 2009). Vulgarmente se los conoce como ranas, sapos Yy
escuerzos y si bien estos términos no estan definidos segun una clasificacion
taxondmica hacen referencia a tres grandes grupos eco-morfoloégicos. En la
mayoria de los casos su ciclo de vida es tipicamente anfibio: los estadios
larvales son estrictamente acuaticos mientras que la fase post metamorfica

suele ser terrestre pero altamente dependiente de la presencia de cuerpos de
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agua para reproducirse. Sin embargo, como ya se menciond, existen algunas
especies de anfibios anuros, entre ellas X. /laevis, que son acuaticas a lo largo

de todo el ciclo de vida.

Los miembros de este grupo son en su mayoria oviparos con
fecundacién externa. En la primavera, los machos cantan para llamar a las
hembras quienes entran al agua y son tomadas por los machos en un proceso
denominado “amplexo”. Durante este proceso ocurren cambios hormonales
gue llevan a que a medida que la hembra libera los oocitos el macho descarga
de manera coordinada el fluido seminal, produciéndose la fecundacién (Ishii e
[toh, 1992).

Rhinella arenarum

La familia Bufonidae est4d compuesta por 34 géneros de amplia
distribucion en el mundo. Los miembros de esta familia tienen ciertos rasgos
caracteristicos tales como 1) presencia de 6rgano de Bidder; 2) dientes
ausentes; 3) masculo constrictor posterior ausente; 4) cuerpos grasos
inguinales; 5) craneo altamente osificado. Esta familia incluye a los “sapos”
gue poseen miembros anteriores cortos, utilizados para caminar o saltar, piel
seca y cubierta de verrugas y glandulas parétidas localizadas detras de los ojos
(Montero y Autino, 2004).

Rhinella arenarum (ex Bufo arenarum, Frost 2011) es una especie de
bufénido sudamericano que posee una extensa distribucidon geogréafica que
abarca la regiéon comprendida entre el Departamento de Cochabamba en
Bolivia y la Provincia de Chubut en Argentina y desde el estado brasilefio de
Rio Grande do Sul hasta la Cordillera de los Andes (Gallardo, 1965). Esta
amplia regidon se caracteriza por tener ambientes muy heterogéneos. Abarca
zonas humedas y de clima tropical, con lluvias de hasta 1000 mm anuales, y
zonas secas y de clima frio, con menos de 500 mm anuales. Con respecto a la
altitud, la distribucién geogréfica de esta especie abarca algunas zonas a nivel

del mar y otras a 2500 m de altitud (Bolivia).



Introducci n Tesis Doctoral M. F. Scaia

A pesar de su amplia distribucién geografica, esta especie no posee unha
clara diferenciacion en subespecies. Esto puede deberse a que es una especie
adaptada a distintas condiciones ambientales y que, ademas, su tamafio y su
agilidad le permiten trasladarse con facilidad, contribuyendo asi a su amplia
distribucion. De todos modos, dentro de una misma poblacién se encuentran
variaciones en diversos caracteres morfoldgicos tales como el ancho y largo de
las glandulas parétidas. Ademas, se han descripto variaciones geograficas con
respecto a otros caracteres tales como las granulaciones dorsales, las crestas
cantales, los tubérculos sub-articulares, la longitud total del animal y el

didmetro timpanico (Gallardo 1965).

Con respecto a sus caracteristicas reproductivas, al analizar las
poblaciones de R. arenarum distribuidas en el Gran Buenos Aires y La Plata, se
describié que la época reproductiva abarca los meses correspondientes a la
primavera (entre mediados de septiembre y principios de diciembre), cuando
ocurren las mayores precipitaciones (Gallardo, 1974). Los machos de R.
arenarum llegan a la madurez sexual en el cuarto afio de vida, la cuarta onda
espermatogénica comienza en la primavera del tercer afio y finaliza en la
primavera del cuarto afio, momento en el cual los machos adultos se

reproducen por primera vez (Echeverria, 1987).
El test culo de los anfibios

El testiculo de los anfibios, al igual que el de los demas grupos de
vertebrados, esta organizado en dos compartimentos: el intersticial esta
compuesto por las células de Leydig, productoras de hormonas esteroideas
sexuales, por tejido conectivo y vasos sanguineos (Pudney, 1998), mientras
gque el germinal estd formado por I6bulos seminiferos, donde ocurre la
espermatogénesis (Wake, 1969; Duellman y Trueb, 1994). En los vertebrados
anamniotas, la unidad funcional de la espermatogénesis es el espermatocisto o
cisto, que se forma cuando una espermatogonia es rodeada por las
proyecciones citoplasmaticas de las células de Sertoli (Wake, 1969; Lofts,
1974; Duellman y Trueb 1994; Pudney, 1995). Dentro de cada cisto las

espermatogonias | proliferan por mitosis y se diferencian a
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espermatogonias Il, que luego comienzan la meiosis y dan origen a los
espermatocitos, espermatidas y espermatozoides maduros, los que
permanecen asociados a las células de Sertoli hasta su liberacién. La
organizacioén cistica lleva a que las células germinales dentro de cada cisto se
encuentren en el mismo estadio de la espermatogénesis. Durante el periodo
reproductivo se produce la espermiacion, que se definié inicialmente, y de
manera general, como el proceso por el cual los espermatozoides son liberados
desde el testiculo hacia el exterior (van Oordt y Klomp, 1946). Este proceso ha
sido ampliamente estudiado en diversas especies de anfibios, entre ellas, R.
arenarum (Pozzi y Ceballos, 2000; Pozzi y col., 2006, Volonteri y Ceballos,
2010).

En los anfibios, los ciclos reproductivos pueden ser continuos o
discontinuos (van Oordt, 1960). En los ciclos reproductivos continuos la
espermatogénesis esta activa durante todo el afio y si bien ciertos estadios
espermatogénicos predominan en distintas épocas del afio, hay produccion de
espermatogonias y espermatocitos constantemente. Por otro lado, en los ciclos
discontinuos las espermatogonias pierden su capacidad mitética cuando
comienzan a diferenciarse los espermatocitos, por lo cual solamente hay
espermatozoides en un periodo del afio en particular. Por lo general, los ciclos
continuos estan presentes en especies tropicales y subtropicales mientras que
las especies de zonas templadas poseen ciclos discontinuos o potencialmente

continuos (Rastogi y col., 1976; Lofts, 1987).

R. arenarum es una especie con ciclo espermatogénico anual continuo
dado que los testiculos nunca tendrian un verdadero estado de reposo (Cei,
1980). La progresion de la espermatogénesis fue descripta detalladamente por
Burgos y Mancini (1948), quienes describieron que la onda espermatogénica
comienza en octubre, durante el periodo reproductivo, cuando el nimero de
espermatogonias es maximo y hay pocos espermatocitos y espermatidas. En
noviembre y diciembre el nUmero de espermatogonias disminuye y aumentan
los espermatocitos | (intensamente picnoticos) y las espermétidas. En enero la

cantidad de espermatogonias se mantiene, los espermatocitos disminuyen y
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las espermatidas y matas de espermatozoides aumentan. En febrero y marzo
se incrementan los espermatocitos, las espermétidas y las matas de
espermatozoides. A partir de abril predomina la estructura de matas de
espermatozoides mientras que las espermatidas disminuyen y las
espermatogonias aumentan ligeramente. En mayo, junio y julio las matas de
espermatozoides siguen en aumento mientras que las espermatidas y las
espermatogonias Il disminuyen. En agosto se mantiene el predominio de las
matas de espermatozoides, que alcanzan su maximo en septiembre. Las
espermatogonias | y Il aumentan durante agosto y septiembre, mientras que
las espermatidas y los espermatocitos alcanzan su minimo. De este modo, en
septiembre se cierra el ciclo anual espermatogénico en esta especie, cuando
los testiculos poseen el mayor numero de matas de espermatozoides y
espermatogonias. Un patrén semejante en cuanto a la cantidad de
espermatozoides disponibles para ser espermiados, aunque desfasado
temporalmente, fue descripto por Pozzi y Ceballos (2000). En dicho trabajo el
méaximo de espermatozoides disponibles, es decir formando matas de

espermatozoides, se detectd en el mes de octubre.

Considerando el ciclo espermatogénico en su conjunto, surgen al menos

dos escenarios posibles:

a. Los espermatocitos que no alcanzan a diferenciarse en
espermatozoides podrian mantenerse latentes, esperando a la préxima
onda espermatogénica para continuar la espermatogénesis y constituir

las nuevas matas de espermatozoides del afio siguiente.

b. Los espermatocitos | y Il podrian ser eliminados de los
[6bulos seminiferos mediante algdn mecanismo de muerte celular,
mientras que las espermatogonias continuarian con una nueva onda

espermatogénica.

Estas dos opciones constituyen dos mecanismos posibles en la
espermatogénesis de R. arenaurm y no habian sido estudiadas hasta el

momento.
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Finalmente, con respecto a las variaciones en el compartimento
intersticial, en el verano el intersticio estd poco desarrollado y con células
semejantes a fibroblastos. A partir de junio aumenta su volumen por
hipertrofia e hiperplasia de sus células. A partir de este mes también comienza
a aumentar el numero de conductos excretores de espermatozoides, los cuales
comienzan a dilatarse y aumentan su luz. Ademas, los conductos excretores
tienen un epitelio cubico simple, que en agosto y septiembre aumenta de

altura hasta llegar a ser cilindricos (Burgos y Mancini, 1948).

Los esteroides testiculares

Como se menciond anteriormente, el compartimento intersticial posee
células de Leydig que son las encargadas de producir los esteroides sexuales.
En los anuros, existen variaciones estacionales en la sintesis de esteroides
testiculares y también en las concentraciones plasmaticas de diversos
esteroides sexuales. El patréon reproductivo en anuros se denomina asociado a
andrégenos cuando la época reproductiva se caracteriza por altas
concentraciones plasmaéaticas de dichos esteroides. Tal es el caso de Pelophylax
perezi, Lithobates catesbeianus, Agalychnis dacnicolor y X. laevis (Wetzel y
Kelley, 1983; Mendonc¢a y col., 1985; Rastogi y col., 1986; Delgado y col.,
1989). Por otro lado, en los casos en los que las concentraciones plasmaéticas
de andrbégenos son bajas durante la época reproductiva, se habla de un patrén
reproductivo disociado de andrégenos, como por ejemplo en Pelophylax
esculentus y R. arenarum, especies en las que los andrégenos aumentan
durante el otofio e invierno y disminuyen durante la primavera (Fasano y col.,
1989, 1993; Canosa y col., 2003).

En todos los vertebrados estudiados, el primer paso de Ila
esteroidogénesis es la conversion de colesterol en pregnenolona, esteroide de
21 atomos de carbono, mediante la enzima citocromo P450 colesterol
desmolasa (CypP450scc), de localizacion mitocondrial (Simpson y col., 1979;
Hall, 1994). A su vez, la transformacién de los esteroides de 21 atomos de
carbono en andrdgenos puede llevarse a cabo por dos vias distintas: la via A4

(3-oxo0-4-ene esteroides) y la via A5 (3p-hidroxi-5-ene esteroides) (Hall,
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1994). En nuestro laboratorio se demostré que la biosintesis de andrégenos en
R. arenarum se lleva a cabo casi exclusivamente por una via A5 de

isomerizacion tardia (Canosa y col., 1998, Canosa y Ceballos, 2001).

En R. arenarum, como en otros anfibios, la esteroidogénesis exhibe
importantes variaciones a lo largo del afio y este cambio se manifiesta en que
los andrégenos son el principal producto testicular solo fuera de la época
reproductiva. En ese momento ocurre un cambio en la biosintesis de esteroides
que pasa de la produccién de andrégenos a la de esteroides de 21 4tomos de
carbono (progesterona, 5a-pregnan-3a,20a-diol, 3a-hidroxi-5a-pregnan-20-
ona y 5a-preghan-3,20-diona) (Canosa y Ceballos, 2002a). Este cambio en la
biosintesis testicular se debe, al menos en parte, a la disminucién de la
actividad de la enzima citocromo P450 17-hidroxilasa, 17-20 liasa
(CypP450c17) durante el periodo reproductivo (Fernandez Solari y col., 2002).
Esta enzima cataliza la conversion de pregnenolona en 17-hidroxipregnenolona
y dehidroepiandrosterona y de progesterona en 17-hidroxiprogesterona y
androstenediona. De este modo, la enzima CypP450cl17 posee dos actividades,
la de 17-hidroxilasa y la de 17,20-liasa, ambas catalizadas por el mismo sitio

activo (Bhasker y col., 1989; Perrin y col., 1991).
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Figura 1. Via esteroidogénica en el testiculo de R. arenarum. (1) Citocromo P450
colesterol desmolasa (Cyp450scc); (2) Citocromo P450 17-hidroxilasa, 17-20 liasa
(CypP450c17); (3) 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa (3p-HSD/1); (4)
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; (5) 5a-reductasa; (6) 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa.

En R. arenarum se demostrd que la actividad de la enzima CypP450cl17
disminuye luego del tratamiento prolongado con bajas concentraciones de la
hormona foliculo estimulante (FSH) como con la gonadotrofina coridnica
humana (hCG), aun cuando las concentraciones requeridas de hCG son mucho
mayores. Por lo tanto, su disminucién en el periodo reproductivo podria
deberse, al menos en parte, a un aumento en la concentracion de FSH (Canosa
y Ceballos, 2002a, 2002b). Ademas, la actividad y expresion de esta enzima
son inhibidas por dexametasona y el derivado 5a-reducido de corticosterona.
Sin embargo, la disminucién de la actividad es mayor que la caida en la
cantidad de proteina, sugiriendo que la disminucién de la actividad enzimatica
inducida por los glucocorticoides podria deberse también a modificaciones
postraduccionales (Tesone y col., 2011, Tesis doctoral Dra. Regueira). Dado

gue la disminucion de la actividad de CypP450cl17 en el periodo reproductivo



Introducci n Tesis Doctoral M. F. Scaia

explicaria el cambio en la biosintesis de esteroides, esta enzima constituye un

punto clave de regulacion en la via esteroidogénica de esta especie.

Otros trabajos del laboratorio corroboraron que los niveles plasmaticos
de andrdégenos en R. arenarum disminuyen durante el periodo reproductivo
(Denari y Ceballos, 2005). Ademaés, fue en dicho trabajo en el que se propuso
dividir el periodo no reproductivo en dos, teniendo en cuenta las variaciones
mensuales en las concentraciones plasméticas de testosterona. El periodo no
reproductivo entonces fue dividido en el periodo pre reproductivo (PreR, mayo-
agosto), con niveles plasmaticos de testosterona muy elevados y un periodo
post reproductivo (PostR, enero-abril), con concentraciones plasmaticas de
testosterona intermedias. La notable caida de los niveles plasmaticos de
testosterona y 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) durante el periodo
reproductivo (R) permitié caracterizar a R. arenarum como una especie con un
patron reproductivo disociado de androgenos (Canosa y Ceballos, 2002a;
Canosa y col., 2003; Denari y Ceballos, 2005). En el trabajo de Denari y
Ceballos (2005) se analizaron también las variaciones estacionales en las
concentraciones plasmaticas de corticosterona, el glucocorticoide de esta
especie, y se observo que las concentraciones son minimas durante el periodo
PreR y maximas durante el reproductivo. De este modo, como se muestra en

la Figura 2, los tres periodos mencionados se caracterizan por lo siguiente:

- Periodo PostR: hay una activa sintesis de andrégenos y la produccién

de corticosterona es moderada.

- Periodo PreR: ocurre un aumento en la concentracion plasméatica de

andrégenos y una disminuciéon en la concentracion de corticosterona.

- Periodo R: hay una gran disminucién en la concentracion plasmatica
de androgenos y los niveles de corticosterona plasmatica son

maximos.

10
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Figura 2. Variaciones estacionales en la concentracién plasméatica de
corticosterona total ( O ), corticosterona libre (<) y testosterona total ( A). Los
resultados se expresan como el promedio + EE. El nidmero de animales vari6 entre
5y 8, dependiendo del mes. (Tomado de Denari y Ceballos, 2005).

Por otra parte, al igual qgue en mamiferos, las células de Leydig de los
anfibios expresan la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa
(3B-HSD/I1) (Arvy, 1962; Botte y Delrio, 1967; Antila y Saure, 1978; Pozzi y
col., 1997). Esta enzima es la encargada de convertir los 3B-hidroxi-5-ene
esteroides en 3-0xo0-4-ene esteroides, y constituye un paso fundamental en la
biosintesis de corticosteroides, progestagenos y andrégenos. En X. /aevis se
demostr6 que la actividad de esta enzima disminuye con la administracion de
gonadotrofinas (Wiebe 1970, 1971) y, ademas, en esta especie y en Lithobates
pipiens esta enzima se localiza en el reticulo endoplasmatico liso (Wiebe,
1972). En Rana temporaria y P. esculentus se describi6 que durante la
hibernacién las células de Leydig no tienen lipidos ni actividad de la enzima 3B-
HSD/I (Callard y col., 1978). A finales del invierno, las células comienzan a
llenarse de lipidos y la actividad de esta enzima aumenta. Luego de la puesta

de los huevos, tanto los lipidos como la actividad de la enzima comienzan a

11
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disminuir, las células de Leydig ingresan en regresion y no se las diferencia de
las células del tejido conectivo intersticial. En el caso de R. arenarum, la
enzima 3B-HSD/I testicular es de localizacién mitocondrial y microsomal y
ambas actividades son mayores en el periodo reproductivo al compararlas con
el no reproductivo, si bien no se habian analizado las diferencias entre el PreR
y el PostR (Pozzi y col., 1997). Se demostré también que esta enzima no es
regulada ni por FSH ni por hCG ni por la hormona liberadora de
gonadotrofinas, GnRH (Canosa y Ceballos, 2002b; Canosa y col., 2002), con lo
cual los factores que regulan a la enzima 3B3-HSD/I testicular en esta especie

permanecen desconocidos.

Existe una gran variabilidad en la regulacion hormonal de Ia
reproduccién en los anuros Yy estas evidencias demuestran que,
particularmente en R. arenarum, la profundizacion del estudio de las
variaciones estacionales en la esteroidogénesis testicular y de la
espermatogénesis constituye un factor clave que contribuye a un mayor

entendimiento de la regulacién hormonal de su ciclo reproductivo.

Regulaci n de la reproducci n

Como ocurre en todos los vertebrados, el control de la reproduccion en
los anfibios es ejercido por el eje hipotalamo-hip6fiso-gonadal. El término ‘eje’
hace referencia a la interaccion entre un componente del sistema nervioso
central (hipotalamo) y el sistema endocrino relacionado con la reproduccion, es
decir la hipofisis y las glandulas periféricas (ovario o testiculo). Las
gonadotrofinas hipofisarias tienen un rol clave en el control de la
gametogénesis y la funcién endocrina de las génadas (Norris, 2007). Todos los
vertebrados poseen dos gonadotrofinas, FSH y la hormona luteinizante (LH).
GnRH estimula a LH y FSH, que son liberadas al torrente sanguineo y de este
modo alcanzan sus 6rganos blanco, regulando asi el funcionamiento gonadal.
La funcién de las gonadotrofinas hipofisarias ha sido estudiada en la mayoria
de los vertebrados, aunque con mayor profundidad en los mamiferos. En este
grupo, LH estimula la sintesis de androgenos en las células de Leydig (Hall,

1994) 'y en las células de la teca de los foliculos

12
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ovaricos (Tajima y col., 2007). Por otra parte, FSH estd involucrada en la
produccién de gametas, entre otras funciones. En los machos actua sobre las
células de Sertoli, encargadas de coordinar la espermatogénesis y en las
hembras estimula el desarrollo de los foliculos ovéaricos. FSH también estimula
la expresion de la enzima aromatasa en las células de la granulosa del ovario y
en las células de Sertoli de los mamiferos pre puUberes, promoviendo asi la

conversion de andrégenos a estrégenos (Norris, 2007).

Diversos estudios en anfibios han analizado si la reproduccién en este
grupo se encuentra bajo el control de una o de dos gonadotrofinas, tal cual
ocurre en mamiferos. En anuros, diversos autores demostraron que existen
dos gonadotrofinas quimicamente distintas entre si y similares a LH y FSH de
mamiferos (Licht y Papkoff, 1974; Papkoff y col., 1976; Licht y col., 1977;
Takahashi y Hanaoka, 1981; Hanaoka y col., 1984; Takada y Ishii, 1984;
Takahashi y Hanaoka, 1985; Itoh y col., 1990; Itoh e Ishii, 1990; Hayashiy
col., 1992 a, b; Pinelli y col., 1996; Kim y col., 1998; Huang y col., 2001;
Komoike e Ishii, 2003; Zhang y col., 2007; Volonteri y col, 2013). Al igual que
en mamiferos, ambas gonadotrofinas estan formadas por dos subunidades, ay

B, siendo la subunidad B la que les confiriere especificidad de funcidn.

Con respecto a la funcién biol6gica de las gonadotrofinas, en R.
temporaria la administraciéon de LH en individuos hipofisectomizados induce la
espermiacion y la hipertrofia de las células de Leydig mientras que la inyeccién
de FSH estimula la division de las espermatogonias y de las células de Sertoli
(Lofts, 1961). Estos resultados sugirieron que en anuros la funcion testicular
esta regulada por dos gonadotrofinas, al igual que en mamiferos. Sin embargo,
otros trabajos fueron menos concluyentes con respecto a la especificidad de la
respuesta a LH y FSH (Licht, 1973; Callard y col., 1978). Por lo tanto, a pesar
de que en anfibios las gonadotrofinas pueden ser semejantes a FSH y LH de
mamiferos, no hay consenso acerca de las células blanco de cada una de ellas.
Ademas, si bien los genes que codifican para ambas hormonas y para sus
receptores estan diferenciados, la especificidad de los sitios de union no esta

claramente establecida. Por ejemplo en L. catesbeianus, cuando se utilizan LH

13
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y FSH homologas se observa que los receptores de FSH tienen baja
especificidad. La unién de FSH es completamente desplazada tanto por FSH
como por LH mientras que la unién de LH puede ser desplazada soélo
parcialmente por altas concentraciones de FSH (Takada y col., 1986). Por lo
tanto, en los anfibios, los receptores de gonadotrofinas tendrian una baja

especificidad, siendo mas especifico el receptor de LH que el de FSH.

En R. arenarum, la regulacion de la funcién testicular por las
gonadotrofinas fue estudiada por varios autores pero utilizando gonadotrofinas
heterdlogas. Las gonadotrofinas estimulan y mantienen la espermatogénesis,
el volumen del compartimento intersticial, la liberacién de los espermatozoides
y contribuyen a desarrollar y mantener los caracteres sexuales secundarios y el
comportamiento sexual (Burgos, 1951; Burgos y Houssay, 1957; Burgos y
Rufino, 1952; Iriarte y Burgos, 1958, Mancini y Burgos, 1947; Pisand y
Burgos, 1971; Pizarro y Burgos, 1963; Pozzi y Ceballos, 2000; Pozzi y col.,
2006). Con respecto al papel que ejerce cada gonadotrofina en la funcidn
testicular, en nuestro laboratorio se estudio el efecto in vitro de hCG, laLH y la
FSH, las dos ultimas recombinantes de origen humano, en la espermiaciéon y la
sintesis de testosterona. En primer lugar, se observé que tanto FSH como hCG
inhiben la sintesis de andrégenos luego del tratamiento in vitro por periodos
prolongados (Canosa y Ceballos, 2002b). Aflos mas tarde se encontré6 que
mientras que FSH estimula eficientemente la espermiacién, tanto LH como FSH
estimulan la sintesis aguda de andrdgenos, sugiriendo que la espermiaciéon y la
esteroidogénesis son inducidas por distintos receptores (Pozzi y col., 2006).
Cabe destacar que la aparente discrepancia entre ambos trabajos no es tal,
debido a que en el primer trabajo se evalu6 el rol de las gonadotrofinas luego
de tratamientos prolongados y, en cambio, en el segundo se estudiaron los
efectos agudos. Ademas se observé que, si bien las gonadotrofinas no tienen
efecto sobre la actividad de la enzima 3BHSD/I, tanto hCG como FSH inhiben
la actividad de las enzimas 5a-reductasa y CypP450cl7 testiculares (Canosa y
Ceballos 2002a, b). De este modo, FSH estaria involucrada en la regulacién de
los cambios que ocurren en la biosintesis de esteroides testiculares durante el

periodo reproductivo, tal como se mencionara en parrafos anteriores.
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Recientemente, en nuestro laboratorio se obtuvieron las secuencias de
las subunidades B de LH (LHB) y de FSH (FSHPB) de R. arenarum y el anélisis
filogenético sugiri6 que LHB posee una secuencia mas cercana a la de los
tele6steos que a la de los mamiferos y las aves mientras que la secuencia de la
subunidad B de FSH tiene mayor porcentaje de identidad con la de los
mamiferos. Se analizaron también las variaciones estacionales en la expresién
del ARNm de LHB y FSHB y se observd que la expresion de los ARNm parece
tener un patrén opuesto al de la concentracién plasmatica de andrégenos. La
expresion de los mensajeros de las gonadotrofinas es minima hacia finales del
periodo PostR y durante el PreR, y aumentan en el periodo reproductivo y a
comienzos del PostR (Figura 3, Volonteri y col., 2013). Si bien la expresiéon del
ARNm de las subunidades B podria no reflejar necesariamente lo que ocurre
con los niveles circulantes de gonadotrofinas, es un primer indicio de la
relacion entre ellas y los esteroides. Por otro lado, el tratamiento con
andrdgenos durante el periodo reproductivo inhibe la expresién del ARNm LHPB
mientras que el tratamiento con estrégenos inhibe la expresion del ARNm

FSHB durante todo el afio (Tesis doctoral, Dra. Volonteri).
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Figura 3: Variaciones estacionales en las expresion de los ARNm de FSHB y LHB y
en las concentraciones plasmaticas de testosterona. La cantidad de ARNm de las
gonadotrofinas estd expresada como el promedio de las relaciones de cada
ARNmM/GAPDH en cada mes + EE. Las concentraciones de testosterona estan
expresadas en ng/ml y como las medias £+ EE. Los nUmeros entre paréntesis
indican el nimero de animales analizados en cada mes. (Tomado de Volonteri y
col., 2013).

El rgano de Bidder

El 6rgano de Bidder (BO) es una estructura caracteristica de la familia
Bufonidae y esta ubicado en la zona anterior del testiculo. Histéricamente, este
6rgano fue comparado con un ovario atrofiado debido a que posee oocitos
arrestados en estadio joven, previtelogénico. Su presencia sisteméatica en el
extremo anterior de los testiculos de los bufénidos ha llevado a pensar en los
sapos machos como potenciales hermafroditas (Ponse, 1927a). Estudios
histologicos realizados en Rhinella icterica muestran que se pueden distinguir
una corteza, caracterizada por la presencia de oocitos y células foliculares y
una médula, donde hay vasos sanguineos y células pigmentadas que contienen

melanina (Farias y col.,, 2002). En la corteza pueden observarse foliculos
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bidderianos en distintos estadios de desarrollo. Si bien la gran mayoria son
previtelogénicos, en algunos oocitos pueden distinguirse nuacleos con
microvellosidades en la envoltura nuclear y con nucléolos ubicados

periféricamente, aspecto caracteristico de los oocitos vitelogénicos tempranos.

Si bien la presencia del BO en los machos de bufénidos es evidente
debido a que se puede distinguir facilmente del testiculo, su presencia en
hembras es mas dificil de determinar. Como el BO esta ubicado
adyacentemente a la géonada y dado que el ovario en anuros alcanza un gran
desarrollo y tamafio, es muy dificil distinguir el BO en hembras e incluso en
algunos casos, imposible. Segun la bibliografia, el BO fue registrado en
hembras de R. icteria (Farias y col., 2004), Bufo vulgaris (Ponse 1927b) y Bufo
bufo (Falconi y col., 2007). En Bufo lentiginosus se produce la desaparicién de
este 6rgano en las hembras jOovenes y no se encuentran trazas de él en
hembras de segundo afio (King, 1908), mientras que en Rhinella marina, esta

presente solo en machos (Brown y col., 2002).

En R. arenarum el BO es evidente desde la vida larval, en el estadio 26
(Gosner, 1960; Sassone y col., 2014). En las hembras de esta especie la
atresia de los foliculos bidderianos aumenta marcadamente durante el tercer
invierno y el 6rgano reduce su tamafo al llegar la primavera y, finalmente, en
el cuarto verano pierde su organizacion y desaparece totalmente (Echeverria,
1990). En cambio, en los machos juveniles el BO no desaparece y a partir del

cuarto afio de vida exhibe un patron ciclico anual (Echeverria, 1990).

En general, a lo largo de los afios, se propuso que el desarrollo del BO
en diversas especies de anuros permanece detenido por la diferenciacién de la
gonada funcional femenina o masculina. En B. vulgaris se observé que al
gonadectomizar sapos machos y hembras con gonadas funcionales, el BO
alcanza un desarrollo similar al de un ovario funcional en ambos sexos, cuyos
oocitos alcanzan estadios vitelogénicos (Ponse, 1927b). Debido a esta
potencialidad del BO, algunos autores consideran su presencia como una
posible estrategia reproductiva (Tanimura e Iwasawa., 1986). Por otra parte,

Pancak-Roessler y Norris (1991) también sugirieron que la inhibicion de la
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oogénesis en Anaxyrus woodhousii es debida a la presencia de un testiculo
funcional, dado que la orquiectomia bilateral provoca un aumento en el peso
de los BOs y favorece el desarrollo del los oocitos hacia estadios mas
avanzados. En Duttaphrynus melanostictus, se demostr6 que el mencionado
organo se atrofia como consecuencia de la administracion de testosterona,
apoyando la idea de que la funcionalidad del testiculo mantiene reprimida la
diferenciacion del BO (Deb y Chatterjee, 1963). Todas estas evidencias han
llevado a sugerir que la inhibicién de la oogénesis en el BO podria deberse a la
presencia de algun/os factor/res producidos por el testiculo funcional, siendo el

candidato mas firme la testosterona o alguno de sus derivados.

