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 I 

Rol de los est rógenos en la fisiología test icular del sapo 
Rhinella arenarum (Amphibia, Anura) . 

El órgano de Bidder (BO)  es una est ructura característ ica de los bufónidos, 

ent re ellos, Rhinella arenarum. Este órgano expresa varias enzimas 

esteroidogénicas, incluyendo la aromatasa, responsable de la síntesis de 

est rógenos. En algunos anfibios se propuso que el est radiol (E2)  t iene un 

efecto negat ivo directo sobre la función test icular , más allá de la regulación 

de las gonadot rofinas hipofisar ias. En este marco, y ut ilizando como modelo 

experimental machos de R. arenarum, los objet ivos de esta tesis fueron:  

analizar la capacidad del BO de producir  E2 a part ir  de sust ratos endógenos, 

medir las var iaciones estacionales en la concent ración plasm át ica de E2, 

determ inar la presencia del receptor test icular  de est rógenos (ER)  y analizar 

el efecto del E2, a lo largo del año, sobre las enzimas esteroidogénicas 

citocromo P450 17-hidroxilasa-C17–20 liasa (CypP450c17)  y 3-

hidroxiesteroide deshidrogenasa/  isomerasa (3-HSD/ I ) , sobre la apoptosis 

y la proliferación. Los resultados obtenidos muest ran que los niveles de E2 

plasmát ico son significat ivamente menores durante el período pre 

reproduct ivo (PreR)  y que el BO es una de las pr incipales fuentes de E2. 

Además, se determ inó la presencia de ER en test ículo. El t ratam iento con E2 

no modificó ni la act ividad ni la expresión del CypP450c17, m ient ras que se 

detectó una inhibición significat iva de la act iv idad de 3-HSD/ I  durante el 

período post  reproduct ivo (PostR) . Por ot ra parte, se observó una elevada 

tasa de proliferación espermatogonial durante el período reproduct ivo (R)  y 

una marcada apoptosis durante el PostR. El t ratam iento con E2 est imuló la 

apoptosis solo durante el período R y no se observó efecto en la 

proliferación de la línea espermatogénica. En conclusión, esta tesis descr ibe 

las var iaciones estacionales en el E2 plasmát ico, la apoptosis y la 

proliferación test icular, y demuest ra que el E2 regula la esteroidogénesis 

test icular y la espermatogénesis. 

 

PALABRAS CLAVE: sapo, órgano de Bidder, est radiol,  test ículo, 

esteroidogénesis, apoptosis, proliferación.  
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II 

Role of estrogens in the testicular physiology of the toad Rhinella 

arenarum (Amphibia, Anura). 

 

Bufonids, among them Rhinella arenarum, are characterized for having a 

st ructure called Bidder 's organ (BO) . This organ expresses steroidogenic 

enzymes, including aromatase that  is responsible for est rogens synthesis. 

I n several amphibians, it  has been proposed that  besides regulat ing 

pituitary gonadot ropins, est radiol could have direct  negat ive effects on 

test icular funct ion. I n this context , the purpose of this study was to describe 

seasonal var iat ions in plasma est radiol (E2)  in males of R. arenarum, to 

determ ine the capacity of the BO to synthesize E2 from endogenous 

subst rates, to determ ine the presence of est rogen receptor (ER)  in the 

testes and to analyze the effect  of E2 on test icular steroidogenic enzymes, 

like the cytochrome P450 17-hidroxilase-C17–20 liase (CypP450c17)  and 3-

hydroxysteroid dehydrogenase/ isomerase (3-HSD/ I ) , and on proliferat ion 

and apoptosis of the germ line. Results indicate that  plasma E2 is 

significant ly lower during the pre reproduct ive (PreR)  season than during 

the reproduct ive (R)  and post  reproduct ive (PostR)  seasons, and that  the 

BO is one of the main sources of plasma E2. After the presence of ER was 

determ ined, test icular fragments were incubated with different  

concent rat ions of E2. Results indicate that  E2 has no effect  either on 

CypP450c17 act iv ity or  on protein level,  while it  reduces 3-HSD/ I  act ivity 

only dur ing the PostR season. Furthermore, high rate of spermatogonial 

proliferat ion was found during the breeding and elevated apoptosis in the 

PostR season, most ly in spermatocytes. Treatments with E2 st imulate 

test icular apoptosis during the R season, with no effect  on test icular 

proliferat ion all year long. Taken together, these results demonst rate that  

E2 is involved in the regulat ion of test icular steroidogenesis and 

spermatogenesis.  

 

 

KEYWORDS: toad, Bidder organ, est radiol, testes, steroidogenesis, 

apoptosis, proliferat ion. 
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Especies de anfibios y sinónimos 

 

El conocim iento de la diversidad de los anfibios es cambiante debido a que día 

a día se realizan nuevas descripciones y revisiones. El parentesco ent re las 

especies se encuent ra en revisión constante y de allí surge que los nombres 

que se le otorgan a cada una sean muy var iables. Dado que en esta tesis se 

ut iliza la nomenclatura más actualizada, planteada por Frost  (2011, Amphibian 

Species of the World 5.5, an Online Reference, AMNH) , a cont inuación se 

mencionan los sinónimos más conocidos de las especies mencionadas:   

 

Agalychnis dacnicolor = Pachymedusa dacnicolor = Phyllomedusa dacnicolor 

Anaxyrus fowleri = Bufo fowleri 

Anaxyrus woodhousii = Bufo woodhousii 

Duttaphrynus melanostictus =  Bufo melanostictus  
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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 ictérica = Bufo ictericus 

Rhinella marina = Bufo marinus 
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I. Introducción 

Los anfibios 

Los anfibios fueron los primeros vertebrados en pasar del 

medioambiente acuát ico al terrest re y se ha sugerido que evolucionaron a 

part ir  de un grupo prim it ivo de peces con aletas lobuladas hace 

aproximadamente 350 m illones de años. El térm ino “anfibio” proviene del 

griego “amphi” (ambos)  y “bio” ( v ida)  y hace referencia a que estos individuos 

habitan los ambientes terrest res y acuát icos, en mayor o menor medida, según 

el estadio de desarrollo y la especie a la cual pertenezcan. En general,  cuando 

existen estadios larvales, éstos son est r ictamente acuát icos. En estos casos, 

luego de la metamorfosis, los juveniles y adultos de algunas especies siguen 

siendo de hábitat  acuát ico m ient ras que otros habitan el ambiente terrest re 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 m ás 

frecuente, se han descripto especies con desarrollo directo como por ejemplo 

Eleutherodactylus coqui, ent re ot ras (Kulkarni y col. , 2010)  y también existen 

ot ras que son acuát icas a lo largo de todo su ciclo de vida, como Xenopus 

laevis. 

Los anfibios son animales ectotérm icos, t ienen una piel con numerosas 

glándulas exocrinas y ciertas modificaciones que han resultado favorables en el 

pasaje al ambiente terrest re. Ent re ellas, se pueden destacar un sistema 

respirator io con pulmones y narinas pares y una est ructura esquelét ica 

resistente que perm ite soportar el peso del cuerpo en t ierra gracias a las 

ext rem idades y cinturas con elementos óseos característ icos de los tet rápodos. 

Además, poseen numerosas modificaciones a nivel sensor ial,  como por ejemplo 

oídos con membrana t impánica y est r ibo, ojos en los cuales la pr incipal 

superficie de refracción pasa a ser la córnea y la línea lateral presente, en 

algunas especies, sólo en algunas etapas del desarrollo (Hickm an, 1998) .  

Los anfibios actuales pertenecen al grupo Lissamphibia, que está 

compuesto por t res clados. El orden Gymnophiona agrupa especies 

vulgarmente conocidas como cecilias. Son anfibios verm iformes, sin m iembros 
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y con cola rudimentaria o ausente. Por ot ro lado, el orden Caudata hace 

referencia a los anfibios lacert iformes con cola, ent re los que se encuent ran las 

salamandras y los t r itones. El orden Anura agrupa a las ranas, escuerzos y 

sapos, que t ienen un cuerpo acortado, sin cola y con m iembros poster iores 

más largos que los anteriores (Montero y Aut ino, 2004) .  

El número de especies de anfibios descriptas asciende a 

aproximadamente 7125 (Frost , 2011)  y cerca del 32%  se encuentra en peligro 

de desaparición ( I UCN, 2014 ht tp: / / www.iucnredlist .org/ ) . Al analizar 

mundialmente el número de especies en peligro crít ico y de especies 

vulnerables, el mayor número de ellas se encuent ra en la región geográfica 

neot ropical (Holt  y col.,  2013) . Ent re los factores que cont ribuyen al declive 

mundial de los anfibios se pueden mencionar el cambio clim át ico (Carey y 

Alexander, 2003) , la fragmentación, modificación y dest rucción de hábitats 

(Davidson y col.,  2001;  Dodd y Sm ith 2003) , la int roducción de especies 

exót icas, ciertas enfermedades específicas de gran impacto como la 

quit r idiom icosis (Berger y col., 2004)  y los contam inantes quím icos 

int roducidos por la act iv idad humana (Relyea y Mills, 2001;  Blaustein y col.,  

2003,) .  Los mecanismos subyacentes a este fenómeno mundial son complejos 

y muchos factores pueden actuar de manera sinérgica. Los anfibios son 

ext remadamente sensibles a los cambios ambientales y estas variaciones 

pueden afectar su éxito reproduct ivo e incrementar la sensibilidad a los 

agentes quím icos contam inantes. 

Los anuros 

Los anuros const ituyen el grupo más numeroso de los anfibios (87%  de 

las especies conocidas hasta el momento)  y el más extendido geográficamente 

(Vit t  y Caldwell, 2009) . Vulgarmente se los conoce como ranas, sapos y 

escuerzos y si bien estos térm inos no están definidos según una clasificación 

taxonómica hacen referencia a t res grandes grupos eco-morfológicos. En la 

mayoría de los casos su ciclo de vida es t ípicamente anfibio:  los estadios 

larvales son est r ictamente acuát icos m ient ras que la fase post  metamórfica 

suele ser terrest re pero altamente dependiente de la presencia de cuerpos de 

http://www.iucnredlist.org/
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agua para reproducirse. Sin embargo, como ya se mencionó, existen algunas 

especies de anfibios anuros, ent re ellas X. laevis, que son acuát icas a lo largo 

de todo el ciclo de vida.  

Los m iembros de este grupo son en su mayoría ovíparos con 

fecundación externa. En la pr imavera, los machos cantan para llamar a las 

hembras quienes ent ran al agua y son tomadas por los machos en un proceso 

denominado “amplexo”. Durante este proceso ocurren cambios hormonales 

que llevan a que a medida que la hembra libera los oocitos el macho descarga 

de manera coordinada el f luido sem inal, produciéndose la fecundación ( I shii e 

I toh, 1992) . 

Rhinella arenarum 

La fam ilia Bufonidae está compuesta por 34 géneros de amplia 

dist r ibución en el m undo. Los m iembros de esta fam ilia t ienen ciertos rasgos 

característ icos tales como 1)  presencia de órgano de Bidder ;  2)  dientes 

ausentes;  3)  músculo const r ictor poster ior ausente;  4)  cuerpos grasos 

inguinales;  5)  cráneo altamente osificado. Esta fam ilia incluye a los “sapos” 

que poseen m iembros anteriores cortos, ut ilizados para caminar o saltar, piel 

seca y cubierta de verrugas y glándulas parót idas localizadas det rás de los ojos 

(Montero y Aut ino, 2004) .  

Rhinella arenarum (ex Bufo arenarum, Frost  2011)  es una especie de 

bufónido sudamericano que posee una extensa dist r ibución geográfica que 

abarca la región comprendida ent re el Departamento de Cochabamba en 

Boliv ia y la Provincia de Chubut  en Argent ina y desde el estado brasileño de 

Río Grande do Sul hasta la Cordillera de los Andes (Gallardo, 1965) . Esta 

amplia región se caracteriza por tener ambientes muy heterogéneos. Abarca 

zonas húmedas y de clima t ropical, con lluvias de hasta 1000 mm anuales, y 

zonas secas y de clim a fr io, con menos de 500 m m anuales.  Con respecto a la 

alt itud, la dist r ibución geográfica de esta especie abarca algunas zonas a nivel 

del mar y ot ras a 2500 m de alt itud (Boliv ia) .  
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A pesar de su amplia dist r ibución geográfica, esta especie no posee una 

clara diferenciación en subespecies. Esto puede deberse a que es una especie 

adaptada a dist intas condiciones ambientales y que, además, su tamaño y su 

agilidad le perm iten t rasladarse con facilidad, cont r ibuyendo así a su amplia 

dist r ibución. De todos modos, dent ro de una m isma población se encuent ran 

var iaciones en diversos caracteres morfológicos tales como el ancho y largo de 

las glándulas parót idas. Además, se han descripto var iaciones geográficas con 

respecto a ot ros caracteres tales como las granulaciones dorsales, las crestas 

cantales, los tubérculos sub-art iculares, la longitud total del animal y el 

diámet ro t impánico (Gallardo 1965) .  

Con respecto a sus característ icas reproduct ivas, al analizar las 

poblaciones de R. arenarum dist r ibuidas en el Gran Buenos Aires y La Plata, se 

describió que la época reproduct iva abarca los meses correspondientes a la 

primavera (ent re mediados de sept iembre y pr incipios de diciembre) , cuando 

ocurren las mayores precipitaciones (Gallardo, 1974) . Los machos de R. 

arenarum llegan a la madurez sexual en el cuarto año de vida, la cuarta onda 

espermatogénica com ienza en la pr im avera del tercer año y finaliza en la 

primavera del cuarto año, momento en el cual los machos adultos se 

reproducen por primera vez (Echeverría, 1987) .  

El testículo de los anfibios 

El test ículo de los anfibios, al igual que el de los demás grupos de 

vertebrados, está organizado en dos compart imentos:  el interst icial está 

compuesto por las células de Leydig, productoras de hormonas esteroideas 

sexuales, por tej ido conect ivo y vasos sanguíneos (Pudney, 1998) , m ient ras 

que el germ inal está formado por lóbulos sem iníferos, 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 form a cuando una espermatogonia es rodeada por las 

proyecciones citoplasmát icas de las células de Sertoli (Wake, 1969;  Lofts,  

1974;  Duellman y Trueb 1994;  Pudney, 1995) . Dent ro de cada cisto las 

espermatogonias  I     proliferan     por     m itosis       y      se     diferencian   a 
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espermatogonias I I , que luego com ienzan la meiosis y dan origen a los 

espermatocitos, espermát idas y espermatozoides maduros, los que 

permanecen asociados a las células de Sertoli hasta su liberación. La 

organización císt ica lleva a que las células germ inales dent ro de cada cisto se 

encuent ren en el m ismo estadio de la espermatogénesis. Durante el período 

reproduct ivo se produce la esperm iación, que se definió inicialmente, y de 

manera general,  como el proceso por el cual los espermatozoides son liberados 

desde el test ículo hacia el exter ior (van Oordt  y Klomp, 1946) . Este proceso ha 

sido ampliamente estudiado en diversas especies de anfibios, ent re ellas, R. 

arenarum (Pozzi y Ceballos, 2000;  Pozzi y col., 2006, Volonter i y Ceballos, 

2010) .  

En los anfibios, los ciclos reproduct ivos pueden ser cont inuos o 

discont inuos (van Oordt , 1960) . En los ciclos reproduct ivos cont inuos la 

espermatogénesis está act iva durante todo el año y si bien ciertos estadios 

espermatogénicos predominan en dist intas épocas del año, hay producción de 

espermatogonias y espermatocitos constantemente. Por ot ro lado, en los ciclos 

discont inuos las espermatogonias pierden su capacidad m itót ica cuando 

com ienzan a diferenciarse los espermatocitos, por lo cual solamente hay 

espermatozoides en un período del año en part icular. Por lo general, los ciclos 

cont inuos están presentes en especies t ropicales y subt ropicales m ient ras que 

las especies de zonas templadas poseen ciclos discont inuos o potencialmente 

cont inuos (Rastogi y col.,  1976;  Lofts, 1987) .  

R. arenarum es una especie con ciclo espermatogénico anual cont inuo 

dado que los test ículos nunca tendrían un verdadero estado de reposo (Cei, 

1980) . La progresión de la espermatogénesis fue descripta detalladamente por 

Burgos y Mancini (1948) , quienes describieron que la onda espermatogénica 

com ienza en octubre, durante el período reproduct ivo, cuando el número de 

espermatogonias es máximo y hay pocos espermatocitos y espermát idas. En 

noviembre y diciembre el número de espermatogonias dism inuye y aumentan 

los espermatocitos I  ( intensamente picnót icos)  y las espermát idas. En enero la 

cant idad de espermatogonias se mant iene, los espermatocitos dism inuyen y 
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las espermát idas y m atas de espermatozoides aumentan. En febrero y marzo 

se incrementan los espermatocitos, las espermát idas y las matas de 

espermatozoides. A part ir  de abr il predomina la est ructura de matas de 

espermatozoides m ient ras que las espermát idas dism inuyen y las 

espermatogonias aumentan ligeramente. En mayo, junio y julio las matas de 

espermatozoides siguen en aumento m ient ras que las espermát idas y las 

espermatogonias I I  dism inuyen. En agosto se mant iene el predominio de las 

matas de espermatozoides, que alcanzan su máximo en sept iembre. Las 

espermatogonias I  y I I  aumentan durante agosto y sept iembre, m ient ras que 

las espermát idas y los espermatocitos alcanzan su mínimo. De este modo, en 

sept iembre se cierra el ciclo anual espermatogénico en esta especie, cuando 

los test ículos poseen el mayor número de matas de espermatozoides y 

espermatogonias. Un pat rón semejante en cuanto a la cant idad de 

espermatozoides disponibles para ser esperm iados, aunque desfasado 

temporalmente, fue descripto por Pozzi y Ceballos (2000) . En dicho t rabajo el 

máximo de espermatozoides disponibles, es decir formando matas de 

espermatozoides, se detectó 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 podrían mantenerse latentes, esperando a la próxim a 

onda espermatogénica para cont inuar la espermatogénesis y const ituir  

las nuevas matas de espermatozoides del año siguiente. 

 

b.  Los espermatocitos I  y I I  podrían ser elim inados de los 

lóbulos sem iníferos mediante algún mecanismo de muerte celular , 

m ient ras que las espermatogonias cont inuarían con una nueva onda 

espermatogénica. 

Estas dos opciones const ituyen dos mecanismos posibles en la 

espermatogénesis de R. arenaurm y no habían sido estudiadas hasta el 

momento. 
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Finalmente, con respecto a las var iaciones en el compart imento 

interst icial, en el verano el interst icio está poco desarrollado y con células 

semejantes a fibroblastos. A part ir  de junio aumenta su volumen por 

hipert rofia e hiperplasia de sus células. A part ir  de este mes también com ienza 

a aumentar el número de conductos excretores de espermatozoides, los cuales 

com ienzan a dilatarse y aumentan su luz. Además, los conductos excretores 

t ienen un epitelio cúbico sim ple, que en agosto y sept iembre aumenta de 

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

Los esteroides testiculares 

Como se mencionó anteriormente, el com part imento interst icial posee 

células de Leydig que son las encargadas de producir los esteroides sexuales. 

En los anuros, existen variaciones estacionales en la síntesis de esteroides 

test iculares y también en las concent raciones plasmát icas de diversos 

esteroides sexuales. El pat rón reproduct ivo en anuros se denomina asociado a 

andrógenos cuando la época reproduct iva se caracteriza por altas 

concent raciones plasmát icas de dichos esteroides. Tal es el caso de Pelophylax 

perezi, Lithobates catesbeianus, Agalychnis dacnicolor y X. laevis (Wetzel y 

Kelley, 1983;  Mendonça y col., 1985;  Rastogi y col., 1986;  Delgado y col.,  

1989) . Por ot ro lado, en los casos en los que las concent raciones plasmát icas 

de andrógenos son bajas durante la época reproduct iva, se habla de un pat rón 

reproduct ivo disociado de andrógenos, como por ejemplo en Pelophylax 

esculentus y R. arenarum, especies en las que los andrógenos aumentan 

durante el otoño e invierno y dism inuyen durante la pr imavera (Fasano y col.,  

1989, 1993;  Canosa y col. , 2003) .  

En todos los vertebrados estudiados, el pr imer paso de la 

esteroidogénesis es la conversión de colesterol en pregnenolona, esteroide de 

21 átomos de carbono, mediante la enzima citocromo P450 colesterol 

desmolasa (CypP450scc) , de localización m itocondr ial (Simpson y col.,  1979;  

Hall, 1994) . A su vez, la t ransformación de los esteroides de 21 átomos de 

carbono en andrógenos puede llevarse a cabo por dos vías distintas: la vía Δ4 

(3-oxo-4-ene esteroides) y la vía Δ5 (3-hidroxi-5-ene esteroides)  (Hall, 



Introducción                                                                      Tesis Doctoral M. F. Scaia 

8 

1994) . En nuest ro laboratorio se demost ró que la biosíntesis de andrógenos en 

R. arenarum se lleva a cabo casi exclusivamente por una vía Δ5 de 

isomerización tardía (Canosa y col. , 1998, Canosa y Ceballos, 2001) .  