En R. arenarum, las observaciones macroscoépicas del BO reflejan que si
bien en la mayoria de los individuos el BO tiene un tamafo reducido con
respecto al tamafio testicular, en algunos casos el BO alcanza un gran
desarrollo y un tamafio mucho mayor que el del testiculo adyacente (Figura 4,
Scaia y col., 2011). Ademas, el analisis histol6gico mostré que si bien muchos
foliculos son previtelogénicos, otros se encuentran en vitelogénesis temprana,
con un citoplasma heterogéneo y una vesicula germinal central, e incluso otros
foliculos estan en el estadio de vitelogénesis tardia (Figura 5, Scaia y col.,
2011).
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Figura 4. (A) Testiculos de distintos tamafios pertenecientes a un mismo
individuo. Los 6rganos de Bidder (BO) en este caso son de menor tamafio que los
testiculos (T). Puede observarse también algunos fragmentos de cuerpos grasos
(CG). (B) Organos de Bidder de gran tamafio, mayor al testicular. (Tomado de
Scaia y col., 2011).

Figura 5. (A) Foliculos bidderianos en distintos estadios de desarrollo. La mayoria
de los foliculos son previtelogénicos (%), mientras que otros se encuentran en
vitelogénesis temprana (<) o tardia (%). (B) Detalle de un foliculo bidderiano en
vitelogénesis temprana. Obsérvese el citoplasma heterogéneo con vitelo ubicado
periféricamente (—»), vesicula germinal con membrana nuclear irregular (=—>) vy
numerosos nucléolos. (Tomado de Scaia y col., 2011).
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La capacidad esteroidogénica del BO fue analizada en diversas especies.
En D. melanostictus se registré6 la presencia de algunas enzimas
esteroidogénicas tales como la 3B-HSD/I y la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (Ghosh y col, 1984) y en A. woodhousii se localizé la actividad
de estas enzimas en el ooplasma y las células foliculares (Pancak-Roessler y
Norris, 1991). Por otra parte, en B. bufo se sugiri6 que la producciéon de
esteroides por parte del 6rgano permite pensar en los machos de esta especie
como “hermafroditas hormonales” dado que son capaces de producir estradiol
(E;) a partir de pregnenolona radioactiva (Colombo y Colombo Belvedere,
1980).

La presencia de E, en circulacién es un fendmeno que se observa en los
machos de numerosas especies de diversos grupos de vertebrados, inclusive
en anfibios. En algunas especies de anuros pertenecientes a la familia Ranidae
el E; plasmatico es de origen testicular (Polzonetti-Magni y col., 1984, Varriale
y col., 1986; Fasano y col.,, 1989) a diferencia de lo que ocurre en R.
arenarum. Si en esta especie hubiera E, en circulacion, los testiculos no serian
los responsables de su produccion debido a que no expresan la enzima
aromatasa (Canosa y col., 1998; Canosa y Ceballos, 2001). Por otra parte, el
BO de R. arenarum expresa varias enzimas esteroidogénicas tales como
Cyp450scc, 3B-HSD/I, CypP450cl17 y aromatasa, esta Ultima encargada de
producir estrégenos a partir de andrégenos aromatizables, lo cual sugiere que

el BO podria ser una fuente de E, plasmatico (Scaia y col., 2011).

Con respecto a las variaciones estacionales en el desarrollo del BO, se
encontré que el peso de estos 6rganos es menor en el periodo PreR, cuando
las concentraciones plasmaticas de andrégenos son maximas, Yy
significativamente mayor en el reproductivo, cuando los niveles de andrégenos
son minimos (Scaia y col., 2011). Estas observaciones sugirieron que podria
haber una regulacion negativa del desarrollo del BO por parte de los
androgenos. Sin embargo, no hay una correlacién significativa entre el
desarrollo de los BO y los niveles de andrégenos plasmaticos, sugiriendo que

otros factores hormonales podrian estar involucrados en la regulacion del
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desarrollo del BO. El tratamiento con dexametasona no altera la actividad de la
enzima aromatasa en el BO, sugiriendo que los glucocorticoides no estarian
involucrados en la regulacién de la produccién de estrégenos por parte del BO
(Tesis de Licenciatura, M.F. Scaia, 2010). De este modo, los factores
involucrados en la regulacién del desarrollo y la actividad esteroidogénica del

BO en R. arenarum se desconocen.

Surge entonces la siguiente pregunta: ¢Qué significado tiene en el
marco de la fisiologia reproductiva de los anfibios, profundizar el estudio del

BO y de su regulacion?

Algunos de los agentes quimicos utilizados actualmente como herbicidas
0 pesticidas se comportan como disruptores quimicos. Este término hace
referencia a aquellos compuestos quimicos que alteran la fisiologia de los
individuos debido a que interrumpen o modifican su regulacion enddcrina. En
mamiferos y reptiles se demostré que algunos de estos disruptores tienen un
efecto estrogénico debido a que aumentan la actividad de la enzima aromatasa
(Crain y col., 1997; Sanderson y col., 2001). Algunos trabajos proponen
efectos similares sobre dicha enzima y la consecuente feminizacién de larvas
de anfibios (Hayes y col., 2002 a y b; Fan y col., 2007; Hayes y col., 2010),
mientras que otros autores no encuentran efectos (Hecker y col., 2004, 2005b;
Coady y col., 2005). En Pelophylax nigromaculatus, la exposicién crénica a
microcistina, una toxina producida por la cianobacteria Microcystis, induce la
actividad de aromatasa y produce anormalidades en el testiculo (Jia et al.,
2014). Ademas, en Pleurodeles waltl la inhibicién de la aromatasa produce un
desvio en la proporcion de sexos, sugiriendo que los estrégenos son
fundamentales en la determinacién de la proporcién de sexos (Chardard and
Dournon 1999). En este contexto, es fundamental estudiar el efecto que tienen
los estrogenos sobre la funcién gonadal en especies pertenecientes a la familia
Bufonidae. El BO, caracteristico de las especies de esta familia de anuros, es
una estructura altamente afectada por las condiciones ambientales. Por
ejemplo, en R. marina se observo que las anormalidades encontradas en los

BO parecen responder a la intensidad de la actividad desarrollada en las zonas
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agricolas en donde los animales son capturados, de manera dosis-dependiente
(McCoy y col., 2008).

De todo lo expuesto, y dado que el BO puede estar presente en larvas
de ambos sexos y su aparicion durante el desarrollo de algunas especies es
previa a la diferenciacién del esbozo gonadal, resulta evidente que el BO no es
un ovario atrofiado, tal como fuera descripto histéricamente. La presencia de
foliculos vitelogénicos y de diversas enzimas esteroidogénicas sugiere que en
machos de R. arenarum el BO podria ser un érgano productor de estrégenos.
Su potencial para producir E;, y el hecho que el desarrollo de este 6rgano
pueda estar afectado por ciertos agentes quimicos empleados en la actividad

agricola realzan el interés por el estudio de su regulacién.

La apoptosis testicular

La espermatogénesis es el proceso durante el cual las espermatogonias |
sufren divisiones mitéticas sucesivas y se diferencian a espermatogonias I, las
cuales a su vez se diferencian a espermatocitos que ingresan en meiosis y dan
origen a las espermétidas y finalmente a los espermatozoides maduros. La
progresion de la espermatogénesis pareceria estar determinada por un
equilibrio dinamico entre la proliferacion celular y la muerte celular de la linea
germinal. En los testiculos normales no todas las espermatogonias ingresan en
la espermatogénesis para dar lugar a espermatozoides maduros y muchas de
ellas mueren antes de la iniciacién del proceso (Sinha y col., 1997; Lue y col.,
1997; Sinha y col., 2003). De este modo, un gran numero de células muere
diariamente para mantener la homeostasis testicular y, en este contexto, se
requiere un tipo de muerte celular en la cual no se desencadene una respuesta
inmune y se proteja el microambiente celular. Los principales tipos de muerte
celular son la necrosis, la autofagia y la apoptosis. La necrosis es causada por
factores externos tales como infecciones y toxinas y, generalmente,
desencadena una respuesta inmune. La autofagia, en cambio, involucra la
degradaciéon de componentes celulares mediante la via lisosomal. Por otro
lado, la apoptosis es una muerte celular programada que no involucra lisis

celular y, por lo tanto, no desencadena una reaccion inflamatoria. El término
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‘apoptosis’ fue utilizado por primera vez para describir un tipo de muerte
celular morfoléogicamente distinto al resto, en el cual se observaban rasgos
muy particulares como, por ejemplo, la fragmentacion del ADN, Ila
condensacion de la cromatina y la protrusién de la membrana plasméatica (Kerr
y col., 1972). La apoptosis es el tipo de muerte celular mas estudiado debido a
su gran impacto en la fisiologia de todos los tejidos. Este tipo de muerte celular
es fundamental, por ejemplo, en la morfogénesis de los tejidos durante el
desarrollo y en la regulacién fisiolégica del numero de células. El tejido con
mayor incidencia de apoptosis en los machos de vertebrados es el testiculo, ya
que el 75 por ciento de las células germinales masculinas son “eliminadas”
mediante este tipo de muerte celular (Shaha y col., 2010). La apoptosis en la
linea germinal puede ocurrir en cualquier estadio de la espermatogénesis y
puede ser inducida por factores celulares internos o por disturbios externos

gue afecten la viabilidad celular.

Existen dos caminos mediante los cuales puede ocurrir la apoptosis: la
via extrinseca, o mediada por receptor, y la via intrinseca, o mitocondrial. La
via extrinseca se desencadena cuando ciertos receptores (Fas) unen a sus
ligandos (FasL), lo cual desencadena la formacion del complejo DISC (‘Death-
inducing signaling complex’) y la activacion de la cadena de caspasas. En
cambio, la via intrinseca es principalmente regulada por proteinas de la familia
Bcl-2 (Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xl), que regulan positiva o negativamente la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberacion del citocromo c,
entre otros. Una vez en el citosol, el citocromo ¢ junto con otras moléculas
apoptoéticas forma el apoptosoma, que activa la cascada de caspasas efectoras
que llevan a la muerte celular. Si bien cada via tiene su mecanismo de acciéon e
involucra distintas proteinas, las moléculas de ambas vias pueden influenciar a
las moléculas de la otra y ambas participan en la apoptosis de las células
germinales durante la espermatogénesis. Algunas de las caracteristicas
histolégicas de las células apoptoéticas son: protrusion de la membrana
plasmatica (‘membrane blebbing’), condensacion de la cromatina, contracciéon
celular, vacuolizacion del citoplasma y aparicion de cuerpos apoptoéticos que

eventualmente son fagocitados (Majno y Joris, 1995). Dentro de las
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caracteristicas bioquimicas de la apoptosis se pueden mencionar la activacién
de caspasas y el clivaje y la fragmentacion del ADN (‘DNA laddering”) (Fadok y
col.,, 1992). De este modo, tanto las caracteristicas histolégicas como las
bioguimicas pueden emplearse en las diversas técnicas de deteccién de la

apoptosis.

En los mamiferos, la apoptosis de la linea germinal ocurre en distintos
momentos a lo largo de la vida de los individuos. En primer lugar, este tipo de
muerte celular ocurre durante la vida fetal, cuando la apoptosis temprana
elimina un cierto numero de espermatogonias pre meidticas (Rodriguez y col.,
1997). Mas adelante, durante la vida adulta, este tipo de muerte celular es
importante dado que elimina las células de la linea germinal que podrian haber
sido dafladas por la exposicibn a agentes ambientales téxicos,
quimioterapéuticos, calor, etc. (Wang y col., 2007). Ademas, se ha sugerido
gue la apoptosis tiene un rol fundamental en la infertilidad masculina ya que se
observaron marcadores apoptéticos tales como la activacion de caspasas y la
fragmentaciéon del ADN, en células germinales de testiculos de pacientes
infértiles (Paasch y col., 2004; Grunewald y col. 2009; Aitken y De luliis,
2010; Aitken y Curry 2011).

Con respecto al control hormonal de la apoptosis de la linea germinal en
machos, se demostré que tanto la exposicidon a un exceso de ciertas hormonas
como también la falta de ellas pueden desencadenar la apoptosis en el
testiculo (para una revision, ver Shaha 2008b). Durante la maduracion de los
tubulos seminiferos, tanto la testosterona como FSH en combinacién con el E,
promueven la supervivencia celular mientras que el E, en ausencia de otras
hormonas tiene un efecto pro-apoptético. Con respecto a la testosterona, en
primer lugar se observé que un exceso de esta hormona promueve la muerte
celular mediante un aumento en la expresion de Fas/FasL (Zhou y col., 2001)
y, por otro lado, la ausencia de testosterona estimula la actividad de las
caspasas y la fragmentacion de ADN en las células de Sertoli y no asi en la
linea germinal (Tesarik y col., 2002). EI E, regula el equilibrio entre la

supervivencia celular, la apoptosis y la proliferacion en numerosos tejidos, pero
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el motivo por el cual esta hormona cambia el equilibrio hacia la supervivencia o
hacia la muerte celular es objeto de numerosos estudios y no est4 aun del todo
dilucidado (para una revision, ver Vasconsuelo y col., 2011). En el caso del
testiculo, estudios in vivo e in vitro demostraron que los estrégenos inducen la
apoptosis de la linea germinal mediante un aumento en la expresion de
Fas/FasL (Nair y Shaha, 2003; Mishra y Shaha, 2005). Por otro lado, tanto
testosterona como FSH mantienen la homeostasis testicular inhibiendo las
seflales de muerte celular (Pareek y col., 2007). Estas evidencias sugieren que
la regulacion hormonal de la apoptosis constituye un mecanismo complejo que
involucra tanto el efecto individual como la accién sinérgica de diversas

hormonas.

Apoptosis y proliferaci n celular como reguladores de Ila

espermatog nesis en anfibios.

La apoptosis en el testiculo esta relacionada con el equilibrio entre el
niamero de células germinales y la capacidad de soporte de las células de
Sertoli y es por ello que el estudio de las variaciones estacionales en la
espermatogénesis en anfibios esta intimamente relacionado con la apoptosis

de la linea germinal.

Con respecto al mecanismo molecular involucrado en la apoptosis
testicular de anfibios, en Hypselotriton orientalis la apoptosis inducida por
estrés ocurre por la activacion de la caspasa 3 mediante las vias extrinseca e
intrinseca y que, probablemente, esto involucre a Apafl pero no a p53 (Wang
y col., 2012). Ademas, en P. nigromaculatus se observdé que la apoptosis
inducida por microcistina involucra a la via mitocondrial y al reticulo
endoplasmatico liso (Zhang y col., 2013). Sin embargo, son pocos los autores
gue investigan la apoptosis en anfibios haciendo foco en los mecanismos
moleculares, y la gran mayoria tiene un enfoque mas fisioldégico centrado en la

estacionalidad de la apoptosis dentro del contexto de la espermatogénesis.

Uno de los factores que podria regular la estacionalidad de la apoptosis

de la linea germinal es la temperatura. En Cynops pyrrhogaster, un urodelo
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que vive en zonas templadas, las bajas temperaturas inducen muerte celular
de las espermatogonias secundarias debido a un aumento en la concentracion
plasmatica de prolactina y, por lo tanto, los testiculos carecen de
espermatocitos durante el invierno, época que corresponde al periodo
quiescente (Yazawa y col., 1999). Sin embargo, en otro urodelo, Triturus
marmoratus, otros autores sugieren que la temperatura no influye sobre la
apoptosis testicular dado que se observan altos niveles de apoptosis tanto
durante el verano (en espermatocitos primarios) como el invierno (en
espermatogonias) (Ricote y col., 2002). Con respecto a los &podos, en
Ichthyophis tricolor las células germinales muestran diversas caracteristicas
apoptoticas durante la fase de regresion testicular, tales como nucleos
heterocromaticos, fragmentacién nuclear en cuerpos apoptéticos vy
marginalizacion nuclear, en la que la condensacién de la cromatina comienza
en la periferia nuclear y adquiere la caracteristica forma concava semejante a
"media luna”. La apoptosis durante la fase de regresion testicular fue
confirmada ademas mediante microscopia electronica y mediante el ensayo de
TUNEL (Smita y col., 2005). En algunos anuros, como L. catesbeianus de zonas
tropicales, hay una elevada produccién de espermatocitos durante el invierno y
luego, durante Ila primavera, se completa la meiosis y ocurre la
espermiogénesis y la espermiacion, procesos que se repiten en el verano
(Sasso-Cerri y col., 2004). Adem@as, en esta especie, se observan altos niveles
de apoptosis en los cistos en el periodo reproductivo, hacia finales de la
primavera, y durante el verano, época del afio que se asocia con un
fotoperiodo largo y elevadas temperaturas (Sasso-Cerri y col., 2006). En este
altimo trabajo, los nulcleos apoptéticos estan dentro de vacuolas que
generalmente se encuentran cerca o incluso rodeadas por células de Sertoli.
Ademas, el citoplasma de las células de Sertoli contiene estructuras
membranosas similares a cuerpos apoptoéticos. Estas observaciones en L.
catesbeianus concuerdan con trabajos anteriores que sugieren que las células
gue mueren por apoptosis durante la espermatogénesis son fagocitadas por las
células de Sertoli (Allan y col., 1992; Shiratsuchi y col., 1997; Sasso-Cerri y
Miraglia, 2002).
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Por otra parte, la espermatogénesis estd intimamente ligada a la
proliferacion de la linea germinal. La proliferacién de las espermatogonias fue
estudiada en diversas especies de anfibios, como por ejemplo C. pyrrhogaster
(Yuwen y col., 2008) y P. esculentus, siendo esta Ultima una de las especies
mas estudiadas. Uno de los primeros trabajos sobre la proliferacion celular en
anuros trata acerca de la localizacion de Jun, Fos, Myc y Mos en el testiculo de
P. esculentus (Chieffi y col., 1995). Estas proteinas son productos de la familia
de los proto-oncogenes, que son genes altamente conservados y que tienen
roles fundamentales en el control del desarrollo y la diferenciacion. Los proto-
oncogenes se expresan diferencialmente en los distintos estadios de la
espermatogénesis de P. esculentus. Si bien todos se expresan en las
espermatogonias | y IlI, Myc y Mos también se expresan en los espermatocitos
Il y Il, en tanto que Jun s6lo se expresa en los espermatocitos Il. Ademas, en
esta especie, Myc, Fos y Jun espermatogoniales translocan al nucleo cuando
comienza una nueva onda espermatogénica (a partir de febrero y marzo), lo
que sugiere que la actividad de los proto-oncogenes tiene un rol regulatorio en
la espermatogénesis de anfibios (Chieffi y col., 1995). Afios mas tarde, se
profundiz6 en el estudio de la actividad testicular de Mos en esta misma
especie y se observé que tanto el ARNm como la proteina estan presentes
durante todo el ciclo reproductivo. Ademas, la expresién del ARNm vy la sintesis
de la proteina aumentan significativamente en marzo y mayo,
respectivamente. De este modo, la maxima sintesis de Mos en mayo coincide
con que la proliferacién de las espermatogonias se enlentece y las divisiones
meibticas se aceleran, sugiriendo que esta proteina esta involucrada en la
regulacién de la proliferacion de las espermatogonias (Ferrara y col., 2004). En
esta especie, Chieffi y col. (2000a) analizaron también la localizacion
intratesticular mediante inmunohistoquimica y las variaciones estacionales en
la expresion de PCNA (proliferating cell nuclear antigen). PCNA es una proteina
nuclear altamente conservada y es un componente esencial en la replicacion y
reparacion del ADN. Es por ello que PCNA es uno de los marcadores
moleculares mas utilizados para el estudio de la mitosis del epitelio germinal.

Los autores mencionados observaron inmunomarca en las espermatogonias | y

27



Introducci n Tesis Doctoral M. F. Scaia

Il y, sorprendentemente, también en los espermatocitos |. Con respecto a las
variaciones estacionales, la maxima expresion de PCNA en las
espermatogonias | ocurre en marzo, mientras que en las espermatogonias ||
se produce en julio, octubre y noviembre. Por otro lado, los autores adjudican
la presencia de PCNA en los espermatocitos | al hecho de que esta proteina
ademas de estar involucrada en la replicacion del ADN participa también en su
reparacion. Las variaciones estacionales de PCNA en P. esculentus fueron
también estudiadas en relacién con las variaciones estacionales en la expresion
de c-kit, un proto-oncogen que es indispensable para la proliferacion y
diferenciacién de las espermatogonias (Vincent y col., 1998; Sette y col.,
2000). Se observé que c-kit se expresa en todos los estadios de la
espermatogénesis, y que tanto c-kit como PCNA aumentan significativamente
durante el periodo reproductivo (Raucci y Di Fiore, 2007). Estos resultados
sugieren que la méaxima proliferacion durante el periodo reproductivo esta

asociada a altos niveles de PCNA y a la activaciéon del sistema c-Kkit.

En vista de estos antecedentes, resulta evidente que tanto la apoptosis
como la proliferacibn son procesos muy complejos que involucran diversas
proteinas y mecanismos moleculares. La activaciéon diferencial de cada uno de
ellos en los distintos estadios de la espermatogénesis determina el balance
entre la apoptosis y la proliferacion celular. De este modo, resulta casi
imposible estudiar la espermatogénesis en anfibios sin hacer referencia a las

variaciones estacionales en la proliferacién y apoptosis testicular.

Regulaci n hormonal de la espermatog nesis.

Con respecto al control hormonal de la espermatogénesis, en mamiferos
se demostré que FSH, LH y testosterona regulan la progresion de la linea
germinal y que un exceso o bien la ausencia de estas hormonas pueden
estimular la apoptosis testicular. Como se mencion6 anteriormente, durante la
maduracion de los tubulos seminiferos, la testosterona y FSH, esta ultima en
combinacion con el E,, promueven la supervivencia celular mientras que el E;
en ausencia de otras hormonas tiene un efecto pro-apoptoético. La caida en las

concentraciones de FSH y de testosterona conduce a una activacion de las vias
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intrinseca y extrinseca, sugiriendo que ambas hormonas son fundamentales
para mantener la homeostasis espermatogénica (Pareek y col., 2007). La
importancia de la testosterona en el mantenimiento de la homeostasis se
manifiesta tanto por exceso como por su ausencia. El exceso provoca un
aumento en la expresion de Fas/FasL en testiculo mientras que su ausencia
estimula la actividad de caspasas y provoca fragmentaciéon en el ADN de las
células de Sertoli (Zhou y col., 2001; Tesarik y col., 2002). Por otro lado, si
bien en mamiferos FSH regula la espermatogénesis, su importancia en la
fisiologia testicular de roedores varia segun la especie. Se ha postulado que si
bien FSH esta involucrada en la regulacibn de la espermatogénesis, esta
hormona no seria esencial para mantener la fertilidad en ratones (para una
revisiéon ver Siegel y col., 2013). En cambio, en el hamster FSH estimula la
proliferacion de las células de Sertoli y es la principal hormona reguladora de la
espermatogénesis en adultos (Tarulli y col., 2006). En el caso de los primates,
las células de Sertoli expresan el receptor de FSH y el hecho de si esta
hormona es fundamental para mantener la fertilidad, o no, ha sido objeto de
profundos debates (para una revisién ver Plant y Marshall, 2001). Es decir que
el rol de FSH en la regulacién de la espermatogénesis varia entre y dentro de
los distintos grupos de mamiferos y “parecera estar adaptado a las
necesidades de cada especie” (tomado de una revisién de Schlatt y Ehmcke,
2014).

Otro factor involucrado en la regulacion de la fisiologia testicular es
GnRH, un neuropéptido de origen hipotalamico que pertenece a una familia de
decapéptidos encargados de promover y mantener las funciones reproductivas
en los vertebrados, entre otras cosas. Este neuropéptido juega un rol
fundamental en la regulacion del proceso reproductivo de los vertebrados y
desde su purificacion a partir de hipotalamo ovino (Burgus y col., 1972) se han
descripto numerosas formas (para una revision ver Kah y col., 2007; Kim y

col., 2011).

Como ya se menciond, GnRH tiene un rol fundamental en la regulacion

de la fisiologia testicular de los vertebrados (para una revisiéon, ver Meccariello
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y col., 2014) y puede regular eventos de proliferacion y de inhibicion de la
proliferacion celular. Por ejemplo, en ratones con la espermatogénesis
endogena bloqueada, el tratamiento in vivo con un agonista de GnRH
(leuprolide) estimula la colonizacion de células espermatogénicas en testiculo
luego de la implantacion de espermatogonias provenientes de ratones dadores
(Ogawa y col., 1998). Ademas, el tratamiento in vivo de ratas con un
antagonista de GnRH (Cetrorelix) indujo una disminucion de la apoptosis
espermatogonial, llevando a un incremento del nimero de espermatogonias
en comparacion con las ratas control (Shuttlesworth y col., 2000). Ademas,
GnRH tiene un efecto directo sobre el testiculo en diversos peces, roedores y
primates (para revisiones sobre este tema, ver Pierantoni y col., 2002; Kah y
col., 2007; Pierantoni y col., 2009; Chianese y col., 2011). En algunos casos
este efecto directo involucra una accion anti proliferativa, ya que modula la
apoptosis celular en la regresién de las gonadas en peces (Andreu-Vieyra y
col., 2005; Soverchia y col., 2007).

Otros actores fundamentales en la regulacion de la espermatogénesis
son las kispeptinas, neuropéptidos de origen hipotalamico que participan en la
regulacién del eje hipotadlamo-hipo6fiso-gonadal, al regular directamente a
GnRH o a las gonadotrofinas (Oakley y col., 2009). Si bien estos neuropéptidos
regulan principalmente la secrecion de GnRH por parte de las neuronas
hipotalamicas también participarian de la regulaciéon intra-gonadal (para una

revision, ver Meccariello y col., 2014).

En los anfibios, las neurohormonas también tienen un papel importante
en la regulacion de la reproduccién (para una revision, ver el capitulo 2 en
“Hormones and Reproduction of Vertebrates”, Vol. 2, por Tsai, 2011). En el
caso particular de P. esculentus, se propuso un mecanismo de regulacion
intratesticular en el cual GnRH gonadal estimula la produccién de andrégenos y
la proliferacion de las espermatogonias directamente mientras que los
andrégenos inducen la formacion de espermétidas y estimulan la proliferacion
de las espermatogonias (Minucci y col., 1992). En R. arenarum, GnRH también

tiene un efecto directo sobre el testiculo ya que reduce la produccién de
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testosterona mediante la inhibicion de CypP450cl17 (Canosa y col., 2002).
Ademas, el estudio de las formas de GnRH en larvas de esta especie sugiere
gue GnRH de mamifero es el péptido mayoritario y probablemente sea la Unica
variante de GnRH presente en el cerebro durante el desarrollo de esta especie
(Somoza y col., 1996). Ademés, se describio la localizacion de GnRH de
mamifero en el cerebro de adultos de esta misma especie y también se sugiri6
gue es la principal isoforma en adultos (Miranda y col., 1998). En el mismo
trabajo se detectaron fibras GnRHérgicas que desembocaban en la pars
nervosa de la neurohipofisis, lo cual sugeriria que GnRH puede llegar a la
circulacién general. Aldn se desconoce si GnRH tiene algun efecto sobre la

proliferacion de las espermatogonias en R. arenarum.

Por otra parte, durante la época reproductiva de P. esculentus hay una
asociacion positiva entre los elevados niveles de testosterona, la actividad
mitotica del epitelio germinal y la expresion de PCNA y c-kit, que como ya se
menciond son indispensables para la espermatogénesis y la proliferacion de las
espermatogonias (Raucci y di Fiore, 2007). Por otro lado, en L. catesbeianus se
observd, mediante inmunohistoquimica, que las células primordiales en el
testiculo retienen testosterona durante el invierno (Sasso-Cerri y col., 2005),
aunque estos resultados deberian ser revisados si se considera que los
esteroides no se almacenan dada su gran permeabilidad. Los autores de este
trabajo sugieren que las células primordiales actuarian como un reservorio de
andrégenos y que asi controlarian o bien la espermatogénesis temprana
durante el invierno o bien la espermiogénesis y la espermiaciéon durante la

primaveray el verano siguientes.

Los estrogenos y sus receptores también juegan un rol fundamental en
la regulacion de la espermatogénesis en mamiferos (Shaha, 2008a;
O” Shaughnessy, 2014). Los receptores de estrogenos pertenecen a la familia
de receptores nucleares (NR) que son factores de transcripcion activados por
sus ligandos. Se los clasifica como NR tipo | (receptor de estrégenos,
androgenos, glucocorticoides, mineralocorticoides y progesterona) o NR tipo Il

(receptor de hormona tiroidea, vitamina D y acido retinoico). Los receptores de
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estrogenos corresponden a los receptores NR tipo I, los cuales tienen una
localizacion citoplasmética cuando no estan unidos a sus ligandos y estan
asociados a chaperonas que mantienen la conformacion del receptor de modo
tal que este puede unir su ligando, pero no DNA. Luego de unirse a la
hormona, los receptores NRI tienen cambios conformacionales y traslocan al
nucleo, donde se asocian a la cromatina y regulan la transcripcion de genes
(para una revision, ver Bagamasbad y Denver, 2011; Nelson y Habibi, 2013).
Ademas, se han descripto por lo menos dos tipos, receptor tipo a y tipo B (ERa
y ERB). En mamiferos ERa tiene una expresion generalizada, mientras que ERpB
se expresa mayoritariamente en ovarios, pulpones y prostata (Couse y col.,
1997). En el testiculo de mamiferos las células de Leydig y Sertoli expresan
receptores para E, del tipo ERa y ERB, en tanto que las células germinales
poseen solo ERB. La presencia de ERB en la linea germinal se demostré en los
testiculos de diversas animales, como por ejemplo ratones, ratas, humanos,
lagartos y ranas (Saunders y col., 1998; van Pelt y col., 1999; Jefferson y col.,
2000; Aschim y col., 2004; Chieffi y Varriale, 2004; Selva y col., 2004; Stabile
y col., 2006; Vicini y col., 2006). Por otra parte, se han descripto también
receptores de membrana capaces de mediar acciones rapidas, no gendmicas.
Tal es el caso de GPR30, un receptor acoplado a la proteina G que una vez
unido al E; desencadena una cascada sefializacion de segundos mensajeros
(Nelson y Habibi, 2013). A pesar de la importancia que tiene la existencia de
un receptor de E, que medie efectos no gendmicos, los resultados que
proponen que GPR30 funciona como receptor de estrégenos son aln
controversiales (para una revision acerca de esta controversia, ver Langer y
col., 2010).

Las células de la hipoéfisis y las células de la linea germinal, entre otros
tipos celulares, expresan receptores para estrégenos (ERa y ERB) y se ha
demostrado que ratones que no expresan ERa son infértiles debido a que la
accion de los estrégenos durante el periodo neonatal es fundamental para el
correcto funcionamiento de la espermatogénesis y la fertilidad en individuos
adultos (Sinkevicius y col., 2009). En cambio, si bien aquellos ratones que no

expresan ERP también son estériles, esto no seria debido a una
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espermatogénesis defectuosa (Antal y col., 2008). Por otro lado, distintos
agentes quimicos con funcidon estrogénica podrian actuar como agonistas o
antagonistas de distintas hormonas, interfiriendo asi con la regulacién de la
espermatogénesis, lo que provocaria una disminucién de la fertilidad (Nikula y
col., 1999). Se demostré también que la administraciéon de estrégenos es
perjudicial para la produccién y maduracién de los espermatozoides (McGlynn
y col., 2008). Esto podria estar relacionado con que, como se menciond
anteriormente, los estrdégenos inducen la apoptosis de las células germinales
mediante la via extrinseca y mediante una estimulacion del sistema Fas/FasL
(Nair y Shaha 2003; Mishra y Shaha 2005). El efecto que tienen los estrégenos
en la apoptosis y la funcion testicular de mamiferos ha llevado a la
especulacién de que podria existir una relacién entre un aumento de los

contaminantes estrogénicos ambientales y la reduccion de la fertilidad.

En el caso de los anfibios, la espermatogénesis también esta bajo el
control de las gonadotrofinas y los esteroides sexuales. En urodelos se
demostr6 que la administracion de FSH de mamiferos en individuos
hipofisectomizados de P. waltl y Ambystoma tigrinum estimula la
espermatogénesis (Andrieux y col., 1973; Moore, 1975). Ademéas, en C.
pyrrhogaster, la FSH porcina promueve la proliferacion de las espermatogonias

y su diferenciaciéon a espermatocitos | (Jiy col., 1992; Ito y Abé, 1999).

Con respecto a los andrégenos, se considera que la testosterona tiene
un rol central en la regulaciéon de la espermatogénesis, pero su modo de accién
difiere entre las especies. En R. arenarum los andrégenos aumentan el tamafo
testicular (Penhos, 1956) y en Anaxyrus fowleri estimulan la espermatogénesis
pero la suprimen en diversas especies de Rana (Euphlyctis hexadactylus, R.
temporaria, P. esculentus, Hoplobatrachus tigerinus y L. pipiens) y en D.
melanostictus (para una revisién, ver Rastogi y lela, 1980 y el capitulo 3 en
“Hormones and Reproduction of Vertebrates”, Vol. 2, por Propper, 2011). En
algunas especies, como P. perezi y Rana italica, las concentraciones de
testosterona son elevadas durante la época de proliferacion espermatogonial

pero luego disminuyen en los estadios mas avanzados de la espermatogénesis
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(Delgado y col., 1989; Guarino y col., 1993). Por otro lado, en las ranas
desérticas Litoria platycephala, Litoria maini y Neobatrachus sutor, se observé
gue durante la estivacién las variaciones en los niveles de testosterona
correlacionan significativamente con las variaciones en los didmetros de los
I6bulos seminiferos y con el indice gonadosomatico y los autores sugieren que
dicho andrégeno tendria un rol fundamental en el control de la actividad

testicular (Shalan y col., 2004).

Otras hormonas que pueden participar en la regulacion de la
espermatogénesis son los glucocorticoides. Un aumento en las concentraciones
plasmaticas de corticosterona o cortisol como consecuencia de una situacién de
estrés, por ejemplo, podrian afectar la espermatogénesis ya que en mamiferos
elevados niveles de glucocorticoides afectan la liberacion de gonadotrofinas y
de esteroides sexuales. En el sapo D. melanostictus se demostr6 que los
tratamientos in vivo con corticosterona por cortos o largos periodos suprimen
la espermatogénesis (Biswas y col., 2000). De modo similar, en L. pipiens se
demostr6 que la administracion de corticosterona durante 20 dias inhibe
significativamente la formacién de espermatocitos Il y espermatidas (Tsai y
col., 2003). En este ultimo caso se observo también que la 5a-DHT reduce la
cantidad de espermatogonias Il y de espermétidas y estimula la formacion de

espermatocitos |.

Estas evidencias sugieren que la espermatogénesis en anfibios es un
proceso muy complejo, en el cual cada estadio celular puede ser regulado de
modo distinto por diferentes esteroides y el rol de los distintos participantes

puede diferir entre las distintas especies.

Efecto del estradiol sobre la espermatog nesis de anfibios

Con respecto al control que ejercen los estrogenos sobre la fisiologia
testicular de anfibios, en salamandras se demostré que los estrégenos actuan
tempranamente en el proceso espermatogénico y que regulan los estadios
premeiodticos de la espermatogénesis (Callard, 1992). En L. catesbeianus se

observé inmunomarca de PCNA en un gran numero de células primordiales
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germinales (CPG) en los testiculos de animales capturados durante el verano,
asociado a una elevada actividad de aromatasa testicular y a una gran
expresion del receptor testicular de estrégenos (Caneguim y col., 2013a).
Ademas, se detect6 inmunomarca del receptor de andrégenos durante el
invierno y del receptor de estrogenos durante el verano, cuando hay elevada
proliferacion de espermatogonias (Caneguim y col., 2013b). De este modo,
estos autores sugieren que los androgenos y los estré6genos tienen un rol
importante en el control de las espermatogonias primordiales y en las
variaciones estacionales de la espermatogénesis. Estudios in vivo en L. pipiens
sugieren que el E, puede tener un efecto tanto inhibitorio como estimulatorio
dependiendo del estadio de la espermatogénesis, ya que el tratamiento con
estrogenos durante 20 dias retarda la formacion de espermatogonias
secundarias y espermatocitos pero acelera los estadios méas tardios (Tsai y
col., 2003).

Por otra parte, el estudio de las variaciones plasmaticas de E, en P.
esculentus demostr6 que las concentraciones son maximas durante abril y
mayo, meses que corresponden al periodo reproductivo (Varriale y col., 1986,
Fasano y col., 1989). Durante este periodo del afio hay también una elevada
actividad mitogénica y la expresiéon de PCNA en las espermatogonias | es
méaxima (Chieffi y col., 2000a). Este analisis sugiere una posible relacion entre
el E; y la proliferacion de las espermatogonias. Mas tarde, estudios in vitro
demostraron que el tratamiento con E, estimula la mitosis de las
espermatogonias (Minucci y col., 1997) y que esto seria mediante la activacion
de c-fos y la inducciéon de proteinas kinasas (Cobellis y col., 1999; Chieffi y
col., 2000b). A su vez, se demostr6 que la induccion de la proliferaciéon
espermatogonial es inhibida por la melatonina (d” Istria y col., 2003). Ademas,
se determin6 que el E; induce la activacién de Akt-1, que inactiva moléculas
pro-apoptoticas tales como Bad y caspasa-9 (Stabile y col., 2006). En este
trabajo se determiné también la presencia en el testiculo del ERB, cuya

expresion es maxima en el periodo reproductivo.
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De todo lo expuesto resulta evidente que el mecanismo de accion del E,
sobre la espermatogénesis es complejo, ya que esta hormona tiene efectos
inhibitorios o estimulatorios en los distintos estadios y en los diversos modelos
de anfibios. Lamentablemente la mayoria de los trabajos se refiere a la
relacion entre el E; y la proliferacién espermatogonial y no hay estudios acerca

del efecto de E, sobre la apoptosis testicular en anfibios anuros.

Efecto del estradiol sobre la esteroidog nesis testicular

Por otra parte, en diversas especies se encontrd una relacion entre el E,
y la actividad de algunas enzimas esteroidogénicas testiculares. En peces,
particularmente en trucha, se observé que el tratamiento con E, disminuye la
expresion de las enzimas CypP450c17, 3B-HSD/I y 11B-hidroxilasa (Govoroun
y col., 2001). Con respecto a los anfibios, la exposicién de adultos de X. laevis
a E, durante 49 dias produce una disminucion significativa de los niveles
plasmaticos de testosterona aunque no se determind si es debido a una
disminucion en la actividad de enzimas esteroidogénicas o, por ejemplo, de las
concentraciones plasmaticas de gonadotrofinas (Hecker y col., 2005a). Por otro
lado, en machos de P. esculentus, los niveles de E, plasmatico aumentan
tempranamente en el verano y, a continuacién, los niveles de testosterona
plasmética disminuyen. En base a estas evidencias indirectas, los autores
infieren que la caida en la concentracién de andrégenos se debe a que el E;
inhibiria la liberacibn de GnRH y la secrecién de LH, aln cuando no poseen
evidencias directas que avalen su propuesta (Polzonetti-Magni y col., 1984).
Ademads, en esta misma especie, el tratamiento in vitro de testiculos con E,
durante 6 y 24 hs provocO una disminucion en la produccién de andrégenos
(Pierantoni y col., 1986). Mas tarde, otros estudios in vitro demostraron que el
E, disminuye la sintesis de andrégenos mediante la inhibicién de la actividad
de la actividad 17-hidroxilasa del CypP450cl17 testicular (Fasano y col., 1989,
1991). Ademas, recientemente en P. esculentus se estudio la relacién entre las
kispeptinas y el E,. En esta especie se demostré que el receptor de kispeptinas
del testiculo es dependiente de E, y que las kispeptinas modulan la expresién

del receptor testicular de estrégenos. Esto sugiere que las kispeptinas y sus
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receptores podrian estar involucrados en la modulacién de las funciones

testiculares reguladas por E, (Chianese y col., 2013).

Todos estos resultados sugieren que en algunas especies de anfibios el
E, puede regular la produccion de andrégenos mediante un efecto directo sobre
las enzimas esteroidogénicas testiculares o mediante la modulacién del eje

hipotalamo-hipéfiso-gonadal.
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II. Objetivos e Hip tesis

A partir de los antecedentes previamente comentados en los anuros en general
y en R. arenarum en particular, el objetivo general de esta tesis es estudiar la

relacién entre los estrégenos y la fisiologia testicular.

La hipétesis general de trabajo que se plantea es que en los machos de R.
arenarum los estrégenos se sintetizan en el érgano de Bidder y que tienen un
rol fundamental en la regulacién de la fisiologia testicular, inhibiendo la

produccién de andrégenos y regulando la espermatogénesis.

Para llevar a cabo el objetivo principal y poner a prueba la hip6tesis de trabajo,

la tesis estd organizada en tres partes:

En el Capitulo | se aborda el estudio de las variaciones estacionales en las

concentraciones de estradiol plasmatico y la produccion de esta hormona por

parte del 6rgano de Bidder. Los objetivos especificos de esta seccién son:

- Determinar las variaciones estacionales en los niveles de estradiol

plasmético.

- Evaluar la capacidad del 6rgano de Bidder de producir estradiol a partir de

sustratos endogenos.

- Estudiar la relacién entre la actividad total de la enzima aromatasa del

organo de Bidder y los niveles de estradiol plasmaticos.

Teniendo en cuenta que en R. arenarum los testiculos no producen estradiol y
considerando que el 6rgano de Bidder posee enzimas esteroidogénicas, las
hipotesis de trabajo vinculadas a estos objetivos, que se ponen a prueba en

este capitulo son:
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- Existen variaciones estacionales en las concentraciones de estradiol

plasmatico.

- El 6érgano de Bidder es capaz de producir estradiol a partir de sustratos
endbgenos.

- Existe correlacién entre las concentraciones plasméaticas de estradiol, la
actividad de la enzima aromatasa y la produccién de estradiol por parte del

organo de Bidder.

En el Capitulo Il se estudia la localizacion del receptor de estrégenos en el

testiculo y en el o6rgano de Bidder asi como también las variaciones
estacionales en la espermatogénesis y en la proliferacion celular de ambos

o6rganos. Los objetivos especificos de esta parte son:

- Determinar la presencia del receptor de estrogenos en el testiculo y en el

organo de Bidder.
- Estudiar las variaciones estacionales en la apoptosis testicular.
- Ildentificar cuales son los tipos celulares que sufren apoptosis.

- Analizar las variaciones estacionales en la proliferacion de las

espermatogonias.

- Analizar las variaciones estacionales en la proliferacion de las células

foliculares de los foliculos bidderianos.

Las hipotesis de trabajo vinculadas a estos objetivos y que se ponen a prueba

en esta tesis son:

- Tanto el testiculo como el 6rgano de Bidder expresan el receptor de
estrégenos.

- La apoptosis en el testiculo, a lo largo del afio, ocurre principalmente en los
estadios mas avanzados de la espermatogénesis y no en los estadios

tempranos.
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- La apoptosis testicular y la proliferaciéon de las espermatogonias son mayores

en el periodo con maximos niveles de estradiol plasmatico.

- La proliferaciéon de las células foliculares en el érgano de Bidder es mayor

cuando los niveles de estradiol plasméatico aumentan.

En el Capitulo Ill se aborda el estudio del efecto de estradiol sobre algunos

aspectos de la fisiologia testicular. Los objetivos especificos de esta parte son:

- Evaluar el efecto de estradiol sobre la actividad enzimatica y la expresion de

la proteina CypP450cl7.
- Analizar el efecto de estradiol sobre la actividad de la enzima 3BHSD/I.
- Determinar el efecto de estradiol sobre la apoptosis testicular.

- Estudiar el efecto de estradiol sobre la proliferacion de la linea germinal.

Las hipdtesis de trabajo vinculadas a estos objetivos y que se ponen a prueba

en esta tesis son:

- El estradiol regula negativamente la esteroidogénesis testicular al inhibir la

actividad de las enzimas esteroidogénicas.

- El estradiol regula la espermatogénesis, estimulando la apoptosis y

promoviendo la proliferacién espermatogonial.
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III. El rgano de Bidder y la producci n de estradiol

Materialesy M todos

Animales

Para llevar a cabo los experimentos se emplearon 70 sapos machos
adultos de la especie R. arenarum. Los individuos fueron recolectados en zonas
no agricolas de la Provincia de Buenos Aires a lo largo del afio. La madurez
sexual de los individuos se corrobor6 observando el tamafio y las
caracteristicas tipicas de los machos adultos como el canto y la presencia del
callo nupcial. Los animales se mantuvieron en un predio con vasta vegetacion
y libre acceso a agua en el Bioterio de Animales No Tradicionales de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires en
condiciones naturales de luz y temperatura. Se los aliment6 con grillos y
zofobas (Zophobas morio) (Hadfield y col., 2006). El dia anterior a cada
experimento se los trasladé al laboratorio, donde se los acondicion6 en un cubil
a temperatura ambiente y libre acceso a agua. Todos los ensayos se realizaron
durante los periodos pre reproductivo (PreR, mayo a agosto), reproductivo (R,
septiembre a diciembre) y post reproductivo (PostR, enero a abril) (Denari y

Ceballos, 2006) de los aflos comprendidos entre el 2010 y el 2012.

Los individuos fueron anestesiados por inmersiéon en 1% de solucion
acuosa de tricaina metano sulfonato (MSS, Sigma-Aldrich, EEUU) neutralizada
con bicarbonato de sodio de acuerdo con Gentz (2007) y su muerte fue
consecuencia de los procedimientos quirargicos. Los experimentos se
realizaron siempre en el mismo horario del dia, entre las 10 am y las 12 am,
con el objetivo de excluir la posible variabilidad en los resultados debido a los
cambios circadianos en la produccién de hormonas. Este protocolo esta en
concordancia con los principios establecidos en “Guiding Principles for the Care
and Use of Research Animals promulgated by the Society of the Study of
Reproduction” y cuenta con la aprobacién de la “Comisidn Institucional para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” (Protocolo N° 21), Facultad de
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Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires,

Argentina.
Obtenci n y procesamiento de plasma y tejidos

De todos los individuos utilizados se extrajeron rapidamente los BO por
diseccion ventral, se pesaron y se procesaron de acuerdo con las
caracteristicas de cada protocolo, tal como se detalla mas adelante. En todos
los casos se extrajeron también los testiculos, que fueron pesados con el
objetivo de realizar los analisis que se detallan més adelante. Ademas, de cada
ejemplar se extrajo aproximadamente 1 ml de sangre por puncién cardiaca
utilizando jeringas heparinizadas y se la centrifugd a 4°C en tubos
heparinizados a 3500 rpm durante diez minutos para la obtenciéon de plasma.
Para determinar los niveles circulantes de testosterona y estradiol (E,;), se
trataron alicuotas de 10 o 20 ul de plasma durante toda la noche con diez
veces el volumen de metanol con el objetivo de precipitar las proteinas. Luego
de evaporar el metanol las muestras se resuspendieron en el buffer RIA

correspondiente a la determinacién de cada hormona.

Tratamientos de los rganos de Bidder

Con el objetivo de analizar la produccion de E, in vitro por parte de los
BO obtenidos durante todo el afio, se incubaron individualmente en 1 ml de
medio Krebs-Ringer-Glucosa-Hepes (KRGH) en placas multipocillo durante 2 hs
a 28°C en agitacién. Para ello se emplearon é6rganos de 47 animales de
distintos periodos (16 animales del periodo PreR, 17 del R y 14
correspondientes al PostR). Al cabo de las 2 hs se retiraron los medios de
incubacion y se almacenaron a -20°C. Se emplearon alicuotas de 200 pul de
estos medios para determinar mediante radioinmunoensayo (RIA) la cantidad

de E, producido.
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Cuantificaci n de hormonas mediante radioinmunoensayo (RIA)
RIA de E,

Las muestras se resuspendieron en 750 pl de Buffer RIA E;, pH 7,4. La
cuantificacion de E, plasmatico se llevé a cabo mediante radioinmunoensayo,
utilizando el marcador radioactivo [2,4,6,7-*H]-E, (70,0 Ci/mmol; Perkin-Elmer
Life Science, MA, USA) y un anticuerpo policlonal anti-E, preparado en oveja
(Universidad de Colorado, CO, USA). Dicho anticuerpo presenta una muy baja
reactividad cruzada (<1%) con estrona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona
y 5a-pregnan-3-20 diona, y niveles de reaccién cruzada menores al 0,01% con
testosterona y 5a-dihidrotestosterona. La dilucion final del anticuerpo anti-E;
fue de 1:250.000. Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron,
respectivamente, de 6,7% y 11,5%. Los limites de sensibilidad del ensayo

estuvieron entre 0,625 y 80 pg.

La curva de calibracibn se obtuvo incubando en buffer RIA
concentraciones crecientes de E, frio (6,25 y 800 pg/ml) con una cantidad fija
de E,-H® (4,54 nCi) y del anticuerpo. La radioactividad total se calcul6
incubando el marcador radioactivo (E,-H®) en ausencia del anticuerpo y de
carbon-dextrano. La unidn inespecifica se determiné incubando el radiois6topo
en ausencia de anticuerpo. El unido maximo se calculé en presencia de E,-H?y
anticuerpo, en ausencia de masa radioinerte. Todos los puntos de la curva, asi
como los tres parametros mencionados, se realizaron por triplicado. Luego de
20-22 hs a 4°C, la reaccion se detuvo con el agregado de 300 ul de
carbén:dextrano (0,5:0,05% en PBS). A continuacién, los tubos se dejaron en
reposo durante 20 minutos y luego se los centrifugé durante 10 minutos a
3500 rpm a 4°C. El pellet de carbdn-dextrano contiene los esteroides libres
mientras que en el sobrenadante se encuentra el complejo anticuerpo-
esteroide. Se midi6 la radioactividad presente en una alicuota de 400 pl del
sobrenadante usando liquido de centelleo OptiPhase-Hi “~safe 3° (Wallac Co.,
Turku, Finlandia) y un contador de centelleo liguido 1409 DSE de Wallac con

correccidon automatica de “quenching” en cada muestra.
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Una vez obtenidos los valores de E,-H® unido, se calculé la concentracion
plasmatica de E, mediante la curva de calibracion obtenida en el mismo
ensayo. Los resultados fueron expresados como pmoles de E, por ml de

plasma.

RIA testosterona

Las muestras se resuspendieron en 500 ul de Buffer RIA Testosterona,
pH 7,4. La cuantificacion de esta hormona se llevdo a cabo de manera
semejante a lo descripto hasta aqui. Se utiliz6 el marcador radioactivo
[1,2,6,7-°H]-testosterona (80,4 uCi/mmol; Perkin-Elmer Life Science, MA,
USA) y un anticuerpo policlonal anti-testosterona preparado en oveja
(Universidad de Colorado, Colorado, USA). Este anticuerpo se utiliz6 en una
dilucién final de 1:125000 y posee una reaccion cruzada del 6,8% con 5a-
dihidrotestosterona. La curva de calibracion abarcé un rango de
concentraciones entre 60 y 3840 pg/ml. ElI esteroide radioinerte y el
radioactivo se prepararon en buffer RIA Testosterona. Los coeficientes de
variacion intra e inter ensayo fueron de 8,2% y 9,5%, respectivamente. La
curva de calibracion se obtuvo incubando en buffer RIA concentraciones
crecientes de testosterona radioinerte (10 y 1000 pg/ml) con una cantidad fija
de testosterona-H® (4,54 nCi) y del anticuerpo. Los niveles de testosterona

circulante fueron expresados como pmoles de testosterona por ml de plasma.
Medici n de la actividad de la enzima aromatasa

Ademdas de analizar si el BO es capaz de sintetizar E, a partir de
sustratos endégenos, se midi6 la actividad de la enzima aromatasa en
condiciones de saturaciéon de sustrato. Para ello, ambos 46rganos de cada
animal se pesaron y homogeneizaron en forma conjunta, en frio, en buffer
aromatasa en una proporcion de 500 ul de buffer por cada 30 mg de tejido. Se
analizé un total de 23 animales (PreR: n=12; R: n=7, PostR: n=4). La

concentracion de proteinas se cuantifico por el método de Bradford (1976).
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La determinacion de la actividad de la enzima aromatasa se realiz6
incubando 200 pg de proteinas durante 30 minutos a 28°C. Se utiliz6 un
volumen final de 1 ml de buffer aromatasa con 5 uM de testosterona-H*® y un
sistema regenerante de cofactor que contiene NADPH (0,25 mM), NADP" (0,25
mM), glucosa-6-fosfato (5 mM) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (1 Ul/ml)
(Fernandez Solari y col., 2002). Cada determinacion se realizé por duplicado o
triplicado, dependiendo de la cantidad de proteinas totales obtenidas en cada
caso. La reaccion se detuvo colocando los tubos en hielo y agregando 2 ml de
diclorometano (CI,CH,). Los esteroides se extrajeron y evaporaron tres veces
con el mismo solvente y la fase orgénica se transfirié a tubos de hemoalisis y se
evapor6 a sequedad a 37°C. Los residuos obtenidos s e resuspendieron en 50 pl
de CI,CH,.

Separaci n y cuantificaci n de sustrato y producto

Con el objetivo de cuantificar el E; producido durante la incubacién, las
hormonas fueron separadas mediante cromatografia en capa delgada (TLC),
empleando placas de silica gel GF 5, (Merck). Antes de sembrar las muestras,
se sembraron los estandares radioinertes de E, (15 pg) y testosterona (3 ug).
Cabe destacar que la cantidad sembrada en cada caso fue determinada en
estudios preliminares llevados a cabo para cada esteroide. El sistema de
solventes empleado fue CI,CH,:acetona (75:5, v/v). Una vez concluida la
cromatografia, la posicion de los estdndares se determind utilizando luz de
longitud de onda apropiada segun las caracteristicas propias de los grupos
funcionales en cada caso. La testosterona se visualizé por incidencia de luz con
una longitud de onda de 254 nm, mientras que el E, se visualizé con 365 nm
luego de rociar las placas con una solucién de primulina (Wright, 1971). Las
areas correspondientes a cada estandar fueron raspadas y se determind la
radioactividad asociada a cada una de ellas utilizando el liquido de centelleo y
el contador de centelleo liquido ya descriptos. De este modo, mediante la
radioactividad asociada al estandar de E, se determind la producciéon de E,. La
actividad total de la enzima aromatasa de ambos BOs de cada animal se

expresé como pmoles de producto por minuto.
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An lisis estad stico de los resultados

Las concentraciones de hormonas se expresaron como las medias = EE.
Los datos correspondientes a las variaciones estacionales en el E, plasmético y
en la produccion de E, se transformaron mediante log10, ya que no cumplian
el supuesto de homocedasticidad. Los valores se analizaron y compararon
mediante ANOVA de un factor y un contraste a posteriori mediante Tukey
(Steel y Torrie, 1980). Las variaciones estacionales en la actividad de la
enzima aromatasa se analizaron mediante contrastes a priori. Los datos
también se analizaron mediante la Correlacion de Pearson, con el objetivo de
estudiar la relacion entre las siguientes variables: la actividad total de
aromatasa y los valores de E, plasmatico, los pesos totales de los BO y los
valores de E, plasmatico, la actividad total de la enzima aromatasa y los pesos
totales de los BO, y los valores de E, plasmético y el E; producido en el medio.
Para este analisis, los datos fueron normalizados mediante la transformacion
log10. Se optd por analizar los datos mediante Correlacion de Pearson ya que
permite evaluar la relacién lineal entre dos variables continuas para determinar
la covarianza entre ambas variables. Para analizar la potencia de las

correlaciones se utilizé en todos los casos un p<0,05.
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Medios de incubaci n y soluciones buffer utilizadas

Buffer para radioinmunoensayo (RIA) de E,: Buffer fosfato salino 10 mM

(PBS), gelatina, 0,1 % p/v, NaCl 140 mM, azida sodica 0,1 % p/v, pH 7,4.

Buffer para radioinmunoensayo (RIA) de testosterona: Buffer fosfato salino 10
mM (PBS), gelatina, 0,1 % p/v, NaCl 140 mM, azida sédica 0,1 % p/v, EDTA
20 mM, pH 7,4.

Medio Krebs Ringer Glucosa Hepes (KRGH): NaCl 0,9 %, KCI 1,15 %, Cl,Ca
1,22 %, H,KPO4 2,11 %, MgS0O,.7H,0 3,8 %, Glucosa 0,3 M, Hepes 0,026 M,
pH 7,4.

Buffer para actividad de la enzima aromatasa: Buffer fosfato de sodio 50 mM,
EDTA 0,1 mM, MgCl, 3 mM, pH 7,4.

Solucién de primulina: Primulina 0,1 % en acetona:agua, 80:20, v/v.
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Resultados
Variaciones estacionales en las concentraciones de esteroides sexuales

Como se mencion6 en la Introducci n, las variaciones estacionales en las
concentraciones plasméticas de E, fueron descriptas en algunas especies de
anfibios, la mayoria pertenecientes a la familia Ranidae. La informacién
existente en otras familias, como los bufénidos en general y R. arenarum en
particular, es practicamente inexistente. Es por ello que se determinaron las
concentraciones plasmaticas de E, y de testosterona en animales capturados
durante los periodos PreR, R y PostR. La Figura 6 muestra que las
concentraciones minimas de E, se observan en los animales recolectados en
junio (205 £ 41 pg/ml) y que los niveles plasmaticos aumentan gradualmente
en animales capturados durante los siguientes meses, hasta alcanzar valores
maximos en abril (1291 + 188 pg/ml). Por otra parte, las menores
concentraciones de andrégenos plasmaticos se observaron en animales
correspondientes a los meses de octubre, noviembre y diciembre (3,6 + 0,6
ng/ml; 2,9 + 0,6 ng/ml; 3,6 =+ 0,4 ng/ml), con un incremento sostenido
durante los meses siguientes, alcanzando valores maximos en agosto (44,1 *

3,8 ng/ml, Figura 6).