En R. arenarum, como en ot ros anfibios, la esteroidogénesis exhibe 

importantes var iaciones a lo largo del año y este cambio se manifiesta en que 

los andrógenos son el pr incipal producto test icular solo fuera de la época 

reproduct iva. En ese momento ocurre un cambio en la biosíntesis de esteroides 

que pasa de la producción de andrógenos a la de esteroides de 21 átomos de 

carbono (progesterona, 5α-pregnan-3α,20α-diol, 3α-hidroxi-5α-pregnan-20-

ona y 5α-pregnan-3,20-diona)  (Canosa y Ceballos, 2002a) . Este cambio en la 

biosíntesis test icular  se debe, al menos en parte, a la dism inución de la 

act iv idad de la enzima citocromo P450 17-hidroxilasa, 17-20 liasa 

(CypP450c17)  durante el período reproduct ivo (Fernández Solar i y col. , 2002) . 

Esta enzima cataliza la conversión de pregnenolona en 17-hidroxipregnenolona 

y dehidroepiandrosterona y de progesterona en 17-hidroxiprogesterona y 

androstenediona. De este modo, la enzima CypP450c17 posee dos act iv idades, 

la de 17-hidroxilasa y la de 17,20- liasa, ambas catalizadas por el m ismo sit io 

act ivo (Bhasker y col. , 1989;  Perr in y col. , 1991) .  
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En R. arenarum se demost ró que la act iv idad de la enzima CypP450c17 

dism inuye luego del t ratam iento prolongado con bajas concent raciones de la 

hormona folículo est imulante (FSH)  como con la gonadot rofina cor iónica 

humana (hCG) , aún cuando las concent raciones requeridas de hCG son mucho 

mayores. Por lo tanto, su dism inución en el período reproduct ivo podría 

deberse, al menos en parte, a un aumento en la concent ración de FSH (Canosa 

y Ceballos, 2002a, 2002b) . Además, la act iv idad y expresión de esta enzima 

son inhibidas por dexametasona y el derivado 5α- reducido de cort icosterona. 

Sin embargo, la dism inución de la act iv idad es mayor que la caída en la 

cant idad de proteína, sugir iendo que la dism inución de la act iv idad enzimát ica 

inducida por los glucocort icoides podría deberse también a modificaciones 

post raduccionales (Tesone y col., 2011, Tesis doctoral Dra. Regueira) . Dado 

que la dism inución de la act iv idad de CypP450c17  en el período reproduct ivo 

Figura 1. Vía esteroidogénica en el test ículo de R. arenarum.  (1)  Citocrom o P450 
colesterol desm olasa (Cyp450scc) ;  (2)  Citocrom o P450 17-hidroxilasa, 17-20 liasa 
(CypP450c17) ;  (3)  3-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ isom erasa (3-HSD/ I ) ;  (4)  
17-hidroxiesteroide deshidrogenasa;  (5)  5- reductasa;  (6)  3α-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa.  
 

(3)  

(4)  

(2)  

17-hidroxi-  
pregnenolona (3)  

17-hidroxi-  
progesterona 

Dehidroepiandrosterona 

(2)  

Androstenediona 

Testosterona 5-dihidrotestosterona 
(5)  

(2)  

(1)  

Colesterol 

Pregnenolona 
(3)  

Progesterona 

(2)  

(5)  

5α-pregnan-3α-ol-  
20-ona 

(6)  

5α-dihidroprogesterona 



Introducción                                                                      Tesis Doctoral M. F. Scaia 

10 

explicaría el cambio en la biosíntesis de esteroides, esta enzima  const ituye un 

punto clave de regulación en la vía esteroidogénica de esta especie.  

Ot ros t rabajos del laboratorio corroboraron que los niveles plasmát icos 

de andrógenos en R. arenarum dism inuyen durante el período reproduct ivo  

(Denari y Ceballos, 2005) . Además, fue en dicho t rabajo en el que se propuso 

dividir el período no reproduct ivo en dos, teniendo en cuenta las var iaciones 

mensuales en las concentraciones plasmát icas de testosterona. El período no 

reproduct ivo entonces fue div idido en el período pre reproduct ivo (PreR, mayo-

agosto) , con niveles plasmát icos de testosterona muy elevados y un período 

post  reproduct ivo (PostR, enero-abril) ,  con concent raciones plasmát icas de 

testosterona intermedias. La notable caída de los niveles plasmát icos de 

testosterona y 5α-dihidrotestosterona (5α-DHT)  durante el período 

reproduct ivo (R)  perm it ió caracter izar a R. arenarum como una especie con un 

pat rón reproduct ivo disociado de andrógenos (Canosa y Ceballos, 2002a;  

Canosa y col. , 2003;  Denari y Ceballos, 2005) . En el t rabajo de Denari y  

Ceballos (2005)  se analizaron también las variaciones estacionales en las 

concent raciones plasmát icas de cort icosterona, el glucocort icoide de esta 

especie, y se observó que las concent raciones son mínimas durante el período 

PreR y máximas durante el reproduct ivo. De este modo, como se muest ra en 

la Figura 2, los t res períodos mencionados se caracterizan por lo siguiente:  

-  Período PostR:  hay una act iva síntesis de andrógenos y la producción 

de cort icosterona es moderada. 

-  Período PreR:  ocurre un aumento en la concent ración plasmát ica de 

andrógenos y una dism inución en la concent ración de cort icosterona. 

-  Período R:  hay una gran dism inución en la concent ración plasm át ica 

de andrógenos y los niveles de cort icosterona plasmát ica son 

máximos. 
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Por ot ra parte, al igual que en mamíferos, las células de Leydig de los 

anfibios expresan la enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ isomerasa 

(3β-HSD/ I )  (Arvy, 1962;  Bot te y Delr io, 1967;  Ant ila y Saure, 1978;  Pozzi y 

col., 1997) . Esta enzim a es la encargada de convert ir  los 3-hidroxi-5-ene 

esteroides en 3-oxo-4-ene esteroides, y const ituye un paso fundamental en la 

biosíntesis de cort icosteroides, progestágenos y andrógenos. En X. laevis se 

demost ró que la act ividad de esta enzima dism inuye con la adm inist ración de 

gonadot rofinas (Wiebe 1970, 1971)  y, además, en esta especie y en Lithobates 

pipiens esta enzima se localiza en el ret ículo endoplasmát ico liso  (Wiebe, 

1972) . En Rana temporaria y P. esculentus se describió que durante la 

hibernación las células de Leydig no tienen lípidos ni actividad de la enzima 3β-

HSD/ I  (Callard y col. , 1978) . A finales del invierno, las células com ienzan a 

llenarse de lípidos y la act iv idad de esta enzima aumenta. Luego de la puesta 

de los huevos, tanto los lípidos como la act iv idad de la enzim a com ienzan a 
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Figura 2.  Variaciones estacionales en la concent ración plasm át ica de 
cort icosterona total (    ) ,  cort icosterona libre (    )  y t estosterona total (    ) .  Los 
resultados se expresan com o el prom edio ±  EE. El núm ero de anim ales varió ent re 
5 y 8, dependiendo del m es. (Tom ado de Denari y Ceballos, 2005) .  
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dism inuir,  las células de Leydig ingresan en regresión y no se las diferencia de 

las células del tej ido conect ivo interst icial. En el caso de R. arenarum, la 

enzima 3β-HSD/ I  test icular es de localización m itocondr ial y m icrosomal y 

ambas act iv idades son mayores en el período reproduct ivo al compararlas con 

el no reproduct ivo, si bien no se habían analizado las diferencias ent re el PreR 

y el PostR (Pozzi y col.,  1997) . Se demost ró también que esta enzim a no es 

regulada ni por FSH ni por hCG ni por la hormona liberadora de 

gonadot rofinas, GnRH (Canosa y Ceballos, 2002b;  Canosa y col.,  2002) , con lo 

cual los factores que regulan a la enzima 3β-HSD/ I  test icular en esta especie 

permanecen desconocidos.  

Existe una gran variabilidad en la regulación hormonal de la 

reproducción en los anuros y estas evidencias demuest ran que, 

part icularmente en R. arenarum, la profundización del estudio de las 

var iaciones estacionales en la esteroidogénesis test icular y de la 

espermatogénesis const ituye un factor clave que cont ribuye a un mayor 

entendim iento de la regulación hormonal de su ciclo reproduct ivo. 

Regulación de la reproducción  

Como ocurre en todos los vertebrados, el cont rol de la reproducción en 

los anfibios es ejercido por el eje hipotálamo-hipófiso-gonadal. El térm ino ‘eje’ 

hace referencia a la interacción ent re un componente del sistema nervioso 

cent ral (hipotálamo)  y el sistema endocrino relacionado con la reproducción, es 

decir la hipófisis y las glándulas per ifér icas (ovario o test ículo) . Las 

gonadot rofinas hipofisar ias t ienen un rol clave en el cont rol de la 

gametogénesis y la función endócrina de las gónadas (Norris, 2007) . Todos los 

vertebrados poseen dos gonadot rofinas, FSH y la hormona luteinizante (LH) . 

GnRH est imula a LH y FSH, que son liberadas al torrente sanguíneo y de este 

modo alcanzan sus órganos blanco, regulando así el funcionam iento gonadal. 

La función de las gonadot rofinas hipofisar ias ha sido estudiada en la mayoría 

de los vertebrados, aunque con mayor profundidad en los mamíferos. En este 

grupo, LH est imula la síntesis de andrógenos en las células de Leydig (Hall, 

1994)      y   en    las    células       de          la     teca    de       los      folículos  
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ováricos (Taj ima y col.,  2007) .  Por ot ra parte, FSH está involucrada en la 

producción de gametas, ent re ot ras funciones. En los machos actúa sobre las 

células de Sertoli,  encargadas de coordinar la espermatogénesis y en las 

hembras est imula el desarrollo de los folículos ovár icos. FSH también est imula 

la expresión de la enzima aromatasa en las células de la granulosa del ovario y 

en las células de Sertoli de los mam íferos pre púberes, promoviendo así la 

conversión de andrógenos a est rógenos (Norris, 2007) . 

Diversos estudios en anfibios han analizado si la reproducción en este 

grupo se encuentra bajo el cont rol de una o de dos gonadot rofinas, tal cual 

ocurre en mamíferos. En anuros, diversos autores demost raron que existen 

dos gonadot rofinas quím icamente dist intas ent re sí y sim ilares a LH y FSH de 

mam íferos (Licht  y Papkoff, 1974;  Papkoff y col., 1976;  Licht  y col., 1977;  

Takahashi y Hanaoka, 1981;  Hanaoka y col., 1984;  Takada y I shii, 1984;  

Takahashi y Hanaoka, 1985;  I toh y col. , 1990;  I toh e I shii, 1990;   Hayashi y 

col., 1992 a, b;  Pinelli y col., 1996;  Kim  y col. , 1998;  Huang y col. , 2001;  

Komoike e I shii, 2003;  Zhang y col., 2007;  Volonteri y col, 2013) .  Al igual que 

en mamíferos, ambas gonadot rofinas están formadas por dos subunidades, α y 

β, siendo la subunidad β la que les confiriere especificidad de función.  

Con respecto a la función biológica de las gonadot rofinas, en R. 

temporaria la adm inist ración de LH en individuos hipofisectom izados induce la 

esperm iación y la hipert rofia de las células de Leydig m ient ras que la inyección 

de FSH est imula la división de las espermatogonias y de las células de Sertoli 

(Lofts, 1961) . Estos resultados sugir ieron que en anuros la función test icular  

está regulada por dos gonadot rofinas, al igual que en mam íferos. Sin embargo,  

ot ros t rabajos 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 gonadot rofinas pueden ser semejantes a FSH y LH de 

mam íferos, no hay consenso acerca de las células blanco de cada una de ellas.  

Además, si bien los genes que codifican para ambas hormonas y para sus 

receptores están diferenciados, la especificidad de los sit ios de unión no está 

claramente establecida. Por ejemplo en L. catesbeianus, cuando se ut ilizan LH 
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y FSH homólogas se observa que los receptores de FSH t ienen baja 

especificidad. La unión de FSH es completamente desplazada tanto por FSH 

como por LH m ient ras que la unión de LH puede ser desplazada sólo 

parcialmente por altas concent raciones de FSH (Takada y col., 1986) . Por lo 

tanto, en los anfibios, los receptores de gonadot rofinas tendrían una baja 

especificidad, siendo más específico el receptor de LH que el de FSH. 

 En R. arenarum, la regulación de la función test icular  por las 

gonadot rofinas fue estudiada por var ios autores pero ut ilizando gonadot rofinas 

heterólogas. Las gonadot rofinas est imulan y mant ienen la espermatogénesis, 

el volumen del compart imento interst icial,  la liberación de los espermatozoides 

y cont ribuyen a desarrollar y mantener los caracteres sexuales secundarios y el 

comportam iento sexual (Burgos, 1951;  Burgos y Houssay, 1957;  Burgos y 

Rufino, 1952;  I r iarte y Burgos, 1958, Mancini y Burgos, 1947;  Pisanó y 

Burgos, 1971;  Pizarro y Burgos, 1963;  Pozzi y Ceballos, 2000;  Pozzi y col.,  

2006) . Con respecto al papel que ejerce cada gonadot rofina en la función 

test icular, en nuest ro laborator io se estudió el efecto in vitro de hCG, la LH y la 

FSH, las dos últ imas recombinantes de or igen humano, en la esperm iación y la 

síntesis de testosterona. En primer lugar, se observó que tanto FSH como hCG 

inhiben la síntesis de andrógenos luego del t ratam iento in vitro por períodos 

prolongados (Canosa y Ceballos, 2002b) . Años más tarde se encont ró que 

m ient ras que FSH est imula eficientemente la esperm iación, tanto LH como FSH 

est imulan la síntesis aguda de andrógenos, sugir iendo que la esperm iación y la 

esteroidogénesis son inducidas por dist intos receptores (Pozzi y col. , 2006) . 

Cabe destacar que la aparente discrepancia ent re ambos t rabajos no es tal,  

debido a que en el pr imer t rabajo se evaluó el rol de las gonadot rofinas luego 

de t ratam ientos prolongados y, en cambio, en el segundo se estudiaron los 

efectos agudos. Además se observó que, si bien las gonadot rofinas no t ienen 

efecto sobre la actividad de la enzima 3βHSD/I, tanto hCG como FSH inhiben 

la act iv idad de las enzim as 5α- reductasa y CypP450c17 test iculares (Canosa y 

Ceballos 2002a, b) . De este modo, FSH estaría involucrada en la regulación de 

los cambios que ocurren en la biosíntesis de esteroides test iculares durante el 

período reproduct ivo, tal como se mencionara en párrafos anter iores.  
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 Recientemente, en nuest ro laboratorio se obtuvieron las secuencias de 

las subunidades β de LH (LHβ)  y de FSH (FSHβ)  de R. arenarum y el análisis 

filogenét ico sugir ió que LHβ posee una secuencia más cercana a la de los 

teleósteos que a la de los mam íferos y las aves m ient ras que la secuencia de la 

subunidad β de FSH t iene mayor porcentaje de ident idad con la de los 

mam íferos. Se analizaron también las var iaciones estacionales en la expresión 

del ARNm de LHβ y FSHβ y se observó que la expresión de los ARNm parece 

tener un pat rón opuesto al de la concent ración plasmát ica de andrógenos. La 

expresión de los mensajeros de las gonadot rofinas es m ínima hacia finales del 

período PostR y durante el PreR, y aumentan en el período reproduct ivo y a 

com ienzos del PostR (Figura 3, Volonter i y col., 2013) .  Si bien la expresión del 

ARNm de las subunidades β podría no reflejar necesariamente lo que ocurre 

con los niveles circulantes de gonadot rofinas, es un pr imer indicio de la 

relación ent re ellas y los esteroides. Por ot ro lado, el t ratam iento con 

andrógenos durante el período reproductivo inhibe la expresión del ARNm LHβ 

m ient ras que el t ratam iento con est rógenos inhibe la expresión del ARNm 

FSHβ durante todo el año (Tesis doctoral, Dra. Volonter i) .  
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El órgano de Bidder 

 El órgano de Bidder (BO)  es una est ructura característ ica de la fam ilia 

Bufonidae y está ubicado en la zona anterior del test ículo. Históricamente, este 

órgano fue comparado con un ovario at rofiado debido a que posee oocitos 

arrestados en estadio joven, previtelogénico. Su presencia sistemát ica en el 

ext remo anterior de los test ículos de los bufónidos ha llevado a pensar en los 

sapos machos como potenciales herm afroditas (Ponse, 1927a) .  Estudios 

histológicos realizados en Rhinella icterica muest ran que se pueden dist inguir  

una corteza, caracterizada por la presencia de oocitos y células foliculares y 

una médula, donde hay vasos sanguíneos y células pigmentadas que cont ienen 

melanina (Far ias y col., 2002) . En la corteza pueden observarse folículos 

Figura 3: Variaciones estacionales en las expresión de los ARNm de FSHβ y LHβ y 
en las concent raciones plasm át icas de testosterona. La cant idad de ARNm  de las 
gonadot rofinas está expresada com o el prom edio de las relaciones de cada 
ARNm / GAPDH en cada m es ±  EE. Las concent raciones de testosterona están 
expresadas en ng/ m l y com o las m edias ±  EE. Los núm eros ent re paréntesis 
indican el núm ero de anim ales analizados en cada m es. (Tom ado de Volonteri y 
col., 2013) .  

 

G
o

n
a

d
o

tr
o

fi
n

a
s/

G
A

P
D

H
 

LHβ FSHβ Testosterona 

T
e

st
o

st
e

ro
n

a
 n

g
/m

l 

Mes 

E 

(2) 

 

F 

(3) 

 

M 

(5) 

 

A 

(6) 

 

M 

(4) 

 

J 

(3) 

 

J 

(4) 

 

A 

(3) 

 

S 

(5) 

 

O 

(2) 

 

N 

(6) 

 

D 

(5) 

 



Introducción                                                                      Tesis Doctoral M. F. Scaia 

17 

bidderianos en dist intos estadios de desarrollo. Si bien la gran mayoría son 

previtelogénicos, en algunos oocitos pueden dist inguirse núcleos con 

m icrovellosidades en la envoltura nuclear y con nucléolos ubicados 

perifér icamente, aspecto característ ico de los oocitos vitelogénicos tempranos. 

 Si bien la presencia del BO en los machos de bufónidos es evidente 

debido a que se puede dist inguir fácilm ente del test ículo, su presencia en 

hembras es más difícil de determ inar. Como el BO está ubicado 

adyacentemente a la gónada y dado que el ovar io en anuros alcanza un gran 

desarrollo y tamaño, es muy difícil dist inguir el BO en hembras e incluso en 

algunos casos, imposible. Según la bibliografía, el BO fue regist rado 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 desaparición de 

este órgano en las hembras jóvenes y no se encuent ran t razas de él en 

hembras de segundo año (King, 1908) , m ient ras que en Rhinella marina, está 

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 

at resia de los folículos bidder ianos aumenta marcadamente durante el tercer 

invierno y el órgano reduce su tamaño al llegar la pr imavera y, finalmente, en 

el cuarto verano pierde su organización y desaparece totalmente (Echeverría, 

1990) . En cambio, en los machos juveniles el BO no desaparece y a part ir  del 

cuarto año de vida exhibe un pat rón cíclico anual (Echeverría, 1990) .  

 En general, a lo largo de los años, se propuso que el desarrollo del BO 

en diversas especies de anuros permanece detenido por la diferenciación de la 

gónada funcional femenina o masculina. En B. vulgaris se observó que al 

gonadectom izar sapos machos y hembras con gónadas funcionales, el BO 

alcanza un desarrollo sim ilar 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 est rategia reproduct iva (Tanimura e I wasawa., 1986) . Por ot ra parte, 

Pancak-Roessler y Norris (1991)  también sugir ieron que la inhibición de la 

http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Pancak-Roessler%2c+M.K.&origin=resultslist&authorId=6507859425&src=s
http://www.scopus.com/scopus/search/submit/author.url?author=Pancak-Roessler%2c+M.K.&origin=resultslist&authorId=6507859425&src=s
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oogénesis en Anaxyrus woodhousii es debida a la presencia de un test ículo 

funcional, dado que la orquiectomía bilateral provoca un aumento en el peso 

de los BOs y favorece el desarrollo del los oocitos hacia estadios más 

avanzados. En Duttaphrynus melanostictus, se demost ró que el mencionado 

órgano se at rofia como consecuencia de la adm inist ración de testosterona, 

apoyando la idea de que la funcionalidad del test ículo mant iene reprim ida la 

diferenciación del BO (Deb y Chat ter jee, 1963) . Todas estas evidencias han 

llevado a sugerir que la inhibición de la oogénesis en el BO podría deberse a la 

presencia de algún/ os factor/ res producidos por el test ículo funcional, siendo el 

candidato más firme la testosterona o alguno de sus derivados. 

 En R. arenarum, las observaciones macroscópicas del BO reflejan que si 

bien en la mayoría de los individuos el BO t iene un tamaño reducido con 

respecto al tamaño test icular, en algunos casos el BO alcanza un gran 

desarrollo y un tamaño mucho mayor que el del test ículo adyacente (Figura 4,  

Scaia y col., 2011) . Además, el análisis histológico most ró que si bien muchos 

folículos son previtelogénicos, ot ros se encuent ran en vitelogénesis temprana, 

con un citoplasma heterogéneo y una vesícula germ inal cent ral,  e incluso ot ros 

folículos están en el estadio de vitelogénesis tardía (Figura 5, Scaia y col. , 

2011) . 
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Figura 4. (A)  Test ículos de dist intos tam años pertenecientes a un m ism o 
individuo. Los órganos de Bidder (BO)  en este caso son de m enor tam año que los 
test ículos (T) . Puede observarse tam bién algunos fragm entos de cuerpos grasos 
(CG) . (B)  Órganos de Bidder de gran tam año, m ayor al test icular. (Tom ado de 
Scaia y col., 2011) .  

Figura 5. (A)  Folículos bidderianos en dist intos estadios de desarrollo. La m ayoría 
de los folículos son previtelogénicos (   ) , m ient ras que ot ros se encuent ran en 
vitelogénesis tem prana (    )  o tardía (    ) .  (B)  Detalle de un folículo bidderiano en 
vitelogénesis tem prana. Obsérvese el citoplasm a heterogéneo con vitelo ubicado 
periféricam ente (     ) ,  vesícula germ inal con m em brana nuclear irregular (      )  y 
num erosos nucléolos. (Tom ado de Scaia y col.,  2011) .  
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 La capacidad esteroidogénica del BO fue analizada en diversas especies. 

En D. melanostictus se regist ró la presencia de algunas enzimas 

esteroidogénicas tales como la 3β-HSD/ I  y la 17β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (Ghosh y col, 1984)  y en A. woodhousii se localizó la act iv idad 

de estas enzimas en el ooplasma y las células foliculares (Pancak-Roessler y 

Norris, 1991) . Por ot ra parte, en B. bufo se sugir ió que la producción de 

esteroides por parte del órgano perm ite pensar en los machos de esta especie 

como “hermafroditas hormonales” dado que son capaces de producir est radiol 

(E2)  a part ir  de pregnenolona radioact iva (Colombo y Colombo Belvedere, 

1980) .  

 La presencia de E2 en circulación es un fenómeno 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 fam ilia Ranidae 

el E2 plasmát ico es de or igen test icular (Polzonet t i-Magni y col. , 1984, Varr iale 

y col. , 1986;  Fasano y col., 1989)  a diferencia de lo que ocurre en R. 

arenarum. Si en esta especie hubiera E2 en circulación, los test ículos no serían 

los responsables de su producción debido a que no expresan la enzima 

aromatasa (Canosa y col., 1998;  Canosa y Ceballos, 2001) . Por ot ra parte, el 

BO de R. arenarum expresa varias enzimas esteroidogénicas tales como 

Cyp450scc, 3β-HSD/ I , CypP450c17 y aromatasa, esta últ ima encargada de 

producir est rógenos a part ir  de andrógenos aromat izables, lo cual sugiere que 

el BO podría ser una fuente de E2 plasmát ico (Scaia y col., 2011) .  

 Con respecto a las variaciones estacionales en el desarrollo del BO, se 

encont ró que el peso de estos órganos es menor en el período PreR, cuando 

las concent raciones plasmát icas de andrógenos son máximas, y 

significat ivamente mayor en el reproduct ivo, cuando los niveles de andrógenos 

son mínimos (Scaia y col. , 2011) . Estas observaciones sugir ieron que podría 

haber una regulación negat iva del desarrollo del BO por parte de los 

andrógenos. Sin embargo, no hay una correlación significat iva ent re el 

desarrollo de los BO y los niveles de andrógenos plasmát icos, sugir iendo que 

ot ros factores hormonales podrían estar involucrados en la regulación del 
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desarrollo del BO. El t ratam iento con dexametasona no altera la act iv idad de la 

enzima aromatasa en el BO, sugir iendo que los glucocort icoides no estarían 

involucrados en la regulación de la producción de est rógenos por parte del BO 

(Tesis de Licenciatura, M.F. Scaia, 2010) . De este modo, los factores 

involucrados en la regulación del desarrollo y la act iv idad esteroidogénica del 

BO en R. arenarum se desconocen.  

 Surge entonces la siguiente pregunta:  ¿Qué significado t iene en el 

marco de la fisiología reproduct iva de los anfibios, profundizar el estudio del 

BO y de su regulación?  

 Algunos de los agentes quím icos ut ilizados actualmente como herbicidas 

o pest icidas se comportan como disruptores quím icos. Este térm ino hace 

referencia a aquellos compuestos quím icos que alteran la fisiología de los 

individuos debido a que interrumpen o modifican su regulación endócrina. En 

mam íferos y rept iles se demost ró que algunos de estos disruptores t ienen un 

efecto est rogénico debido a que aumentan la act iv idad de la enzima aromatasa 

(Crain y col., 1997;  Sanderson y col., 2001) . Algunos t rabajos proponen 

efectos sim ilares sobre dicha enzim a y la consecuente fem inización de larvas 

de anfibios (Hayes y col., 2002 a y b;  Fan y col. , 2007;  Hayes y col. , 2010) , 

m ient ras que ot ros autores no encuent ran efectos (Hecker y col. , 2004, 2005b;  

Coady y col., 2005) .  En Pelophylax nigromaculatus, la exposición crónica a 

m icrocist ina, una toxina producida por la cianobacter ia Microcyst is, induce la 

act iv idad de aromatasa y produce anormalidades en el test ículo (Jia et  al.,  

2014) . Además, en Pleurodeles waltl la inhibición de la aromatasa produce un 

desvío en la proporción de sexos, sugir iendo que los est rógenos son 

fundamentales en la determ inación de la proporción de sexos (Chardard and 

Dournon 1999) . En este contexto, es fundamental estudiar el efecto que t ienen 

los est rógenos sobre la función gonadal en especies pertenecientes a la fam ilia 

Bufonidae. El BO, característ ico de las especies de esta fam ilia de anuros, es 

una est ructura altamente afectada por las condiciones ambientales. Por 

ejemplo, en R. marina se observó que las anormalidades encontradas en los 

BO parecen responder a la intensidad de la act iv idad desarrollada en las zonas 
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agrícolas 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 apar ición durante el desarrollo de algunas especies es 

previa a la diferenciación del esbozo gonadal, resulta evidente que el BO no es 

un ovario at rofiado, tal como fuera descripto histór icamente. La presencia de 

folículos vitelogénicos y de diversas enzim as esteroidogénicas sugiere que en 

machos de R. arenarum el BO podría ser un órgano productor de est rógenos. 

Su potencial para producir E2 y el hecho que el desarrollo de este órgano 

pueda estar afectado por ciertos agentes quím icos empleados en la act iv idad 

agrícola realzan el interés por el estudio de su regulación. 

La apoptosis testicular 

La espermatogénesis es el proceso durante el cual las espermatogonias I  

sufren div isiones m itót icas sucesivas y se diferencian a espermatogonias I I , las 

cuales a su vez se diferencian a espermatocitos que ingresan en meiosis y dan 

origen a las espermát idas y finalmente a los espermatozoides maduros. La 

progresión de la espermatogénesis parecería estar determ inada por un 

equilibr io dinám ico ent re la proliferación celular y la muerte celular de la línea 

germ inal. En los test ículos normales no todas las espermatogonias ingresan en 

la espermatogénesis para dar lugar a espermatozoides maduros y muchas de 

ellas mueren antes de la iniciación del proceso (Sinha y col. , 1997;  Lue y col., 

1997;  Sinha y col., 2003) . De este modo, un gran número de células muere 

diar iamente para mantener la homeostasis test icular y, en este contexto, se 

requiere un t ipo de m uerte celular en la cual no se desencadene una respuesta 

inmune y se proteja el m icroambiente celular . Los principales t ipos 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 

degradación de componentes celulares mediante la vía lisosomal. Por ot ro 

lado, la apoptosis es una muerte celular  programada que no involucra lisis 

celular y, por lo tanto, no desencadena una reacción inflamatoria. El térm ino 
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‘apoptosis’ fue utilizado por primera vez para describir un t ipo de muerte 

celular morfológicam ente dist into al resto, en el cual se observaban rasgos 

muy part iculares como, por ejemplo, la fragmentación del ADN, la 

condensación de la cromat ina y la prot rusión de la membrana plasmát ica (Kerr 

y col. , 1972) . La apoptosis es el t ipo de m uerte celular más estudiado debido a 

su gran impacto en la fisiología de todos los tej idos. Este t ipo de muerte celular  

es fundamental, por ejemplo, en la morfogénesis de los tej idos durante el 

desarrollo y en la regulación fisiológica del número de células. El tej ido con 

mayor incidencia de apoptosis en los machos de vertebrados es el test ículo, ya 

que el 75 por ciento de las células germinales masculinas son “eliminadas” 

mediante este t ipo de muerte celular (Shaha y col. , 2010) .  La apoptosis en la 

línea germ inal puede ocurr ir  en cualquier  estadio de la espermatogénesis y 

puede ser inducida por factores celulares internos o por disturbios externos 

que afecten la viabilidad celular .  

Existen dos cam inos mediante los cuales puede ocurrir  la apoptosis:  la 

vía ext r ínseca, o mediada por receptor, y la vía int r ínseca, o m itocondr ial. La 

vía ext r ínseca se desencadena cuando ciertos receptores (Fas)  unen a sus 

ligandos (FasL) , lo cual desencadena la formación del complejo DI SC (‘Death-

inducing signaling complex’)  y la act ivación de la cadena de caspasas. En 

cambio, la vía int r ínseca es principalmente regulada por proteínas de la fam ilia 

Bcl-2 (Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-x l) , que regulan posit iva o negat ivamente la 

permeabilidad de la membrana m itocondr ial y la liberación del citocromo c, 

ent re ot ros. Una vez en el citosol, el citocromo c junto con ot ras moléculas 

apoptót icas forma el apoptosoma, que act iva la cascada de caspasas efectoras 

que llevan a la muerte celular . Si bien cada vía t iene su mecanismo de acción e 

involucra dist intas proteínas, las moléculas de ambas vías pueden influenciar  a 

las moléculas de la ot ra y ambas part icipan en la apoptosis de las células 

germ inales durante la espermatogénesis. Algunas de las característ icas 

histológicas de las células apoptót icas son:  prot rusión de la membrana 

plasmática (‘membrane blebbing’) , condensación de la cromat ina, cont racción 

celular, vacuolización del citoplasma y aparición de cuerpos apoptót icos que 

eventualmente son fagocitados (Majno y Joris, 1995) . Dent ro de las 
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característ icas bioquím icas de la apoptosis se pueden mencionar la act ivación 

de caspasas y el clivaje y la fragmentación del ADN (‘DNA laddering’)  (Fadok y 

col., 1992) . De este modo, tanto las característ icas histológicas como las 

bioquím icas pueden emplearse en las diversas técnicas de detección de la 

apoptosis.  

En los mam íferos, la apoptosis de la línea germ inal ocurre en dist intos 

momentos a lo largo de la vida de los individuos. En pr imer lugar, este t ipo de 

muerte celular ocurre durante la vida fetal, cuando la apoptosis temprana 

elim ina un cierto número de espermatogonias pre meiót icas (Rodríguez y col.,  

1997) . Más adelante, durante la vida adulta, este t ipo de muerte celular es 

importante dado que elim ina las células de la línea germ inal que podrían haber 

sido dañadas por la exposición a agentes ambientales tóxicos, 

quim ioterapéut icos, calor, etc. (Wang y col.,  2007) . Además, se ha sugerido 

que la apoptosis t iene un rol fundamental en la infert ilidad masculina ya que se 

observaron marcadores apoptót icos tales como la act ivación de caspasas y la 

fragmentación del ADN, en células germ inales de test ículos de pacientes 

infért iles (Paasch y col., 2004;  Grunewald y col. 2009;  Aitken y De I uliis, 

2010;  Aitken y Curry 2011) .  

Con respecto al cont rol hormonal de la apoptosis de la línea germ inal en 

machos, se demost ró que tanto la exposición a un exceso de ciertas hormonas 

como también la falta de ellas pueden desencadenar la apoptosis en el 

test ículo (para una revisión, ver Shaha 2008b) . Durante la maduración de los 

túbulos sem iníferos, tanto la testosterona como FSH en combinación con el E2 

promueven la supervivencia celular m ient ras que el E2 en ausencia de ot ras 

hormonas t iene un efecto pro-apoptót ico. Con respecto a la testosterona, en 

primer lugar se observó que un exceso de esta hormona promueve la muerte 

celular mediante un aumento en la expresión de Fas/ FasL (Zhou y col., 2001)  

y, por ot ro lado, la ausencia de testosterona est imula la act iv idad de las 

caspasas y la fragmentación de ADN en las células de Sertoli y no así en la 

línea germ inal (Tesarik y col. , 2002) . El E2 regula el equilibr io ent re la 

supervivencia celular , la apoptosis y la proliferación en numerosos tej idos, pero 
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el mot ivo por el cual esta hormona cambia el equilibr io hacia la supervivencia o 

hacia la muerte celular es objeto de numerosos estudios y no está aún del todo 

dilucidado (para una revisión, ver Vasconsuelo y col., 2011) . En el caso del 

test ículo, estudios in vivo e in vitro demost raron que los est rógenos inducen la 

apoptosis de la línea germ inal mediante un aumento en la expresión de 

Fas/ FasL (Nair y Shaha, 2003;  Mishra y Shaha, 2005) . Por ot ro lado, tanto 

testosterona como FSH mant ienen la homeostasis test icular inhibiendo las 

señales de muerte celular (Pareek y col., 2007) . Estas evidencias sugieren que 

la regulación hormonal de la apoptosis const ituye un mecanismo complejo que 

involucra tanto el efecto individual com o la acción sinérgica de diversas 

hormonas.  

Apoptosis y proliferación celular como reguladores de la 

espermatogénesis en anfibios.  

La apoptosis en el test ículo está relacionada con el equilibr io ent re el 

número de células germ inales y la capacidad de soporte de las células de 

Sertoli y es por ello que el estudio de las var iaciones estacionales en la 

espermatogénesis en anfibios está ínt imamente relacionado con la apoptosis 

de la línea germ inal.   

Con respecto al mecanismo molecular involucrado en la apoptosis 

test icular de anfibios, en Hypselotriton orientalis la apoptosis inducida por 

est rés ocurre por la act ivación de la caspasa 3 mediante las vías ext rínseca e 

int r ínseca y que, probablemente, esto involucre a Apaf1 pero no a p53 (Wang 

y col. , 2012) . Adem ás, en P. nigromaculatus se observó que la apoptosis 

inducida por m icrocist ina involucra a la vía m itocondr ial y al ret ículo 

endoplasmát ico liso (Zhang y col., 2013) . Sin embargo, son pocos los autores 

que invest igan la apoptosis en anfibios haciendo foco en los mecanismos 

moleculares, y la gran mayoría t iene un enfoque más fisiológico cent rado en la 

estacionalidad de la apoptosis dent ro del contexto de la espermatogénesis. 

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

de la línea germ inal 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 concent ración 

plasmát ica de prolact ina y, por lo tanto, los test ículos carecen de 

espermatocitos durante el invierno, época que corresponde al período 

quiescente (Yazawa y col. , 1999) . Sin embargo, en ot ro urodelo, Triturus 

marmoratus, ot ros autores sugieren que la temperatura no influye sobre la 

apoptosis test icular  dado que se observan altos niveles de apoptosis tanto 

durante el verano (en espermatocitos primar ios)  como el invierno (en 

espermatogonias)  (Ricote y col., 2002) . Con respecto a los ápodos, en 

Ichthyophis tricolor las células germ inales muest ran diversas característ icas 

apoptót icas durante la fase de regresión test icular, tales como núcleos 

heterocromát icos, fragmentación nuclear en cuerpos apoptót icos y 

marginalización nuclear, en la que la condensación de la cromat ina com ienza 

en la per ifer ia nuclear y adquiere la característ ica forma cóncava semejante a 

”media luna”.  La apoptosis durante la fase de regresión test icular  fue 

confirmada además mediante m icroscopía elect rónica y mediante el ensayo de 

TUNEL (Smita y col. , 2005) . En algunos anuros, como L. catesbeianus de zonas 

t ropicales, hay una elevada producción de espermatocitos durante el invierno y 

luego, durante la primavera, se completa la meiosis y ocurre la 

esperm iogénesis y la esperm iación, procesos que se repiten en el verano 

(Sasso-Cerri y col. , 2004) . Además, en esta especie, se observan altos niveles 

de apoptosis en los cistos en el período reproduct ivo, hacia finales de la 

primavera, y durante el verano, época del año que se asocia con un 

fotoperíodo largo y elevadas temperaturas (Sasso-Cerri y col., 2006) . En este 

últ imo t rabajo, los núcleos apoptót icos están dent ro de vacuolas que 

generalmente se encuent ran cerca o incluso rodeadas por células de Sertoli.  

Además, el citoplasma de las células de Sertoli cont iene est ructuras 

membranosas sim ilares a cuerpos apoptót icos. Estas observaciones en L. 

catesbeianus concuerdan con t rabajos anter iores que sugieren que las células 

que 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 ot ra parte, la espermatogénesis está ínt imamente ligada a la 

proliferación de la línea germ inal. La proliferación de las espermatogonias fue 

estudiada en diversas especies de anfibios, como por ejemplo C. pyrrhogaster 

(Yuwen y col., 2008)  y P. esculentus, siendo esta últ ima una de las especies 

más estudiadas. Uno de los primeros t rabajos sobre la proliferación celular en 

anuros t rata acerca de la localización de Jun, Fos, Myc y Mos en el test ículo de 

P. esculentus (Chieffi y col., 1995) . Estas proteínas son productos de la fam ilia 

de los proto-oncogenes, que son genes altamente conservados y que t ienen 

roles fundamentales en el cont rol del desarrollo y la diferenciación. Los proto-

oncogenes se expresan diferencialmente en los dist intos estadios de la 

espermatogénesis de P. esculentus. Si bien todos se expresan en las 

espermatogonias I  y I I , Myc y Mos también se expresan en los espermatocitos 

I  y I I , en tanto que Jun sólo se expresa en los espermatocitos I I . Además, en 

esta especie, Myc, Fos y Jun espermatogoniales t ranslocan al núcleo cuando 

com ienza una nueva onda espermatogénica (a part ir  de febrero y marzo) , lo 

que sugiere que la act iv idad de los proto-oncogenes t iene un rol regulator io en 

la espermatogénesis de anfibios (Chieffi y col., 1995) . Años más tarde, se 

profundizó en el estudio de la act iv idad test icular de Mos en esta m isma 

especie y se observó que tanto el ARNm como la proteína están presentes 

durante todo el ciclo reproduct ivo. Además, la expresión del ARNm y la síntesis 

de la proteína aumentan significat ivamente en marzo y mayo, 

respect ivamente. De este modo, la m áxim a síntesis de Mos en mayo coincide 

con que la proliferación de las espermatogonias se enlentece y las divisiones 

meiót icas se aceleran, sugir iendo que esta proteína está involucrada en la 

regulación de la proliferación de las esperm atogonias (Ferrara y col.,  2004) . En 

esta especie, Chieffi y col. (2000a)  analizaron también la localización 

int ratest icular mediante inmunohistoquím ica y las var iaciones estacionales en 

la expresión de PCNA (proliferating cell nuclear antigen) . PCNA es una proteína 

nuclear altamente conservada y es un componente esencial en la replicación y 

reparación del ADN. Es por ello que PCNA es uno de los marcadores 

moleculares más ut ilizados para el estudio de la m itosis del epitelio germ inal.  

Los autores mencionados observaron inmunomarca en las espermatogonias I  y 
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I I  y, sorprendentemente, también en los espermatocitos I . Con respecto a las 

var iaciones estacionales, la máxima expresión de PCNA en las 

espermatogonias I  ocurre en marzo, m ient ras que en las espermatogonias I I  

se produce en julio, octubre y noviembre. Por ot ro lado, los autores adjudican 

la presencia de PCNA en los espermatocitos I  al hecho de que esta proteína 

además de estar involucrada en la replicación del ADN part icipa también en su 

reparación. Las var iaciones estacionales de PCNA en P. esculentus fueron 

también estudiadas en relación con las var iaciones estacionales en la expresión 

de c-kit , un proto-oncogen que es indispensable para la proliferación y 

diferenciación de las espermatogonias (Vincent  y col. , 1998;  Set te y col., 

2000) . Se observó que c-kit  se expresa en todos los estadios de la 

espermatogénesis, y que tanto c-kit  como PCNA aumentan significat ivamente 

durante el período reproduct ivo (Raucci y Di Fiore, 2007) . Estos resultados 

sugieren que la máxima proliferación durante el período reproduct ivo está 

asociada a altos niveles de PCNA y a la act ivación del sistema c-kit .  

En vista de estos antecedentes, resulta evidente que tanto la apoptosis 

como la proliferación son procesos muy complejos que involucran diversas 

proteínas y mecanismos moleculares. La act ivación diferencial de cada uno de 

ellos en los dist intos estadios de la espermatogénesis determ ina el balance 

ent re la apoptosis y la proliferación celular. De este modo, resulta casi 

imposible estudiar la espermatogénesis en anfibios sin hacer referencia a las 

var iaciones estacionales en la proliferación y apoptosis test icular.  

Regulación hormonal de la espermatogénesis.  