Al analizar estadisticamente el patrén estacional de las concentraciones
plasmaticas de E,, se observ6é que las concentraciones de esta hormona son
significativamente menores durante el periodo PreR (mayo-agosto) que
durante los periodos R (septiembre-diciembre) y PostR (enero-abril) (PreR:
414 + 43; R: 727 = 77; PostR: 1039 + 117 pg/ml, p<0,0001, Figura 7). Es
decir que el patrén anual en los niveles de E, plasméatico parece ser opuesto al
de testosterona, ya que los niveles de E, comienzan a aumentar durante el
periodo R, cuando los niveles de andrégenos disminuyen marcadamente. Sin
embargo, durante el periodo PostR se observa un aumento aun mayor de E,
gue no esta relacionado con una diminucién mas marcada de testosterona,
sugiriendo que el patrén anual de ambas hormonas no es exactamente

opuesto.
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Figura 6. Variaciones anuales en las concentraciones de estradiol (E, ®) y de
testosterona (T O) plasmaticos. El nimero de individuos colectados en cada mes
estd indicado entre paréntesis. Los valores de E, plasméatico estan expresados en
pg de hormona por ml de plasma mientras que los de T estan expresados en ng de
hormona por ml de plasma. Cada punto de la curva representa la media + EE.
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Figura 7. Concentracion de E, plasmatico en sapos colectados durante los
periodos pre-reproductivo (PreR, n=64), reproductivo (R, n=70), y post-
reproductivo (PostR, n=55). Los valores estan expresados como la media + EE.
Las letras distintas indican diferencias significativas, con un p< 0,0001.
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Actividad de aromatasa en el rgano de Bidder y s ntesis de E,

Dado que el BO expresa varias enzimas esteroidogénicas, entre las
cuales se encuentran CypP450scc, 33-HSD/I, CypP450cl17 y aromatasa, y con
el objetivo de analizar la capacidad del BO de sintetizar E, a partir de sustratos
endogenos, se incubaron los 6rganos en medio KRGH y se analizé la
produccion de E, mediante RIA. Los datos se expresaron como la cantidad total
de E, producida por ambos BO de cada animal y no como produccién de E, por
mg de BO, enfatizando asi la importancia del aporte total de ambos BO a la
fisiologia de cada animal. Como muestra la Figura 8, la produccién de E, fue
significativamente menor en los BO de los animales del periodo R mientras que
la produccién méaxima se observo durante el PostR (PreR: 2539 + 240; R: 956
+ 152; PostR: 5306 + 734 pg/ml, p<0,0001). Sin embargo, en el periodo R la
concentraciéon plasméatica de E, es mayor que durante el periodo PreR, lo cual
no se observa cuando se analiza la producciéon de la hormona por los BO in
vitro (comparar Figuras 7 y 8). Estos resultados demuestran que el BO es
capaz de sintetizar E, a partir de sustratos enddégenos durante todo el afio pero
no descartan que haya otra fuente de E, que podria aportar hormona a la

circulacion.

Teniendo en cuenta que los testiculos de esta especie no producen E; y
gue el BO es capaz de sintetizar E, a partir de sustratos endégenos, el
siguiente objetivo fue estudiar en qué grado este 6rgano contribuye a alcanzar
los niveles circulantes de E,. Para ello, se estudié si existe paralelismo entre la
produccién total de E, in vitro y los niveles plasméticos de E, y se analizaron
ambos valores de cada animal mediante la Correlacion de Pearson. El andlisis
estadistico indica que existe una correlacion significativa y positiva entre la
produccion total de E, por parte de los BO y los niveles de E;, plasmatico (Figura
9, = 0,54: p= 0,0016). Estos resultados sugieren que la produccién de E, por
parte de los BO constituye un aporte significativo a los niveles circulantes de

esta hormona.
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Figura 8. Produccién in vitro de E, por los BOs de animales recolectados durante
los periodos PreR (n= 16), R (n= 17) y PostR (n= 14). Los valores indican la
cantidad total de E, producida durante 2hs, por ambos 6rganos de cada animal.
Los valores estan expresados como la media + EE. Las letras distintas indican
diferencias significativas, con un p< 0,0001.
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Figura 9. Correlaciéon entre el E, plasmatico y el E, total producido por ambos BOs
de 29 individuos recolectados durante todo el afio. Los niveles de E, estan
expresados como ng de hormona por ml de plasma o medio. El analisis de
Correlaciéon de Pearson se realizé teniendo en cuenta los valores transformados con
logl10. = 0,54; p= 0,0016.
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Ademas, se analiz6 si ambos BO de cada animal tienen la misma
capacidad esteroidogénica. Para ello, la cantidad de E, sintetizada por cada
BO del mismo animal se expres6 como pg de E, producido por BO. La
variabilidad de estos resultados se muestra en la Tabla 1, donde puede
observarse que en algunos casos dos BO con pesos similares pueden producir
cantidades similares de E, mientras que en otros la produccién de E, en
ambos organos varia ampliamente. Cabe destacar también que en todos los
animales que poseen BO de distinto peso, la produccién de E, difiere en
ambos oOrganos. En la Tabla 1 se informan los datos de nueve animales
representantes de los periodos PreR, R y PostR y pueden distinguirse tres
categorias: animales con ambos BO de similar peso y produccién de E,,
animales con ambos BO de similar peso pero distinta produccién de E, y
animales con BO de distinto peso y con distinta produccion de E,. Para cada
categoria, los animales se eligieron al azar. Estos resultados indican que
algunos BO de menor peso tienen mayor capacidad para producir E; que
otros 6rganos de mayor peso y, ademas, que la produccién de E, de un BO
mayor no necesariamente compensa la baja produccion de E, de un BO
menor. Estos resultados sugieren que el peso de los 6rganos no es un factor

determinante en la produccién de E,. Este aspecto se discutira mas adelante.
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Peso

ndice

Sapo n° Per odo BO BO BO/Test culo E,

1 PreR Der 15 0,07 1581,0
1zq 18 0,08 1855,8

2 PreR Der 2 0,01 1175,0
lzqg 6 0,02 2201,4

3 PreR Der 17 0,12 2191,3
lzq 6 0,03 1233,0

4 R Der 9 0,09 360,9
lzq 8 0,06 342,4

5 R Der 12 0,05 512,4
lzq 14 0,05 218,4

6 R Der 28 0,16 585,2
lzq 5 0,04 291,0

7 PostR Der 6 0,04 2782,2
lzq 6 0,04 2734,8

8 PostR Der 3 0,03 4874,4
lzq 6 0,04 1954,8

PostR Der 8 0,04 3587,2

1zq 14 0,06 1542,8

Tabla 1. Animales colectados durante
corresponde al érgano derecho. 1zq: corresponde al 6rgano izquierdo. Los sapos
n°® 1, 4 y 7 poseen ambos BO con peso similar y producen similar cantidad de E,,
mientras que los sapos n° 2, 5 y 8 poseen ambos BO similares pero tienen
diferente produccion de E,. En los sapos n°® 3, 6 y 9, ambos BO tienen pesos
distintos y también distinta produccién de E,. El peso de los BOs estd expresado
en mg y la produccion de hormona se expresa como pg de E; por ml de medio por
BO. El indice BO/Testiculo corresponde a la relacién de los pesos de ambos

dérganos.

los periodos PreR, R y PostR. Der:
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La capacidad de los BO para sintetizar E, depende, al menos en parte,
de la actividad de la enzima aromatasa y es por ello que se analizaron las
variaciones estacionales en la actividad de la enzima aromatasa. Para esto, se
compar6 la actividad total de la enzima en los tres periodos utilizando
contrastes a priori. Como ya se mencionara en la Introducci n, diversas
evidencias han llevado a sugerir que la inhibicion de la oogénesis en el BO
podria deberse a la presencia de un testiculo funcional. Asimismo, si los
andrégenos afectasen a la enzima aromatasa la comparacion de la actividad
enzimética del periodo PreR con la de los otros dos periodos podria aclarar
aspectos de su regulacién, sobre todo si se tiene en cuenta que en el periodo
PreR hay elevados niveles de andrégenos plasméaticos (Canosa y Ceballos,
2002; Canosa y col., 2003; esta Tesis). Por lo tanto, al realizar contrastes
ortogonales a priori se pone a prueba si la actividad total de aromatasa en el
periodo PreR difiere significativamente de la actividad promedio de los periodos
R y PostR (Contraste 1) y, ademas, si la actividad en el periodo R difiere del
PostR (Contraste 2). Los resultados indican que la actividad total de la enzima
aromatasa en el periodo PreR difiere significativamente del promedio de la
actividad en los otros dos periodos (Contraste 1, p=0,0178). Por otra parte, el
segundo contraste muestra que las actividades en los periodos R y PostR no
difieren significativamente (p=0,6835) por lo cual es correcto promediarlos
para realizar el Contraste 1. La Figura 10A muestra que la actividad total de la
enzima aromatasa es significativamente menor durante el periodo PreR que
durante los periodos Ry PostR. Hay que tener en cuenta que aunque haya un
incremento en la concentracién plasméatica de testosterona durante el periodo

PostR podria no ser suficiente para evocar la inhibicion de aromatasa.

Al realizar el mismo analisis estadistico con la actividad especifica de la
enzima aromatasa surgen ciertas diferencias. En este caso, el Contraste 1
muestra que la actividad especifica en el periodo PreR no difiere
significativamente de las actividades de los otros dos periodos (p= 0,0597). El
segundo contraste indica que las actividades especificas en los periodos R y

PostR tampoco difieren significativamente (p= 0,6415), por lo cual es correcto

54



Cap tulo 1 Tesis Doctoral M. F. Scaia

promediarlos para realizar el Contraste 1. Estos resultados sefialan que si bien
en la Figura 10 Ay B se observa que tanto la actividad enzimatica total como
la especifica son menores en el PreR, estas diferencias sélo serian significativas
en el caso de la actividad enzimatica total. En ambos casos, al analizar los
resultados mediante un ANOVA tomando como factor fijo “Perodo” no se
observan diferencias significativas (p= 0,0562 para la actividad de aromatasa
total, p= 0,1629 para la actividad especifica). Esto podria explicarse porque

este Ultimo andlisis posee menor potencia que los contrastes ortogonales.

En conjunto, estos resultados sugieren que la baja actividad total de la
enzima aromatasa observada en el periodo PreR coincide con elevados niveles
de andrégenos plasmaticos y constituyen una evidencia indirecta de que los
andrégenos podrian tener un efecto inhibitorio sobre la actividad total de la

mencionada enzima en los BOs.
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Figura 10. Actividad de la enzima aromatasa. Las determinaciones se realizaron
como fuera descripto en Materiales y M todos, en los periodos pre reproductivo
(PreR), reproductivo (R) y post reproductivo (PostR). (A) Actividad enziméatica
total. La actividad enzimatica estd expresada como pmoles de E, por minuto por
organo. (B) Actividad enzimatica especifica. La actividad enzimética esti expresada
como pmoles de E, por minuto por mg de proteinas. Se grafica la media + EE.
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Ademas, estos resultados indican que tanto los niveles plasméticos de E,
(Figuras 6 y 7) como la actividad total de la enzima aromatasa (Figura 10)
alcanzan valores minimos durante el periodo PreR. Con el objetivo de estudiar
el aporte que tendria la actividad de la enzima aromatasa de los BO a los
niveles plasmaticos de E,, se analizd la existencia de un posible paralelismo
entre ambas variables. Para ello, se examinaron los datos de la actividad total
de la enzima en ambos BO y los valores plasmaticos de E, de cada animal
mediante la Correlacion de Pearson, observandose una correlacion positiva y
significativa entre ambas variables (= 0,5, p=0,04, Figura 11). Esto indica
que aquellos animales con mayor concentracion plasmatica de E, son aquellos
en los cuales los BO tienen mayor actividad total de la enzima aromatasa,
sugiriendo que esta actividad enzimatica podria ser un aporte significativo para

explicar la variabilidad en las concentraciones plasmaticas de E,.

2,4 A

2,0 1

0 |

E, Plasmatico

O‘O T T T T T T T 1

Actividad total de aromatasa

Figura 11. Correlacion entre la concentracién de E, plasmatico y la actividad total
de la enzima aromatasa. Los niveles de E, se expresan como ng de hormona por
ml| de plasma mientras que la actividad enzimética total se expresa como pmoles
de E, producido por minuto. Este analisis se realiz6 teniendo en cuenta 17
animales. r= 0,5, p= 0,04.
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Dado que, como se mencion6 en la Introducci n, el peso de los BOs es
menor durante el periodo PreR, se analizé un posible paralelismo entre los
valores plasmaticos de E, y los pesos de los BOs mediante la Correlacion de
Pearson. El analisis estadistico indic6 que no existe una correlacion significativa
entre los niveles plasmaticos de E, y el peso total de los BOs de cada individuo
(Tabla 2A, = -0,02, p=0,8). Finalmente, se evalu6é también el paralelismo
entre la actividad total de la enzima aromatasa y el peso total de los BOs, y se
observé que en este caso tampoco existe una correlacién significativa (Tabla
2B, = 0,09, p= 0,73). Esto sugiere que el aporte de los BOs a las
concentraciones plasmaticas de E, no esta relacionado con el peso total de los
organos sino probablemente con otros factores como por ejemplo la cantidad

de células foliculares en cada foliculo bidderiano.

Logl10 E2 Log10 Peso total
A. plasm tico BO
Logl0 E2 plasmatico 1,00 0,8
Logl0 Peso total BO -0,02 1,00
Log10 Actividad Log10 Peso total
B. total de Aromatasa BO
Log10 Actividad total 1.00 0.73
de Aromatasa
Log10 Peso total BO 0,09 1,00

Tabla 2. (A) Andlisis de correlacién entre los valores de E, plasmatico y el peso
total de los BOs de 137 individuos colectados durante el afio. El peso total se
calculé como la suma de los pesos del érgano derecho e izquierdo. r= -0,02, p=
0,8. (B) Andlisis de correlacién entre la actividad total de la enzima aromatasa y el
peso total de los BOs. r= 0,09, p= 0,73. Los datos fueron transformados mediante
Log10 para cumplir el supuesto de normalidad.
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Discusi_n

Tanto los andrégenos como los estrogenos son hormonas fundamentales
en la regulacion de la reproduccién de todos los vertebrados. En el caso de los
anfibios, las variaciones plasmaticas en las concentraciones de testosterona
fueron descriptas en diversas especies de anuros tales como L. catesbeianus
(Licht y col., 1983), P. esculentus (Varriale y col., 1986), A. dacnicolor
(Rastogi y col., 1986), P. perezi (Delgado y col., 1989), Bufo japonicus (ltoh y
col., 1990), R. italica (Guarino y col., 1993), Hoplobatrachus rugulosus (Kao y
col., 1993) y R. arenarum (Canosa y col., 1998; Denari y Ceballos, 2005). Sin
embargo, existe poca informacion disponible acerca de las variaciones
plasmaticas en las concentraciones de E, en los machos de las diversas
especies. En machos de P. esculentus, una de las pocas especies estudiadas,
se observaron altos niveles de E, plasmatico en el periodo PostR y esto esta
asociado a bajas concentraciones de andrégenos plasmaticos (Polzonetti-Magni
y col., 1984). Ademés, la descripcibn de las variaciones estacionales en
machos de esta especie refleja que los niveles de E; son maximos cuando las
concentraciones de andrégenos comienzan a disminuir (Varriale y col., 1986).
Sin embargo, hasta el momento no existian estudios acerca de las variaciones

estacionales en los niveles de E, plasmatico en machos de la familia Bufonidae.

Como se mencion6 en la Introducci n, los bufénidos se caracterizan por
tener el BO, una estructura que ha sido histéricamente comparada con un
ovario no desarrollado. En R. arenarum, el E, plasmatico no es de origen
testicular y su origen podria ser el BO, ya que en esta especie expresa varias
enzimas esteroidogénicas incluyendo la aromatasa y, consecuentemente,

podria producir E, (Scaia y col., 2011).

El BO es un 6rgano muy sensible a las condiciones ambientales. En R.
marina se observo que las anormalidades encontradas en los BO parecen
responder a la intensidad de la actividad desarrollada en las zonas agricolas en
donde son capturados (McCoy y col., 2008). Ademés, los disruptores
endocrinos y el efecto que tienen sobre la reproduccién de especies

tradicionales y no tradicionales han cobrado gran relevancia en los ultimos
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afios. Algunos autores proponen que ciertos agentes quimicos utilizados como
herbicidas o pesticidas, como por ejemplo la atrazina, tienen un efecto
estrogénico en diversas especies de anfibios, ya que aumentan la actividad de
la enzima aromatasa y provocan la feminizacion de los machos (Hayes y col.,
2002; Fan y col., 2007; Hayes y col., 2010). A pesar de que estos estudios
tienen resultados contundentes, otros investigadores sostienen firmemente
gue estos agentes no afectan la actividad de la enzima aromatasa (Hecker y
col., 2004, 2005 b; Coady vy col., 2005). En este contexto, resulta fundamental
estudiar la produccion de E, y la actividad de esta enzima por parte del BO, asi
como también el efecto que tienen los estr6genos sobre la funciéon gonadal en
diversas especies de anfibios, entre ellas los miembros de la familia Bufonidae

como R. arenarum.

Los resultados expuestos en este capitulo profundizan el estudio de las
variaciones estacionales de los estrogenos plasméaticos en machos de R.
arenarum asi como también su produccién por parte del BO. Como se muestra
en las Figuras 6 y 7, las concentraciones plasméaticas de E, son menores en el
periodo PreR, cuando las concentraciones de andrégenos plasmaticos son
maximas. Los niveles de E, aumentan gradualmente durante el periodo Ry
alcanzan valores maximos en el PostR, de manera similar a lo que ocurre en P.
esculentus. Ademas, las variaciones estacionales descriptas en este capitulo
son similares al patrén estacional descripto en hembras de esta misma
especie, en las cuales los niveles de E, también son minimos durante el
periodo PreR y aumentan gradualmente durante los meses siguientes (Medina
y col., 2004). Sin embargo, el patron estacional en ambos sexos se diferencia
en el mes en el cual las concentraciones de E, son maximas ya que en los
machos esto ocurre hacia finales del periodo PostR mientras que en hembras

esto ocurre hacia finales del periodo Ry comienzos del PostR.

Con respecto al origen del E,, en P. esculentus se propuso que el E,
plasmatico se sintetiza en el testiculo (Varriale y col., 1986; Fasano y col.,
1989). Sin embargo, como ya se menciond, en R. arenarum esto no ocurre

debido a que en esta especie los testiculos no expresan la enzima aromatasa y
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en ningun estudio de biosintesis, utilizando diversos precursores radioactivos,
fue posible aislar E; como producto testicular (Canosa y col., 1998; Canosa y
Ceballos, 2001). En individuos bidderiectomizados de D. melanostictus, la
funcion testicular se ve afectada, lo cual se revierte luego de la administracion
de E,, sugiriendo que los estrogenos podrian tener su origen en el BO (Ghosh,
1991). Ademas, el BO de R. arenarum expresa las enzimas esteroidogénicas
necesarias para la sintesis de E,, entre ellas Cyp450scc, 3B-HSD/I,
CypP450c17 y aromatasa, sugiriendo que este 6rgano es una de las fuentes de
E, (Scaia y col., 2011). La presencia de enzimas esteroidogénicas en el BO ha
sido también registrada en otras especies, como D. melanostictus, A.
woodhousii y Bufo bufo (Colombo y Colombo Belvedere, 1980; Ghosh y col.,
1984; Pancak-Roessler y Norris, 1991). Sin embargo, en ninguno de los
trabajos se demostré si dicho 6rgano es capaz de producir E; a partir del
colesterol o si, por el contrairo, la enzima aromatasa utiliza sustratos
producidos por el testiculo, como los andrégenos aromatizables
androstenediona y testosterona. La Figura 8 muestra que en R. arenarum los
BO son capaces de producir E, a partir de sustratos endégenos durante todo el
afio. Ademas, se encontré una correlacién significativa y positiva entre los
niveles de E, producido in vitro por ambos BO y las concentraciones
plasmaticas de E, de cada individuo (Figura 9). Estos resultados sugieren no
solo que el BO es capaz de sintetizar E, a partir de sustratos endégenos sino
que ademas la produccion de E, seria un gran aporte a las concentraciones
plasmaticas de esta hormona. Sin embargo, no se puede descartar que la
aromatasa bidderiana utilice también andrégenos aromatizables producidos por

el testiculo.

Con respecto a la regulacion del BO, algunos autores propusieron que la
oogénesis en este 6rgano es inhibida por algun producto testicular (Deb and
Chatterjee, 1963; Calisi, 2005). Por otra parte, en A. woodhousii la
administraciéon de hCG exégena no estimula el desarrollo del BO, sugiriendo
que la inhibicibn de la oogénesis en este oOrgano no se debe a una
“competencia” con el testiculo por las gonadotrofinas ni a una falta de

gonadotrofinas circulantes sino que podria estar relacionada con la inhibicién
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ejercida por alguno de los productos del testiculo (Pancak-Roessler y Norris,
1991). Sin embargo, las conclusiones de Pancak-Roessler y Norris (1991) sélo
pueden ser aplicadas a hCG ya que no utilizaron ni LH ni FSH, la gonadotrofina
que seria candidata a regular el crecimiento del BO. En A. woodhousii, el
volumen del BO es mayor en aquellos animales que se encuentran en el
periodo no reproductivo en comparacién con aquellos de animales de la
estacion reproductiva. De manera opuesta, como se mencioné en la
Introducci n, en los machos de R. arenarum el ciclo anual del BO esta
caracterizado por la proliferacién en la primavera, e hipertrofia y degeneracion
durante los meses de otofio e invierno (Echeverria, 1990). Ademas, los pesos
de los BO son menores durante el periodo PreR y mayores en el R (Scaia y
col., 2011). La diferencia observada en el ciclo anual del BO puede ser debida
a que A. woodhousii es una especie con patrén reproductivo asociado a
andrégenos mientras que R. arenarum tiene un patrén reproductivo disociado
de andrégenos. Como ya se explicé anteriormente, el patrén reproductivo
disociado en R. arenarum implica que las concentraciones de andrégenos son
bajas en la estacion en la que se produce el apareamiento y la espermiacion
(Canosa y Ceballos 2002; Fernandez Solari y col., 2002; Canosa y col., 2003;
Denari y Ceballos 2005). De este modo, tanto en A. woodhousii como en R.
arenarum, los elevados niveles de testosterona coincidirian con una
degeneracion o reduccion del BO, sugiriendo que los andrégenos de origen

testicular podrian regular el desarrollo del BO.

El hecho de que el BO en R. arenarum exprese la enzima aromatasa y
sea capaz de producir E, a partir de sustratos endégenos durante todo el afio,
lleva a plantearse si existen variaciones estacionales en la actividad de la
enzima aromatasa que expliquen las variaciones estacionales en los niveles
plasmaticos de E,. Como se mostr6 en la Figura 10A, la actividad total de la
enzima aromatasa de los BO es menor durante el periodo PreR que durante el
Ry el PostR, lo cual sugiere una relacién opuesta entre los niveles plasmaticos
de andrdégenos y la actividad total de la enzima. Sin embargo, dado que no se
encontraron variaciones estacionales significativas en la actividad especifica de

la enzima aromatasa (Figura 10B), los valores minimos de la actividad
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enzimatica total durante el periodo PreR podrian explicarse debido a que los
organos son de menor tamafio durante este periodo. Teniendo en cuenta que
las altas concentraciones plasmaticas de andrégenos durante el periodo PreR
coinciden con BO de menor tamafio y con bajas actividades enzimaticas
totales, se podria sugerir que en los machos de R. arenarum los andrégenos
inhiben la produccion de E, probablemente regulando el crecimiento del 6rgano
y no especificamente la expresiéon de aromatasa. Sin embargo, el tratamiento
de BO in vitro con 5a-DHT provoca una disminucion de la actividad de la
enzima aromatasa (Tesis de Licenciatura, Lic. M. F. Scaia). Estos resultados
preliminares pueden servir como antecedentes para investigaciones futuras

acerca del rol de los andrégenos en la regulacién del crecimiento del BO.

Los resultados expuestos en este capitulo también reflejan un marcado
paralelismo entre los valores plasmaticos de E, y la actividad de aromatasa del
BO. Como muestran las Figuras 7 y 10A, tanto las concentraciones plasméticas
de E, como la actividad total de aromatasa son minimas durante el periodo
PreR. Se observé también una correlacién significativa y positiva entre ambas
variables (Figura 11), sugiriendo que en los sapos machos el BO es una de las
principales fuentes de E, plasmatico. Sin embargo, al no haber una correlacién
significativa entre la actividad total de la enzima aromatasa y el peso de los
6rganos, ni tampoco entre los niveles plasmaéaticos de E, y el peso de los BO, se
podria pensar que la contribucién de este 6érgano al E; en circulacién no estaria
relacionada con el peso de los 6rganos sino, por ejemplo, con la cantidad de

foliculos y/o la cantidad de células foliculares en cada foliculo bidderiano.

A partir de estos resultados, cabe destacar que si bien el BO en esta
especie podria ser una de las principales fuentes de E, plasméatico y que la
actividad total de la enzima aromatasa en este drgano tendria un rol central en
la produccion de E,, la regulacién de la expresién de StAR (Steroidogenic Acute
Regulator), de los receptores de gonadotrofinas y de otras enzimas
esteroidogénicas tales como Cyp450scc, 3B-HSD/I y CypP450cl7, podria
también estar involucrada en las variaciones estacionales del E,. Ademas, otros

organos podrian contribuir a la produccion de E, plasmético, aunque en esta
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especie ni el higado ni los cuerpos grasos, uno de los principales candidatos,

producen estrégenos (Tesis de Licenciatura de M. F. Scaia).

Ahora bien, surge la siguiente pregunta: ¢Cual es la importancia de
estudiar las variaciones estacionales en los niveles de E, plasméatico en el
contexto de la fisiologia reproductiva de los machos de anfibios? Los
andrégenos juegan un rol fundamental en la regulacién testicular de algunas
especies de anuros de zonas templadas, en las cuales los maximos niveles de
testosterona encontrados durante el invierno estan asociados a la formacion de
espermétidas mientras que las bajas concentraciones correspondientes al
verano estan asociadas a los estadios tempranos de la espermatogénesis
(desde espermatogonias | a espermatocitos |l, Rastogi y col., 1976; Rastogi y
lela, 1980; Delgado y col., 1989; Guarino y col., 1993; Pierantoni y col.,
2002). En R. arenarum las concentraciones de testosterona también son
maximas durante el invierno y estan asociadas a los estadios tardios de la
espermatogénesis (Burgos y Mancini, 1948). Sin embargo, como se mencioné
en la Introducci n, la espermatogénesis es un proceso que esta regulado por
diversas hormonas y en el caso de los anuros tanto las gonadotrofinas como el
E, regulan la proliferacion de las espermatogonias (Minucci y col., 1986; Di
Matteo y col., 1988; Cobellis y col., 1999). En R. arenarum la mayor cantidad
de espermatogonias se observa durante el periodo PostR (Burgos y Mancini,
1948) y los resultados expuestos en este capitulo sugieren que esto coincide
con las maximas concentraciones plasméaticas de E,. Por lo tanto, se podria
pensar que, al igual que en P. esculentus, en R. arenarum el E, estimula la
proliferacién de las espermatogonias (Minucci y col., 1997). Sin embargo, la
relaciéon entre el E, y la espermatogénesis en R. arenarum no habia sido

estudiada aun.

Tomando en conjunto los resultados expuestos en este capitulo se
podria concluir que los BOs de los machos de R. arenarum son capaces de
producir E, a partir de sustratos enddgenos y que tanto las concentraciones
plasmaticas de E, como la actividad total de la enzima aromatasa son menores

en el periodo PreR. El BO seria, por lo tanto, una de las principales fuentes de
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E, plasmatico que a su vez podria regular la espermatogénesis y la

esteroidogénesis testicular.
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IV. Variaciones estacionales en la apoptosis y la proliferaci n
celular en el testculo y el rgano de Bidder. Presencia de

receptores de estr genos.

Materialesy M todos

Animales y obtenci n de tejidos

Se empledé un total de 59 sapos machos adultos de la especie R.
arenarum, que fueron colectados entre 2012 y 2014. Los animales fueron
mantenidos, alimentados y anestesiados tal como se describié en el Cap tulo 1.
La obtencién de los BO y de los testiculos se llevo a cabo como se detall
anteriormente y luego fueron procesados segun las caracteristicas de cada

protocolo, como se detalla a continuacién.
Procesamiento del material para histolog a e inmunohistoqu mica

Tanto para histologia convencional como para inmunohistoquimica los
fragmentos de tejido se fijaron en solucion de Bouin durante 2 hs a
temperatura ambiente y posteriormente toda la noche a 4°C. Finalizado el
periodo de fijacion se los traspasé a etanol 70% donde se mantuvieron hasta
su procesamiento. La deshidratacion de los fragmentos testiculares se llevé a
cabo mediante dos pasajes de media hora por cada uno en los siguientes
alcoholes: etanol 70%, 80%, 90% y 96%. A continuacién las muestras se
trataron por 45 minutos con xilol-etanol 96 % (50:50, v/v), luego con xilol 45
minutos y finalmente con xilol-parafina primero por 15 minutos en estufa a
58°C y luego durante toda la noche a temperatura am biente. Al dia siguiente
los tejidos se colocaron en parafina-histoplast (50:50, p/p) en estufa a 58°C
durante 2 horas. El tratamiento se repiti6 una vez cambiando la mezcla de
parafina-histoplast para finalmente realizar la inclusion de los fragmentos

testiculares en la misma mezcla. Los cortes se realizaron a 7 micrones.