Con respecto al cont rol hormonal de la espermatogénesis, en m amíferos 

se demost ró que FSH, LH y testosterona regulan la progresión de la línea 

germ inal y que un exceso o bien la ausencia de estas hormonas pueden 

est imular la apoptosis test icular. Como se mencionó anteriormente, durante la 

maduración de los túbulos sem iníferos, la testosterona y FSH, esta últ ima en 

combinación con el E2, promueven la supervivencia celular m ient ras que el E2 

en ausencia de ot ras hormonas t iene un efecto pro-apoptót ico. La caída en las 

concent raciones de FSH y de testosterona conduce a una act ivación de las vías 
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int r ínseca y ext rínseca, sugir iendo que ambas hormonas son fundam entales 

para mantener la homeostasis espermatogénica (Pareek y col., 2007) . La 

importancia de la testosterona en el mantenim iento de la homeostasis se 

manifiesta tanto por exceso com o por su ausencia. El exceso provoca un 

aumento en la expresión de Fas/ FasL en test ículo m ient ras que su ausencia 

est imula la act iv idad de caspasas y provoca fragmentación en el ADN de las 

células de Sertoli  (Zhou y col.,  2001;  Tesarik y col.,  2002) .  Por ot ro lado, si 

bien en m am íferos FSH regula la espermatogénesis, su importancia en la 

fisiología test icular de roedores varía según la especie. Se ha postulado que si 

bien FSH está involucrada en la regulación de la espermatogénesis, esta 

hormona no sería esencial para mantener la fert ilidad en ratones (para una 

revisión ver Siegel y col., 2013) . En cambio, en el hámster FSH est imula la 

proliferación 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 pr imates, 

las células de Sertoli expresan el receptor de FSH y el hecho de si esta 

hormona es fundamental para mantener la fert ilidad, o no, ha sido objeto de 

profundos debates (para una revisión ver Plant  y Marshall, 2001) . Es decir  que 

el rol de FSH en la regulación de la espermatogénesis varía ent re y dent ro de 

los dist intos grupos de mam íferos y “parecería estar adaptado a las 

necesidades de cada especie” ( tomado de una revisión de Schlat t  y Ehmcke, 

2014) .  

Ot ro factor involucrado en la regulación de la fisiología test icular es 

GnRH, un neuropépt ido de origen hipotalám ico que pertenece a una fam ilia de 

decapépt idos encargados de promover y mantener las funciones reproduct ivas 

en los vertebrados, ent re ot ras cosas. Este neuropépt ido juega un rol 

fundamental en la regulación del proceso reproduct ivo de los vertebrados y 

desde su purif icación a part ir  de hipotálam o ovino (Burgus y col. , 1972)  se han 

descripto numerosas formas (para una revisión ver Kah y col. , 2007;  Kim  y 

col., 2011) .  

Como ya se mencionó,  GnRH t iene un rol fundamental en la regulación 

de la fisiología test icular de los vertebrados (para una revisión, ver Meccariello 
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y col., 2014)  y puede regular eventos de proliferación y de inhibición de la 

proliferación celular. Por ejemplo, en ratones con la espermatogénesis 

endógena bloqueada, el t ratam iento in vivo con un agonista de GnRH 

( leuprolide)  est imula la colonización de células espermatogénicas en test ículo 

luego de la implantación de espermatogonias provenientes de ratones dadores 

(Ogawa y col., 1998) . Además, el t ratam iento in vivo de ratas con un 

antagonista de GnRH (Cet rorelix)  indujo una dism inución de la apoptosis 

espermatogonial,  llevando a un incremento del número de espermatogonias 

en comparación con las ratas cont rol (Shut t lesworth y col. , 2000) . Además, 

GnRH t iene un efecto directo sobre el test ículo 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 acción ant i proliferat iva, ya que modula la 

apoptosis celular en la regresión de las gónadas en peces (Andreu-Vieyra y 

col., 2005;  Soverchia y col. , 2007) .  

Ot ros actores fundamentales en la regulación de la espermatogénesis 

son las kispept inas, neuropépt idos de origen hipotalám ico que part icipan en la 

regulación del eje hipotálamo-hipófiso-gonadal, al regular directamente a 

GnRH o a las gonadot rofinas (Oakley y col.,  2009) . Si bien estos neuropépt idos 

regulan pr incipalmente la secreción de GnRH por parte de las neuronas 

hipotalám icas también part iciparían de la regulación int ra-gonadal (para una 

revisión, ver Meccariello y col., 2014) .  

En los anfibios, las neurohormonas también t ienen un papel importante 

en la regulación de la reproducción (para una revisión, ver el capítulo 2 en 

“Hormones and Reproduction of Vertebrates”, Vol. 2, por Tsai, 2011). En el 

caso part icular de P. esculentus, se propuso un mecanismo de regulación 

int ratest icular en el cual GnRH gonadal est imula la producción de andrógenos y 

la proliferación de las espermatogonias directamente m ient ras que los 

andrógenos inducen la formación de espermát idas y est imulan la proliferación 

de las espermatogonias (Minucci y col., 1992) . En R. arenarum,  GnRH también 

t iene un efecto directo sobre el test ículo  ya que reduce la producción de 
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testosterona mediante la inhibición de CypP450c17 (Canosa y col., 2002) . 

Además, el estudio de las formas de GnRH en larvas de esta especie sugiere 

que GnRH de mamífero es el pépt ido mayoritar io y probablemente sea la única 

var iante de GnRH presente en el cerebro durante el desarrollo de esta especie 

(Somoza y col., 1996) . Además, se describió la localización de GnRH de 

mam ífero en el cerebro de adultos de esta m isma especie y también se sugir ió 

que es la pr incipal isoforma en adultos (Miranda y col., 1998) .  En el m ismo 

t rabajo se detectaron fibras GnRHérgicas que desembocaban en la pars 

nervosa de la neurohipófisis, lo cual sugerir ía que GnRH puede llegar a la 

circulación general. Aún se desconoce si GnRH t iene algún efecto sobre la 

proliferación de las espermatogonias en R. arenarum.  

Por ot ra parte, durante la época reproduct iva de P. esculentus hay una 

asociación posit iva ent re los elevados niveles de testosterona, la act iv idad 

m itót ica del epitelio germ inal y la expresión de PCNA y c-kit , que como ya se 

mencionó son indispensables para la espermatogénesis y la proliferación de las 

espermatogonias (Raucci y di Fiore, 2007) . Por ot ro lado, en L. catesbeianus se 

observó, mediante inmunohistoquím ica, que las células pr im ordiales en el 

test ículo ret ienen testosterona durante el invierno (Sasso-Cerri y col.,  2005) , 

aunque estos resultados deberían ser revisados si se considera que los 

esteroides no se alm acenan dada su gran permeabilidad. Los autores de este 

t rabajo sugieren que las células pr imordiales actuarían como un reservorio de 

andrógenos y que así cont rolar ían o bien la espermatogénesis temprana 

durante el invierno o bien la esperm iogénesis y la esperm iación durante la 

primavera y el verano siguientes.  

Los est rógenos y sus receptores también juegan un rol fundamental en 

la regulación de la espermatogénesis en mamíferos (Shaha, 2008a;  

O´ Shaughnessy, 2014) . Los receptores de est rógenos pertenecen a la fam ilia 

de receptores nucleares (NR)  que son factores de t ranscripción act ivados por 

sus ligandos. Se los clasifica como NR t ipo I  ( receptor de est rógenos, 

andrógenos, glucocort icoides, m ineralocort icoides y progesterona)  o NR t ipo I I  

( receptor de hormona t iroidea, v itam ina D y ácido ret inoico) . Los receptores de 
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est rógenos corresponden a los receptores NR t ipo I , los cuales t ienen una 

localización citoplasm át ica cuando no están unidos a sus ligandos y están 

asociados a chaperonas que mant ienen la conformación del receptor de modo 

tal que este puede unir su ligando, pero no DNA. Luego de unirse a la 

hormona, los receptores NRI  t ienen cambios conformacionales y t raslocan al 

núcleo, donde se asocian a la cromat ina y regulan la t ranscripción de genes 

(para una revisión, ver Bagamasbad y Denver, 2011;  Nelson y Habibi, 2013) . 

Además, se han descripto por lo menos dos t ipos, receptor t ipo α y t ipo β (ERα 

y ERβ). En mam íferos ERα tiene una expresión generalizada, mientras que ERβ 

se expresa mayoritar iamente en ovarios, pulpones y próstata (Couse y col., 

1997) . En el test ículo de mamíferos las células de Leydig y Sertoli expresan 

receptores para E2 del t ipo ERα y ERβ, en tanto que las  células germ inales 

poseen solo ERβ. La presencia de ERβ en la línea germ inal se demost ró en los 

test ículos 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 Varr iale, 2004;  Selva y col. , 2004;  Stabile 

y col., 2006;  Vicini y col., 2006) .  Por  ot ra parte, se han descripto también 

receptores de membrana capaces de mediar acciones rápidas, no genómicas. 

Tal es el caso de GPR30, un receptor acoplado a la proteína G que una vez 

unido al E2 desencadena una cascada señalización de segundos mensajeros 

(Nelson y Habibi, 2013) . A pesar de la importancia que t iene la existencia de 

un receptor de E2 que medie efectos no genómicos, los resultados que 

proponen que GPR30 funciona como receptor de est rógenos son aún 

cont roversiales (para una revisión acerca de esta cont roversia, ver  Langer y 

col., 2010) .  

Las células de la hipófisis y las células de la línea germ inal, ent re ot ros 

t ipos celulares, expresan receptores para est rógenos (ERα y ERβ) y se ha 

demost rado que ratones que no expresan ERα son infért iles debido a que la 

acción de los est rógenos durante el período neonatal es fundamental para el 

correcto funcionamiento de la espermatogénesis y la fert ilidad en individuos 

adultos (Sinkevicius y col. , 2009) . En cambio, si bien aquellos ratones que no 

expresan ERβ también son estér iles, esto no sería debido a una 
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espermatogénesis defectuosa (Antal y col., 2008) . Por ot ro lado, dist intos 

agentes quím icos con función est rogénica podrían actuar como agonistas o 

antagonistas de dist intas hormonas, interfir iendo así con la regulación de la 

espermatogénesis, lo que provocaría una dism inución de la fert ilidad (Nikula y 

col., 1999) . Se demost ró también que la adm inist ración de est rógenos es 

perjudicial para la producción y m aduración de los espermatozoides (McGlynn 

y col. , 2008) . Esto podría estar relacionado con que, como se mencionó 

anteriormente, los est rógenos inducen la apoptosis de las células germ inales 

mediante la vía ext r ínseca y mediante una est imulación del sistema Fas/ FasL 

(Nair y Shaha 2003;  Mishra y Shaha 2005) . El efecto que t ienen los est rógenos 

en la apoptosis y la función test icular  de mamíferos ha llevado a la 

especulación de que podría exist ir  una relación ent re un aumento de los 

contam inantes est rogénicos ambientales y la reducción de la fert ilidad.  

En el caso de los anfibios, la espermatogénesis también está bajo el 

cont rol de las gonadot rofinas y los esteroides sexuales. En urodelos se 

demost ró que la adm inist ración de FSH de mamíferos en individuos 

hipofisectom izados de P. waltl y Ambystoma tigrinum est imula la 

espermatogénesis (Andrieux y col., 1973;  Moore, 1975) . Además, en C. 

pyrrhogaster, la FSH porcina promueve la proliferación de las espermatogonias 

y su diferenciación a espermatocitos I  (Ji y col.,  1992;  I to y Abé, 1999) .   

Con respecto a los andrógenos, se considera que la testosterona t iene 

un rol cent ral en la regulación de la esperm atogénesis, pero su modo de acción 

difiere ent re las especies. En R. arenarum los andrógenos aumentan el tamaño 

test icular (Penhos, 1956)  y en Anaxyrus fowleri est imulan 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 revisión, ver Rastogi y I ela, 1980 y el capítulo 3 en 

“Hormones and Reproduct ion of Vertebrates”, Vol. 2, por Propper, 2011) . En 

algunas especies, como P. perezi y Rana italica, las concent raciones de 

testosterona son elevadas durante la época de proliferación espermatogonial 

pero luego dism inuyen en los estadios más avanzados de la espermatogénesis 
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(Delgado y col., 1989;  Guarino y col. , 1993) . Por ot ro lado, en las ranas 

desért icas Litoria platycephala, Litoria maini y Neobatrachus sutor, se observó 

que durante la est ivación las var iaciones en los niveles de testosterona 

correlacionan significat ivamente con las variaciones en los diámet ros de los 

lóbulos sem iníferos y con el índice gonadosomát ico y los autores sugieren que 

dicho andrógeno tendría un rol fundamental en el cont rol de la act iv idad 

test icular (Shalan y col.,  2004) .  

Ot ras hormonas que pueden part icipar en la regulación de la 

espermatogénesis son los glucocort icoides. Un aumento en las concent raciones 

plasmát icas de cort icosterona o cort isol como consecuencia de una situación de 

est rés, por ejemplo, podrían afectar la espermatogénesis ya que en mam íferos 

elevados niveles de glucocort icoides afectan la liberación de gonadot rofinas y 

de esteroides sexuales. En el sapo D. melanostictus se demost ró que los 

t ratam ientos in vivo con cort icosterona por cortos o largos períodos suprimen 

la espermatogénesis (Biswas y col.,  2000) . De modo sim ilar, en L. pipiens se 

demost ró que la adm inist ración de cort icosterona durante 20 días inhibe 

significat ivamente la formación de espermatocitos I I  y espermát idas (Tsai y 

col.,  2003) . En este últ imo caso se observó también que la 5α-DHT reduce la 

cant idad de espermatogonias I I  y de espermát idas y est imula la formación de 

espermatocitos I .  

Estas evidencias sugieren que la espermatogénesis en anfibios es un 

proceso muy complejo, en el cual cada estadio celular puede ser regulado de 

modo dist into por diferentes esteroides y el rol de los dist intos part icipantes 

puede difer ir  ent re las dist intas especies.  

Efecto del estradiol sobre la espermatogénesis de anfibios 

 Con respecto al control que ejercen los est rógenos sobre la fisiología 

test icular de anfibios, en salamandras se demost ró que los est rógenos actúan 

tempranamente en el proceso espermatogénico y que regulan los estadios 

premeiót icos de la espermatogénesis (Callard, 1992) . En L. catesbeianus se 

observó inmunomarca de PCNA en un gran número de células primordiales 
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germ inales (CPG)  en los test ículos de animales capturados durante el verano, 

asociado a una elevada act iv idad de aromatasa test icular  y  a una gran 

expresión del receptor test icular de est rógenos (Caneguim  y col., 2013a) .  

Además, se detectó inmunomarca del receptor de andrógenos durante el 

invierno y del receptor de est rógenos durante el verano, cuando hay elevada 

proliferación de espermatogonias (Caneguim  y col., 2013b) . De este modo, 

estos autores sugieren que los andrógenos y los est rógenos t ienen un rol 

importante en el cont rol de las espermatogonias pr imordiales y en las 

var iaciones estacionales de la espermatogénesis. Estudios in vivo en L. pipiens 

sugieren que el E2 puede tener un efecto tanto inhibitor io como est imulatorio 

dependiendo del estadio de la espermatogénesis, ya que el t ratam iento con 

est rógenos durante 20 días retarda la formación de espermatogonias 

secundarias y espermatocitos pero acelera los estadios más tardíos (Tsai y 

col., 2003) .  

Por ot ra parte, el estudio de las var iaciones plasmát icas de E2 en P. 

esculentus demost ró que las concent raciones son máximas durante abril y 

mayo, meses que corresponden al período reproduct ivo (Varr iale y col., 1986, 

Fasano y col., 1989) . Durante este período del año hay también una elevada 

act iv idad m itogénica y la expresión de PCNA en las esperm atogonias I  es 

máxima (Chieffi y col., 2000a) . Este análisis sugiere una posible relación ent re 

el E2 y la proliferación de las espermatogonias. Más tarde, estudios in vitro 

demost raron que el t ratam iento con E2 est imula la m itosis de las 

espermatogonias (Minucci y col., 1997)  y que esto sería mediante la act ivación 

de c- fos y la inducción de proteinas kinasas (Cobellis y col.,  1999;  Chieffi y 

col., 2000b) . A su vez, se demost ró que la inducción de la proliferación 

espermatogonial es inhibida por la melatonina (d´ I st r ia y col.,  2003) . Además, 

se determ inó que el E2 induce la act ivación de Akt -1, que inact iva moléculas 

pro-apoptót icas tales como Bad y caspasa-9 (Stabile y col. , 2006) . En este 

t rabajo se determ inó también la presencia en el test ículo del ERβ, cuya 

expresión es máxima en el período reproduct ivo. 
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De todo lo expuesto resulta evidente que el mecanismo de acción del E2 

sobre la espermatogénesis es complejo, ya que esta hormona t iene efectos 

inhibitor ios o est imulatorios en los dist intos estadios y en los diversos modelos 

de anfibios. Lamentablemente la mayoría de los t rabajos se refiere a la 

relación ent re el E2 y la proliferación espermatogonial y no hay estudios acerca 

del efecto de E2 sobre la apoptosis test icular en anfibios anuros. 

Efecto del estradiol sobre la esteroidogénesis testicular 

 Por ot ra parte, en diversas especies se encont ró una relación ent re el E2 

y la act iv idad de algunas enzimas esteroidogénicas test iculares. En peces, 

part icularmente en t rucha, se observó que el t ratam iento con E2 dism inuye la 

expresión de las enzimas CypP450c17, 3-HSD/ I  y 11-hidroxilasa (Govoroun 

y col., 2001) . Con respecto a los anfibios, la exposición de adultos de X. laevis 

a E2 durante 49 días produce una dism inución significat iva de los niveles 

plasmát icos de testosterona aunque no se determ inó si es debido a una 

dism inución en la act ividad de enzimas esteroidogénicas o, por ejemplo, de las 

concent raciones plasmát icas de gonadot rofinas (Hecker y col.,  2005a) . Por ot ro 

lado, en machos de P. esculentus, los niveles de E2 plasm át ico aumentan 

tempranamente en el verano y, a cont inuación, los niveles de testosterona 

plasmát ica dism inuyen. En base a estas evidencias indirectas, los autores 

infieren que la caída en la concent ración de andrógenos se debe a que el E2 

inhibir ía la liberación de GnRH y la secreción de LH, aún cuando no poseen 

evidencias directas que avalen su propuesta (Polzonet t i-Magni y col., 1984) . 

Además, en esta m isma especie, el t ratam iento in vitro de test ículos con E2 

durante 6 y 24 hs provocó una dism inución en la producción de andrógenos 

(Pierantoni y col., 1986) . Más tarde, ot ros estudios in vitro demost raron que el 

E2 dism inuye la síntesis de andrógenos mediante la inhibición de la act iv idad 

de la act iv idad 17-hidroxilasa del CypP450c17 test icular (Fasano y col., 1989, 

1991) . Además, recientemente en P. esculentus se estudió la relación ent re las 

kispept inas y el E2. En esta especie se demost ró que el receptor de kispept inas 

del test ículo es dependiente de E2 y que las kispept inas modulan la expresión 

del receptor test icular de est rógenos. Esto sugiere que las kispept inas y sus 
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receptores podrían estar involucrados en la modulación de las funciones 

test iculares reguladas por E2 (Chianese y col.,  2013) .  

Todos estos resultados sugieren que en algunas especies de anfibios el 

E2 puede regular la producción de andrógenos mediante un efecto directo sobre 

las enzimas esteroidogénicas test iculares o mediante la modulación del eje 

hipotálamo-hipófiso-gonadal.  



 

 

 

I I .  Objet ivos e Hipótesis 
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II. Objetivos e Hipótesis 

A part ir  de los antecedentes previamente comentados en los anuros en general 

y en R. arenarum en part icular, el objet ivo general de esta tesis es estudiar la 

relación ent re los est rógenos y la fisiología test icular.  

 

La hipótesis general de t rabajo que se plantea es que en los machos de R. 

arenarum los est rógenos se sintet izan en el órgano de Bidder y que t ienen un 

rol fundamental en la regulación de la fisiología test icular , inhibiendo la 

producción de andrógenos y regulando la espermatogénesis.  

 

Para llevar a cabo el objet ivo principal y poner a prueba la hipótesis de t rabajo, 

la tesis está organizada en t res partes:   

 

En el Capítulo I  se aborda el estudio de las var iaciones estacionales en las 

concent raciones de est radiol plasmát ico y la producción de esta hormona por 

parte del órgano de Bidder. Los objet ivos específicos de esta sección son:  

 

-  Determ inar las var iaciones estacionales en los niveles de est radiol 

plasmát ico. 

-  Evaluar la capacidad del órgano de Bidder de producir est radiol a part ir  de 

sust ratos endógenos. 

-  Estudiar la relación ent re la act iv idad total de la enzima aromatasa del 

órgano de Bidder y los niveles de est radiol plasmát icos. 

 

Teniendo en cuenta que en R. arenarum los test ículos no producen est radiol y 

considerando que el órgano de Bidder posee enzimas esteroidogénicas, las 

hipótesis de t rabajo vinculadas a estos objet ivos, que se ponen a prueba en 

este capítulo son:   
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-  Existen var iaciones estacionales en las concent raciones de est radiol 

plasmát ico. 

-  El órgano de Bidder es capaz de producir est radiol a part ir  de sust ratos 

endógenos.  

-  Existe correlación ent re las concent raciones plasmát icas de est radiol, la 

act iv idad de la enzima aromatasa y la producción de est radiol por parte del 

órgano de Bidder.  

 

En el Capítulo I I  se estudia la localización del receptor de est rógenos en el 

test ículo y en el órgano de Bidder así como también las var iaciones 

estacionales en la espermatogénesis y en la proliferación celular  de ambos 

órganos. Los objet ivos específicos de esta parte son:   

 

-  Determ inar la presencia del receptor de est rógenos en el test ículo y en el 

órgano de Bidder.  

-  Estudiar las var iaciones estacionales en la apoptosis test icular.  

-  I dent if icar cuáles son los t ipos celulares que sufren apoptosis.  

-  Analizar las variaciones estacionales en la proliferación de las 

espermatogonias. 

-  Analizar las var iaciones estacionales en la proliferación de las células 

foliculares de los folículos bidder ianos. 

 

Las hipótesis de t rabajo vinculadas a estos objet ivos y que se ponen a prueba 

en esta tesis son:   

 

-  Tanto el test ículo como el órgano de Bidder expresan el receptor de 

est rógenos. 