Previamente a realizar la inmunohistoquimica, el estado de los tejidos se
analiz6 mediante histologia convencional. Para ello, los cortes se

desparafinaron en xilol durante 20 minutos y se hidrataron mediante una serie
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de lavados sucesivos con etanol de concentracion decreciente: etanol 96%,
90%, 80%, 70% y agua destilada. Luego se colorearon con hematoxilina de
Carazzi durante diez minutos, se lavaron en agua destilada y se colorearon con
eosina acuosa 0,1% durante pocos segundos. Para deshidratar los cortes se
realizé un pasaje réapido por etanol 70%, luego por etanol 96%, se los seco
brevemente en estufa a 58°C, se los colocé en xilol por 20 minutos y se realiz6

el montaje con balsamo de Canada sintético.
Estudio de apoptosis

Para estudiar las variaciones estacionales en la apoptosis de la linea
germinal se analizaron los cortes histolégicos de 4 individuos por periodo
mediante la técnica de TUNEL (‘Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling’) con fluorescencia. Para ello, se emple6 el kit ApopTag
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, USA). La fijacién,
deshidratacion e inclusion de los fragmentos testiculares en parafina-histoplast
se realizaron del mismo modo que para la histologia convencional. Los cortes
también se desparafinaron del modo ya descripto, y a continuacion se trataron
con proteinasa K (20 pg/ml) durante 15 minutos para su permeabilizacion. Se
realizaron dos lavados cortos de 5 minutos con PBS luego de lo cual se les
agrego6 una mezcla de nucleétidos acoplados a digoxigenina y se los incub6 en
cadmaras hiumedas con la enzima deoxinucleotidil tranferasa terminal (Tdt)
durante 1 h a 37°C. Luego de frenar la actividad de esta enzima con el buffer
comercial se realizaron dos lavados cortos en PBS y los cortes se incubaron en
camaras humedas con el anticuerpo anti digoxigenina acoplado a fluoresceina,
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego de tres
lavados cortos en PBS se realiz6 una contra tincién con ioduro de propidio.
Para finalizar, se realizaron cuatro lavados cortos de 5 minutos en PBS después
de los cuales los cortes se montaron en PBS-Glicerol (50:50, v/v) y se los
protegié de la luz hasta el momento de la observacidon. Se realizaron tres

controles:
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-Controles de Autofluorescencia: corresponden a secciones solamente
desparafinadas e hidratadas en alcoholes de graduacion decreciente vy
montadas en PBS-Glicerol (50:50, v/v). Estas secciones no fueron procesadas

con el kit ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection.

-Controles Negativos: corresponden a secciones que fueron sometidas al
ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit pero no fueron incubadas

con la enzima Tdt.

-Controles Positivos: corresponden a secciones que luego del
tratamiento con proteinasa K fueron tratadas con una solucion de DNAsa (1

U/ul) durante 30 minutos a 37°C.

Todos los cortes se analizaron mediante un microscopio Confocal
(Olympus - FV300/BX61) y las iméagenes fueron capturadas con una camara
digital incorporada al microscopio. Se cuantificaron los nucleos apoptéticos de
cada seccién con el programa ImageJ y los resultados se expresaron como la
media de los animales en cada periodo + EE. La determinacion de los estadios

de la espermatogénesis se realiz6 segin Rastogi y col. (1976).
Proliferaci n celular

Con el objetivo de analizar las variaciones estacionales en la
proliferaciéon celular en el BO y en el testiculo, se trataron los fragmentos de
con 1 mM de 5-Bromo-2° -Deoxyuridina (BrdU; Sigma-Aldrich, EEUU) durante
lh a 37°C. El tejido se fij6 en Bouin, se realiz6 su inclusiébn en parafina-
histoplast (50:50) y los cortes se desparafinaron e hidrataron como ya fuera
descripto previamente. Luego, se realizaron tres lavados de 5 minutos en PBS
y la actividad de peroxidasas enddgenas se blogued con una solucién 5% de
perdxido de hidrégeno durante 8 minutos. Se realizaron tres lavados sucesivos
de 5 minutos en PBS y se bloquearon las uniones inespecificas con leche
descremada (5% en PBS) durante 1 h a temperatura ambiente y en camara
humeda. Los cortes se lavaron tres veces con PBS y se bloque6 la biotina

endégena mediante el Sistema de Bloqueo de Avidina-Biotina (Vector
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Laboratories Inc., CA, EEUU). Se realizaron tres nuevos lavados y los cortes se
incubaron durante toda la noche a 4°C con una mezcla de DNAsa | y el
anticuerpo primario monoclonal anti-Bromo-deoxyuridina (1:100, GE
Healthcare, Gran Bretafia). Al dia siguiente los cortes se lavaron tres veces con
PBS, se incubaron con un anticuerpo secundario policlonal biotinilado anti 1gG
de ratén (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) durante 1
h a temperatura ambiente, se realizaron tres nuevos lavados y se incubaron
con estreptavidina-peroxidasa (1:400; GE Healthcare, Gran Bretafia) durante
45 minutos. Luego de lavar tres veces més, la marcacion se revel6 con una
solucién de 3,3" -diaminobenzidina (DAKO North America, Inc., CA, EEUU).
Los cortes se colorearon con Hematoxilina de Carazzi por 8 minutos, se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y finalmente se
montaron con balsamo de Canada (Biopack, Argentina). Los cortes histolégicos
se analizaron mediante un microscopio Leica DM2000 y las imagenes fueron
capturadas con una camara digital incorporada al microscopio. La proliferacion
celular se expres6é como el porcentaje de cistos de gonias inmunomarcados
sobre el total de cistos de gonias dentro de cada l6bulo. Se analizaron 5
I6bulos de 5 animales de cada periodo y los resultados se expresaron como la

media + EE.
Inmunohistoqu mica del receptor de estradiol

Se estudié también la presencia del receptor de E, (ERPs, similar al ERpB)
en el BO y en el testiculo. La fijacién, deshidratacion e inclusion de los
fragmentos de oOrganos en parafina-histoplast se realizaron como fuera
descripto en la seccibn Procesamiento del material para histologa e
inmunohistoqu mica. Los cortes se desparafinaron y el bloqueo de peroxidasas
endogenas se realiz6 de la manera habitual. Se realizaron tres lavados
sucesivos de 5 minutos en PBS y se bloquearon las uniones inespecificas con
seroalbumina bovina (BSA) 2% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente y
en camara humeda. Los cortes se lavaron tres veces con PBS y se bloqueo la
biotina endégena mediante el sistema de bloqueo ya mencionado en el

apartado anterior. Luego, se realizaron tres nuevos lavados y los cortes se
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incubaron durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo primario policlonal
realizado en conejo contra la proteina ERB de humano (sc-8974, Santa Cruz
Biotechnology, CA, EEUU). Este anticuerpo fue utilizado ya en otra especie de
anfibio anuro, P. esculentus (Stabile y col., 2006). Se utilizé una dilucién 1:50
en PBS con 1,5% BSA. Al dia siguiente los cortes se dejaron una hora més a
temperatura ambiente y luego se lavaron tres veces con PBS y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario policlonal
biotinilado anti 1gG de conejo (1:500, DAKOCytomation, Dinamarca). Se utilizé
el mismo sistema de revelado ya descripto y los cortes fueron procesados del

mismo modo que en el apartado anterior.
An lisis estad stico de los resultados

Con el objetivo de analizar las variaciones estacionales en la
proliferacién celular en testiculo los datos se analizaron mediante ANOVA de un
factor (Perodo) y un contraste a posteriori mediante el test de Tukey (Steel y
Torrie, 1980). Por otro lado, las variaciones estacionales en la apoptosis de la
linea germinal, asi como también las variaciones en la proliferacién celular del
BO se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis. Estos andlisis debieron
realizarse mediante estadistica no paramétrica debido a que los datos no

cumplian con el supuesto de homocedasticidad.
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Medios de incubaci n y soluciones buffer utilizadas

Buffer de siembra: Tris-Cl 40 mM, dodecilsulfato sodico 2% p/v, glicerol 4%

v/v, azul de bromofenol 0,001% p/v, B-mercaptoetanol 2 mM, pH 6,8.

PBS-T: Buffer fosfato salino 10 mM, tween-20 0,5% v/v.

Buffer de revelado: Luminol 1,25 mM, &cido cumérico 0,198 mM, peroxido de

hidrégeno 0,038% v/v (100 volimenes) en buffer Tris-HClI 100 mM, pH 8,0.

Liquido de Bouin: Solucion acuosa saturada de acido picrico 70% p/v,

formaldehido 25% v/v, acido acético 5% v/v.

Hematoxilina de Carazzi: Hematoxilina 0,1% p/v, sulfato doble de aluminio y

potasio 5% p/v, iodato de potasio 0,02% p/v, glicerina 20% v/v.

Eosina acuosa: Eosina 0,1% p/v.
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Resultados

Variaciones estacionales en la proliferaci n celular y en la apoptosis de
la | nea germinal

Teniendo en cuenta la progresion del ciclo espermatogénico descripta en
la Introducci n, surge el interrogante de qué ocurre con los espermatocitos
gue no alcanzan la madurez de los espermatozoides. Pueden plantearse al
menos dos hipdtesis: o bien su desarrollo queda latente para continuar con la
espermatogénesis el afio siguiente, o bien mueren por apoptosis y los
espermatozoides del afio siguiente provienen de la proliferacién de nuevas
espermatogonias. Considerando estos dos posibles escenarios, se analizaron

las variaciones estacionales en la apoptosis y proliferacién de la linea germinal.

Para estudiar las variaciones en la apoptosis mediante un kit de
fluorescencia basado en el método de TUNEL, en primera instancia se
analizaron los controles de la técnica. Los primeros ensayos demostraron que
las secciones de testiculo fijados en Bouin e incluidos en parafina poseen una
elevada autofluorescencia, que es mas intensa en el compartimento intersticial
que en el germinal. Es por ello que se decidi6 analizar los cortes con
microscopia confocal y no con un microscopio tradicional de fluorescencia, lo
cual permiti6 ajustar los parametros del equipo con un Control de
Autoflorescencia, de modo tal de lograr que el compartimento germinal carezca
de fluorescencia (Figura 12A). Por otra parte, también fue necesario realizar
los Controles Negativos no incubados con la enzima Tdt (Figura 12B).
Finalmente, como Controles Positivos se optdé por realizar incubaciones de las
secciones testiculares con una solucion de DNAsa y los cortes exhibieron una

marca de apoptosis contundente (Figura 12C).
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Figura 12. Controles de Apoptosis.

(A) Control de autofluorescencia.
Los cortes sélo fueron
desparafinados. (B) Controles
negativos. Las secciones fueron
tratadas como fuera descripto en
Materiales y M todos, pero no
fueron incubados con la enzima
Tdt. (C) Controles positivos. Las
secciones fueron tratadas con una
solucion de DNAsa (1 U/pl) durante
30 min a 37°C.

Al analizar cualitativamente las variaciones estacionales, los resultados
indican que tanto en el periodo PreR como en el R, no hay practicamente
apoptosis de la linea germinal (Figuras 13 y 14). Sin embargo, en el periodo
PostR se observa una elevada apoptosis en los cistos espermatogénicos (Figura
15).
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Figura 13. Apoptosis en testiculo

durante el periodo PreR. (A) Los nucleos
apoptoticos se marcaron con
fluoresceina, como se explic6 en
Materiales y M todos. (B) Se realiz6 una
contramarcacion con ioduro de propidio.

(C) Fusioén.
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Figura 14. Apoptosis en testiculo

durante el periodo R. (A) Los nucleos
apoptoticos se marcaron con
fluoresceina, como se explic6 en
Materiales y M todos. (B) Se realiz6
una contramarcacién con ioduro de

propidio. (C) Fusion.
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Figura 15. Apoptosis en testiculo

durante el periodo PostR. (A) Los
nacleos apoptéticos se marcaron con
fluoresceina, como se describiera en
Materiales y M todos. (B) Se realizé una
contramarcacion con ioduro de propidio.

(C) Fusion.

Ademas, como muestra la Figura 16, al contar el nimero de nucleos
apoptoticos se observd que la apoptosis es significativamente mayor en el

periodo PostR que en el resto del afio (p= 0,0008).
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Figura 16. Variaciones estacionales en la apoptosis de la linea germinal. Se
estudiaron 4 animales de cada periodo y el tejido se proces6 como se detalla en
Materiales y M todos. La cuantificacion de los nlcleos apoptéticos se realizé con el
programa ImageJ y los valores estan expresados como la Media = EE. Las letras
distintas indican diferencias significativas (p= 0,0008).

Como consecuencia de estos resultados surge la siguiente pregunta: ¢A
qué estadio de la espermatogénesis corresponden los nulcleos apoptéticos
observados durante el periodo PostR? Para contestarla se analiz6 la morfologia
de todos los nucleos apoptéticos mediante el uso de ioduro de propidio (Figura
17A) y se observ6 cuales de ellos presentaban marca de apoptosis y cuales no
(Figura 17B). Se observé que los cistos de espermatogonias no sufren
apoptosis mientras que la mayoria de los cistos que presentan marca

corresponden a espermatocitos.
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Figura 17. A. La contratincion con ioduro de propidio permite distinguir la morfologia
de los nucleos de cada cisto. B. Los cistos marcados con fluoresceina corresponden a
nucleos apoptoticos y, mediante una comparacion con la contratincion de ioduro de
propidio, se logré distinguir a qué estadios corresponden. En ambos casos, la flecha
cerradas (—J» ) sefialan ejemplos de cistos de espermatogonias mientras que las
flechas abiertas (—>) indican cistos de espermatocitos.
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Luego de cuantificar los nucleos apoptoéticos de cada estadio se verific
que en su gran mayoria corresponden a espermatocitos | y Il, y sblo se
observaron espermaéatidas apoptéticas en uno de los individuos (Figura 18).
Ademads, no se observaron espermatogonias apoptéticas en ninguno de los
individuos analizados.
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Figura 18. Apoptosis en el periodo PostR. La cuantificacion de los nucleos
apoptoticos se realizé con el programa Imaged y la determinacién de los estadios
de la espermatogénesis se realiz6 seguin Rastogi y col (1976). 1-4 refieren al
numero de sapos estudiados.

Por otro lado, se analizaron las variaciones estacionales en la
proliferacion celular de la linea germinal. Para ello se incubaron los fragmentos
testiculares con 1 mM de BrdU. En estudios preliminares se compard la
incorporacion de BrdU evaluando dos concentraciones, 100 uM y 1 mM de
BrdU, y se observaron menos cistos inmunomarcados en los fragmentos
testiculares incubados con la menor concentracién. Por lo tanto, dado que la
concentracién de 100 uM subestimaba la tasa de proliferacion celular se opté
por utilizar la concentracién de 1 mM de BrdU. Luego de la incubacién, la
incorporacion de BrdU se determindé mediante inmunohistoquimica, como se
detalla en Materiales y M todos. Se observé una gran proliferacion de
espermatogonias en el periodo R mientras que en los periodos PreR y PostR la

proliferacion es mucho menor (Figuras 19 y 20).
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Figura 19.

Proliferacién celular en
fragmentos testiculares del
periodo PreR y PostR. Los
fragmentos testiculares se
incubaron con BrdU. La
proliferacion celular se
determino mediante

inmunohistoquimica como se

detalla en Materiales y
M todos. (A) PreR. (B)

PostR. (C) Control negativo.
Las flechas sefialan cistos de

espermatogonias (C——>),

cistos de espermatocitos

( s ) y “penachos” o

“matas” de espermatozoides

(—)
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Figura 20.

Proliferacién celular en
testiculos del periodo R. Los
fragmentos se incubaron con
BrdU. La incorporacién se
determindé como se indica en
Materiales y M todos. (A) En
esta imagen con bajo
aumento puede observarse
un gran numero de cistos
con inmunomarca. (B, C)
Estas iméagenes con mayor
magnificacion muestran que
estos cistos son de

espermatogonias.
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Para analizar estadisticamente estos resultados, el porcentaje de
espermatogonias en proliferacion se expres6 de dos modos: 1) considerando
como 100% el numero total de cistos de espermatogonias (Figura 21A); 2)
considerando como 100% el namero total de cistos en cualquier estadio de la
espermatogénesis (Figura 21B). En ambos casos se observéo que la
proliferacién es significativamente mayor en el periodo R (p=0,0001 para el

caso 1, p= 0,0016 para el caso 2).



Cap tulo 2 Tesis Doctoral M.F. Scaia

A
50 A
b
40 A
c
©
o
S 301
)
=
© 20 a
o
IS a
10 T
0 A [ 1 1
PreR R PostR
B
25 -
b
20 A
c
©
3 i
e 15
O
=
[
s 10 - a
32
° a
5 .
0 - s
PreR R PostR

Figura 21. Variaciones estacionales en la proliferacion celular de la linea germinal.
Se analizaron 5 l6bulos de 5 animales correspondientes a cada periodo y los
valores se expresaron como la Media + EE. (A) Los resultados estan expresados
como el porcentaje de cistos de espermatogonias inmunopositivas sobre el total de
cistos de espermatogonias presentes en cada l6bulo. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,0001). (B) Los resultados estan expresados como el
porcentaje de cistos de espermatogonias inmunopositivas sobre el total de cistos
en cada lébulo. Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,0016).
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Tomados en conjunto, los resultados mostrados hasta aqui sugieren que
los espermatocitos que no alcanzan a diferenciarse en espermatozoides
durante el periodo PreRy R mueren por apoptosis en el periodo PostR. De este
modo, y dado que la proliferacion de espermatogonias es méaxima en el
periodo R, los espermatozoides del afio siguiente serian consecuencia de esta
nueva onda espermatogénica. Como se mencion6é en la Introducci n, se ha
demostrado que los estrégenos inducen la apoptosis de las células germinales
en ciertos modelos de mamiferos pero esto aln no se ha estudiado en anfibios.
Por otro lado, en ranas se ha observado que el E, estimula la proliferacion de
la linea germinal. Teniendo en cuenta estos antecedentes, y que la
concentracion plasmatica de E, en esta especie aumenta en el periodo Ry
alcanza niveles maximos en el PostR, los resultados expuestos en este capitulo
plantean el interrogante de si el E; regula la apoptosis y la proliferacion de la

linea germinal en R. arenarum.

Localizaci n celular de los receptores de E, en el testculo y en el
rgano de Bidder

En este contexto, se analizé la presencia del receptor de E, en el
testiculo de R. arenarum mediante inmunohistoquimica. Para ello se utilizé un
anticuerpo anti ERB que ya habia sido utilizado para la descripciéon de las
variaciones estacionales en la expresion del receptor en P. esculentus (Stabile
y col., 2006). En ese trabajo se evalu6 la especificidad de este anticuerpo
mediante western blot, encontrandose una banda inmunorreactiva del peso
molecular esperado (55 kDa). Sin embargo, y dado que no se realiz6 en R.
arenarum ningun estudio farmacolégico ni de otro tipo, de ahora en mas nos
referiremos al receptor de E, similar al ERB (ERBs). Como muestra la Figura 22,
se observé inmunomarca en el compartimento intersticial en el que se localizan
las células de Leydig en testiculos de algunos animales correspondientes al
periodo R. Sin embargo, dado que el objetivo de la tesis no es analizar la
distribucion estacional del ERBs en las célulasde Leydig, los testiculos de los
individuos de los periodos PreR y PostR no fueron analizados en profundidad ni

cuantitativamente.
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Figura 22. Inmunohistoquimica de ERBs en secciones de testiculo. (A) Seccion
representativa de los testiculos de un animal del mes de abril (periodo PostR). La
flecha sefiala la inmunomarca en el compartimento intersticial. (B) Control

negativo.
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Se observé también inmunomarca contundente en las células de Sertoli
préximas a los “penachos” de espermatozoides (Figura 23) y en las
proyecciones citoplasmaticas de las células de Sertoli englobando cistos que,
debido a su tamafio, podrian corresponder a cistos de espermatogonias
(Figuras 24 y 26). En muy pocos individuos se detecté inmunomarca en los
nucleos de las espermatogonias |, las espermétidas y los espermatocitos
(Figura 25). Cabe destacar que no se pudo establecer un patrén estacional
diferencial en la localizacion del ERBs dado que luego de observar y comparar
testiculos de un total de 12 individuos (PreR: n=4, R: n=5, PostR: n=3), no se
detectaron tendencias diferenciales entre un periodo y otro. Ademas, en
ningun caso se observé inmunomarca en los controles negativos que no fueron
incubados con el anticuerpo primario. De este modo, si bien en algunos casos
se observé inmunomarca de ERPBs en los nlcleos de espermatogonias, de
espermatocitos o de espermatidas, en la mayoria de los individuos se observo
ERBs en las células de Sertoli, ya sea concentrado en su citoplasma o en las
proyecciones citoplasmaticas englobando los espermatocistos. Estos resultados
sugieren que si el E, efectivamente tuviese algun efecto en la apoptosis o la
proliferacion de la linea germinal, esto seria mayoritariamente mediante su

accion sobre las células de Sertoli.
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Figura 23. Inmunohistoquimica de ERBs en
secciones de testiculo de individuos del periodo
PreR. Obsérvese la inmunomarca en las células
de Sertoli. (A) Imagen de una seccion
representativa. (B) y (C) Detalle de células de
Sertoli. (D) Inmunomarca alrededor del nucleo
de la célula de Sertoli. La flecha sefiala el ndcleo

de la célula de Sertoli. (D) Control negativo.
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Figura 24. Inmunohistoquimica de ERBs en
secciones de testiculo de individuos
recolectados en agosto (periodo PreR). La
flecha sefiala la inmunomarca en las
proyecciones de Sertoli englobando posibles
cistos de espermatogonias. (A), (B) y (C)
ImaAgenes de tres secciones representativas.

(D) Detalle de C. (E) Control negativo.
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Figura 25. Inmunohistoquimica de ERBs en secciones de testiculo. (A) Obsérvese
inmunomarca en el compartimento intersticial (==>) y en el nucleo de las
espermatogonias | ( === en un individuo recolectado en noviembre (periodo R).
(B), (C). En los testiculos de este individuo del mes de diciembre (periodo R)
puede observarse inmunomarca de ERBs en los nucleos de células en estadios mas
avanzados de la espermatogénesis, como espermatocitos (B) o espermatidas (C).

(D) Control negativo.
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Figura 26.

Inmunohistoquimica de ERPBs
en secciones de testiculo de
un individuo recolectado en
el mes de abril (periodo
PostR). Las flechas sefialan
la inmunomarca en |las
proyecciones citoplasmaticas
de las células de Sertoli,
englobando los cistos de
espermatogonias  1l. (A)
Imagen de wuna seccion
representativa. (B) Detalle
ampliado de A. (C) Control

negativo.
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Dado que algunas sustancias estrogénicas pueden estimular la expresion
de aromatasa, al igual que E,, se evalud la presencia del receptor de E, en los
BO. Como muestra la Figura 27, se observa marca inmunorreactiva en foliculos
previtelogénicos y también en algunos vitelogénicos, aunque en este ultimo
caso la comparaciéon con el control negativo no confirma que esto sea una
inmunomarca especifica del anticuerpo primario. Con respecto a los foliculos
previtelogénicos, las Figuras 28 y 29 muestran inmunomarca localizada en la
periferia del ooplasma y no en las células foliculares. En otros animales se
observé inmunomarca en el nucleo y en la periferia nuclear de los oocitos y
también en el citoplasma de células foliculares (Figura 30). Luego de haber
analizado un total de nueve individuos, no se encontré6 ningun patron
estacional con respecto a la inmunomarca e incluso en algunos 6rganos la
localizacion de la inmunomarca varia de un foliculo a otro (Figura 27 y 30). Sin
embargo, cabe destacar que la localizacién nuclear Unicamente se observo en
los BO de individuos del periodo PreR pero no de los otros periodos. El haber
localizado el receptor de E, del tipo similar al B en el testiculo y en el BO

sugiere que ambos 6rganos podrian ser regulados por el E,.
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Figura 27.

Inmunohistoquimica de ERBs
en secciones del BO de un
individuo recolectado en el
mes de junio (periodo PreR).
(A) Inmunomarca en
distintos foliculos. (B)
Control negativo. (C) Detalle
ampliado de A. En esta

imagen se muestran tanto

foliculos previtelogénicos
( ) como vitelogénicos
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Figura 28.

Inmunohistoquimica de ERBs
en secciones de un BO de un
individuo de junio (periodo
PreR). (A) La flecha sefiala
la inmunomarca en la
periferia del ooplasma en los
oocitos  bidderianos.  (B)
Detalle ampliado de A. (C)

Control negativo.
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Figura 29.

Inmunohistoquimica de ERBs
en secciones de BO y de
testiculo pertenecientes a un
individuo  recolectado en
septiembre (periodo R). (A)
Obsérvese la inmunomarca
en la periferia del ooplasma
en los oocitos bidderianos
(=, y en el citoplasma de
las células de Sertoli en la
base de los “penachos” de
espermatozoides (C=»>). (B)
Detalle ampliado de A. (C)

Control negativo.
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Figura 30. Inmunohistoquimica de ERBs en secciones de BO de un individuo
recolectado en junio (periodo PreR). (A) Imagen de una seccion representativa. (B)
y (C) Detalles ampliados de (A). Obsérvese la inmunomarca nuclear (w=mp) 0
perinuclear (:>) en los oocitos y en el citoplasma de algunas células foliculares
(—»). (D) Control negativo.
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Variaciones estacionales en la proliferaci n celular en el rgano de
Bidder

Como se mostré en el Cap tulo 1, el BO es capaz de sintetizar E, a partir
de sustratos enddgenos y la contribucion de este 6rgano al E, en circulacién no
estaria relacionada con el peso de los 6rganos sino, por ejemplo, con la
cantidad de células foliculares por foliculo o bien con el numero de foliculos. Es
por ello que se analizaron las variaciones estacionales en la proliferacién
celular en los BO mediante la incorporacion de BrdU. Como muestran las
Figuras 31-33 se observdé una marcada proliferacién de las células foliculares
tanto en los 6rganos del periodo R (Figuras 31 y 32) como del PostR (Figura
33). La Figura 32 muestra la relacion del BO con el testiculo adyacente y, en
este contexto, puede observarse la proliferacién tanto de las células foliculares
como también de los cistos de espermatogonias. En cambio, en aquellos
o6rganos de individuos del periodo PreR (Figura 34), la proliferacion de las
células foliculares no es tan marcada y, a diferencia de lo que ocurre en los
otros periodos, en algunos de ellos se observa inmunomarca de BrdU en los

nudcleos de los oocitos.
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Figura 31.

Proliferacién celular en el
6rgano de Bidder. Los
fragmentos de oérgano
fueron incubados con BrdU,
y la incorporacion de BrdU
se determind mediante
inmunohistoquimica como se
detalla en Materiales vy
Métodos. (A) Imagen de una
seccion representativa. (B)
Obsérvese la incorporacion
de BrdU en las células
foliculares (mmmp). (C) Detalle
de B.
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Ver leyenda en la siguiente hoja
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Figura 32. Proliferacién celular en el BO y en el testiculo de un individuo de
septiembre (periodo R). (A) Imagen de una seccion representativa. (B) Control
negativo. (C) Detalle de A. Obsérvese inmunomarca en las células foliculares

(=) y en cistos de espermatogonias ( :>). (D) Control negativo.
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Figura 33.

Proliferacion celular en BO
en un individuo recolectado
en abril (periodo PostR). (A)
Imagen de una seccién
representativa. (B) y (C)
Detalles ampliados de A.
Obsérvese la proliferacién en

las células foliculares (mp
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Figura 34. Proliferacion celular en el BO en dos individuos recolectados en junio
(periodo PreR). (A) Imagen de una seccién representativa. (B) Obsérvese
inmunomarca de BrdU en los nucleos de los oocitos. (C) Control negativo. (D)
Detalle ampliado. N6tese inmunomarca de BrdU en el nacleo del oocito ( |:>) y
de una célula folicular ( )

Para cuantificar los resultados, la proliferacion celular en el BO se
expres6 de dos modos: 1) como el porcentaje de células foliculares en
proliferacién sobre el total de células foliculares en cada foliculo (% de células
foliculares marcadas); 2) como el porcentaje de foliculos con al menos una
célula en proliferacién sobre el total de foliculos del campo 6ptico (% de
foliculos marcados). En el primer caso los datos no cumplian con el supuesto
de homocedacea, por lo cual se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis.
En cambio, en el segundo caso los datos si cumplian con el supuesto y se
analizaron mediante ANOVA de un factor seguido por contrastes a posteriori.

Como muestra la figura 35, se observd que la proliferaciéon es
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significativamente mayor en el periodo Ry PostR (p= 0,05 para ‘% de células

foliculares marcadas’, p= 0,008 para ‘% de foliculos marcados’).
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Figura 35: Variaciones estacionales en la proliferacién celular de los BO de
animales recolectados durante los periodos PreR (n=5), R (n=3) y PostR (n=3). En
cada caso se analizaron 5 campos en cada seccion y los valores se expresaron
como la Media + EE. (A) Porcentaje de células foliculares inmunopositivas sobre el
total de células foliculares de cada foliculo observado. Letras distintas indican
diferencias significativas (p= 0,05). (B) Porcentaje de foliculos con al menos una
célula folicular inmunopositiva, sobre el total de foliculos observados en el campo.
Letras distintas indican diferencias significativas (p= 0,008).
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Estos resultados sugieren que el numero de células foliculares en
proliferacion es significativamente mayor en los periodos R y PostR, cuando la
actividad total de la enzima aromatasa y los niveles plasmaticos de E, son

mayores que en el periodo PreR.
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Discusi_n

Como se mencioné en la Introducci n, los ciclos reproductivos de los
anfibios pueden ser continuos o discontinuos (van Oordt, 1960). En los ciclos
reproductivos continuos hay una produccidon constante de espermatogonias y
de espermatocitos mientras que en los ciclos discontinuos las espermatogonias
primarias pierden su capacidad mitética en cierto momento del ciclo y, por lo
tanto, los testiculos solo poseen espermatozoides en un periodo particular del
aio. En general, las especies tropicales y subtropicales tienen un ciclo
espermatogénico continuo mientras que las especies de zonas templadas
poseen un ciclo discontinuo o potencialmente continuo (Rastogi y col., 1976;
Lofts, 1987).

Las variaciones estacionales en la apoptosis de la linea germinal y en la
proliferaciéon celular durante la espermatogénesis se estudiaron en muy pocas
especies de anfibios urodelos y anuros. En el primer caso, en C. pyrrhogaster,
las espermatogonias secundarias entran en apoptosis durante el invierno y los
testiculos carecen de espermatozoides en el periodo de quiescencia, mientras
que en T. marmoratus los espermatocitos primarios sufren apoptosis en el
verano y las espermatogonias lo hacen en el invierno (Yazawa y col., 1999;
Ricote y col., 2002). En el caso de los anuros, en L. catesbeianus se observa
una elevada produccion de espermatocitos durante el invierno seguida de
meiosis, espermiogénesis y espermiacion durante la primavera (Sasso-Cerri y
col., 2004). En el mismo trabajo los autores observaron que Ila
espermatogénesis se reiniciaba durante el verano. Sin embargo, en un trabajo
posterior se detecté una elevada incidencia de apoptosis en los cistos
testiculares durante el verano mientras que la apoptosis durante el invierno
era minima (Sasso-Cerri y col.,, 2006). Es importante sefialar que estos
estudios se realizaron en L. catesbeianus de é&reas tropicales (Sasso-Cerri y
col., 2004; 2006).

R. arenarum es una especie de anuro con un ciclo espermatogénico

anual continuo. La onda espermatogénica comienza en octubre, mes en el que
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se observa el maximo numero de cistos de espermatogonias y finaliza en
septiembre del afio siguiente, cuando los testiculos poseen el mayor namero
de matas de espermatozoides (Burgos y Mancini, 1948). Teniendo en cuenta
que cuando los testiculos poseen un méaximo numero de matas de
espermatozoides los I6bulos testiculares también poseen cistos de
espermatocitos, existen al menos dos posibilidades: los espermatocitos podrian
mantenerse latentes hasta la proxima onda espermatogénica y continuar la
espermatogénesis al afio siguiente, o bien podrian ser eliminados por

apoptosis.

En este contexto, y con el objetivo de contribuir al entendimiento de la
regulacion de la espermatogénesis en esta especie, se decidi6 estudiar las
variaciones estacionales en la apoptosis de la linea germinal. En primera
instancia, llam6 la atencion que las secciones testiculares que habian sido
solamente desparafinadas, y que no habian sido sometidas al protocolo de la
técnica utilizada para medir apoptosis, mostraban una autofluorescencia basal
evidente en el compartimento intersticial. Este fendmeno podria estar
relacionado con que diversos trabajos sugieren que las células de Leydig
pertenecen al conjunto de células APUD (del inglés, ‘Amine precursor uptake
and decarboxylation system’), muchas de las cuales se originan a partir de las
células de la cresta neural (Angelova y col., 1991; Schulze y col., 1991;
Davidoff y col., 1993; Ortega y col., 2004). Las células del sistema APUD son
células neuroendocrinas que poseen descarboxilasas y que son capaces de
captar sustancias precursoras de aminas. Algunos trabajos sugieren que las
células APUD poseen una fluorescencia inducida por formaldehido (Sorokin y
col., 1982; Rubin y Schwartz, 1984; Scheuermann y col., 1984; Sarikas y col.,
1985) y por eso se podria pensar que la autofluorescencia en el compartimento
intersticial es debida a la fijacibon empleada. Lamentablemente, la
autofluorescencia del compartimento intersticial no permitié analizar si existen
variaciones estacionales en la apoptosis de las células de Leydig, lo cual podria
ser evaluado mediante otra aproximaciéon experimental como por ejemplo

TUNEL tradicional no asociado a fluorescencia. Debido a la autofluorescencia
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observada, se decidi6 realizar en cada determinacion, ademas de un control
positivo y otro negativo, un ‘Control de autofluorescencia’ a partir del cual se
establecieron los parametros del microscopio Confocal, de modo tal de fijar

una autofluorescencia basal en el compartimento intersticial.

Los resultados expuestos en este capitulo muestran que la apoptosis en
el testiculo es significativamente mayor en el periodo PostR, que estéa
comprendido entre los meses de enero y abril. De este modo, estos resultados
coinciden con los observados en L. catesbeianus, ya que en ambas especies
existe una alta incidencia de apoptosis en los testiculos de individuos en los
meses de verano mientras que los niveles de apoptosis durante el invierno son
minimos. Al analizar cuales son los estadios de la espermatogénesis que sufren
muerte celular, se observd que la apoptosis ocurre en los espermatocitos I, Il
y en las espermétidas. Cabe destacar que, a diferencia de lo que ocurre en los
urodelos T. marmoratus y C. pyrrhogaster, en ningun individuo se observo
apoptosis en las espermatogonias. De este modo, la apoptosis en esta especie
ocurre en los estadios celulares mas avanzados de la espermatogénesis y
previos a la formacion de espermatozoides. En urodelos, Ricote y col. (2002)
propusieron que la ocurrencia de apoptosis en los periodos que no conducen a
la espermiogénesis podria contrarrestar un exceso en la proliferacion
espermatogonial y en la mitosis. Ademas, podria ocurrir que haya una
disminucion de los factores regulatorios y de supervivencia y que las células de
Sertoli no fueran capaces de mantener la homeostasis de los cistos. En este
sentido, como propusieron Neubauer y col. (2004), la apoptosis podria actuar

III

como un “mecanismo de contro para evitar, por ejemplo, Ila
teratozoospermia. De todos modos, los resultados expuestos en este capitulo
sugieren que los altos niveles de apoptosis en los espermatocitos vy
esperméatidas durante el periodo PostR contribuyen a eliminar los cistos que no
alcanzaron a formar matas de espermatozoides y, consecuentemente, las
espermatogonias son las que continuaran con la espermatogénesis y formaran

los estadios mas avanzados de la siguiente onda espermatogénica.
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Por otra parte, la espermatogénesis también esta intimamente
relacionada con la proliferacion de las células germinales. La proliferacion de
las espermatogonias se estudi6 en algunas especies de anfibios como C.
pyrrhogaster y P. esculentus (Chieffi y col., 2000a, 2000b; Ferrara y col.,
2004; Yuwen y col.,, 2008). Como se mencion6 en la Introducci n, la
proliferaciéon celular en la rana fue estudiada en numerosos trabajos,
observandose una maxima proliferacion durante el periodo reproductivo
asociada a altos niveles de PCNA y de c-kit (Raucci y Di Fiore, 2007). En este
capitulo se analizaron las variaciones estacionales en la proliferacion de la linea
germinal mediante la incorporaciéon de BrdU y los resultados muestran que, al
igual que lo que ocurre en P. esculentus, la proliferacion de las
espermatogonias es significativamente mayor durante el periodo R mientras
que durante los periodos PreR y PostR la proliferacién celular es baja. En
consecuencia, durante el periodo R hay una baja incidencia de apoptosis y una
elevada proliferacién celular mientras que en el periodo PostR ocurre
exactamente lo opuesto. Estos resultados, al igual que los observados en P.
esculentus, concuerdan con la existencia de una correlaciéon inversa entre la
apoptosis y la proliferacion de la linea germinal propuesta para algunas
especies de mamiferos con ciclos reproductivos estacionales, como por ejemplo
los ciervos y las liebres (Blottner y col., 1996; Strbenc y col., 2003). De este
modo, la regulacion y el equilibrio entre la apoptosis y la proliferacién celular

jugarian un rol esencial también en el ciclo espermatogénico de R. arenarum.

Los resultados expuestos en el Cap tulo 1 mostraron claramente que en
esta especie los niveles plasmaticos de E, son elevados durante los periodos R
y PostR, aunque alcanzan los valores méaximos durante el periodo PostR. Esto
coincide con la elevada proliferacion de espermatogonias observada durante el
periodo R y con los altos niveles de apoptosis testicular hallados en el periodo
PostR descriptos en este capitulo, sugiriendo un posible rol de los estrégenos
en la regulacién de la espermatogénesis de esta especie. Como se detallé en la
Introducci n, el control hormonal que ejercen los estrogenos sobre la

espermatogénesis se estudié en diversas especies de anfibios, tales como L.
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catesbeianus, L. pipiens y P. esculentus. Teniendo en cuenta estos
antecedentes y que los resultados expuestos hasta aqui sugieren una posible
relacion entre el E, y la apoptosis testicular y la proliferacion de la linea
germinal, se evalud la presencia del receptor de E, en el testiculo mediante
inmunohistoquimica. Como se mencionara en la Introducci n, el receptor de
estrogenos mas conocido es un receptor nuclear del tipo | y tiene localizacion
citoplasmaéatica cuando no esta unido a E, y nuclear luego de interactuar con el
ligando. Por otra parte se han identificado dos isoformas, a y B. En nuestro
modelo experimental se decidié analizar la presencia del receptor ERB debido a
gue esta isoforma ya habia sido estudiada en relaciéon a la actividad mitética
espermatogonial en P. esculentus y en L. catesbeianus (Stabile y col., 2006;
Caneguim y col., 2013b). Para ello, se utilizé un anticuerpo anti ERB que habia
sido empleado para describir las variaciones estacionales en el ERB del
testiculo de P. esculentus (Stabile y col., 2006). En este ultimo trabajo, se
observé que la expresion del receptor en el testiculo medida por westernblot es
mayor en los meses correspondientes al periodo R. Con respecto a la
localizacion celular, en el periodo Ry PostR los autores describieron presencia
de ERB en el compartimento intersticial y también en el germinal,
particularmente en las espermatogonias, en los cistos de espermatocitos y
espermatidas y en las células de Sertoli. Para el periodo PreR, los autores
propusieron que en las espermatogonias, espermatocitos y espermatidas la
inmunomarca era menos intensa que en los otros periodos. Los resultados
expuestos en este capitulo también sugieren presencia de un receptor de E,
simil el ERB en el compartimento intersticial y en el germinal, que fue
analizado fundamentalmente en este ultimo caso. Como muestra la Figura 23,
las células de Sertoli asociadas a los penachos de espermatozoides exhiben
una fuerte marcacién con el anticuerpo. Ademas, se localizd el ERBs en las
proyecciones citoplasmaticas de las células de Sertoli que rodean a los cistos
de espermatogonias y de espermatocitos (Figura 24 y 26) asi como también en
los nucleos de algunas espermatogonias, espermatocitos y espermétidas
(Figura 25). Sin embargo, a diferencia de lo observado en P. esculentus, estos

altimos casos fueron mucho menos frecuentes que aquellos en los cuales la
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inmunomarca se localiza en las células de Sertoli. Por otra parte, no se
lograron establecer diferencias estacionales en la localizacion del receptor de
E,. Estos resultados sugieren que cualquier rol que pudiera tener el E; en la
regulacién de la espermatogénesis seria principalmente mediante su accién
sobre las células de Sertoli. De todos modos, si bien fueron muy pocos los
casos en los que se observo ERBs en los nlcleos de las células germinales, no

se puede descartar la posibilidad de algun efecto directo sobre ellas.

Como se explico en el Captulo 1 de esta tesis, el BO es capaz de
sintetizar E, a partir de sustratos endégenos y podria ser una de las principales
fuentes de E, plasmatico en esta especie. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, y con el objetivo de determinar si los estrégenos podrian regular
también a este 6rgano, se analizé la presencia de ERPs. Los resultados
sugieren que el receptor de estrogenos se localiza en la periferia del citoplasma
de los oocitos previtelogénicos del BO (Figuras 27-30). También se observo
inmunomarca nuclear y perinuclear en algunos foliculos en vitelogénesis
temprana en los BOs provenientes de sapos del periodo PreR (Figura 30). En
los foliculos vitelogénicos también se observé marca en el citoplasma de los
oocitos y, mucho mdés intensamente, en la periferia asociada al vitelo. Sin
embargo, dado que en el control negativo se observa cierta marca inespecifica,
no se puede afirmar que esto corresponda al ERBs (Figura 27). Finalmente, el
ERBs también se detectd en el citoplasma de las células foliculares (Figura 30).
Este tipo celular es el encargado de producir estrégenos en la mayoria de los
vertebrados y la presencia del ERBs sugiere una posible regulaciéon autocrina y
justificaria la accién de sustancias simil E; en la regulacion de dichas células.
Ademdés, como ya se dijera, las células foliculares expresan diversas enzimas
esteroidogénicas (Scaia y col., 2011; Sassone y col., 2014) y la presencia de
ERBs en dichas células podria sugerir que los estrégenos participan en la
regulacién de la esteroidogénesis bidderiana. La presencia de ERBs en el
ooplasma y en los nucleos de los oocitos de los BO constituye un resultado
sorprendente, si bien este no es el primer caso en el que se detectan

receptores de hormonas esteroideas en el ooplasma de oocitos, aunque sean

109



Cap tulo 2 Tesis Doctoral M.F. Scaia

ovaricos. Se ha localizado el receptor de andrdégenos en el citoplasma de
oogonias y de oocitos en roedores, sugiriendo que los andrégenos pueden
tener un rol importante en la regulacién de la oogénesis (Galas y col., 2003,
para una revision acerca del rol de los andrégenos en el desarrollo de los
oocitos ver Gervasio y col.,, 2014). También se encontr6 ERB en ovario de
raton y de cerdo, aunque sélo en el primer caso la inmunomarca se localiz6 en
el citoplasma de los oocitos, sugiriendo que el ERP tiene diferentes roles en los

ovarios de ambas especies (Zhao y col., 2008).

Por otro lado, la localizacion nuclear y perinuclear en los BO de machos
de R. arenarum durante el periodo PreR sugiere que, en estos casos, el ERPBs
se encontraria unido a E,. La localizacion nuclear en estos individuos del
periodo PreR, pero no de los otros periodos, resulta sorprendente debido a que
los niveles plasméticos de E, en este momento del aflo son minimos. Si se
tiene en cuenta que las concentraciones de esta hormona son mayores en los
periodos R y PostR, hubiera sido esperable hallar una localizaciéon nuclear del
ERBs unido a su ligando en estos dos periodos. Sin embargo, los resultados de
esta tesis sugieren una tendencia contraria. Una explicacién posible surge de
considerar el proceso vitelogénico. La localizacion nuclear del ERBs durante el
periodo PreR se detecta en los oocitos vitelogénicos tempranos y podria ocurrir
gque el E, asociado a los componentes del vitelo que ingresan a los oocitos
contribuya a un aumento en la concentracién intra oocitaria de estrégenos. Si
esto fuera asi, el aumento de E, podria inducir un incremento en la

translocacién del receptor.

De todos modos, la presencia de ERBs en los oocitos del BO sugiere la
posibilidad que el E, producido por este érgano participe en la regulacién del
crecimiento oocitario. Esto explicaria por qué el tratamiento con E, o con
sustancias feminizantes simil E,, como el herbicida atrazina, induce el
crecimiento del BO. En individuos capturados en zonas con alta actividad
agricola y uso intensivo de herbicidas, los BO poseen oocitos vitelogénicos (Mc
Coy y col., 2008). Los autores sugieren que esto es debido a que los testiculos

de estos animales no producen las sustancias responsables de inhibir la
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vitelogénesis y en consecuencia el crecimiento de los oocitos. Sin embargo,
ciertos agroquimicos poseen funcion estrogénica y, en vista de los resultados
mostrados en este capitulo, se podria pensar que el mayor desarrollo de los BO
en animales capturados en &areas agricolas sea debido a la presencia de
sustancias estrogénicas en el medio y al ER localizado en los oocitos

bidderianos.

Cabe destacar que en esta tesis se analizé la localizacién del ERBs en
testiculo y en el BO debido a que es la principal isoforma estudiada en el
testiculo de anfibios. Sin embargo, seria importante evaluar también la
presencia de ERa y de receptores de membrana tales como GPR30 (Nelson y
Habibi, 2013; para una revision sobre GPR30 y la espermatogénesis en

mamiferos, ver Chimento y col., 2014).

En el Cap tulo 1 de esta tesis se mostr6 que no existe una correlacion
significativa entre los valores de E, plasmatico y el peso de los BO, ni entre la
actividad total de la enzima aromatasa y el peso de estos o6rganos. Por lo
tanto, se propuso que la mayor o menor produccion de E, por parte del BO no
esta relacionada con el peso o el tamafo total de estos érganos sino con otros
factores, como por ejemplo la cantidad de células foliculares. Es por ello que
en este capitulo se analizaron también las variaciones estacionales en la
proliferacién celular del BO mediante la incorporacion de BrdU. Como se
mencionara en la seccibn de Materiales y M todos, los resultados se
expresaron de dos maneras diferentes, como el porcentaje de células
foliculares marcadas en cada foliculo y como el porcentaje de foliculos en
proliferacion, con al menos una célula folicular inmunomarcada. Esto se realiz6
con el objetivo de independizarse del numero de células foliculares en cada
foliculo y el hecho de haber obtenido resultados similares con ambos modos de
expresion otorga mayor verosimilitud a los resultados. Los resultados indican
gue la proliferacion de las células foliculares es significativamente mayor en los
periodos Ry PostR (Figura 35). El hecho de que la proliferacion celular en este
organo sea menor durante el periodo PreR, cuando los niveles plasmaticos de

E, y la actividad total de aromatasa son también menores, constituye una
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evidencia mas de que el aporte de los BO a las concentraciones plasmaticas de
E> no estd relacionado con el peso o tamafio total de los 6rganos sino
probablemente con la cantidad de células foliculares en cada foliculo. Cabe
destacar también que si bien durante el periodo PreR la proliferacion de las
células foliculares fue mucho menor, en este periodo se observé inmunomarca
de BrdU en los nucleos de los oocitos de algunos sapos, lo cual no se observo
en ningun individuo analizado durante los periodos R y PostR (Figura 34).
Estos resultados sugieren que durante el periodo PreR habria sintesis de ADN
en los oocitos del BO. Esto podria explicarse por la duplicacion del ADN en los
oocitos durante la interfase previa a la profase |. Si bien en esta tesis no se
realiz6 un estudio exhaustivo de la morfologia nuclear de los oocitos, estos
resultados sugieren que ocurre replicacion de ADN en oocitos de los BO de

sapos recolectados durante el periodo PreR.

Independientemente de las variaciones estacionales en el BO, es
importante mencionar que este es el primer trabajo en el cual se describe la
presencia del ERBs en este 6rgano. Tampoco se habia detectado proliferacion
en células foliculares ni en los oocitos del BO en ninguna de las especies de
bufénidos estudiadas. Como se mencioné en la Introducci n, el BO se
desarrolla en larvas con anterioridad a la diferenciacién gonadal y ademas es
funcional en lo que respecta a la sintesis de estrogenos, lo cual le asigna un rol
importante en la direccidén de la diferenciacion gonadal (Sassone y col., 2014).
Ademas, en esta tesis se demuestra la presencia de ERBs y de células en
activa proliferacién en el BO y que este érgano no solo es capaz de sintetizar
E, a partir de sustratos enddgenos sino que podria ser una de las principales
fuentes de E, plasmatico en machos de R. arenarum. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, resulta evidente que el BO no es un “ovario atrofiado” tal como
se lo describié histéricamente, ya que no se trata ni de un ovario ni de un

organo atrofiado.
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V. Efecto del estradiol sobre la esteroidog nesis testicular y la
espermatog nesis

Materialesy M todos

Animales y obtenci n de plasma y tejidos

Se emplearon 50 sapos recolectados entre los afios 2012 y 2014. Los
animales fueron mantenidos, alimentados y anestesiados tal como se describié
en el Captulo 1. La obtencion de plasmas y tejidos se llevé a cabo como se
detall6 anteriormente. En este caso no se utilizaron los BO sino que se
extrajeron soélamente los testiculos, que fueron procesados segun las

caracteristicas de cada protocolo.
Tratamiento de los fragmentos testiculares con estradiol

Estos experimentos se llevaron a cabo con el objetivo de analizar el
efecto del E; sobre algunos aspectos de la fisiologia testicular de R. arenarum
como la actividad de dos enzimas esteroidogénicas, la apoptosis y proliferacion
celular. Para ello, los testiculos se cortaron en fragmentos homogéneos de
aproximadamente 2 mm y se procesaron en condiciones de esterilidad. Se
juntaron todos los fragmentos de ambos testiculos y luego se separaron en
tantos grupos como tratamientos, de modo tal que ambos testiculos estuvieran
representados en cada tratamiento. Los fragmentos testiculares se cultivaron
en medio L15-Hepes por 24 hs, sin y con dos concentraciones de E, (Grupos

experimentales: control, 2 nM E;y 20 nM E,).
Medici n de la actividad del CypP450.;,

Para estudiar el efecto del E, sobre la actividad de la enzima
CypP450cl17 se analizaron 20 animales (PreR: n=6, R: n=7, PostR: n= 7). La
homogeneizacién del tejido y la cuantificacion de las proteinas se llevaron a
cabo tal cual fuera descripto para la medicion de la actividad de aromatasa. Se
trabajé en concentraciones de saturaciéon de sustrato empleando para ello

pregnenolona-H® 10 pM (y 300.000 dpm). El marcador radioactivo utilizado fue

113



Cap tulo 3 Tesis Doctoral M. F. Scaia

[7(n)- H®] pregnenolona (18 Ci/mmol; NEN, Boston, Massachusetts, EEUU).
Esta enzima, al igual que la enzima aromatasa, utiliza NADPH como cofactor,
por lo cual se empled el mismo sistema regenerante de NADPH que el
detallado en el Cap tulo 1. Como control del estado del sustrato radioactivo se
realiz6 un blanco carente de tejido. Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado. La incubacién, extraccion y separacion de los esteroides se llevé
a cabo como ya fuera descripto para la actividad de aromatasa en el Cap tulo
1. En este caso, los estandares empleados fueron el sustrato pregnenolona y
los dos productos secuenciales, 17-hidroxipregnenolona (17-P5) vy
dehidroepiandrosterona (DHE). Para la deteccion, se cromatografiaron ademas
25 pg de pregnenolona, 23 yng de DHE y 23 pg de 17-P5. El sistema de
solventes utilizado, el revelado y la medicién de la radioactividad se llevaron a
cabo del mismo modo que para la medicion de la actividad de aromatasa. La
actividad de hidroxilasa se calculé sumando ambos productos secuenciales.
Para calcular la actividad de liasa s6lo se considerd la produccion de DHE. La
actividad enzimatica se expresa en pmoles de producto por minuto por mg de

proteinas.

Medici n de la cantidad de prote na del CypP450.,; mediante Western
Blot

Para evaluar los cambios en la cantidad total de la enzima CypP450c17
en los fragmentos de tejido sometidos a distintos tratamientos se realiz6 el
Western blot con el homogenato completo. Se analiz6 el tejido proveniente de
15 animales (PreR: n=5, R: n=5, PostR: n=5). Los fragmentos de testiculo se
homogeneizaron en el Buffer de homogenizacibn en una proporcién
aproximada de 1 ml de buffer por cada 150 mg de tejido. Los homogenatos se
centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos a 4°C para precipitar el las
células enteras. Se cuantificé el contenido proteico por el método de Bradford
(1976). Los homogenatos se guardaron a -80°C hasta el momento de su

andlisis por western blot.
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Para realizar el ensayo, se mezclaron 80 ug de proteinas con el buffer de
siembra, se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron a 12.000 g por 2
minutos. Las muestras se sembraron en un gel de poliacrilamida 10% con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) junto con una mezcla de marcadores de
peso molecular coloreados (SeeBlue, Invitrogen, EEUU) y se corrieron durante
160 minutos a 130 V. Luego de la electroforesis, las proteinas se transfirieron,
utilizando un sistema de transferencia humedo durante 90 minutos a 300 mA,
a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Hybond LFP, Amersham,
EEUU). La efectividad de la transferencia se corrobord por una tincién con rojo
Ponceau. Luego de la transferencia, las membranas se colocaron en una
solucion de buffer PBS-T con 3% de per6xido de hidrogeno durante diez
minutos y los sitios inespecificos se bloguearon con 5% de leche en polvo
descremada en PBS-T durante 90 minutos, realizando breves lavados con PBS-
T entre ambos bloqueos. Las membranas se incubaron durante toda la noche a
4 °C en agitacion con anticuerpo primario policlonal realizado en conejo contra
los aminoéacidos 331-410 cercanos al extremo C-terminal de la proteina
Cyp450cl7 de ratén (Santa Cruz Biotechnology, CA, EEUU). Se utilizé una
dilucién de 0,4 pg/ml preparada en PBS-T con 2% leche descremada. Luego de
la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas fueron incubadas con
PBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente y luego con un anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a HRP (Chemicon Internacional, EEUU) en una
dilucién 0,152 ug/ml en PBST durante una hora a temperatura ambiente y se

realizdé un Ultimo lavado en PBST durante 45 minutos.

Considerando que existen diferencias de carga entre las calles, las bandas
inmunoreactivas de CypP450cl7 fueron relativizadas a la correspondiente
banda de B-actina, que fue utilizada como control de carga. Para ello, se utiliz6
un anticuerpo primario monoclonal anti B-actina (Santa Cruz Biotechnology,
CA, EEUU) en una dilucion 0,125 ug/ml en PBS-T con 2% leche descremada y
un anticuerpo secundario anti 1gG de raton acoplado a HRP 0,1 ug/ml (Santa
Cruz Biotechnology, CA, EEUU). Las bandas fueron visualizadas por un sistema

de deteccion de quimioluminiscencia utilizando el buffer de revelado en un
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detector de quimioluminiscencia Fujifilm LAS-1000 y las iméagenes se
obtuvieron mediante el equipo Fujifilm Luminiscent Image. El analisis
densitométrico de las bandas se realiz6 con el programa ImageGauge (Fuji
photo film CO., LTD, Altura Software, Inc. EEUU).

Medici n de la actividad 3pHSD/I

Para evaluar el efecto del E, sobre la actividad de la enzima 3HSD/| se
analizé un namero total de 15 animales (PreR: n=6, R: n=4, PostR: n=5). La
medicion de esta actividad enzimatica se realiz6 como fuera descripto por Pozzi
y col. (1997). Brevemente, los fragmentos de testiculo se homogeneizaron en
buffer 3HSD/1 en una proporcion aproximada de 1 ml de buffer por 150 mg
de tejido. El contenido proteico se cuantificé por el método de Bradford (1976).
Dado que esta enzima emplea NAD* como cofactor, en cada ensayo se utilizo
NAD® 0,5 mM. Para trabajar en condiciones de saturaciéon, se emple6 una
concentracion de 25 pM de pregnenolona-H® (y 300.000 dpm) como sustrato.
El marcador radioactivo utilizado fue [7(n)- H® pregnenolona (18 Ci/mmol;
NEN, Boston, Massachusetts, EEUU). Se realizé un blanco sin tejido y cada
muestra se analizo por triplicado. La incubacidn, extraccion y separaciéon de los
esteroides se llevé a cabo como fue descripto anteriormente. En este caso, los
estdndares empleados fueron pregnenolona (25 pg) y progesterona (4 ug),
respectivamente sustrato y producto de la enzima 3BHSD/I. El sistema de
solventes utilizado, el revelado y el conteo de radioactividad se llevé a cabo
como se describi6 anteriormente. La actividad enzimatica se expresa en

nmoles de progesterona por minuto por mg de proteinas.
Procesamiento del material para histolog a e inmunohistoqu mica

Tanto para histologia convencional como para inmunohistoquimica se

siguid el protocolo explicado en el Cap tulo 2.
Estudio de apoptosis

Con el objetivo de determinar el efecto del tratamiento de E, sobre la

apoptosis de la linea germinal, luego de las incubaciones con E; los fragmentos
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testiculares se procesaron para inmunohistoquimica y luego se determiné la
apoptosis mediante la técnica de TUNEL con fluorescencia tal como fuera
detallado en el Captulo 2. La determinacion de los estadios de la

espermatogénesis se realiz6 segun Rastogi y col (1976).
Proliferaci n celular

Con el objetivo de determinar el efecto del tratamiento con E, sobre la
proliferacion celular, luego de las incubaciones ya descriptas se trataron los
fragmentos testiculares con 1 mM de 5-Bromo-2° -Deoxyuridina (Sigma-
Aldrich, Alemania) durante 1 hora a 37°C y se procesaron tal cual fuera
descripto en el Captulo 2. La proliferacion celular se expresé como el
porcentaje de cistos de gonias inmunomarcados sobre el total de cistos de
gonias dentro de cada l6bulo, y también sobre el total de cistos en todos los
estadios de la espermatogénesis. Se analizaron 5 I6bulos de 5 animales de

cada periodo, y los resultados se expresaron como la media + EE.
An lisis estad stico de los resultados

Las actividades enzimaticas y la cantidad de proteina del CypP450c17 se
expresan como una relacibn entre los valores post tratamiento y los
correspondientes al tiempo cero. Los datos de las actividades de la enzima
CypP450cl17 y la cantidad de la proteina se analizaron y compararon mediante
ANOVA de dos factores fijos (Per odo y Tratamiento con E,). Con el objetivo de
analizar si los distintos perfiles de respuesta al tratamiento con E, tienen
relacion con los niveles de E, plasméatico, se compararon las concentraciones
hormonales de cada grupo mediante el test de Kruskal-Wallis, en el caso que
hubiere tres grupos de perfiles de respuesta, o el test Wilcoxon, en el caso en
qgue hubiere dos grupos de perfiles de respuesta. Este analisis debio realizarse
mediante estadistica no paramétrica debido a que los datos no cumplian con el
supuesto de homocedasticidad. La actividad de la enzima 3B3-HSD/I en los tres
periodos se comparé mediante un ANOVA de un factor (Per odo). El efecto de
E, sobre la actividad de la enzima 3B3-HSD/| se analiz6 mediante ANOVA de un

factor (Tratamiento con E,) para cada periodo, corregido mediante Bonferroni,
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y un contraste a posteriori mediante el test de Tukey (Steel y Torrie, ,80). Para
analizar si los distintos perfiles de respuesta de 3p-HSD/I al tratamiento con E,
tienen relacién con los niveles de E, plasmatico se realizdé un test t-Student en
el periodo PreR, dado que hay un solo grupo de perfiles de respuesta en cada
uno de los otros periodos. El efecto de E, sobre la apoptosis y la proliferaciéon
celular se analiz6 mediante ANOVA de un factor fijo (Tratamiento) para cada

periodo y un contraste a posteriori mediante el test de Tukey.
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Medios de incubaci n y soluciones buffer utilizados

Medio DMEM (Invitrogen-GIBCO, EEUU): estéril, con el agregado del0% de

suero fetal bovino tratado con carbén-dextrano, Hepes 10 mM, antibiéticos
(1000 Ul/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina) y antimicético (0,25
mg/ml de anfotericina B), pH 7,4. El suero fetal bovino fue inactivado a 55 °C
durante una hora previo a la extraccion de los esteroides mediante una mezcla

de carbén dextrano (2 %:0,2 % p/v) en PBS.