-  La apoptosis en el test ículo, a lo largo del año, ocurre pr incipalmente en los 

estadios más avanzados de la espermatogénesis y no en los estadios 

tempranos. 
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-  La apoptosis test icular y la proliferación de las espermatogonias son mayores 

en el período con máximos niveles de est radiol plasmát ico.  

-  La proliferación de las células foliculares en el órgano de Bidder  es mayor 

cuando los niveles de est radiol plasmát ico aumentan. 

 

En el Capítulo I I I  se aborda el estudio del efecto de est radiol sobre algunos 

aspectos de la fisiología test icular . Los objet ivos específicos de esta parte son:  

 

-  Evaluar el efecto de est radiol sobre la act iv idad enzimát ica y la expresión de 

la proteína CypP450c17. 

-  Analizar el efecto de est radiol sobre la act ividad de la enzima 3HSD/ I . 

-  Determ inar el efecto de est radiol sobre la apoptosis test icular .  

-  Estudiar el efecto de est radiol sobre la proliferación de la línea germ inal.  

 

Las hipótesis de t rabajo vinculadas a estos objet ivos y que se ponen a prueba 

en esta tesis son:   

 

-  El est radiol regula negat ivamente la esteroidogénesis test icular al inhibir la 

act iv idad de las enzimas esteroidogénicas.  

-  El est radiol regula la espermatogénesis, est imulando la apoptosis y 

promoviendo la proliferación espermatogonial.  

 

 



 

 

 

I I I .  Capítulo 1 
El órgano de Bidder y la producción de 
estradiol. 



Capítulo 1                                                                          Tesis Doctoral M. F. Scaia 

41 

III. El órgano de Bidder y la producción de estradiol 

Materiales y Métodos 

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 agrícolas de la Provincia de Buenos Aires a lo largo del año. La madurez 

sexual de los individuos se corroboró observando el tamaño y las 

característ icas t ípicas de los machos adultos como el canto y la presencia del 

callo nupcial. Los animales se mantuvieron en un predio con vasta vegetación 

y libre acceso a agua en el Bioter io 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 alimentó con grillos y 

zofobas (Zophobas morio)  (Hadfield y col.,  2006) . El día anter ior a cada 

experimento se los t rasladó al laborator io, donde se los acondicionó en un cubil 

a temperatura am biente y libre acceso a agua. Todos los ensayos se realizaron 

durante los períodos pre reproduct ivo (PreR, mayo a agosto) , reproduct ivo (R, 

sept iembre a diciembre)  y post  reproduct ivo (PostR, enero a abril)  (Denar i y 

Ceballos, 2006)  de los años comprendidos ent re el 2010 y el 2012. 

Los individuos fueron anestesiados por inmersión en 1%  de solución 

acuosa de t r icaina m etano sulfonato (MSS, Sigma-Aldr ich, EEUU)  neut ralizada 

con bicarbonato de sodio de acuerdo con Gentz (2007)  y su muerte fue 

consecuencia de los procedim ientos quirúrgicos. Los experimentos se 

realizaron siempre en el m ismo horar io del día, ent re las 10 am  y las 12 am, 

con el objet ivo de excluir la posible var iabilidad en los resultados debido a los 

cambios circadianos en la producción de hormonas. Este protocolo está 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 aprobación de la “Comisión Institucional para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” (Protocolo No 21) , Facultad de 
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Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, 

Argent ina. 

Obtención y procesamiento de plasma y tejidos  

De todos los individuos ut ilizados se ext rajeron rápidamente los BO por 

disección vent ral, se pesaron y se procesaron  de acuerdo con las 

característ icas de cada protocolo, tal como se detalla más adelante. En todos 

los casos se ext rajeron también los test ículos, que fueron pesados con el 

objet ivo de realizar los análisis que se detallan más adelante. Además, de cada 

ejemplar se ext rajo aproximadamente 1 m l de sangre por punción cardíaca 

ut ilizando jer ingas heparinizadas y se la cent r ifugó a 4°C en tubos 

heparinizados a 3500 rpm durante diez m inutos para la obtención de plasma. 

Para determ inar los niveles circulantes de testosterona y estradiol (E2) , se 

t rataron alícuotas de 10 o 20 µl de plasma durante toda la noche con diez 

veces el volumen de metanol con el objet ivo de precipitar las proteínas. Luego 

de evaporar el metanol las muest ras se resuspendieron en el buffer RI A 

correspondiente a la determ inación de cada hormona.  

Tratamientos de los órganos de Bidder  

Con el objet ivo de analizar la producción de E2 in vitro por parte de los 

BO obtenidos durante todo el año, se incubaron individualmente en 1 m l de 

medio Krebs-Ringer-Glucosa-Hepes (KRGH)  en placas mult ipocillo durante 2 hs 

a 28°C en agitación. Para ello se emplearon órganos  de 47 animales de 

dist intos períodos (16 animales del período PreR, 17 del R y 14 

correspondientes al PostR) . Al cabo de las 2 hs se ret iraron los medios de 

incubación y se almacenaron a -20°C. Se emplearon a lícuotas de 200 µl de 

estos medios para determ inar mediante radioinmunoensayo (RIA)  la cant idad 

de E2 producido.  
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Cuantificación de hormonas mediante radioinmunoensayo (RIA) 

RI A de E2 

Las muest ras se resuspendieron en 750 µl de Buffer RIA E2, pH 7,4. La 

cuant if icación de E2 plasmát ico se llevó a cabo mediante radioinmunoensayo, 

ut ilizando el marcador radioact ivo [ 2,4,6,7- 3H] -E2 (70,0 Ci/ mmol;  Perkin-Elmer 

Life Science, MA, USA)  y un ant icuerpo policlonal ant i-E2 preparado en oveja 

(Universidad de Colorado, CO, USA) . Dicho ant icuerpo presenta una muy baja 

react iv idad cruzada (< 1% )  con est rona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona 

y 5α-pregnan-3-20 diona, y niveles de reacción cruzada menores al 0,01%  con 

testosterona y 5α-dihidrotestosterona. La dilución final del ant icuerpo ant i-E2 

fue de 1: 250.000. Los coeficientes de variación int ra e inter  ensayo fueron, 

respect ivamente, de 6,7%  y 11,5% . Los lím ites de sensibilidad del ensayo 

estuvieron ent re 0,625 y 80 pg.  

La curva de calibración se obtuvo incubando en buffer RI A 

concent raciones crecientes de E2 fr ío (6,25 y 800 pg/ m l)  con una cant idad fij a 

de E2-H3 (4,54 nCi)  y del ant icuerpo. La radioact iv idad total se calculó 

incubando el marcador radioact ivo (E2-H3)  en ausencia del ant icuerpo y de 

carbón-dext rano. La unión inespecífica se determ inó incubando el radioisótopo 

en ausencia de ant icuerpo. El unido máxim o se calculó en presencia de E2-H3 y 

ant icuerpo, en ausencia de masa radioinerte. Todos los puntos de la curva, así 

como los t res parámetros mencionados, se realizaron por t r iplicado. Luego de 

20-22 hs a 4C, la reacción se detuvo con el agregado de 300 l de 

carbón: dext rano (0,5: 0,05%  en PBS) . A cont inuación, los tubos se dejaron en 

reposo durante 20 m inutos y luego se los cent rifugó durante 10 m inutos a 

3500 rpm a 4C. El pellet  de carbón-dext rano cont iene los esteroides libres 

m ient ras que en el sobrenadante se encuent ra el complejo ant icuerpo-

esteroide. Se m idió la radioact iv idad presente en una alícuota de 400 l del 

sobrenadante usando líquido de centelleo Opt iPhase-Hi ´ safe 3´  (Wallac Co., 

Turku, Finlandia)  y un contador de centelleo líquido 1409 DSE de Wallac con 

corrección automática de “quenching” en cada muestra. 
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 Una vez obtenidos los valores de E2-H3 unido, se calculó la concentración 

plasmát ica de E2 m ediante la curva de calibración obtenida en el m ismo 

ensayo. Los resultados fueron expresados como pmoles de E2 por m l de 

plasma. 

RI A testosterona  

Las muest ras se resuspendieron en 500 µl de Buffer RI A Testosterona, 

pH 7,4. La cuant if icación de esta hormona se llevó a cabo de manera 

semejante a lo descripto hasta aquí. Se ut ilizó el marcador radioact ivo 

[ 1,2,6,7- 3H] - testosterona (80,4 Ci/ mmol;  Perkin-Elmer Life Science, MA, 

USA)  y un ant icuerpo policlonal ant i- testosterona preparado en oveja 

(Universidad de Colorado, Colorado, USA) . Este ant icuerpo se ut ilizó en una 

dilución final de 1:125000 y posee una reacción cruzada del 6,8% con 5α-

dihidrotestosterona. La curva de calibración abarcó un rango de 

concent raciones ent re 60 y 3840 pg/ m l. El esteroide radioinerte y el 

radioact ivo se prepararon en buffer RI A Testosterona. Los coeficientes de 

var iación int ra e inter ensayo fueron de 8,2%  y 9,5% , respect ivamente. La 

curva de calibración se obtuvo incubando en buffer RI A concent raciones 

crecientes de testosterona radioinerte (10 y 1000 pg/ m l)  con una cant idad fij a 

de testosterona-H3 (4,54 nCi)  y del ant icuerpo. Los niveles de testosterona 

circulante fueron expresados como pmoles de testosterona por m l de plasma. 

Medición de la actividad de la enzima aromatasa 

Además de analizar si el BO es capaz de sintet izar E2 a part ir  de 

sust ratos endógenos, se m idió la act iv idad de la enzima aromatasa en 

condiciones de saturación de sust rato. Para ello, ambos órganos de cada 

animal se pesaron y homogeneizaron en forma conjunta, en fr ío, en buffer  

aromatasa en una proporción de 500 µl de buffer por cada 30 m g de tej ido.  Se 

analizó un total de 23 animales (PreR:  n= 12;  R:  n= 7, PostR:  n= 4) .  La 

concent ración de proteínas se cuant if icó por el método de Bradford (1976) .  
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La determ inación de la act iv idad de la enzima aromatasa se realizó 

incubando 200 µg de proteínas durante 30 m inutos a 28°C. Se ut ilizó un 

volumen final de 1 m l de buffer aromatasa con 5 µM de testosterona-H3 y un 

sistema regenerante de cofactor que cont iene NADPH (0,25 mM) , NADP+  (0,25 

mM) , glucosa-6- fosfato (5 mM)  y glucosa-6- fosfato deshidrogenasa (1 UI / m l)  

(Fernández Solar i y col., 2002) . Cada determ inación se realizó por duplicado o 

t r iplicado, dependiendo de la cant idad de proteínas totales obtenidas en cada 

caso. La reacción se detuvo colocando los tubos en hielo y agregando 2 m l de 

diclorometano (Cl2CH2) . Los esteroides se ext rajeron y evaporaron t res veces 

con el m ismo solvente y la fase orgánica se t ransfir ió a tubos de hemólisis y se 

evaporó a sequedad a 37°C. Los residuos obtenidos s e resuspendieron en 50 µl 

de Cl2CH2. 

Separación y cuantificación de sustrato y producto 

 Con el objet ivo de cuant ificar el E2 producido durante la incubación, las 

hormonas fueron separadas mediante cromatografía en capa delgada (TLC) , 

empleando placas de sílica gel GF 254 (Merck) . Antes de sembrar las muest ras, 

se sembraron los estándares radioinertes de E2 (15 µg)  y testosterona (3 µg) . 

Cabe destacar que la cant idad sembrada en cada caso fue determ inada en 

estudios prelim inares llevados a cabo para cada esteroide. El sistema de 

solventes empleado fue Cl2CH2: acetona (75: 5, v/ v) . Una vez concluida la 

cromatografía, la posición de los estándares se determ inó ut ilizando luz de 

longitud de onda apropiada según las característ icas propias de los grupos 

funcionales en cada caso. La testosterona se visualizó por incidencia de luz con 

una longitud de onda de 254 nm, m ient ras que el E2 se visualizó con 365 nm 

luego de rociar las placas con una solución de primulina (Wright , 1971) . Las 

áreas correspondientes a cada estándar fueron raspadas y se determ inó la 

radioact iv idad asociada a cada una de ellas ut ilizando el líquido de centelleo y 

el contador de centelleo líquido ya descr iptos. De este modo, mediante la 

radioact iv idad asociada al estándar de E2 se determ inó la producción de E2.  La 

act iv idad total de la enzima aromatasa de ambos BOs de cada animal se 

expresó como pmoles de producto por m inuto. 
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Análisis estadístico de los resultados 

Las concent raciones de hormonas se expresaron como las medias ±  EE. 

Los datos correspondientes a las var iaciones estacionales en el E2 plasmát ico y 

en la producción de E2 se t ransformaron mediante log10, ya que no cumplían 

el supuesto de homocedast icidad. Los valores se analizaron y compararon 

mediante ANOVA de un factor y un cont raste a posteriori m ediante Tukey 

(Steel y Torrie, 1980) . Las variaciones estacionales en la act iv idad de la 

enzima aromatasa se analizaron mediante cont rastes a priori. Los datos 

también se analizaron mediante la Correlación de Pearson, con el objet ivo de 

estudiar la relación ent re las siguientes variables:  la act ividad total de 

aromatasa y los valores de E2 plasmát ico, los pesos totales de los BO y los 

valores de E2 plasmát ico, la act iv idad total de la enzima aromatasa y los pesos 

totales de los BO, y los valores de E2 plasmát ico y el E2 producido en el medio. 

Para este análisis, los datos fueron normalizados mediante la t ransformación 

log10. Se optó por analizar los datos mediante Correlación de Pearson ya que 

perm ite evaluar la relación lineal ent re dos var iables cont inuas para determ inar 

la covar ianza ent re ambas var iables. Para analizar la potencia de las 

correlaciones se ut ilizó en todos los casos un p≤0,05. 
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Medios de incubación y soluciones buffer utilizadas 

Buffer para radioinm unoensayo (RI A)  de E2:  Buffer fosfato salino 10 mM 

(PBS) , gelat ina, 0,1 %  p/ v, NaCl 140 mM, azida sódica 0,1 %  p/ v, pH 7,4.  

Buffer para radioinmunoensayo (RIA)  de testosterona:  Buffer fosfato salino 10 

mM (PBS) , gelat ina, 0,1 %  p/ v, NaCl 140 mM, azida sódica 0,1 %  p/ v,  EDTA 

20 mM, pH 7,4. 

Medio Krebs Ringer Glucosa Hepes (KRGH) :  NaCl 0,9 % ,  KCl 1,15 % , Cl2Ca 

1,22 % , H2KPO4 2,11 % , MgSO4.7H2O 3,8 % , Glucosa 0,3 M, Hepes 0,026 M, 

pH 7,4.  

Buffer para act iv idad de la enzima aromatasa:  Buffer fosfato de sodio 50 mM, 

EDTA 0,1 mM, MgCl2 3 mM, pH 7,4. 

Solución de pr imulina:  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 mencionó en la Introducción, las variaciones estacionales en las 

concent raciones plasmát icas de E2 fueron descriptas en algunas especies de 

anfibios, la mayoría pertenecientes a la fam ilia Ranidae. La información 

existente en ot ras fam ilias, como los bufónidos en general y R. arenarum en 

part icular, es práct icamente inexistente. Es por ello que se determ inaron las 

concent raciones plasmát icas de E2 y de testosterona en anim ales capturados 

durante los períodos PreR, R y PostR. La Figura 6 muest ra que las 

concent raciones m ínimas de E2 se observan en los animales recolectados en 

junio (205 ±  41 pg/ m l)  y que los niveles plasmát icos aumentan gradualmente 

en animales capturados durante los siguientes meses, hasta alcanzar valores 

máximos en abril (1291 ±  188 pg/ m l) . Por ot ra parte, las menores 

concent raciones de andrógenos plasmát icos se observaron en animales 

correspondientes a los meses de octubre, noviembre y diciembre (3,6 ±  0,6 

ng/ m l;  2,9 ±  0,6 ng/ m l;  3,6 ±  0,4 ng/ m l) , con un incremento sostenido 

durante los meses siguientes, alcanzando valores máximos en agosto (44,1 ±  

3,8 ng/ m l, Figura 6) .   

Al analizar estadíst icamente el pat rón estacional de las concentraciones 

plasmát icas de E2, se observó que las concentraciones de esta hormona son 

significat ivamente m enores durante el período PreR (mayo-agosto)  que 

durante los períodos R (sept iembre-diciembre)  y PostR (enero-abril)  (PreR:  

414 ±  43;  R:  727 ±  77;  PostR:  1039 ±  117 pg/ m l, p< 0,0001, Figura 7) . Es 

decir que el pat rón anual en los niveles de E2 plasmát ico parece ser opuesto al 

de testosterona, ya que los niveles de E2 com ienzan a aumentar durante el 

período R, cuando los niveles de andrógenos dism inuyen marcadamente. Sin 

embargo, durante el período PostR se observa un aumento aun mayor de E2 

que no está relacionado con una dim inución más marcada de testosterona, 

sugir iendo que el pat rón anual de ambas hormonas no es exactamente 

opuesto. 
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Figura 7.  Concent ración de E2 plasm át ico en sapos colectados durante los 
períodos pre- reproduct ivo (PreR, n= 64) , reproduct ivo (R, n= 70) , y post -
reproduct ivo (PostR, n= 55) . Los valores están expresados com o la m edia ±  EE. 
Las let ras dist intas indican diferencias significat ivas, con un p<  0,0001.  

 

Figura 6. Variaciones anuales en las concent raciones de est radiol (E2   )  y de 
testosterona (T  )  plasm át icos. El núm ero de individuos colectados en cada m es 
está indicado ent re paréntesis. Los valores de E2 plasm át ico están expresados en 
pg de horm ona por m l de plasm a m ient ras que los de T están expresados en ng de 
horm ona por m l de plasm a. Cada punto de la curva representa la m edia ±  EE.  
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Actividad de aromatasa en el órgano de Bidder y síntesis de E2 

 Dado que el BO expresa varias enzimas esteroidogénicas, ent re las 

cuales se encuentran CypP450scc, 3β-HSD/ I , CypP450c17 y aromatasa, y con 

el objet ivo de analizar la capacidad del BO de sintet izar E2 a part ir  de sust ratos 

endógenos, se incubaron los órganos en medio KRGH y se analizó la 

producción de E2 mediante RI A. Los datos se expresaron como la cant idad total 

de E2 producida por ambos BO de cada animal y no como producción de E2 por 

mg de BO, enfat izando así la im portancia del aporte total de ambos BO a la 

fisiología de cada animal. Como muest ra la Figura 8, la producción de E2 fue 

significat ivamente menor en los BO de los animales del período R m ient ras que 

la producción máxima se observó durante el PostR (PreR:  2539 ±  240;  R:  956 

±  152;  PostR:  5306 ±  734 pg/ m l, p< 0,0001) . Sin embargo, en el período R la 

concent ración plasmát ica de E2 es mayor que durante el período PreR, lo cual 

no se observa cuando se analiza la producción de la hormona por los BO in 

vitro ( comparar Figuras 7 y 8) .  Estos resultados demuest ran que el BO es 

capaz de sintet izar E2 a part ir  de sust ratos endógenos durante todo el año pero 

no descartan que haya ot ra fuente de E2 que podría aportar hormona a la 

circulación.  

 Teniendo en cuenta que los test ículos de esta especie no producen E2 y 

que el BO es capaz de sintet izar E2 a part ir  de sust ratos endógenos, el 

siguiente objet ivo fue estudiar en qué grado este órgano cont ribuye a alcanzar 

los niveles circulantes de E2. Para ello, se estudió si existe paralelismo ent re la 

producción total de E2 in vitro y los niveles plasmát icos de E2 y se analizaron 

ambos valores de cada animal mediante la Correlación de Pearson. El análisis 

estadíst ico indica que existe una correlación significat iva y posit iva ent re la 

producción total de E2 por parte de los BO y los niveles de E2 plasmát ico (Figura 

9, r=  0,54:  p=  0,0016) . Estos resultados sugieren que la producción de E2 por 

parte de los BO const ituye un aporte significat ivo a los niveles circulantes de 

esta hormona. 
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Figura 8.  Producción in vitro de E2 por los BOs de anim ales recolectados durante 
los períodos PreR (n=  16) , R (n=  17)  y PostR (n=  14) . Los valores indican la 
cant idad total de E2 producida durante 2hs, por am bos órganos de cada anim al. 
Los valores están expresados com o la m edia ±  EE. Las let ras dist intas indican 
diferencias significat ivas, con un p<  0,0001.  