Medio L15 (de Leibovitz, Sigma-Aldrich, EEUU): estéril, con el agregado de

10% de suero fetal bovino tratado con carbdon-dextrano, Hepes 10 mM,
glucosa 60 mM, antibiéticos (1000 Ul/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de

estreptomicina) y antimicético (0,25 mg/mIl de anfotericina B), pH 7,4.

Buffer para actividad de la enzima CypP450c17: Buffer fosfato de sodio 50 mM,
EDTA 0,1 mM, MgCl, 3mM, pH 7,4.

Buffer de homogenizacién para medicién de la proteina CypP450cl7por
westernblot: Buffer fosfato de sodio 50 mM, EDTA 0,1 mM, MgCl, 3mM, PMSF
0,1 mM, pH 7,4.

Buffer para actividad de la enzima 3BHSD/|: Buffer Tris-Cl 10 mM, EDTA 0,1

mM, sacarosa 0.25 M, B-mercaptoetanol 0.4 mM, pH 7,4

Buffer para radioinmunoensayo de E,: Buffer fosfato salino 10 mM (PBS),

gelatina 0,1 % p/v, NaCl 140 mM, azida sédica 0,1 % p/v, pH 7,4.

Buffer de siembra: Tris-Cl 40 mM, dodecilsulfato sédico 2% p/v, glicerol 4 %

v/v, azul de bromofenol 0,001 % p/v, B-mercaptoetanol 2 mM, pH 6,8.

PBS-T: Buffer fosfato salino 10 mM, tween-20 0,5 % v/v.
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Buffer de revelado: Luminol 1,25 mM, &cido cumaéarico 0,198 mM, peroéxido de

hidrégeno 0,038 % v/v (100 volumenes) en buffer Tris-HCI 100 mM, pH 8,0.

Liguido de Bouin: Solucién acuosa saturada de &cido picrico 70 % p/v,

formaldehido 25 % v/v, acido acético 5 % v/v.

Hematoxilina de Carazzi: Hematoxilina 0,1 % p/v, sulfato doble de aluminio y

potasio 5 % p/v, iodato de potasio 0,02 % p/v, glicerina 20 % v/v.

Eosina acuosa: Eosina 0,1 % p/v.
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Resultados
Efecto del E, sobre las enzimas esteroidog nicas testiculares

Para analizar el efecto de E, sobre la esteroidogénesis testicular, se
incubaron fragmentos de testiculo con o sin E; (2 nMy 20 nM) durante 24 hsy
luego del tratamiento se realizaron las determinaciones enziméticas, tal como
se describi6 en Materiales y M todos. La dosis de 2 nM corresponde a los
valores de E, plasmaticos del periodo reproductivo mientras que la dosis de 20
nM corresponde a la concentracion a la cual los receptores de esta hormona
alcanzan la saturacién, tal cual lo establecen resultados previos del laboratorio.
Debido a la gran variabilidad entre los individuos, los valores enzimaticos se
expresaron relativos al valor de la actividad enzimética inicial. En primer lugar
se analizé la enzima CypP450cl17 ya que, como se explicé en la Introducci n,
esta enzima es fundamental para la produccion de andrégenos y su regulacion
es la que determina, al menos en parte, la caida de androgenos plasméticos

durante el periodo R de R. arenarum.

En primer lugar, y para disminuir la variabilidad, se intentd realizar un
andlisis factorial por bloques, en el cual Individuo era la variable de bloqueo.
Esto no fue posible debido a que en todos los casos se observd una interaccion
significativa, es decir que los individuos respondieron de modo distinto al
tratamiento con E,. Es por ello que se estudiaron los datos con mayor
detenimiento y se analizd si la dispersion en los datos podia estar relacionada
con distintas concentraciones de E, plasméatico en los individuos estudiados. Si
los animales difirieran en la concentracién de E; podria entonces ocurrir que la
respuesta estuviera mas o menos saturada al extraer el tejido. Como muestran
las Figuras 36 (actividad de 17-hidroxilasa) y 37 (actividad de liasa), dentro de
cada periodo los perfiles de respuesta pueden separarse en dos o tres
poblaciones de datos, segun el caso. Se analizaron entonces los valores de E;
plasmatico dentro de cada poblacién de datos mediante el analisis de Kruskal-
Wallis o Wilcoxon, segun correspondiera. Cabe destacar que no se realiz6 un

analisis paramétrico debido a que los datos no cumplian con el supuesto de
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homocedasticidad. En todos los casos se observé que los valores de E,
plasmatico de los distintos grupos dentro de cada periodo no variaban
significativamente (Tabla 3). Es decir, la variabilidad en la respuesta de los
distintos individuos al tratamiento con E, no pareceria estar relacionada con las
distintas concentraciones de E, plasmatico. Esto indica que otras variables no
contempladas en esta tesis influyen en los perfiles de respuesta de la enzima
CypP450c17 de cada individuo al tratamiento con E,. Cabe destacar que no
resulta sorprendente que los animales hayan mostrado distintos perfiles de
respuesta al tratamiento. Es importante recordar que en esta tesis se trabajo
con animales adultos provenientes de poblaciones naturales y que si bien se
los mantiene en un bioterio antes de realizar los experimentos, pueden haber
estado expuestos a distintos factores y condiciones ambientales a lo largo de
su vida. Esta exposicion diferencial podria afectar en mayor o menor medida a
su sensibilidad al tratamiento. Por lo tanto, era posible que los individuos
mostrasen una distribucion en la respuesta y que los datos no fuesen tan
homogéneos como podria ser una poblacién de ratas o ratones concebidos y

criados en un bioterio en condiciones controladas.
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Figura 36. Efecto de E, sobre la actividad de hidroxilasa del CypP450c17 en cada
periodo del afio. En estos graficos se representan todos los animales estudiados.
Dentro de cada grafico puede observarse claramente la separacidon de perfiles de
respuesta al tratamiento en distintos grupos.
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Figura 37. Efecto de E; en la actividad de liasa del CypP450c17 en cada periodo
del aflo. En estos gréaficos se representan todos los animales estudiados. Dentro de

cada grafico puede observarse claramente la separacién de perfiles de respuesta al
tratamiento en distintos grupos.
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A Per odo Grupo Individuos E; plasm tico p
PreR 1 3,5 406,4 >0,9999
2 1,2, 4 424.8
3 6 419,11
R 1 1, 2,5 457,0 0,7333
2 4,7 663,7
3 3,6 396,0
PostR 1 5 296,3 0,7810
2 3,6 478,9
3 1,2,4,7 509,6
B Per odo Grupo Individuos E, plasm tico p
PreR 1 1,2, 4 424.8 0,3333
2 3,5 619,1
3 6 419,1
R 1 1,2,5,6 457,0 0,8
2 3,4,7 574,5
PostR 1 1,2,3,4 568,7 0,1714
2 5 6 374,3
3 7 269,2

Tabla 3. Concentraciones plasmaticas de E, en cada grupo de perfiles de
respuesta de la actividad de CypP450c17 hidroxilasa (A) y liasa (B) al tratamiento
con E,. Las concentraciones plasmaticas se determinaron mediante
radioinmunoensayo y se expresan como pg de E, por ml de plasma. En esta tabla
se expresan las medias para cada grupo y los valores se analizaron mediante
Kruskal-Wallis o0 Wilcoxon, segun corresponda.

Finalmente, y dado que no fue posible realizar un andlisis factorial
mediante bloques, se opt6 por realizar un ANOVA de dos factores (Tratamiento
con E; y Perodo). En el caso de la actividad de hidroxilasa se observé una
interacciéon no significativa entre ambos factores (p= 0,9896) y los efectos
principales también fueron no significativos (p= 0,9955 para Tratamiento; p=
0,0986 para Perodo). En el caso de la actividad de liasa se observaron los

mismos resultados, solo que con distinta significancia (p= 0,8850 para
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Interacci n, p= 0,4566 para Tratamiento, p= 0,1359 para Per odo). Como se
observa en la Figura 38, estos resultados sugieren que el tratamiento con E;
no tiene efecto sobre ninguna de las actividades de la enzima CypP450.-

testicular a lo largo de todo el afio.

>
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0,6 T

0,4
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0,0 T T |
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Figura 38. Valores de las actividades de la enzima CypP450cl7 luego del
tratamiento con E,. Las determinaciones se realizaron como fuera detallado en
Materiales y M todos. Los resultados de la actividad enzimatica luego del
tratamiento se expresaron como una proporcion referida a la actividad enzimatica
inicial y los resultados se expresan como la Media + EE. (A) Actividad de
hidroxilasa. (B) Actividad de liasa.
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Se analizé también el efecto de E, sobre la expresién de la proteina
CypP450cl17 mediante la técnica de Western blot. Para ello se empleé un
anticuerpo policlonal hecho contra los aminoacidos 331-410, cercanos al
extremo C-terminal de la proteina CYP17Al de raton. Estudios anteriores de
nuestro laboratorio analizaron que esta secuencia de raton posee alta
homologia con diversas especies de anfibios (X. laevis, Silurana tropicalis, R.
rugosa, Rana dybowskii). En el analisis del Western blot se realiz6 un control
positivo utilizando homogenato de ratén y se detect6 una banda
inmunorreactiva de un peso molecular de aproximadamente 60 KD, que es

similar al peso molecular reportado para esta proteina en ratén (Figura 39 C).

Al igual que los datos de actividad de CypP450cl17, los resultados de la
cantidad de proteina del CypP450c17 se expresaron referidos al tiempo cero y
se analizaron mediante ANOVA de dos factores (Per odo y Tratamiento con E).
La Figura 39 muestra que la cantidad de CypP450c17 no varia en los distintos
periodos y que, ademas, el tratamiento con E, no afecta la expresién de esta

enzima (p= 0,9917 para Per odo, p= 0,6209 para Tratamiento con E>).
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Figura 39. Efecto del tratamiento con E, sobre la expresiéon de la proteina
CypP450cl17 determinada por Western blot, como se indica en Materiales y
M todos. (A) El analisis densitométrico se realizé con el programa ImageGauge. La
cantidad de proteina CypP450cl7 se expresd6 como una proporcién sobre los
valores iniciales a tiempo cero y como control de carga se utiliz6 B-actina. Los
resultados se expresan como la Media + EE. PreR: n=5, R: n=5, PostR: n=5. (B)
Esta figura muestra la membrana correspondiente a un experimento
representativo. (C) Control positivo utilizando homogenato de ratén.
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Por otra parte, se analiz6 el efecto de E, sobre la actividad de la enzima
3B-HSD/I. Al igual que para el CypP450cl7, debido a la variabilidad de los
datos se intenté realizar un ANOVA por bloques pero esto no fue posible dado
que en este caso también se observo una interaccién significativa, es decir, los
individuos respondieron de modo distinto al tratamiento con E,. Nuevamente,
esto no resulta sorprendente debido a que se trata de animales adultos
provenientes de poblaciones naturales que probablemente tengan mayor o
menor sensibilidad al tratamiento y, por lo tanto, era esperable que los

individuos muestren una distribucién en la respuesta.

Por otra parte, como se muestra en la Figura 40, los perfiles de
respuesta al tratamiento para la actividad de 3B-HSD/I pueden separarse en
dos poblaciones de datos solo en el periodo PreR, dado que en el Ry PostR los
sapos responden al tratamiento de un modo méas homogéneo. Al analizar estos
datos mediante estadistica paramétrica, se observé que el E, no varia
significativamente entre los individuos de ambos grupos aunque se observa
una clara tendencia al incremento de los niveles plasmaticos de E, en los
animales del grupo que mas responden, lo cual resulta dificil de explicar (Tabla
4). Por lo tanto, al igual que en el caso del CypP450cl7, esta variabilidad en la
respuesta al tratamiento con E, no pareceria estar relacionada con los distintos

niveles de E, plasmatico, por lo menos significativamente.
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Figura 40. Efecto de E, sobre la actividad enzimatica de 3B-HSD/I en cada

periodo del afio. En estos gréaficos se realizaron con todos los animales
estudiados.
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Per odo Grupo Individuos E; plasm tico p
PreR 1 1, 2,4 372,7 £+ 118,1 0,2273
2 3,5,6 645,6 + 227,0

Tabla 4. Concentraciones de E, plasméatico en cada grupo de perfiles de respuesta
al tratamiento. Las concentraciones plasmaticas se determinaron mediante
radioinmunoensayo y se expresaron como pg de E, por ml de plasma. En esta tabla
se expresan las medias y los DE para cada grupo y los valores se analizaron
mediante la prueba t-Student.

En primer lugar, se analizaron los resultados del mismo modo que para
CypP450c17 mediante ANOVA de dos factores. Con este disefio estadistico se
observé una interaccion no significativa entre ambos factores (p= 0,1312). La
actividad de 3B-HSD/I relativizada a los valores enzimaticos iniciales es
significativamente mayor en el periodo PostR (p<0,0001) y no se detecté
significancia en el factor Tratamiento (p= 0,8502). Sin embargo, estos
resultados fueron llamativos dado que los valores individuales de cada animal
analizado reflejan una tendencia a la disminucibn de las actividades
enziméaticas, al menos en el periodo PostR (Figura 40). Es por ello que se
decidi6 realizar otro disefio estadistico, analizando la actividad en cada periodo
mediante ANOVA de un factor (Perodo) y el efecto del tratamiento con E,
mediante ANOVA de un factor para cada periodo (Tratamiento con Ej),
corregido por Bonferroni y acompafiado por contrastes a posteriori mediante
Tukey. Se observo que, al igual que en el analisis de dos factores, la actividad
de 3B-HSD/I relativizada a los valores enzimaticos iniciales es
significativamente mayor en el periodo PostR (PreR: 0,760 + 0,035; R: 0,762
+ 0,047; PostR: 1,030 =+ 0,034, p<0,0001). Por otra parte, con respecto al
tratamiento con E,, se observé que no hay efecto significativo en los periodos
PreR ni R (p= 0,4076 y p= 0,9953, respectivamente). Sin embargo, en el

periodo PostR se observé que el tratamiento con E, disminuye

131



Cap tulo 3 Tesis Doctoral M. F. Scaia

significativamente la actividad de la enzima 3B-HSD/I (C: 1,158 + 0,062; 2nM:
0,966 + 0,041; 20nM: 0,966 + 0,048, p= 0,017). De este modo, el andlisis
mediante ANOVA de dos factores arroja resultados distintos al analisis de
ANOVA de un factor. Esto se debe a que en este ultimo caso, la diferencia en el
periodo PostR esta en el limite de significancia luego de realizar la correccion
por Bonferroni (a= 0,017). Sin embargo, y dado que en todos los individuos la
actividad de 3B-HSD/I disminuydé luego del tratamiento con E,, el anélisis
estadistico mas conveniente y correcto es el de ANOVA de un factor corregido
por Bonferroni. Por lo tanto, como se observa en la Figura 41, durante el
periodo PreR y R el tratamiento con E, no afecta la actividad de la enzima 3p-
HSD/I pero durante el PostR el E; inhibiria la actividad de esta enzima. Cabe
también destacar que durante el periodo PostR todos los animales mostraron
un incremento en la actividad de la enzima luego de 24 hs de tratamiento y
por eso la actividad enzimatica relativizada a tiempo cero es mayor a uno. Esto
sugiere que, fisiolégicamente, algun o algunos factores del animal podrian
estar reprimiendo la actividad enzimética y que esta inhibicion se pierda al

incubar los fragmentos testiculares in vitro.
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Figura 41. Efecto del E, sobre la actividad de la enzima 3B-HSD/I. Las
determinaciones enziméticas se realizaron a tiempo cero y luego de 24 hs de
tratamiento como fuera descripto en Materiales y M todos. Los resultados de la
actividad enzimética luego del tratamiento se expresaron como una proporcion
referida a la actividad enzimatica inicial y los resultados se expresan como la Media
+ EE. Las letras distintas indican diferencias significativas: las mayusculas refieren
a las diferencias entre periodos y las minusculas refieren a las diferencias entre

tratamientos. PreR: n=6, R: n= 4, PostR: n=5.
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En sintesis, estos resultados indican que el tratamiento con E; no modifica
ni la actividad enziméatica ni la cantidad de proteina del CypP450c17 que, como
se mencion6 en la Introducci n, es una de las principales enzimas regulatorias
en la via esteroidogénica testicular debido a que su disminuciéon en el periodo R
provoca la caida de los niveles de andrégenos (Fernandez Solari y col., 2002;
Denari y Ceballos, 2005). A pesar que los estr6genos parecen no estar
involucrados en la regulacién de CypP450cl7, el E; disminuye la actividad de la
enzima 3B-HSD/I durante el periodo PostR. Por lo tanto, dicha hormona podria
modular la esteroidogénesis testicular mediante su accion sobre la enzima 38-
HSD/I durante el periodo PostR, dado que la disminucién de esta actividad
enzimética provoca una caida en la conversiéon de los 3pB-hidroxi-5-ene

esteroides en sus respectivos 3-oxo0-4-ene derivados.
Efecto de E, sobre la apoptosis testicular

Como se mencion6 en la Introducci n, el E, regula el equilibrio entre la
supervivencia, la apoptosis y la proliferacién celular en numerosos tejidos. En
el caso del testiculo se demostré que los estrégenos inducen la apoptosis de la
linea germinal en mamiferos (Nair y Shaha, 2003; Mishra y Shaha, 2005) vy, si
bien se estudi6 la importancia de la apoptosis en la espermatogénesis de
anfibios, hasta el momento no se habia investigado el rol que podria
desempefar el E; en las variaciones estacionales de la apoptosis de la linea

germinal.

Con el objetivo de analizar el efecto de E, sobre la apoptosis testicular
en R. arenarum, luego del tratamiento con E, los fragmentos testiculares se
procesaron para histologia y se determind la apoptosis con el método de
TUNEL con fluorescencia, como se describié en Materiales y M todos. La Figura
42 muestra que luego del tratamiento con E,, en el periodo PreR no se observa
fluorescencia asociada a la apoptosis, sugiriendo que en este periodo el E; no
induce un aumento en la apoptosis. Por otro lado, como se observa en la
Figura 43, los fragmentos testiculares de animales provenientes del periodo R

muestran bajos niveles de fluorescencia en el control y un aumento

134



Cap tulo 3 Tesis Doctoral M. F. Scaia

de la fluorescencia en los fragmentos incubados con E,. Por otra parte, la
Figura 44 muestra que en los fragmentos testiculares de los animales del
periodo PostR los niveles de fluorescencia asociada a apoptosis son elevados
no sélo en los cortes provenientes de fragmentos tratados con E, sino que

también en el tejido control.
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-.

Figura 42. Efecto del tratamiento con E, sobre la apoptosis testicular durante el
periodo PreR. (B,E,H): los nucleos apoptéticos se marcaron con fluoresceina mediante
un kit comercial, como se explicé en Materiales y M todos. (A, D, G): se realizé una
contratincién con ioduro de propidio. (C, F, 1): fusion. (A-C): secciones control. (D-F);
fragmentos tratados con 2 nM E,. (G-1): fragmentos tratados con 20 nM E,.
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Figura 43. Efecto del tratamiento con E, sobre la apoptosis testicular durante el
periodo R. (B,E,H): los nlcleos apoptéticos se marcaron con fluoresceina mediante un
kit comercial, como se explico en Materiales y M todos. (A, D, G): se realizé una
contratincion con ioduro de propidio. (C, F, 1): fusion. (A-C): secciones control. (D-F);
fragmentos tratados con 2 nM E,. (G-1): fragmentos tratados con 20 nM E,.
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Figura 44. Efecto del tratamiento con E, sobre la apoptosis testicular durante el
periodo PostR. (B,E,H): los nlcleos apoptéticos se marcaron con fluoresceina
mediante un kit comercial, como se explic6 en Materiales y M todos. (A, D, G): se
realiz6 una contratincidon con ioduro de propidio. (C, F, 1): fusién. (A-C): secciones
control. (D-F); fragmentos tratados con 2 nM E,. (G-1): fragmentos tratados con 20
nM E,.
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El andlisis cualitativo de los resultados fue complementado con un
andlisis cuantitativo. Para cuantificar los resultados se tuvo en cuenta el
niamero de nucleos apoptéticos en cada secciéon testicular, como se detallara
en el Captulo 1 (Figura 45, Tabla 5). La cuantificacion se analiz6 mediante
ANOVA de un factor y se observéd que en el periodo PreR no existen diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 5, p= 0,8378). Por otra parte, la
Figura 44 refleja que en el periodo R hay apoptosis inducida por el tratamiento
con E,, aunque solo se observan diferencias en el tratamiento con 2 nM de E;
(Tabla 5, p= 0,0280). Finalmente, en el periodo PostR se observ6 una elevada
tasa de apoptosis en todos los tratamientos, inclusive en el control, y no hay

diferencias significativas entre los tratamientos (p= 0,9119).

Per odo C 2nME; 20 nM E;

PreR 8,0 2,2 6,5+ 2,0 4,8+ 1,6
R 47,0 £ 10,8 246,3 + 32,3 131,0 £ 15,3
PostR 116,5+ 12,6 131,0 + 22,9 143,0 + 27,1

Tabla 5. Apoptosis luego del tratamiento con E,. Los resultados se cuantificaron
segun el numero de nlcleos apoptéticos observados en cada seccién y la
cuantificacion se expresa como la media £+ EE. Los valores se analizaron mediante
un ANOVA de un factor para cada periodo, seguido de un contraste a posteriori
mediante el test de Tukey.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con E, no induce apoptosis
en los cistos testiculares durante el periodo PreR, cuando los niveles de E,
plasmaticos son minimos, pero si lo hace durante el R. Por otra parte, también
sugieren que hay una elevada apoptosis testicular en todos los tratamientos

del periodo PostR, cuando los niveles plasmaticos de E; son maximos.
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Figura 45. Efecto de E, sobre la apoptosis. Se estudiaron 4 animales de cada
periodo luego de incubar los fragmentos testiculares con 2 nMy 20 nM de E, El
tejido se procesd para inmunohistoquimica como se detalla en Materiales y
M todos. La cuantificacién de nlcleos apoptéticos se realizé con el programa
ImageJ y los valores estan expresados como la Media + EE. Las letras distintas
indican diferencias significativas.

Ademas, se analizaron las secciones de cada animal estudiado y se
determind cuales eran los tipos celulares que sufrian apoptosis en cada caso.
Como indica la Figura 46, en el periodo R la gran mayoria de nucleos
apoptoticos corresponde a espermatocitos mientras que muy pocos
corresponden a esperméatidas y ninguno a espermatogonias. Por otra parte, en
el periodo PreR se observan algunas espermatogonias apoptéticas en dos de
los individuos analizados. Sin embargo, cabe destacar que en este periodo la
tasa de apoptosis detectada es tan baja que se podria afirmar que la apoptosis
en espermatogonias es practicamente despreciable. Con respecto al periodo
PostR, la apoptosis ocurre mayoritariamente en espermatocitos aunque
también en espermatidas. En este caso se observé apoptosis en
espermatogonias pero en un solo individuo y fueron pocas (en control y en el
tratamiento con 20 nM de E;). Estos resultados sefialan que la apoptosis
durante los periodos Ry PostR ocurre mayoritariamente en los espermatocitos

y esta practicamente ausente en las espermatogonias.
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Figura 46. Efecto de E, sobre la apoptosis de los distintos tipos celulares. Cada
grafico muestra la informacion de los 4 individuos estudiados en cada periodo. S1-S4

refiere al nUmero de sapo.
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Efecto del E, sobre la proliferaci n celular en el test culo

Finalmente, teniendo en cuenta que el E; regula la proliferacién celular
en los testiculos de algunas especies de anfibios, luego del tratamiento con E,
y con el objetivo de estudiar el efecto de E, sobre la proliferaciéon testicular, se
incubaron los fragmentos testiculares con 1 mM de BrdU. Luego se determind
la incorporacion de BrdU mediante inmunohistoquimica, como se detalla en
Materiales y M todos del Cap tulo 2. En las Figuras 47 y 49 se muestra que la
proliferaciéon celular es muy baja en los periodos PreR y PostR, y se observaron
pocos cistos inmunomarcados en todos los tratamientos. En cambio, en los
fragmentos testiculares correspondientes al periodo R se detect6 proliferacion
en espermatogonias en todos los tratamientos (Figura 48). Cabe destacar que
la incorporacion de BrdU solamente se observé en espermatogonias y que no

se observé inmunomarca en el control negativo (Figura 49).
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Figura 47. Per odo PreR
Efecto del tratamiento por
24 hs con E, sobre la
proliferacion testicular. Los
fragmentos de testiculo se
incubaron con BrdU como se
detall6 en Materiales y
M todos. (A) Seccién control
(B) Seccion tratada con 2 nM
E,. (C) Seccién tratada con
20 nM E,.
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Figura 48. Per odo R.

Efecto del tratamiento por
24 hs con E, sobre la
proliferacion testicular. Los
fragmentos de testiculo se
incubaron con BrdU como se
detall6 en Materiales y
M todos. Las flechas sefialan
cistos de gonias en
proliferacion. (A) Seccion
control (B) Seccion tratada
con 2 nM E,. (C) Seccién
tratada con 20 nM E,.
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Figura 49. Per odo PostR.
Efecto del tratamiento por
24 hs con E, sobre la
proliferacion testicular. Los
fragmentos de testiculo se
incubaron con BrdU como se
detall6 en Materiales y
M todos. (A) Seccién control
(B) Seccion tratada con 2 nM
E,. (C) Seccion tratada con
20 nM E,.
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Figura 50. Proliferacion celular en testiculo. (A) Detalle de inmunomarca en
espermatogonias de fragmentos testiculares correspondientes al periodo R. (B)

Control negativo sin anticuerpo primario.
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Los resultados acerca de la proliferaciéon celular fueron cuantificados vy
expresados de dos maneras diferentes. La Tabla 6 y la Figura 51A muestran
que al expresar los resultados como el porcentaje de cistos de
espermatogonias inmunomarcadas sobre el total de cistos de espermatogonias
presentes en cada l6bulo no se observan diferencias significativas entre el
control y los tratamientos, en ninguno de los periodos (Tabla 6; PreR:
p=0,095; R: p= 0,3418; PostR: p= 0,632). Como se observa en la Figura 51B,
al expresar los resultados como el porcentaje de cistos de espermatogonias
inmunomarcadas sobre el total de cistos presentes en cada I6bulo, se observan
los mismos resultados pero con distinta significancia (Tabla 6; PreR: p=
0,2822; R: p= 0,4708; PostR p= 0,7097). Estos resultados sugieren que, a
diferencia de lo que ocurre en otras especies de anuros, el tratamiento con E;
en R. arenarum no estimula la proliferacién testicular en ningun periodo del

afo, al menos en estas condiciones experimentales.