 

Figura 9.  Correlación ent re el E2 plasm át ico y el E2 total producido por am bos BOs 
de 29 individuos recolectados durante todo el año. Los niveles de E2 están 
expresados com o ng de horm ona por m l de plasm a o m edio. El análisis de 
Correlación de Pearson se realizó teniendo en cuenta los valores t ransform ados con 
log10. r=  0,54;  p=  0,0016.  
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Además, se analizó si am bos BO de cada animal t ienen la m ism a 

capacidad esteroidogénica. Para ello, la cant idad de E2 sintet izada por cada 

BO del m ismo anim al se expresó como pg de E2 producido por BO. La 

var iabilidad de estos resultados se muest ra en la Tabla 1, donde puede 

observarse que en algunos casos dos BO con pesos sim ilares pueden producir  

cant idades sim ilares de E2 m ient ras que en ot ros la producción de E2 en 

ambos órganos varía ampliamente. Cabe destacar también que en todos los 

animales que poseen BO de dist into peso, la producción de E2 difiere en 

ambos órganos. En la Tabla 1 se inform an los datos de nueve animales 

representantes de los períodos PreR, R y PostR y pueden dist inguirse t res 

categorías:  animales con ambos BO de sim ilar peso y producción de E2, 

animales con ambos BO de sim ilar peso pero dist inta producción de E2 y 

animales con BO de dist into peso y con dist inta producción de E2. Para cada 

categoría, los animales se eligieron al azar. Estos resultados indican que 

algunos BO de menor peso t ienen mayor capacidad para producir E2 que 

ot ros órganos de mayor peso y, además, que la producción de E2  de un BO 

mayor no necesariamente compensa la baja producción de E2 de un BO 

menor. Estos resultados sugieren que el peso de los órganos no es un factor 

determ inante en la producción de E2. Este aspecto se discut irá más adelante. 
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Sapo no Período BO Peso 
BO 

Índice 
BO/Testículo E2 

1 PreR Der 15 0,07 1581,0 

  I zq 18 0,08 1855,8 

2 PreR Der 2 0,01 1175,0 

  I zq 6 0,02 2201,4 

3 PreR Der 17 0,12 2191,3 

  I zq 6 0,03 1233,0 

4 R Der 9 0,09 360,9 

  I zq 8 0,06 342,4 

5 R Der 12 0,05 512,4 

  I zq 14 0,05 218,4 

6 R Der 28 0,16 585,2 

  I zq 5 0,04 291,0 

7 PostR Der 6 0,04 2782,2 

  I zq 6 0,04 2734,8 

8 PostR Der 3 0,03 4874,4 

  I zq 6 0,04 1954,8 

 PostR Der 8 0,04 3587,2 

  I zq 14 0,06 1542,8 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Anim ales colectados durante los períodos PreR, R y PostR. Der:  
corresponde al órgano derecho. I zq:  corresponde al órgano izquierdo. Los sapos 
nº  1, 4 y 7 poseen am bos BO con peso sim ilar y producen sim ilar cant idad de E2,  
m ient ras que los sapos nº  2, 5 y 8 poseen am bos BO sim ilares pero t ienen 
diferente producción de E2.  En los sapos nº  3, 6 y 9, am bos BO t ienen pesos 
dist intos y tam bién dist inta producción de E2.  El peso de los BOs está expresado 
en m g y la producción de horm ona se expresa com o pg de E2 por m l de m edio por 
BO. El índice BO/ Test ículo corresponde a la relación de los pesos de am bos 
órganos. 
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La capacidad de los BO para sintet izar E2 depende, al menos en parte, 

de la act iv idad de la enzima aromatasa y es por ello que se analizaron las 

var iaciones estacionales en la act iv idad de la enzima aromatasa. Para esto, se 

comparó la act iv idad total de la enzim a en los t res períodos ut ilizando 

cont rastes a priori. Como ya se mencionara en la Introducción, diversas 

evidencias han llevado a sugerir que la inhibición de la oogénesis en el BO 

podría deberse a la presencia de un test ículo funcional.  Asim ismo, si los 

andrógenos afectasen a la enzima aromatasa la comparación de la act iv idad 

enzimát ica del período PreR con la de los ot ros dos períodos podría aclarar 

aspectos de su regulación, sobre todo si se t iene en cuenta que en el período 

PreR hay elevados niveles de andrógenos plasmát icos (Canosa y Ceballos, 

2002;  Canosa y col. ,  2003;  esta Tesis) . Por lo tanto, al realizar cont rastes 

ortogonales a priori se pone a prueba si la act iv idad total de aromatasa en el 

período PreR difiere significat ivamente de la act iv idad promedio de los períodos 

R y PostR (Contraste 1)  y, además, si la act iv idad en el período R difiere del 

PostR (Contraste 2) . Los resultados indican que la act iv idad total de la enzima 

aromatasa en el período PreR difiere significat ivamente del promedio de la 

act iv idad en los ot ros dos períodos (Contraste 1, p= 0,0178) . Por ot ra parte, el 

segundo cont raste muest ra que las act iv idades en los períodos R y PostR no 

difieren significat ivamente (p= 0,6835)  por lo cual es correcto promediar los 

para realizar el Contraste 1. La Figura 10A muest ra que la act iv idad total de la 

enzima aromatasa es significat ivamente menor durante el período PreR que 

durante los períodos R y PostR. Hay que tener en cuenta que aunque haya un 

incremento en la concent ración plasmát ica de testosterona durante el período 

PostR podría no ser suficiente para evocar la inhibición de aromatasa. 

Al realizar el m ismo análisis estadíst ico con la act iv idad específica de la 

enzima aromatasa surgen ciertas diferencias. En este caso, el Contraste 1 

muest ra que la act iv idad específica en el período PreR no difiere 

significat ivamente de las act iv idades de los ot ros dos períodos (p=  0,0597) . El 

segundo cont raste indica que las act iv idades específicas en los períodos R y 

PostR tampoco difieren significat ivamente (p=  0,6415) , por lo cual es correcto 
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promediar los para realizar el Contraste 1. Estos resultados señalan que si bien 

en la Figura 10 A y B se observa que tanto la act iv idad enzimát ica total como 

la específica son menores en el PreR, estas diferencias sólo serían significat ivas 

en el caso de la act ividad enzimát ica total. En ambos casos, al analizar los 

resultados mediante un ANOVA tomando como factor fijo “Período” no se 

observan diferencias significat ivas (p=  0,0562 para la act iv idad de aromatasa 

total,  p=  0,1629 para la act iv idad específica) . Esto podría explicarse porque 

este últ imo análisis posee menor potencia que los cont rastes ortogonales.  

En conjunto, estos resultados sugieren que la baja act iv idad total de la 

enzima aromatasa observada en el período PreR coincide con elevados niveles 

de andrógenos plasm át icos y const ituyen una evidencia indirecta de que los 

andrógenos podrían tener un efecto inhibitor io sobre la act iv idad total de la 

mencionada enzima en los BOs.  
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Figura 10. Act ividad de la enzim a arom atasa. Las determ inaciones se realizaron 
com o fuera descripto en Materiales y Métodos,  en los períodos pre reproduct ivo 
(PreR) , reproduct ivo (R)  y post  reproduct ivo (PostR) . (A)  Act ividad enzim át ica 
total. La act ividad enzim át ica está expresada com o pm oles de E2 por m inuto por 
órgano. (B)  Act ividad enzim át ica específica. La act ividad enzim át ica está expresada 
com o pm oles de E2 por m inuto por m g de proteínas. Se grafica la m edia ±  EE.  
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Además, estos resultados indican que tanto los niveles plasmát icos de E2 

(Figuras 6 y 7)  como la act iv idad total de la enzim a aromatasa (Figura 10)  

alcanzan valores m ínimos durante el período PreR. Con el objet ivo de estudiar 

el aporte que tendría la act iv idad de la enzima aromatasa de los BO a los 

niveles plasmát icos de E2, se analizó la existencia de un posible paralelismo 

ent re ambas variables. Para ello, se examinaron los datos de la act iv idad total 

de la enzima en ambos BO y los valores plasmát icos de E2 de cada animal 

mediante la Correlación de Pearson, observándose una correlación posit iva y 

significat iva ent re ambas var iables ( r=  0,5, p= 0,04, Figura 11) . Esto indica 

que aquellos animales con mayor concent ración plasmát ica de E2 son aquellos 

en los cuales los BO t ienen mayor act iv idad total de la enzima aromatasa, 

sugir iendo que esta act iv idad enzimát ica podría ser un aporte significat ivo para 

explicar la var iabilidad en las concent raciones plasmát icas de E2.  
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Figura 11.  Correlación ent re la concent ración de E2 plasm át ico y la act ividad total 
de la enzim a arom atasa. Los niveles de E2 se expresan com o ng de horm ona por 
m l de plasm a m ient ras que la act ividad enzimát ica total se expresa com o pm oles 
de E2 producido por m inuto. Este análisis se realizó teniendo en cuenta 17 
anim ales. r=  0,5, p=  0,04.  
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Dado que, como se mencionó en la Introducción, el peso de los BOs es 

menor durante el período PreR, se analizó un posible paralelismo ent re los 

valores plasmát icos de E2 y los pesos de los BOs mediante la Correlación de 

Pearson. El análisis estadíst ico indicó que no existe una correlación significat iva 

ent re los niveles plasmát icos de E2 y el peso total de los BOs de cada individuo 

(Tabla 2A, r=  -0,02, p= 0,8) . Finalmente, se evaluó también el paralelismo 

ent re la act iv idad total de la enzima aromatasa y el peso total de los BOs, y se 

observó que en este caso tampoco existe una correlación significat iva (Tabla 

2B, r=  0,09, p=  0,73) . Esto sugiere que el aporte de los BOs a las 

concent raciones plasmát icas de E2 no está relacionado con el peso total de los 

órganos sino probablemente con ot ros factores como por ejemplo la cant idad 

de células foliculares en cada folículo bidderiano. 

 

A. 
 

Log10 E2 

plasmático 

Log10 Peso total 

BO 

 Log10 E2 plasm át ico 1,00 0,8 

 Log10 Peso total BO -0,02 1,00 

B. 
 

Log10 Actividad 

total de Aromatasa 

Log10 Peso total 

BO 

 

Log10 Act ividad total 

de Arom atasa 
1,00 0,73 

 Log10 Peso total BO 0,09 1,00 

 

 
Tabla 2. (A)  Análisis de correlación ent re los valores de E2 plasm át ico y el peso 
total de los BOs de 137 individuos colectados durante el año. El peso total se 
calculó com o la sum a de los pesos del órgano derecho e izquierdo. r=  -0,02, p=  
0,8. (B)  Análisis de correlación ent re la act ividad total de la enzim a arom atasa y el 
peso total de los BOs. r=  0,09, p=  0,73. Los datos fueron t ransform ados m ediante 
Log10 para cum plir el supuesto de norm alidad. 
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Discusión 

Tanto los andrógenos como los est rógenos son hormonas fundamentales 

en la regulación de la reproducción de todos los vertebrados. En el caso de los 

anfibios, las var iaciones plasmát icas en las concent raciones de testosterona 

fueron descriptas en diversas especies de anuros tales como L. catesbeianus 

(Licht  y col. ,  1983) , P. esculentus (Varr iale y col., 1986) , A. dacnicolor 

(Rastogi y col.,  1986) , P. perezi (Delgado y col. , 1989) , Bufo japonicus ( I toh 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 información disponible acerca de las variaciones 

plasmát icas en las concent raciones de E2 en los machos de las diversas 

especies. En machos de P. esculentus, una de las pocas especies estudiadas, 

se observaron altos niveles de E2 plasmát ico en el período PostR y esto está 

asociado a bajas concent raciones de andrógenos plasmát icos (Polzonet t i‐Magni 

y col., 1984) . Además, la descripción de las variaciones estacionales en 

machos de esta especie refleja que los niveles de E2 son máximos cuando las 

concent raciones de andrógenos com ienzan a dism inuir (Varr iale y col., 1986) . 

Sin embargo, hasta el m omento no exist ían estudios acerca de las var iaciones 

estacionales en los niveles de E2 plasmát ico en machos de la fam ilia Bufonidae.  

Como se mencionó en la Introducción, los bufónidos se caracterizan por 

tener el BO, una est ructura que ha sido histór icam ente comparada con un 

ovario no desarrollado. En R. arenarum, el E2 plasmát ico no es de or igen 

test icular y su or igen podría ser el BO, ya que en esta especie expresa varias 

enzimas esteroidogénicas incluyendo la aromatasa y, consecuentemente, 

podría producir  E2 (Scaia y col., 2011) .  

El BO es un órgano muy sensible a las condiciones ambientales. En R. 

marina se observó que las anormalidades encont radas en los BO parecen 

responder a la intensidad de la act iv idad desarrollada en las zonas agrícolas en 

donde son capturados (McCoy y col.,  2008) .  Además, los disruptores 

endocrinos y el efecto que t ienen sobre la reproducción de especies 

t radicionales y no t radicionales han cobrado gran relevancia en los últ imos 
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años. Algunos autores proponen que ciertos agentes quím icos ut ilizados como 

herbicidas o pest icidas, como por ejemplo la at razina, t ienen un efecto 

est rogénico en diversas especies de anfibios, ya que aumentan la act iv idad de 

la enzima aromatasa y provocan la fem inización de los machos (Hayes y col.,  

2002;  Fan y col., 2007;  Hayes y col., 2010) . A pesar de que estos estudios 

t ienen resultados contundentes, ot ros invest igadores sost ienen firmemente 

que estos agentes no afectan la act iv idad de la enzim a aromatasa (Hecker y 

col., 2004, 2005 b;  Coady y col., 2005) . En este contexto, resulta fundamental 

estudiar la producción de E2 y la act iv idad de esta enzima por parte del BO, así 

como también el efecto que t ienen los est rógenos sobre la función gonadal en 

diversas especies de anfibios, ent re ellas los m iembros de la fam ilia Bufonidae 

como R. arenarum. 

Los resultados expuestos en este capítulo profundizan el estudio de las 

var iaciones estacionales de los est rógenos plasmát icos en machos de R. 

arenarum así como también su producción por parte del BO. Como se muest ra 

en las Figuras 6 y 7, las concent raciones plasmát icas de E2 son menores en el 

período PreR, cuando las concent raciones de andrógenos plasmát icos son 

máximas. Los niveles de E2 aumentan gradualmente durante el período R y 

alcanzan valores máximos en el PostR, de manera sim ilar a lo que ocurre en P. 

esculentus. Además, las var iaciones estacionales descriptas en este capítulo 

son sim ilares al pat rón estacional descripto en hembras de esta m isma 

especie, en las cuales los niveles de E2 también son m ínim os durante el 

período PreR y aumentan gradualmente durante los meses siguientes (Medina 

y col. , 2004) . Sin em bargo, el pat rón estacional en ambos sexos se diferencia 

en el mes en el cual las concent raciones de E2 son máximas ya que en los 

machos esto ocurre hacia finales del período PostR m ient ras que en hembras 

esto ocurre hacia finales del período R y com ienzos del PostR. 

Con respecto al or igen del E2, en P. esculentus se propuso que el E2 

plasmát ico se sintet iza en el test ículo (Varr iale y col., 1986;  Fasano y col., 

1989) . Sin embargo, como ya se mencionó, en R. arenarum esto no ocurre 

debido a que en esta especie los test ículos no expresan la enzim a aromatasa y 
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en ningún estudio de biosíntesis, ut ilizando diversos precursores radioact ivos, 

fue posible aislar E2 como producto test icular (Canosa y col., 1998;  Canosa y 

Ceballos, 2001) . En individuos bidder iectom izados de D. melanostictus, la 

función test icular se ve afectada, lo cual se revierte luego de la adm inist ración 

de E2, sugir iendo que los est rógenos podrían tener su or igen en el BO (Ghosh, 

1991) . Además, el BO de R. arenarum expresa las enzimas esteroidogénicas 

necesarias para la síntesis de E2, ent re ellas Cyp450scc, 3β-HSD/ I , 

CypP450c17 y aromatasa, sugir iendo que este órgano es una de las fuentes de 

E2 (Scaia y col., 2011) . La presencia de enzim as esteroidogénicas en el BO ha 

sido tam bién regist rada en ot ras 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 

t rabajos se demost ró si dicho órgano es capaz de producir E2 a part ir  del 

colesterol o si, por el cont rairo, la enzima aromatasa ut iliza sust ratos 

producidos por el test ículo, como los andrógenos aromat izables 

androstenediona y testosterona. La Figura 8 muest ra que en R. arenarum los 

BO son capaces de producir E2 a part ir  de sust ratos endógenos durante todo el 

año. Además, se encont ró una correlación significat iva y posit iva ent re los 

niveles de E2 producido in vitro por ambos BO y las concent raciones 

plasmát icas de E2 de cada individuo (Figura 9) . Estos resultados sugieren no 

solo que el BO es capaz de sintet izar E2 a part ir  de sust ratos endógenos sino 

que además la producción de E2 sería un gran aporte a las concent raciones 

plasmát icas de esta hormona. Sin embargo, no se puede descartar que la 

aromatasa bidder iana ut ilice también andrógenos aromat izables producidos por 

el test ículo. 

Con respecto a la regulación del BO, algunos autores propusieron que la 

oogénesis en este órgano es inhibida por algún producto test icular (Deb and 

Chat ter jee, 1963;  Calisi, 2005) . Por ot ra parte, en A. woodhousii la 

adm inist ración de hCG exógena no est imula el desarrollo del BO, sugir iendo 

que la inhibición de la oogénesis en este órgano no se debe a una 

“competencia” con el testículo por las gonadotrofinas ni a una falta de 

gonadot rofinas circulantes sino que podría estar relacionada con la inhibición 
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ejercida por alguno de los productos del test ículo (Pancak‐Roessler y Norris, 

1991) . Sin embargo, las conclusiones de Pancak‐Roessler y Norris (1991)  sólo 

pueden ser aplicadas a hCG ya que no ut ilizaron ni LH ni FSH, la gonadot rofina 

que sería candidata a regular el crecim iento del BO. En A. woodhousii, el 

volumen del BO es mayor en aquellos animales que se encuent ran en el 

período no reproduct ivo en comparación con aquellos de animales de la 

estación reproduct iva. De manera opuesta, como se mencionó en la 

Introducción, en los machos de R. arenarum el ciclo anual del BO está 

caracterizado por la proliferación en la pr imavera, e hipert rofia y degeneración 

durante los meses de otoño e invierno (Echeverría, 1990) . Además, los pesos 

de los BO son menores durante el período 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 pat rón reproduct ivo asociado a 

andrógenos m ient ras que R. arenarum t iene un pat rón reproduct ivo disociado 

de andrógenos. Como ya se explicó anter iormente, el pat rón reproduct ivo 

disociado en R. arenarum implica que las concent raciones de andrógenos son 

bajas en la estación en la que se produce el apaream iento y la esperm iación 

(Canosa y Ceballos 2002;  Fernández 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 coincidir ían con una 

degeneración o reducción del BO, sugir iendo que los andrógenos de origen 

test icular podrían regular el desarrollo del BO. 

El hecho de que el BO en R. arenarum exprese la enzima aromatasa y 

sea capaz de producir E2 a part ir  de sust ratos endógenos durante todo el año, 

lleva a plantearse si existen var iaciones estacionales en la act iv idad de la 

enzima aromatasa que expliquen las var iaciones estacionales en los niveles 

plasmát icos de E2. Como se most ró en la Figura 10A, la act iv idad total de la 

enzima aromatasa de los BO es menor durante el período PreR que durante el 

R y el PostR, lo cual sugiere una relación opuesta ent re los niveles plasmát icos 

de andrógenos y la act iv idad total de la enzim a. Sin embargo, dado que no se 

encont raron variaciones estacionales significat ivas en la act iv idad específica de 

la enzima aromatasa (Figura 10B) , los valores m ínimos de la act iv idad 
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enzimát ica total durante el período PreR podrían explicarse debido a que los 

órganos son de menor tamaño durante este período. Teniendo en cuenta que 

las altas concent raciones plasmát icas de andrógenos durante el período PreR 

coinciden con BO de menor tamaño y con bajas act ividades enzimát icas 

totales, se podría sugerir que en los machos de R. arenarum los andrógenos 

inhiben la producción de E2 probablemente regulando el crecim iento del órgano 

y no específicamente la expresión de aromatasa. Sin embargo, el t ratam iento 

de BO in vitro con 5α-DHT provoca una dism inución de la act iv idad de la 

enzima aromatasa (Tesis de Licenciatura, Lic. M. F. Scaia) .  Estos resultados 

prelim inares pueden servir  como antecedentes para invest igaciones futuras 

acerca del rol de los andrógenos en la regulación del crecim iento del BO. 

Los resultados expuestos en este capítulo también reflejan un marcado 

paralelismo ent re los valores plasmát icos de E2 y la act iv idad de aromatasa del 

BO. Como muest ran las Figuras 7 y 10A, tanto las concent raciones plasmát icas 

de E2 como la act iv idad total de aromatasa son mínimas durante el período 

PreR. Se observó también una correlación significat iva y posit iva ent re ambas 

var iables (Figura 11) , sugir iendo que en los sapos machos el BO es una de las 

principales fuentes de E2 plasmát ico. Sin embargo, al no haber una correlación 

significat iva ent re la act iv idad total de la enzima aromatasa y el peso de los 

órganos, ni tampoco ent re los niveles plasmát icos de E2 y el peso de los BO, se 

podría pensar que la cont ribución de este órgano al E2 en circulación no estaría 

relacionada con el peso de los órganos sino, por ejemplo, con la cant idad de 

folículos y/ o la cant idad de células foliculares en cada folículo bidderiano.  

A part ir  de estos resultados, cabe destacar que si bien el BO en esta 

especie podría ser una de las pr incipales fuentes de E2 plasmát ico y que la 

act iv idad total de la enzima aromatasa en este órgano tendría un rol cent ral en 

la producción de E2, la regulación de la expresión de StAR (Steroidogenic Acute 

Regulator) , de los receptores de gonadot rofinas y de ot ras enzimas 

esteroidogénicas tales como Cyp450scc, 3β-HSD/ I  y CypP450c17, podría 

también estar involucrada en las var iaciones estacionales del E2. Además, ot ros 

órganos podrían cont ribuir a la producción de E2 plasmát ico, aunque en esta 
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especie ni el hígado ni los cuerpos grasos, uno de los pr incipales candidatos, 

producen est rógenos (Tesis de Licenciatura de M. F. Scaia) .  

Ahora bien, surge la siguiente pregunta:  ¿Cuál es la importancia de 

estudiar las var iaciones estacionales en los niveles de E2 plasmát ico en el 

contexto de la fisiología reproduct iva de los machos de anfibios? Los 

andrógenos juegan un rol fundamental en la regulación test icular de algunas 

especies de anuros de zonas templadas, en las cuales los máximos niveles de 

testosterona encont rados durante el invierno están asociados a la formación de 

espermát idas m ient ras que las bajas concent raciones correspondientes al 

verano están asociadas a los estadios tempranos de la espermatogénesis 

(desde espermatogonias I  a espermatocitos I I , Rastogi y col. , 1976;  Rastogi y 

I ela, 1980;  Delgado y col., 1989;  Guar ino y col., 1993;  Pierantoni y col. ,   

2002) . En R. arenarum las concent raciones de testosterona también son 

máximas durante el invierno y están asociadas a los estadios tardíos de la 

espermatogénesis (Burgos y Mancini, 1948) . Sin embargo, como se mencionó 

en la Introducción, la espermatogénesis es un proceso que está regulado por 

diversas hormonas y en el caso de los anuros tanto las gonadot rofinas como el 

E2 regulan la proliferación de las espermatogonias (Minucci y col., 1986;  Di 

Mat teo y col., 1988;  Cobellis y col. , 1999) . En R. arenarum la mayor cant idad 

de espermatogonias se observa durante el período PostR (Burgos y Mancini, 

1948)  y los resultados expuestos en este capítulo sugieren que esto coincide 

con las máximas concent raciones plasmát icas de E2. Por lo tanto, se podría 

pensar que, al igual que en P. esculentus, en R. arenarum el E2 est imula la 

proliferación de las espermatogonias (Minucci y col., 1997) . Sin embargo, la 

relación ent re el E2 y la espermatogénesis en R. arenarum no había sido 

estudiada aún. 

Tomando en conjunto los resultados expuestos en este capítulo se 

podría concluir que los BOs de los machos de R. arenarum son capaces de 

producir E2 a part ir  de sust ratos endógenos y que tanto las concent raciones 

plasmát icas de E2 como la act iv idad total de la enzima aromatasa son menores 

en el período PreR. El BO sería, por lo tanto, una de las principales fuentes de 
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E2 plasmát ico que a su vez podría regular la espermatogénesis y la 

esteroidogénesis test icular.  
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IV. Variaciones estacionales en la apoptosis y la proliferación 

celular en el testículo y el órgano de Bidder. Presencia de 

receptores de estrógenos. 

Materiales y Métodos 

Animales y obtención de tejidos  

Se empleó un total de 59 sapos machos adultos de la especie R. 

arenarum, que fueron colectados ent re 2012 y 2014. Los animales fueron 

mantenidos, alimentados y anestesiados tal como se describió en el Capítulo 1. 

La obtención de los BO y de los test ículos se llevó a cabo como se detalló 

anter iormente y luego fueron procesados según las característ icas de cada 

protocolo, como se detalla a cont inuación. 

Procesamiento del material para histología e inmunohistoquímica  

 Tanto para histología convencional como para inmunohistoquím ica los 

fragmentos de tej ido se fij aron en solución de Bouin durante 2 hs a 

temperatura ambiente y poster iormente toda la noche a 4oC. Finalizado el 

período de fij ación se los t raspasó a etanol 70%  donde se mantuvieron hasta 

su procesamiento. La deshidratación de los fragmentos test iculares se llevó a 

cabo mediante dos pasajes de media hora por cada uno en los siguientes 

alcoholes:  etanol 70% , 80% , 90%  y 96% . A cont inuación las muest ras se 

t rataron por 45 m inutos con xilol-etanol 96 %  (50: 50, v/ v) , luego con xilol 45 

m inutos y finalmente con x ilol-parafina pr imero por 15 m inutos en estufa a 

58°C y luego durante toda la noche a tem peratura am biente. Al día siguiente 

los tej idos se colocaron en parafina-histoplast  (50: 50, p/ p)  en estufa a 58º C 

durante 2 horas. El t ratam iento se repit ió una vez cambiando la mezcla de 

parafina-histoplast  para finalmente realizar la inclusión de los fragmentos 

test iculares en la m isma mezcla. Los cortes se realizaron a 7 m icrones. 

Previamente a realizar la inmunohistoquím ica, el estado de los tej idos se 

analizó mediante histología convencional. Para ello, los cortes se 

desparafinaron en xilol durante 20 m inutos y se hidrataron mediante una serie 
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de lavados sucesivos con etanol de concent ración decreciente:  etanol 96% , 

90% , 80% , 70%  y agua dest ilada. Luego se colorearon con hematoxilina de 

Carazzi durante diez m inutos, se lavaron en agua dest ilada y se colorearon con 

eosina acuosa 0,1%  durante pocos segundos. Para deshidratar los cortes se 

realizó un pasaje rápido por etanol 70% , luego por etanol 96% , se los secó 

brevemente en estufa a 58º C, se los colocó en xilol por 20 m inutos y se realizó 

el montaje con bálsamo de Canadá sintét ico. 

Estudio de apoptosis  

Para estudiar las var iaciones estacionales en la apoptosis de la línea 

germ inal se analizaron los cortes histológicos de 4 individuos por período 

mediante la técnica de TUNEL (‘Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 

nick end labeling’) con fluorescencia. Para ello, se empleó el k it  ApopTag 

Fluorescein In Situ Apoptosis Detect ion Kit  (Millipore, USA) . La fij ación, 

deshidratación e inclusión de los fragmentos test iculares en parafina-histoplast  

se realizaron del m ismo modo que para la histología convencional. Los cortes 

también se desparafinaron del modo ya descripto, y a cont inuación se t rataron 

con proteinasa K (20 μg/ml) durante 15 minutos para su permeabilización. Se 

realizaron dos lavados cortos de 5 m inutos con PBS luego de lo cual se les 

agregó una mezcla de nucleót idos acoplados a digoxigenina y se los incubó en 

cámaras húmedas con la enzima deoxinucleot idil t ranferasa term inal (Tdt )  

durante 1 h a 37º C. Luego de frenar la act iv idad de esta enzima con el buffer 

comercial se realizaron dos lavados cortos en PBS y los cortes se incubaron en 

cámaras húmedas con el ant icuerpo ant i digoxigenina acoplado a fluoresceína, 

durante 30 m inutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego de t res 

lavados cortos en PBS se realizó una cont ra t inción con ioduro de propidio. 

Para finalizar, se realizaron cuat ro lavados cortos de 5 m inutos en PBS después 

de los cuales los cortes se montaron en PBS-Glicerol (50: 50, v/ v)  y se los 

protegió de la luz hasta el momento de la observación. Se realizaron t res 

cont roles:  
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-Controles de Autofluorescencia:  corresponden a secciones solamente 

desparafinadas e hidratadas en alcoholes de graduación decreciente y 

montadas en PBS-Glicerol (50: 50, v/ v) . Estas secciones no fueron procesadas 

con el k it  ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detect ion. 

-Controles Negativos:  corresponden a secciones que fueron somet idas al 

ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detect ion Kit  pero no fueron incubadas 

con la enzima Tdt .  

-Controles Positivos:  corresponden a secciones que luego del 

t ratam iento con proteinasa K fueron t ratadas con una solución de DNAsa (1 

U/ l)  durante 30 m inutos a 37°C. 

Todos los cortes se analizaron mediante un m icroscopio Confocal 

(Olympus -  FV300/ BX61)  y las imágenes fueron capturadas con una cámara 

digital incorporada al m icroscopio.  Se cuant ificaron los núcleos apoptót icos de 

cada sección con el programa I m ageJ y los resultados se expresaron como la 

media de los animales en cada período ±  EE. La determ inación de los estadios 

de la espermatogénesis se realizó según Rastogi y col.  (1976) .  

Proliferación celular  

Con el objet ivo de analizar las var iaciones estacionales en la 

proliferación celular en el BO y en el test ículo, se t rataron los fragmentos de 

con 1 mM de 5-Bromo-2´ -Deoxyuridina (BrdU;  Sigma-Aldr ich, EEUU)  durante 

1h a 37º C. El tej ido se fij ó en Bouin, se realizó su inclusión en parafina-

histoplast  (50: 50)  y los cortes se desparafinaron e hidrataron como ya fuera 

descripto previamente. Luego, se realizaron t res lavados de 5 m inutos en PBS 

y la act iv idad de peroxidasas endógenas se bloqueó con una solución 5%  de 

peróxido de hidrógeno durante 8 m inutos. Se realizaron t res lavados sucesivos 

de 5 m inutos en PBS y se bloquearon las uniones inespecíficas con leche 

descremada (5%  en PBS)  durante 1 h a temperatura ambiente y en cámara 

húmeda. Los cortes se lavaron t res veces con PBS y se bloqueó la biot ina 

endógena mediante el Sistema de Bloqueo de Avidina-Biot ina (Vector 
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Laboratories I nc., CA, EEUU) . Se realizaron t res nuevos lavados y los cortes se 

incubaron durante toda la noche a 4º C con una mezcla de DNAsa I  y el 

ant icuerpo pr imar io monoclonal ant i-Bromo-deoxyuridina (1: 100, GE 

Healthcare, Gran Bretaña) . Al día siguiente los cortes se lavaron t res veces con 

PBS, se incubaron con un ant icuerpo secundario policlonal biot inilado ant i I gG 

de ratón (1: 500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU)  durante 1 

h a temperatura am biente, se realizaron t res nuevos lavados y se incubaron 

con est reptavidina-peroxidasa (1: 400;  GE Healthcare, Gran Bretaña)  durante 

45 m inutos. Luego de lavar t res veces más, la marcación se reveló con una 

solución de 3,3´ -diam inobenzidina (DAKO North America, I nc.,  CA, EEUU) . 

Los cortes se colorearon con Hematoxilina de Carazzi por 8 m inutos, se 

deshidrataron en concent raciones crecientes de etanol y finalmente se 

montaron con bálsam o de Canadá (Biopack, Argent ina) . Los cortes histológicos 

se analizaron mediante un m icroscopio Leica DM2000 y las im ágenes fueron 

capturadas con una cámara digital incorporada al m icroscopio. La proliferación 

celular se expresó como el porcentaje de cistos de gonias inmunomarcados 

sobre el total de cistos de gonias dent ro de cada lóbulo. Se analizaron 5 

lóbulos de 5 animales de cada período y los resultados se expresaron como la 

media ±  EE. 

Inmunohistoquímica del receptor de estradiol 

Se estudió también la presencia del receptor de E2 (ERβs,  sim ilar al ERβ) 

en el BO y en el test ículo. La fij ación, deshidratación e inclusión de los 

fragmentos de órganos en parafina-histoplast  se realizaron como fuera 

descripto en la sección Procesamiento del material para histología e 

inmunohistoquímica. Los cortes se desparafinaron y el bloqueo de peroxidasas 

endógenas se realizó de la manera habitual. Se realizaron t res lavados 

sucesivos de 5 m inutos en PBS y se bloquearon las uniones inespecíficas con 

seroalbum ina bovina (BSA)  2%  en PBS durante 1 h a temperatura ambiente y 

en cámara húmeda. Los cortes se lavaron t res veces con PBS y se bloqueó la 

biot ina endógena m ediante el sistema de bloqueo ya mencionado en el 

apartado anter ior. Luego, se realizaron t res nuevos lavados y los cortes se 



Capítulo 2                                                                           Tesis Doctoral M.F. Scaia 

70 

incubaron durante toda la noche a 4º C con un ant icuerpo pr imar io policlonal 

realizado en conejo cont ra la proteína ERβ de humano (sc-8974, Santa Cruz 

Biotechnology, CA, EEUU) . Este ant icuerpo fue ut ilizado ya en ot ra especie de 

anfibio anuro, P. esculentus (Stabile y col.,  2006) . Se ut ilizó una dilución 1: 50 

en PBS con 1,5%  BSA. Al día siguiente los cortes se dejaron una hora más a 

temperatura ambiente y luego se lavaron t res veces con PBS y se incubaron 

durante 1 h a temperatura ambiente con un ant icuerpo secundario policlonal 

biot inilado ant i I gG de conejo (1: 500, DAKOCytomat ion, Dinamarca) . Se ut ilizó 

el m ismo sistema de revelado ya descripto y los cortes fueron procesados del 

m ismo modo que en el apartado anter ior.  

Análisis estadístico de los resultados 

Con el objet ivo de analizar las var iaciones estacionales en la 

proliferación celular en test ículo los datos se analizaron mediante ANOVA de un 

factor (Período)  y un cont raste a posteriori mediante el test  de Tukey (Steel y 

Torrie, 1980) . Por ot ro lado, las var iaciones estacionales en la apoptosis de la 

línea germ inal, así como también las var iaciones en la proliferación celular del 

BO se analizaron mediante el test  de Kruskal-Wallis. Estos análisis debieron 

realizarse mediante estadíst ica no param étrica debido a que los datos no 

cumplían con el supuesto de homocedast icidad.  
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Medios de incubación y soluciones buffer utilizadas 

 

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

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

 

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

 

Buffer de revelado:  Lum inol 1,25 mM, ácido cumárico 0,198 m M, peróxido de 

hidrógeno 0,038%  v/ v (100 volúmenes)  en buffer Tr is-HCl 100 mM, pH 8,0. 

 

Líquido de Bouin:  Solución acuosa saturada de ácido pícr ico 70%  p/ v, 

formaldehido 25%  v/ v, ácido acét ico 5%  v/ v. 

 

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

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

 

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

Variaciones estacionales en la proliferación celular y en la apoptosis de 
la línea germinal 

 Teniendo en cuenta la progresión del ciclo espermatogénico descripta en 

la Introducción, surge el interrogante de qué ocurre con los espermatocitos 

que no alcanzan la madurez de los espermatozoides. Pueden plantearse al 

menos dos hipótesis:  o bien su desarrollo queda latente para cont inuar con la 

espermatogénesis el año siguiente, o bien mueren por apoptosis y los 

espermatozoides del año siguiente provienen de la proliferación de nuevas 

espermatogonias. Considerando estos dos posibles escenarios, se analizaron 

las var iaciones estacionales en la apoptosis y proliferación de la línea germ inal.  

 Para estudiar las variaciones en la apoptosis mediante un kit  de 

fluorescencia basado en el método de TUNEL, en pr imera instancia se 

analizaron los cont roles de la técnica. Los primeros ensayos demost raron que 

las secciones de test ículo fij ados en Bouin e incluidos en parafina poseen una 

elevada autofluorescencia, que es más intensa en el compart imento interst icial 

que en el germ inal. Es por ello que se decidió analizar los cortes con 

m icroscopía confocal y no con un m icroscopio t radicional de fluorescencia, lo 

cual perm it ió ajustar los parámetros del equipo con un Control de 

Autoflorescencia, de modo tal de lograr que el compart imento germ inal carezca 

de fluorescencia (Figura 12A) . Por ot ra parte, también fue necesario realizar 

los Controles Negativos no incubados con la enzima Tdt  (Figura 12B) . 

Finalmente, como Controles Positivos se optó por realizar incubaciones de las 

secciones test iculares con una solución de DNAsa y los cortes exhibieron una 

marca de apoptosis contundente (Figura 12C) .  
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Al analizar cualitat ivamente las variaciones estacionales, los resultados 

indican que tanto en el período PreR como en el R, no hay práct icamente 

apoptosis de la línea germ inal (Figuras 13 y 14) . Sin embargo, en el período 

PostR se observa una elevada apoptosis en los cistos espermatogénicos (Figura 

15) .  

Figura 12. Cont roles de Apoptosis. 

(A)  Cont rol de autofluorescencia. 

Los cortes sólo fueron 

desparafinados. (B)  Cont roles 

negat ivos. Las secciones fueron 

t ratadas com o fuera descripto en 

Materiales y Métodos,  pero no 

fueron incubados con la enzima 

Tdt . (C)  Cont roles posit ivos. Las 

secciones fueron t ratadas con una 

solución de DNAsa (1 U/ l)  durante 

30 m in a 37°C. 
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Figura 13. Apoptosis en test ículo 

durante el período PreR. (A)  Los núcleos 

apoptót icos se m arcaron con 

fluoresceína, com o se explicó en 

Materiales y Métodos.  (B)  Se realizó una 

cont ram arcación con ioduro de propidio. 

(C)  Fusión. 
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Figura 14. Apoptosis en test ículo 

durante el período R. (A)  Los núcleos 

apoptót icos se m arcaron con 

fluoresceína, com o se explicó en 

Materiales y Métodos.  (B)  Se realizó 

una cont ram arcación con ioduro de 

propidio. (C)  Fusión.  
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 Además, como muest ra la Figura 16, al contar el número de núcleos 

apoptót icos se observó que la apoptosis es significat ivamente mayor en el 

período PostR que en el resto del año (p=  0,0008) .  

Figura 15. Apoptosis en test ículo 

durante el período PostR. (A)  Los 

núcleos apoptót icos se m arcaron con 

fluoresceína, com o se describiera en 

Materiales y Métodos.  (B)  Se realizó una 

cont ram arcación con ioduro de propidio. 

(C)  Fusión.  
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Como consecuencia de estos resultados surge la siguiente pregunta:  ¿A 

qué estadio de la espermatogénesis corresponden los núcleos apoptót icos 

observados durante el período PostR? Para contestarla se analizó la morfología 

de todos los núcleos apoptót icos mediante el uso de ioduro de propidio (Figura 

17A)  y se observó cuáles de ellos presentaban marca de apoptosis y cuáles no 

(Figura 17B) . Se observó que los cistos de espermatogonias no sufren 

apoptosis m ient ras que la mayoría de los cistos que presentan marca 

corresponden a espermatocitos. 

Figura 16. Variaciones estacionales en la apoptosis de la línea germ inal. Se 

estudiaron 4 anim ales de cada período y el tej ido se procesó com o se detalla en 

Materiales y Métodos.  La cuant ificación de los núcleos apoptót icos se realizó con el 

program a Im ageJ y los valores están expresados com o la Media ±  EE. Las let ras 

dist intas indican diferencias significat ivas (p=  0,0008) . 
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Figura 17. A. La cont rat inción con ioduro de propidio perm ite dist inguir la m orfología 
de los núcleos de cada cisto. B. Los cistos m arcados con fluoresceína corresponden a 
núcleos apoptót icos y, m ediante una com paración con la cont rat inción de ioduro de 
propidio, se logró dist inguir a qué estadios corresponden. En am bos casos, la flecha 
cerradas (       )  señalan ejem plos de cistos de esperm atogonias m ient ras que las 
flechas abiertas (         )  indican cistos de esperm atocitos.  
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Luego de cuant if icar los núcleos apoptót icos de cada estadio se verif icó  

que en su gran m ayoría corresponden a espermatocitos I  y I I , y sólo se 

observaron espermát idas apoptót icas en uno de los individuos (Figura 18) . 

Además, no se observaron espermatogonias apoptót icas en ninguno de los 

individuos analizados. 
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Por ot ro lado, se analizaron las variaciones estacionales en la 

proliferación celular de la línea germ inal. Para ello se incubaron los fragmentos 

test iculares con 1 mM de BrdU. En estudios prelim inares se comparó la 

incorporación de BrdU evaluando dos concent raciones, 100 µM y 1 mM de 

BrdU, y se observaron menos cistos inmunomarcados en los fragmentos 

test iculares incubados con la menor concent ración. Por lo tanto, dado que la 

concent ración de 100 µM subest imaba la tasa de proliferación celular se optó 

por ut ilizar la concent ración de 1 mM de BrdU. Luego de la incubación, la 

incorporación de BrdU se determ inó mediante inmunohistoquím ica, como se 

detalla en Materiales y Métodos. Se observó una gran proliferación de 

espermatogonias en el período R m ient ras que en los períodos PreR y PostR la 

proliferación es mucho menor (Figuras 19 y 20) .  

Figura 18. Apoptosis en el período PostR. La cuant ificación de los núcleos 

apoptót icos se realizó con el program a Im ageJ y la determ inación de los estadios 

de la esperm atogénesis se realizó según Rastogi y col (1976) . 1-4 refieren al 

núm ero de sapos estudiados.  
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Figura 19.  

Proliferación celular en 

fragm entos test iculares del 

período PreR y PostR.  Los 

fragm entos test iculares se 

incubaron con BrdU. La 

proliferación celular se 

determ inó m ediante 

inmunohistoquím ica com o se 

detalla en Materiales y 

Métodos. (A)  PreR. (B)   

PostR. (C)  Cont rol negat ivo.  

Las flechas señalan cistos de 

esperm atogonias (     ) ,  

cistos de esperm atocitos   

(      ) y “penachos” o 

“matas” de espermatozoides 

(        )  
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Figura 20.  

Proliferación celular en 

test ículos del período R. Los 

fragm entos se incubaron con 

BrdU. La incorporación se 

determ inó com o se indica en 

Materiales y Métodos.  (A)  En 

esta im agen con bajo 

aum ento puede observarse 

un gran núm ero de cistos 

con inm unom arca. (B, C)  

Estas im ágenes con m ayor 

m agnificación muest ran que 

estos cistos son de 

esperm atogonias.  
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Para analizar estadíst icamente estos resultados, el porcentaje de 

espermatogonias en proliferación se expresó de dos modos:  1)  considerando 

como 100%  el número total de cistos de espermatogonias (Figura 21A) ;  2)  

considerando como 100%  el número total de cistos en cualquier estadio de la 

espermatogénesis (Figura 21B) . En ambos casos se observó que la 

proliferación es significat ivamente mayor en el período R (p= 0,0001 para el 

caso 1, p=  0,0016 para el caso 2) .  
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Figura 21. Variaciones estacionales en la proliferación celular de la línea germ inal.  