A
Per odo C 2 nM E> 20 nM E,
PreR 10,0+ 3,7 3,1+ 1,3 2,8+ 2
R 28,7+ 9,6 149+ 6,1 15,4+ 5,2
PostR 145+ 5,7 8+ 4,8 11+ 5,3
B
PreR 5,3+ 3,0 1,3+ 0,5 1,4+ 1,2
R 9,9+ 2,7 57+ 1,5 59+1,3
PostR 4,8+ 1,9 2,8+ 1,8 34+1,5

Tabla 6. Proliferacién celular luego del tratamiento con E,. Los resultados se
expresan como la media + EE. Los valores se analizaron mediante un ANOVA de un
factor para cada periodo, seguido de un contraste a posteriori mediante el test de
Tukey. A. Los resultados se expresan como el porcentaje de cistos de
espermatogonias inmunomarcadas sobre el total de cistos de espermatogonias
presentes en cada l6bulo. B. Los resultados se expresan como el porcentaje de
cistos de espermatogonias inmunomarcadas sobre el total de cistos presentes en
cada I6bulo.
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Figura 51. Efecto de E, sobre la proliferacién testicular. Se analizaron 5 I6bulos de
5 animales correspondientes a cada periodo, y los valores se expresaron como la
Media + EE. A. Los resultados estan expresados como el porcentaje de cistos de
espermatogonias inmunopositivas sobre el total de cistos de espermatogonias
presentes en cada l6ébulo. No se observaron diferencias significativas (PreR:
p=0,095; R: p= 0,3418; PostR: p= 0,6320). B. Los resultados estan expresados
como el porcentaje de cistos de espermatogonias inmunopositivas sobre el total de
cistos en cada l6bulo. No se observaron diferencias significativas (PreR: p=0,2822;
R: p=0,4708; PostR: p= 0,7097).
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En sintesis, estos resultados indican que el tratamiento con E; regula la
espermatogénesis en el testiculo de R. arenarum. Si bien no promueve la
proliferaciéon celular en las condiciones experimentales empleadas esta tesis, el
E, estimula significativamente la apoptosis de la linea germinal durante el

periodo R, mayoritariamente de los espermatocitos.
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Discusi n

Como se mencion6 en la Introducci n, algunos agentes quimicos
utilizados como herbicidas o pesticidas se comportan como disruptores
endocrinos y algunos de ellos tienen un efecto estrogénico debido a que, entre
otras cosas, aumentan la actividad de la enzima aromatasa. En los anfibios en
particular, algunos trabajos proponen efectos similares sobre la actividad de
aromatasa, provocando el desarrollo de anormalidades gonadales y la
feminizacién durante la vida larval (Hayes y col., 2002; Fan y col., 2007;
Langlois y col., 2009; Hayes y col., 2010). En P. nigromaculata y P. waltl se
observo que modificaciones en la actividad de la enzima aromatasa producen
anormalidades en el testiculo y un desvio en la proporcion de sexos (Chardard
y Doumon, 1999; Jia y col., 2014). Como ya se explicd, los individuos de la
familia Bufonidae poseen BO y en R. marina este érgano esta altamente
afectado y modificado en los individuos provenientes de zonas agricolas
(McCoy y col., 2008). En este contexto, y teniendo en cuenta los resultados del
Cap tulo 1 de esta tesis que proponen que el BO es una de las principales
fuentes de E; en machos de R. arenarum, resulta de gran relevancia el estudio
del efecto que tienen los estrogenos sobre la funcién testicular en especies de

la familia Bufonidae.

Uno de los principales objetivos de este capitulo fue estudiar el efecto
del E, en la actividad de ciertas enzimas esteroidogénicas testiculares
involucradas en la producciéon de andrégenos. Como se mencion6 en la
Introducci n, el E, disminuye la expresién de ciertas enzimas esteroidogénicas
en la trucha y produce una disminucion de los niveles plasmaticos de
testosterona en X. laevis (Govoroun y col., 2001; Hecker y col., 2005a). En P.
esculentus, el tratamiento con E, provocd una disminucién en la produccion de
andrégenos y se propuso que esta caida estaba asociada a la inhibicion de la
actividad 17-hidroxilasica del CypP450c17 testicular (Pierantoni y col., 1986;
Fasano y col., 1989, 1991).

En primer lugar se evalué el efecto del E, sobre la actividad de la enzima
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CypP450c17 dado que en R. arenarum, como en otros animales, es la enzima
clave para la sintesis de andrégenos a partir de derivados de 21 atomos de
carbono. El sapo comun es una especie con patréon reproductivo disociado de
androgenos debido a que las concentraciones plasmaticas de testosterona y de
50-DHT disminuyen en el periodo R. En nuestro laboratorio, se demostr6 que la
disminucion en la producciéon de andrégenos esta asociada a la disminucién de
la enzima CypP450cl17 durante este periodo (Ferndndez Solari y col., 2002).
Se demostro, ademés, que esta enzima se inhibe luego de tratamientos
prolongados con FSH y por hCG (Canosa y Ceballos, 2002a, b) y, por lo tanto,
su disminucion en el periodo R podria deberse, al menos en parte, a un
aumento en los niveles de ARNm de FSH[3 descriptos para ese mismo periodo
(Volonteri y col.,, 2013). Ademés, las concentraciones plasmaticas de
corticosterona son mayores en el periodo R y corticosterona y su derivado 5o-
reducido también inhiben la actividad del CypP450cl17 (Denari y Ceballos,
2005; Tesone y col., 2011). Por lo tanto, esta enzima constituye un punto
clave de regulaciéon en la via esteroidogénica de esta especie y es por ello que

se decidi6 evaluar el efecto de E, sobre su actividad.

Luego de analizar estadisticamente los resultados se determindé que el E,
no tiene efecto sobre la actividad enziméatica de CypP450cl17 ni tampoco sobre
la cantidad de proteina. Estos resultados difieren de lo que ocurre en P.
esculentus, donde E, si inhibe la actividad de hidroxilasa del CypP450cl17
(Fasano y col., 1991), lo que podria deberse a la amplia diversidad de
mecanismos existentes entre las distintas familias de anfibios sumado a
diferencias inter-especificas. Por otra parte, los individuos respondieron de
distinto modo al tratamiento con E, y, por lo tanto, los perfiles de respuesta
individuales de las actividades de hidroxilasa y de liasa pudieron agruparse en
dos o tres subgrupos dentro de cada periodo (Figuras 36 y 37). Una de las
posibilidades a analizar es que esta separacion de los perfiles de respuesta
individuales esté relacionada con distintas concentraciones plasméticas de E,.
Sin embargo, al evaluarlo estadisticamente se observé que las concentraciones

de E, en circulacion no explicarian estas diferencias individuales. Es muy
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probable que otras variables no contempladas en esta tesis influyan en los
perfiles de respuesta de la actividad de la enzima CypP450cl17, entre ellas las
concentraciones de FSH y de los glucocorticoides. Cabe destacar también que
no resulta sorprendente que los animales hayan respondido de distinto modo
al tratamiento con E, debido a que, como ya se dijera, se trabajé con animales
adultos provenientes de poblaciones naturales que pueden haber estado
expuestos a distintos factores y condiciones a lo largo de su vida, ademas de
tener mayor o menor sensibilidad al tratamiento dependiendo de variaciones
en su perfil genético, entre otros factores. Probablemente sea este el motivo
por el cual existan respuestas diferenciales y por ende los datos no sean tan
homogéneos como podrian serlo si se trabajase con una poblacion endocriada
en un bioterio en condiciones controladas. Esta es una de las limitaciones de
trabajar con poblaciones naturales pero a su vez es uno de los motivos que

realzan el interés por el estudio de estos modelos experimentales.

Por otro lado, se evalu6 el efecto de E, sobre la actividad de la enzima
3B-HSD/I. Esta enzima es la encargada de convertir los 3B-hidroxi-5-ene
esteroides en 3-0xo0-4-ene esteroides y constituye un paso fundamental en la
biosintesis de corticosteroides, progestagenos, andréogenos y estrégenos. Como
se mencion6 en la Introducci n, la actividad de esta enzima es mayor en el
periodo reproductivo que en el no reproductivo y no es regulada ni por
gonadotrofinas ni por GnRH (Pozzi y col., 1997; Canosa y Ceballos, 2002;
Canosa y col., 2002). En este caso, se observo que los individuos de los
periodos Ry PostR respondieron al tratamiento de un modo mas homogéneo.
Sélo en el periodo PreR los perfiles de respuesta al tratamiento se separaron
en dos grupos y esto, al igual que lo que ocurri6 en CypP450cl17, no parece
estar relacionado con las concentraciones plasmaticas de E, (Figura 40, Tabla
4). A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticas entre las
concentraciones plasmaticas de E, de ambos grupos, los animales con mayores
concentraciones plasmaticas de E, son los que parecen responder
positivamente al tratamiento, lo cual resulta dificil de explicar (Tabla 4). El

analisis estadistico de los resultados mostré que el E, reduce la actividad de
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3B-HSD/I durante el periodo PostR pero no durante el resto del afio. Estos
resultados sugieren que en R. arenarum el E, podria modular la produccién de
3-0xo0-4-ene esteroides. Un aspecto importante, ya destacado en la seccidn
Resultados de este capitulo, es que en el periodo PostR todos los animales
mostraron una tendencia al aumento en la actividad de dicha enzima luego de
24 hs de tratamiento in vitro, lo cual podria sugerir que durante ese periodo
algun/os factor/es en el animal reprimen la actividad enzimética. Si se tiene en
cuenta que las concentraciones plasméaticas de E; son maximas en este periodo
y que es precisamente en este periodo cuando el tratamiento con E, tiene un
efecto inhibidor, se podria pensar que esta hormona inhibe también la

actividad de esta enzima in vivo.

Las hormonas esteroideas son fundamentales en la regulacion de la
espermatogénesis en mamiferos via su accion sobre la proliferacion celular y la
apoptosis de la linea germinal (para una revision, ver Shaha 2008b). En
particular, los estrogenos tienen un rol importante en la espermatogénesis de
mamiferos y pueden regular la apoptosis mediante diversos mecanismos (para
una revisién, ver Vasconsuelo y col.,, 2011). Los estrogenos inducen la
apoptosis de la linea germinal mediante un aumento en la expresion de
Fas/FasL (Nair y Shaha, 2003; Mishra y Shaha, 2005). En anfibios aln no se
habia estudiado el efecto de los estr6genos en la apoptosis testicular pero si su
relaciéon con otros aspectos de la espermatogénesis. En este grupo, el rol del E,
varia segun el estadio de la espermatogénesis, el estadio de desarrollo y la
especie analizada. En X. laevis se observé una aceleracion de Ia
espermatogénesis en larvas expuestas a E,, debido a un aumento del
porcentaje de espermatocitos, espermatidas y espermatozoides (Hu y col.,
2008). En cambio, en adultos de L. pipiens los estrogenos retrasan la
formacion de espermatogonias Il y de espermatocitos y aceleran los estadios

finales de la espermatogénesis (Tsai y col., 2003).

Por otra parte, en algunas especies de anfibios la espermatogénesis esta
intrinsecamente relacionada a las variaciones estacionales en la apoptosis de la

linea germinal. Como ya se mencioné en la Introducci n, en urodelos se
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observé apoptosis en células de la linea germinal tanto en invierno como en
verano, dependiendo de la especie (Yazawa y col., 1999; Ricote y col., 2002).
En L. catesbeianus también se detectaron variaciones estacionales en los
niveles de apoptosis testicular, siendo éstos elevados en testiculos de animales

del periodo reproductivo (Sasso-Cerriy col., 2004).

En el Captulo 2 de esta tesis se mostré6 que en R. arenarum hay
variaciones estacionales en la apoptosis de la linea germinal, con los niveles de
apoptosis significativamente mayores en el periodo PostR, cuando las
concentraciones de E, son maximas. Sin embargo, a pesar de que las
variaciones estacionales en la apoptosis juegan un rol fundamental en la
espermatogénesis de anfibios, y que en mamiferos el E, regula la apoptosis,
hasta el momento no se habia investigado el rol del E; en la apoptosis

testicular de anfibios mediante experimentos in vitro.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que existen pocos
nucleos apoptoéticos en todos los tratamientos realizados en el periodo PreR y
muchos en todas las condiciones del periodo PostR (Figura 45). Por otra parte,
se observaron pocos nucleos apoptoéticos en los fragmentos control del periodo
R y un incremento de la apoptosis en los fragmentos tratados con E, (Figura
45). Estos resultados permiten sugerir que si durante el periodo R se produjera
un incremento de E,, por sintesis enddégena o por agentes feminizantes, podria
desencadenarse la apoptosis de los cistos con espermatocistos. Ademas, como
se mostré6 en este capitulo, la apoptosis ocurre mayoritariamente en
espermatocitos | y Il y esperméatidas (Figura 46). Las espermatogonias
apoptoéticas son muy escasas en general, a diferencia de lo observado por
Yazawa y col en urodelos (1999). Estos resultados, sumados a los presentados
en el Cap tulo 2 permiten proponer que las células que mueren por apoptosis
corresponden a estadios avanzados de la espermatogénesis. Por lo tanto, los
cistos de espermatocitos que no alcanzan a diferenciarse en espermatozoides
moririan por apoptosis en el periodo PostR y serian “eliminados” mediante un

mecanismo dependiente del E,.
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Como se detall6 en la Introducci n, los estr6genos también estan
involucrados en la proliferacion celular de las espermatogonias en algunas
especies de anfibios. El rol de E, en la proliferaciéon de la linea germinal fue
intensamente estudiado en P. esculentus. En esta especie se analizaron las
variaciones estacionales en la expresiéon de PCNA y de c-kit y se observé que
ambos aumentan significativamente durante el periodo R, sugiriendo que la
méaxima proliferacion ocurre durante dicho periodo (Raucci y Di Fiore, 2007).
Ademas, el estudio de las variaciones plasmaticas de E, en P. esculentus
mostr6 que las concentraciones son maximas durante los meses
correspondientes al periodo R (Varriale y col., 1986, Fasano y col., 1989),
sugiriendo una posible relacién entre el E, y la proliferacién de las
espermatogonias. Estudios in vitro confirmaron esta asociacién, ya que el
tratamiento con esta hormona estimula la mitosis de las espermatogonias
mediante la activacién de c-fos y la induccion de proteinas kinasas (Minucci y
col., 1997; Cobellis y col., 1999; Chieffi y col., 2000b). También se determind
que el E, induce la activacién de Akt-1, que inactiva moléculas pro apoptoéticas
tales como Bad y caspasa-9 (Stabile y col., 2006). Ademas, el estudio de las
variaciones estacionales en la proliferacién celular de R. arenarum, mostrados
en el Captulo 2, indic6 que Ila proliferacion espermatogonial es
significativamente mayor en el periodo R, cuando los niveles de E, plasméticos
comienzan a aumentar. Teniendo en cuenta estos antecedentes, el ultimo
objetivo de esta tesis fue analizar si el E, estimula también la proliferacion

celular en los testiculos de R. arenarum.

Los resultados expuestos en este capitulo muestran que la proliferacion
celular es baja en todas las condiciones experimentales del periodo PreR y
PostR y elevada en todos los tratamientos en el periodo R, independientemente
de la forma utilizada para la cuantificacién. El hecho de haber obtenido el
mismo resultado con ambas cuantificaciones le otorga gran contundencia a los
resultados. De este modo, el tratamiento con E, no indujo la proliferacién
celular en ningun periodo. De manera similar, pero con una aproximacion
experimental in vivo, el E, tampoco estimula la proliferacion espermatogonial

luego de 20 dias de tratamiento en L. pipiens.
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Por lo tanto, el rol que desempefia el E, en la proliferacion
espermatogonial varia entre las distintas especies de anuros. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que existen diferencias en el tipo de experimento
realizado y en las especies analizadas. Por ejemplo, los distintos trabajos
varian no solo en la especie estudiada sino también en las dosis de E,
empleada, en la duracién del tratamiento y en la utilizacion de sistemas in vivo
o in vitro (Minucci y col., 1997; Cobellis y col., 1999; Chieffi y col., 2000b;
d” Istria y col., 2003; Tsai y col., 2003) . Por lo tanto, si bien los resultados de
esta tesis sugieren que el E; no estaria involucrado en la regulacién de la
proliferacién espermatogonial de R. arenarum, seria importante confirmarlos

mediante experimentos in vivo.

Por otra parte, otras hormonas podrian estar involucradas en la
regulacién de las variaciones estacionales en la proliferacion espermatogonial
observadas en R. arenarum, como ocurre en otras especies. Por ejemplo, las
gonadotrofinas podrian tener un rol importante en la proliferacién celular, ya
que se observé que FSH induce la proliferacion espermatogonial en urodelos (Ji
y col., 1992; Abé vy Ji, 1994; Ito y Abé, 1999;). Ademas, como se mencion6 en
la Introducci n, el tratamiento con FSH de machos adultos hipofisectomizados
de R. temporaria estimula la division de las espermatogonias (Lofts, 1961). Si
bien estos resultados sugieren un rol regulatorio de FSH sobre la funcién
testicular en anuros, no se puede descartar que su accién esté mediada por un

aumento de la actividad de aromatasa y un consecuente aumento de E,.

Otro candidato para regular los procesos de proliferacién en el testiculo
es GnRH, dado que en P. esculentus GnRH estimula la proliferacién de las
espermatogonias actuando directamente sobre el 6rgano (Minucci y col., 1986,
1992). Por otro lado, en los testiculos de R. arenarum se describieron
receptores de GnRH (Canosa y col., 2002), por lo que seria importante evaluar
si en R. arenarum también existe un efecto directo de GnRH sobre la
proliferacion espermatogonial. Ademas, en P. esculentus la proliferacion esta
asociada a las variaciones estacionales de la concentracion de testosterona

(Raucci y Di Fiore, 2007) mientras que en L. catesbeianus tanto la testosterona
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como el E, controlan la proliferacion celular (Caneguim y col., 2013 a, b). La
melatonina también podria participar de la regulaciéon de la proliferacién ya que
en P. esculentus inhibe la actividad mitética de las espermatogonias
estimulada por E, (d” Istria y col., 2003). En R. arenarum se describieron las
variaciones estacionales en los valores de melatonina en plasma, siendo estos
significativamente mayores en el periodo PreR (Tesis doctoral Dra. Eleonora
Regueira). Por ello, seria importante continuar con el estudio in vivo para
evaluar la posible relacion entre el E; y la melatonina en la regulacion de la

proliferacion espermatogonial en R. arenarum.

En conclusién, los resultados expuestos en este capitulo de la tesis
permiten proponer que el E, estd involucrado en la regulacion de la
esteroidogénesis y la espermatogénesis. Si bien esta hormona no tiene ningdn
efecto sobre la actividad ni la cantidad de proteina de la enzima CypP450c17,
el tratamiento con E, disminuye la actividad de 3B-HSD/I durante el periodo
PostR. Ademas, el tratamiento con E, aumenta la apoptosis de la linea germinal
en el periodo Ry las variaciones estacionales en la apoptosis testicular estarian
reguladas, al menos en parte, por las variaciones estacionales en las
concentraciones de E,. Por lo tanto, los altos niveles de apoptosis descriptos
para el periodo PostR en el Captulo 2 podrian deberse a las altas
concentraciones plasméaticas de E, descriptas para este mismo periodo en el
Cap tulo 1. Ademas, los resultados expuestos en este capitulo sugieren que
todos aquellos cistos que no se hubieren transformado en “matas de
espermatozoides” listos para ser espermiados durante la estacion reproductiva,
son “eliminados” por apoptosis dependiente de E, en el periodo PostR. Por
altimo, en las condiciones experimentales de esta tesis no se observé efecto
del E, sobre la proliferacion espermatogonial. Por lo tanto, para intentar
comprender el mecanismo involucrado en las variaciones estacionales de la
proliferacion celular, seria necesario utilizar otros esquemas experimentales,
por ejemplo estudios in vivo contemplando la interaccién entre el E, y otras
hormonas, como por ejemplo la melatonina, la testosterona, GnRH vy
gonadotrofinas como FSH. Ademaés, el estudio de las variaciones estacionales

en el receptor de E, podria también contribuir al entendimiento de la relacién
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entre el E; y la espermatogénesis.

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos en esta tesis.

PreR R PostR
Cap1tu|o E, plasmatico Bajo Alto Méaximo
T plasmatico Méximo Minimo Intermedio
Actividad total Baja Alta Alta
de aromatasa
Produccion de E; por el 6rgano de Bidder a
partir de sustratos enddgenos
Correlacién significativa entre E, plasmatico,
E, producido por el érgano de Bidder y la
actividad total de la enzima aromatasa
Cap tulo A,popt05|s d.e la Baja Baja Muy alta
2 linea germinal
Proliferacion QIe Baja Alta Baja
espermatogonias
Proliferacion de
celula§ foliculares Muy baja Alta Alta
del 6rgano de
Bidder
Presencia de ERBs en testiculo,
principalmente en células de Sertoli
Presencia de ERBs en el érgano de Bidder (en
oocitos y células foliculares)
Cap tulo Efecto de E, sobre
3 CypP450c17 No No No
Efecto de E, sobre .
3BHSD/1 No No Inhibe
Efecto de Ez_sobre No Estimula No
apoptosis
Efecto de E, sobre
proliferaciéon de No No No

espermatogonias
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V. Conclusiones

Al comienzo de esta tesis se plantearon varias hipo6tesis teniendo en cuenta
los trabajos previos realizados en R. arenarum y los antecedentes de
estudios endocrinoldgicos en distintas especies de anfibios. Estas hipétesis
se pusieron a prueba a lo largo de esta tesis y, a continuacion, se enumera
cuales hipétesis fueron aceptadas y cuéles de ellas fueron rechazadas a

partir de los resultados obtenidos en este trabajo.

1. Existen variaciones estacionales en las concentraciones de estradiol

plasmatico.

Las concentraciones plasmaticas de estradiol son menores en el periodo
PreR y aumentan gradualmente durante los meses correspondientes al
periodo R, alcanzando valores maximos en el PostR. Es decir que los niveles
de estradiol plasmatico fluctian a lo largo del afio, por lo tanto se acepta

esta hipotesis.

2. ElI 6rgano de Bidder es capaz de producir estradiol a partir de

sustratos endogenos.

Luego de incubar los érganos de Bidder en buffer en ausencia de sustratos
exdgenos se midié produccion de estradiol. Por lo tanto se acepta esta

hipétesis.

3. Existe correlacion entre las concentraciones plasmaticas de estradiol,
la actividad de la enzima aromatasa y la produccién de estradiol por

parte del 6rgano de Bidder.

Teniendo en cuenta que los testiculos de esta especie no producen
estradiol, y considerando que el érgano de Bidder expresa las enzimas
necesarias para sintetizarlo, se propuso a este 6rgano como una de las
principales fuentes de estradiol plasmatico. Es por ello que se evalué en qué
medida las variaciones de las concentraciones plasméticas de estradiol
estaban asociadas a las variaciones de algunos parametros del érgano de
Bidder. Se observd que existe una correlacion positiva y significativa entre

las concentraciones plasmaticas de estradiol y los niveles de estradiol
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producidos por este drgano. Ademas, se encontrd otra correlacion positiva y
significativa entre las concentraciones plasméaticas de estradiol y la actividad

total de la enzima aromatasa. Por lo tanto se acepta esta hipétesis.

4. Tanto el testiculo como el érgano de Bidder expresan el receptor de

estrégenos.

Se detect6 la presencia del receptor de estrogenos mediante
inmunohistoquimica en ambos Organos provenientes de animales
recolectados a lo largo del afio. En el caso de los testiculos se observd que
este receptor se localiza en el compartimento intersticial y también en el
germinal. Si bien en algunos individuos se observé inmunomarca en los
nucleos de espermatogonias, espermatocitos y espermatidas, el receptor de
estrogenos se localiza principalmente en las células de Sertoli asociadas a
las matas de espermatozoides y en las proyecciones citoplasmaticas de las
células que engloban a los cistos espermatogénicos. Por otra parte se
detectd también la presencia del receptor en los citoplasmas de las células
foliculares y en los oocitos del 6rgano de Bidder. En este uUltimo caso se
observé marca de localizacion nuclear, perinuclear y en la periferia del
ooplasma. Estos resultados sugieren que ambos 6érganos poseen el receptor

de estrégenos y por lo tanto se acepta la hipoétesis.

5. La apoptosis en el testiculo ocurre principalmente en los estadios
mas avanzados de la espermatogénesis y no en los estadios

tempranos

Los resultados muestran que en los fragmentos testiculares obtenidos de
animales capturados a lo largo del afio, los nucleos apoptéticos
corresponden a espermatocitos | y Il y a espermatidas. Los resultados
sugieren que los cistos que no diferencian sus células germinales en
espermatozoides son “eliminados” por apoptosis y, consecuentemente, las
nuevas espermatogonias son quienes daran lugar a la nueva onda

espermatogénica. Por lo tanto se acepta esta hipétesis.

6. La apoptosis testicular y la proliferacién de las espermatogonias son

mayores en el periodo con méaximos niveles de estradiol plasmatico.
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El estudio de las variaciones estacionales de la apoptosis testicular
mediante fluorescencia mostré que la apoptosis de la linea germinal es baja
en los periodos PreR y R y es elevada en el periodo PostR, cuando las
concentraciones plasméaticas de estradiol son méaximas. Al estudiar las
variaciones en la proliferacion espermatogonial se observé que la
proliferacién celular es maxima en el periodo R y relativamente baja
durante el resto del afio. El hecho de no haber encontrado méxima
proliferacién en el periodo PostR, cuando los niveles de estradiol en plasma
son maximos, sugiere que probablemente haya otros factores involucrados
en la regulacion de la proliferacién de la linea germinal. Por lo tanto, se

rechaza la hipotesis.

7. La proliferacion de las células foliculares en el érgano de Bidder es

mayor cuando los niveles de estradiol plasméatico aumentan.

Si bien aporte del estradiol producido por los 6rganos de Bidder seria
fundamental para explicar las variaciones en las concentraciones
plasméticas de estradiol, esto no estaria relacionado con el peso de los
6rganos sino probablemente con otros factores, como por ejemplo la
proliferacion de las células foliculares. Es por ello que se analizaron las
variaciones estacionales en la proliferacién celular mediante la incorporacion
de BrdU, encontrandose una proliferacion maxima de las células foliculares
en los periodos R y PostR cuando los niveles plasmaticos de estradiol y la
actividad total de la enzima aromatasa aumentan claramente con respecto
al periodo PreR. Cabe destacar también que si bien se observé una baja
proliferacion de las células foliculares durante el periodo PreR, se detecto
inmunomarca en los nucleos de los oocitos en este periodo. Estos resultados
sugieren que habria sintesis de DNA en los oocitos del 6rgano de Bidder

durante el periodo PreR. Por lo tanto, se acepta esta hipotesis.

8. El estradiol regula negativamente la esteroidogénesis testicular al

inhibir la actividad de las enzimas esteroidogénicas.

Los resultados sugieren que el estradiol no inhibe ni la actividad ni la
cantidad de proteina de la enzima CypP450c17 testicular. En cambio, inhibe

la actividad de la enzima 3B-HSD/I sélo durante el periodo PostR,
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sugiriendo que en R. arenarum el estradiol podria disminuir la conversiéon de
los 3p-hidroxi-5-ene esteroides en 3-0x0-4-ene esteroides. En vista de

estos resultados, se rechaza la hipétesis.

9. El estradiol regula la espermatogénesis, estimulando la apoptosis y

promoviendo la proliferacion espermatogonial.

Luego de incubar los fragmentos testiculares con estradiol, se observo que
esta hormona induce la apoptosis in vitro en el periodo R, mientras que la
apoptosis testicular se mantuvo baja en todas las condiciones del periodo
PreR, y alta en todas las del periodo PostR. El hecho de que la apoptosis
testicular sea mayor en el periodo PostR, cuando los niveles plasmaticos de
E, son maximos, constituye una evidencia indirecta in vivo y sugiere que los
estrogenos inducen la apoptosis testicular en esta especie. Por otra parte,
no se observo induccién de la proliferacion celular luego de las incubaciones
con estradiol, al menos en estas condiciones experimentales, y seria
necesaria una aproximacion in vivo para continuar evaluando el rol de los
estrogenos en la proliferacién de la linea germinal y la posibilidad de que
otros factores estén también participando de esta regulacion. Por lo tanto,

se rechaza la hipétesis.

De este modo, los resultados presentados en esta tesis muestran, al
menos parte, la importancia que tiene el E, en la fisiologia testicular de R.
arenarum. En esta especie el E; no es producido por el testiculo sino por el
BO que, como se describié en el Cap tulo 1, puede sintetizar esta hormona a
partir de sustratos endégenos. Ademas, las variaciones estacionales en la
actividad de la enzima aromatasa contribuyen al entendimiento de las
variaciones estacionales en los niveles plasmaticos de E,. Como se mostro
en el Cap tulo 2, el receptor de E, esta presente tanto en el BO como en el
testiculo, lo cual sugiere que esta hormona podria regular no sélo la
espermatogénesis sino también la oogénesis en el BO de los machos de R.
arenarum. En ese mismo capitulo se describié también la estacionalidad en
la proliferacion celular en ambos Organos y en la apoptosis testicular.
Finalmente, en el Cap tulo 3 de esta tesis se observé que el E, disminuye la

actividad de 3B-HSD/I en el periodo PostR y aumenta la apoptosis testicular
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in vitro en el periodo R, lo cual explicaria los altos niveles de apoptosis
testicular observados en el periodo PostR. El hecho que ciertos agentes
quimicos empleados en la actividad agricola funcionen como disruptores
endocrinos con funcién estrogénica y que el BO sea un érgano afectado por
la actividad agricola, llevan a cuestionarse qué pasaria en el caso que los
BO alcancen un desarrollo mayor en poblaciones de zonas agrarias. ¢Los
niveles plasméticos de E, también aumentarian? ¢Qué ocurriria con la
regulacion de la oogénesis y de la espermatogénesis en machos de esta
especie? (Como afectaria esto a las variaciones estacionales fisiolégicas en
la apoptosis de la linea germinal y de las enzimas esteroidogénicas
testiculares? ¢Qué influencia tendria en la reproduccion de los individuos R.
arenarum? ¢(COmo podria afectar a las poblaciones naturales y, en ultima
instancia, a la especie? Si bien la busqueda de las respuestas a estos
interrogantes esta fuera del alcance de esta tesis, los estudios acerca de la
regulacion del 6rgano de Bidder y su relacion con la fisiologia testicular
contribuyen a un mayor entendimiento de la endocrinologia reproductiva en

los bufénidos provenientes de poblaciones naturales.
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