Se analizaron 5 lóbulos de 5 anim ales correspondientes a cada período y los 

valores se expresaron com o la Media ±  EE. (A)  Los resultados están expresados 

com o el porcentaje de cistos de esperm atogonias inmunoposit ivas sobre el total de 

cistos de esperm atogonias presentes en cada lóbulo. Let ras dist intas indican 

diferencias significat ivas (p=  0,0001) . (B)  Los resultados están expresados com o el 

porcentaje de cistos de esperm atogonias inmunoposit ivas sobre el total de cistos 

en cada lóbulo. Let ras dist intas indican diferencias significat ivas (p=  0,0016) .  
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 Tomados en conjunto, los resultados most rados hasta aquí sugieren que 

los espermatocitos que no alcanzan a diferenciarse en espermatozoides 

durante el período PreR y R mueren por apoptosis en el período PostR. De este 

modo, y dado que la proliferación de espermatogonias es máxima en el 

período R, los espermatozoides del año siguiente serían consecuencia de esta 

nueva onda espermatogénica. Como se mencionó en la Introducción, se ha 

demost rado que los est rógenos inducen la apoptosis de las células germ inales 

en ciertos modelos de mam íferos pero esto aún no se ha estudiado en anfibios. 

Por ot ro lado, en ranas se ha observado que el E2 est imula la proliferación de 

la línea germ inal. Teniendo en cuenta estos antecedentes, y que la 

concent ración plasmát ica de E2 en esta especie aumenta en el período R y 

alcanza niveles máximos en el PostR, los resultados expuestos en este capítulo 

plantean el interrogante de si el E2 regula la apoptosis y la proliferación de la 

línea germ inal en R. arenarum. 

Localización celular de los receptores de E2 en el testículo y en el 

órgano de Bidder 

 En este contexto, se analizó la presencia del receptor de E2 en el 

test ículo de R. arenarum mediante inmunohistoquím ica. Para ello se ut ilizó un 

anticuerpo anti ERβ que ya había sido utilizado para la descripción de las 

var iaciones estacionales en la expresión del receptor en P. esculentus (Stabile 

y col., 2006) . En ese t rabajo se evaluó la especificidad de este ant icuerpo 

mediante western blot , encont rándose una banda inmunorreact iva del peso 

molecular esperado (55 kDa) . Sin embargo, y dado que no se realizó en R. 

arenarum ningún estudio farm acológico ni de ot ro t ipo, de ahora en más nos 

referiremos al receptor de E2 similar al ERβ (ERβs). Como muest ra la Figura 22, 

se observó inmunomarca en el compart imento interst icial en el que se localizan 

las células de Leydig en test ículos de algunos animales correspondientes al 

período R. Sin embargo, dado que el objet ivo de la tesis no es analizar la 

dist r ibución estacional del ERβs en las célulasde Leydig, los test ículos de los 

individuos de los períodos PreR y PostR no fueron analizados en profundidad ni 

cuant itat ivamente.  
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Figura  22. I nm unohistoquím ica de ERβs en secciones de test ículo. (A)  Sección 

representat iva de los test ículos de un anim al del mes de abril ( período PostR) . La 

flecha señala la inm unom arca en el com part im ento interst icial.  (B)  Cont rol 

negat ivo. 
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Se observó también inmunomarca contundente en las células de Sertoli 

próxim as a los “penachos” de espermatozoides (Figura 23)  y en las 

proyecciones citoplasmát icas de las células de Sertoli englobando cistos que, 

debido a su tamaño, podrían corresponder a cistos de espermatogonias 

(Figuras 24 y 26) . En muy pocos individuos se detectó inmunomarca en los 

núcleos de las espermatogonias I , las espermát idas y los espermatocitos 

(Figura 25) . Cabe destacar que no se pudo establecer un pat rón estacional 

diferencial en la localización del ERβs dado que luego de observar y comparar 

test ículos de un total de 12 individuos (PreR:  n= 4, R:  n= 5, PostR:  n= 3) , no se 

detectaron tendencias diferenciales ent re un período y ot ro. Además, en 

ningún caso se observó inmunomarca en los cont roles negat ivos que no fueron 

incubados con el ant icuerpo primar io. De este modo, si bien en algunos casos 

se observó inmunom arca de ERβs en los núcleos de espermatogonias, de 

espermatocitos o de espermát idas, en la mayoría de los individuos se observó 

ERβs en las células de Sertoli, ya sea concent rado en su citoplasma o en las 

proyecciones citoplasmát icas englobando los espermatocistos. Estos resultados 

sugieren que si el E2 efect ivamente tuviese algún efecto en la apoptosis o la 

proliferación de la línea germ inal, esto sería mayor itar iamente mediante su 

acción sobre las células de Sertoli.  
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Figura 23. Inmunohistoquímica de ERβs en 

secciones de test ículo de individuos del período 

PreR. Obsérvese la inmunom arca en las células 

de Sertoli.  (A)  Im agen de una sección 

representat iva. (B)  y (C)  Detalle de células de 

Sertoli.  (D)  I nm unom arca alrededor del núcleo 

de la célula de Sertoli.  La flecha señala el núcleo 

de la célula de Sertoli. (D)  Cont rol negat ivo. 
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Figura 24. Inmunohistoquímica de ERβs en 

secciones de test ículo de individuos 

recolectados en agosto ( período PreR) . La 

flecha señala la inm unom arca en las 

proyecciones de Sertoli englobando posibles 

cistos de esperm atogonias. (A) , (B)  y (C)  

Im ágenes de t res secciones representat ivas. 

(D)  Detalle de C. (E)  Cont rol negat ivo.  
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Figura 25. Inmunohistoquímica de ERβs en secciones de test ículo. (A)  Obsérvese 

inmunom arca en el com part im ento interst icial (    )  y en el núcleo de las 

esperm atogonias I  (      )  en un individuo recolectado en noviem bre ( período R) . 

(B) , (C) . En los test ículos de este individuo del  mes de diciem bre (período R)  

puede observarse inm unom arca de ERβs en los núcleos de células en estadios m ás 

avanzados de la esperm atogénesis, com o esperm atocitos (B)  o esperm át idas (C) . 

(D)  Cont rol negat ivo. 
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Figura 26. 

Inmunohistoquímica de ERβs 

en secciones de test ículo de 

un individuo recolectado en 

el m es de abril ( período 

PostR) . Las flechas señalan 

la inm unom arca en las 

proyecciones citoplasmát icas 

de las células de Sertoli, 

englobando los cistos de 

esperm atogonias I I .  (A)  

Im agen de una sección 

representat iva. (B)  Detalle 

am pliado de A. (C)  Cont rol 

negat ivo. 
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Dado que algunas sustancias est rogénicas pueden est imular la expresión 

de aromatasa, al igual que  E2, se evaluó la presencia del receptor de E2 en los 

BO. Como muest ra la Figura 27, se observa marca inmunorreact iva en folículos 

previtelogénicos y también en algunos vitelogénicos, aunque en este últ imo 

caso la comparación con el cont rol negat ivo no confirma que esto sea una 

inmunomarca específica del ant icuerpo pr imar io. Con respecto a los folículos 

previtelogénicos, las Figuras 28 y 29 muest ran inmunomarca localizada en la 

perifer ia del ooplasm a y no en las células foliculares. En ot ros animales se 

observó inmunomarca en el núcleo y en la perifer ia 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 encont ró ningún pat rón 

estacional con respecto a la inmunomarca e incluso en algunos órganos la 

localización de la inm unomarca varía de un folículo a ot ro (Figura 27 y 30) . Sin 

embargo, cabe destacar que la localización nuclear únicamente se observó en 

los BO de individuos del período PreR pero no de los ot ros períodos. El haber 

localizado el receptor de E2 del t ipo sim ilar al β en el testículo y en el BO 

sugiere que ambos órganos podrían ser regulados por el E2.  
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Figura 27. 

I nm unohistoquím ica de ERβs 

en secciones del BO de un 

individuo recolectado en el 

m es de junio (período PreR) . 

(A)  I nm unom arca en 

dist intos folículos. (B)  

Cont rol negat ivo. (C)  Detalle 

am pliado de A. En esta 

im agen se m uest ran tanto 

folículos previtelogénicos   

(     )  com o vitelogénicos   

(        ) .   
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Figura 28. 

Inmunohistoquímica de ERβs 

en secciones de un BO de un 

individuo de junio (período 

PreR) . (A)  La flecha señala 

la inm unom arca en la 

periferia del ooplasm a en los 

oocitos bidderianos. (B)  

Detalle am pliado de A. (C)  

Cont rol negat ivo.  
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Figura 29. 

Inmunohistoquímica de ERβs 

en secciones de BO y de 

test ículo pertenecientes a un 

individuo recolectado en 

sept iem bre (período R) . (A)  

Obsérvese la inmunom arca 

en la periferia del ooplasm a 

en los oocitos bidderianos   

(      )  y en el citoplasm a de 

las células de Sertoli en la 

base de los “penachos” de 

esperm atozoides (        ) .  (B)  

Detalle am pliado de A. (C)  

Cont rol negat ivo.  
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Figura 30. Inmunohistoquímica de ERβs en secciones de BO de un individuo 
recolectado en junio (período PreR) . (A)  Im agen de una sección representat iva. (B)  
y (C)  Detalles am pliados de (A) . Obsérvese la inm unom arca nuclear (     )  o 
perinuclear (       )  en los oocitos y en el citoplasm a de algunas células foliculares   
(       ) .  (D)  Cont rol negat ivo.  
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Variaciones estacionales en la proliferación celular en el órgano de 
Bidder 

Como se most ró en el Capítulo 1, el BO es capaz de sintet izar E2 a part ir  

de sust ratos endógenos y la cont ribución de este órgano al E2 en circulación no 

estaría relacionada con el peso de los órganos sino, por ejemplo, con la 

cant idad de células foliculares por folículo o bien con el número de folículos. Es 

por ello que se analizaron las var iaciones estacionales en la proliferación 

celular en los BO mediante la incorporación de BrdU. Como muest ran las 

Figuras 31-33 se observó una marcada proliferación de las células foliculares 

tanto en los órganos del período R (Figuras 31 y 32)  como del PostR (Figura 

33) . La Figura 32 muest ra la relación del BO con el test ículo adyacente y, en 

este contexto, puede observarse la proliferación tanto de las células foliculares 

como también de los cistos de espermatogonias. En cambio, en aquellos 

órganos de individuos del período PreR (Figura 34) , la proliferación de las 

células foliculares no es tan marcada y, a diferencia de lo que ocurre en los 

ot ros períodos, en algunos de ellos se observa inmunomarca de BrdU en los 

núcleos de los oocitos.  
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Figura 31.  

Proliferación celular en el 

órgano de Bidder.  Los 

fragm entos de órgano 

fueron incubados con BrdU, 

y la incorporación de BrdU 

se determ inó m ediante 

inmunohistoquím ica com o se 

detalla en Materiales y 

Métodos. (A)  Im agen de una 

sección representat iva. (B)  

Obsérvese la incorporación 

de BrdU en las células 

foliculares (       ) .  (C)  Detalle 

de B.  
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Ver leyenda en la siguiente hoja 

500 µm 
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100 µm 

Figura 32. Proliferación celular en el BO y en el test ículo de un individuo de 

sept iem bre (período R) .  (A)  Im agen de una sección representat iva. ( B)  Cont rol 

negat ivo. (C)  Detalle de A. Obsérvese inm unom arca en las células foliculares   

(        )  y  en cistos de esperm atogonias (         ) .  (D)  Cont rol negat ivo.  
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Figura 33. 

Proliferación celular en BO 

en un individuo recolectado 

en abril (período PostR) . (A)  

Im agen de una sección 

representat iva. (B)  y (C)  

Detalles am pliados de A. 

Obsérvese la proliferación en 

las células foliculares (        ) .  
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Para cuant if icar los resultados, la proliferación celular en el BO se 

expresó de dos modos:  1)  como el porcentaje de células foliculares en 

proliferación sobre el total de células foliculares en cada folículo (%  de células 

foliculares marcadas) ;  2)  como el porcentaje de folículos con al menos una 

célula en proliferación sobre el total de folículos del campo ópt ico (%  de 

folículos marcados) . En el pr imer caso los datos no cumplían con el supuesto 

de homocedacea, por lo cual se analizaron mediante el test  de Kruskal-Wallis. 

En cambio, en el segundo caso los datos sí cumplían con el supuesto y se 

analizaron mediante ANOVA de un factor seguido por cont rastes a posteriori. 

Como muest ra la figura 35, se observó que la proliferación es 

Figura 34. Proliferación celular en el BO en dos individuos recolectados en junio 

(período PreR) . (A)  I m agen de una sección representat iva. (B)  Obsérvese 

inmunom arca de BrdU en los núcleos de los oocitos. (C)  Cont rol negat ivo. (D)  

Detalle am pliado. Nótese inm unom arca de BrdU en el núcleo del oocito (           )  y 

de una célula folicular (          ) .  

A B 

C D 
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significat ivamente mayor en el período R y PostR (p=  0,05 para ‘% de células 

foliculares marcadas’,  p=  0,008 para ‘% de folículos marcados’) . 
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Figura 35: Variaciones estacionales en la proliferación celular de los BO de 
anim ales recolectados durante los períodos PreR (n= 5) , R (n= 3)  y PostR (n= 3) . En 
cada caso se analizaron 5 cam pos en cada sección y los valores se expresaron 
com o la Media ±  EE. (A)  Porcentaje de células foliculares inm unoposit ivas sobre el 
total de células foliculares de cada folículo observado. Let ras dist intas indican 
diferencias significat ivas (p=  0,05) . (B)  Porcentaje de folículos con al m enos una 
célula folicular inm unoposit iva,  sobre el total de folículos observados en el cam po.  
Let ras dist intas indican diferencias significat ivas (p=  0,008) .  
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Estos resultados sugieren que el número de células foliculares en 

proliferación es significat ivamente mayor en los períodos R y PostR, cuando la 

act iv idad total de la enzima aromatasa y los niveles plasmát icos de E2 son 

mayores que en el período PreR. 
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Discusión 

Como se mencionó en la Introducción, los ciclos reproduct ivos de los 

anfibios pueden ser cont inuos o discont inuos (van Oordt , 1960) . En los ciclos 

reproduct ivos cont inuos hay una producción constante de espermatogonias y 

de espermatocitos m ient ras que en los ciclos discont inuos las espermatogonias 

primar ias pierden su capacidad m itót ica en cierto momento del ciclo y, por lo 

tanto, los test ículos solo poseen espermatozoides en un período part icular del 

año. En general,  las especies t ropicales y subt ropicales t ienen un ciclo 

espermatogénico cont inuo m ient ras que las especies de zonas templadas 

poseen un ciclo discont inuo o potencialmente cont inuo (Rastogi y col., 1976;  

Lofts, 1987) . 

Las variaciones estacionales en la apoptosis de la línea germ inal y en la 

proliferación celular durante la espermatogénesis se estudiaron en muy pocas 

especies de anfibios urodelos y anuros. En el pr imer caso, en C. pyrrhogaster, 

las espermatogonias secundarias ent ran en apoptosis durante el invierno y los 

test ículos carecen de espermatozoides en el período de quiescencia, m ient ras 

que en T. marmoratus los espermatocitos primar ios 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 producción de espermatocitos durante el invierno seguida de 

meiosis, esperm iogénesis y esperm iación durante la pr imavera (Sasso-Cerri y 

col., 2004) . En el m ismo t rabajo los autores observaron que la 

espermatogénesis se reiniciaba durante el verano. Sin embargo, en un t rabajo 

poster ior se detectó una elevada incidencia de apoptosis en los cistos 

test iculares durante el verano m ient ras que la apoptosis durante el invierno 

era m ínima (Sasso-Cerri y col., 2006) . Es im portante señalar que estos 

estudios se realizaron en L. catesbeianus de áreas t ropicales (Sasso-Cerri y 

col., 2004;  2006) .  

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

anual cont inuo. La onda espermatogénica com ienza en octubre, mes en el que 
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se observa el máximo número de cistos de espermatogonias y finaliza en 

sept iembre del año siguiente, cuando los test ículos poseen el mayor número 

de matas de espermatozoides (Burgos y Mancini, 1948) . Teniendo en cuenta 

que cuando los test ículos poseen un máximo número de matas de 

espermatozoides los lóbulos test iculares también poseen cistos de 

espermatocitos, existen al menos dos posibilidades:  los espermatocitos podrían 

mantenerse latentes hasta la próxima onda espermatogénica y cont inuar la 

espermatogénesis al año siguiente, o bien podrían ser elim inados por 

apoptosis.  

En este contexto, y con el objet ivo de cont ribuir al entendim iento de la 

regulación de la espermatogénesis en esta especie, se decidió estudiar las 

var iaciones estacionales en la apoptosis de la línea germ inal. En pr imera 

instancia, llamó la atención que las secciones test iculares que habían sido 

solamente desparafinadas, y que no habían sido somet idas al protocolo de la 

técnica ut ilizada para medir apoptosis, most raban una autofluorescencia basal 

evidente en el compart imento interst icial. Este fenómeno podría estar 

relacionado con que diversos t rabajos 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 or iginan a part ir  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 am inas. Algunos t rabajos sugieren que las 

células APUD poseen una fluorescencia inducida por formaldehído ( Sorokin y 

col., 1982;  Rubin y Schwartz, 1984;  Scheuermann y col., 1984;  Sarikas y col.,  

1985)  y por eso se podría pensar que la autofluorescencia en el compart imento 

interst icial es debida a la fij ación empleada. Lamentablemente, la 

autofluorescencia del compart imento interst icial no perm it ió analizar si existen 

var iaciones estacionales en la apoptosis de las células de Leydig, lo cual podría 

ser evaluado mediante ot ra aproximación experimental como por ejemplo 

TUNEL t radicional no asociado a fluorescencia. Debido a la autofluorescencia 
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observada, se decidió realizar en cada determ inación, además de un cont rol 

positivo y otro negativo, un ‘Control de autofluorescencia’ a partir del cual se 

establecieron los parámetros del m icroscopio Confocal, de m odo tal de fij ar 

una autofluorescencia basal en el compart imento interst icial.   

Los resultados expuestos en este capítulo muest ran que la apoptosis en 

el test ículo es significat ivamente mayor en el período PostR, que está 

comprendido ent re 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 test ículos de individuos en los 

meses de verano m ient ras que los niveles de apoptosis durante el invierno son 

mínimos. Al analizar cuáles son los estadios de la espermatogénesis que sufren 

muerte celular, se observó que la apoptosis ocurre en los espermatocitos I , I I  

y en las espermát idas. Cabe destacar que, a diferencia de lo que ocurre en los 

urodelos T. marmoratus y C. pyrrhogaster, en ningún individuo se observó 

apoptosis en las espermatogonias. De este modo, la apoptosis en esta especie 

ocurre en los estadios celulares más avanzados de la espermatogénesis y 

previos a la formación de espermatozoides. En urodelos, Ricote y col. (2002)  

propusieron que la ocurrencia de apoptosis en los períodos que no conducen a 

la esperm iogénesis podría cont rarrestar un exceso en la proliferación 

espermatogonial y en la m itosis. Además, podría ocurr ir  que haya una 

dism inución 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 

sent ido, como propusieron Neubauer y col.  (2004) , la apoptosis podría actuar 

como un “mecanismo de control” para evitar, por ejemplo, la 

teratozoosperm ia. De todos modos, los resultados expuestos en este capítulo 

sugieren que los altos niveles de apoptosis en los espermatocitos y 

espermát idas durante el período PostR cont r ibuyen a elim inar los cistos que no 

alcanzaron a formar matas de espermatozoides y, consecuentemente, las 

espermatogonias son las que cont inuarán con la espermatogénesis y formarán 

los estadios más avanzados de la siguiente onda espermatogénica. 
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Por ot ra parte, la espermatogénesis también está ínt imamente 

relacionada con la proliferación de las células germ inales. La proliferación de 

las espermatogonias se estudió 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 mencionó en la Introducción, la 

proliferación celular  en la rana fue estudiada en numerosos t rabajos, 

observándose una máxima proliferación durante el período reproduct ivo 

asociada a altos niveles de PCNA y de c-kit  (Raucci y Di Fiore, 2007) . En este 

capítulo se analizaron las var iaciones estacionales en la proliferación de la línea 

germ inal mediante la incorporación de BrdU y los resultados muest ran que, al 

igual que lo que ocurre en P. esculentus, la proliferación de las 

espermatogonias es significat ivamente m ayor durante el período R m ient ras 

que durante los períodos PreR y PostR la proliferación celular es baja. En 

consecuencia, durante el período R hay una baja incidencia de apoptosis y una 

elevada proliferación celular  m ient ras que en el período PostR ocurre 

exactamente lo opuesto. Estos resultados, al igual que los observados en P. 

esculentus, concuerdan con la existencia de una correlación inversa ent re la 

apoptosis y la proliferación de la línea germ inal propuesta para algunas 

especies de mamíferos con ciclos reproduct ivos estacionales, como por ejemplo 

los ciervos y las liebres (Blot tner y col.,  1996;  St rbenc y col.,  2003) . De este 

modo, la regulación y el equilibr io ent re la apoptosis y la proliferación celular  

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

Los resultados expuestos en el Capítulo 1 most raron claramente que en 

esta especie los niveles plasmát icos de E2 son elevados durante los períodos R 

y PostR, aunque alcanzan los valores máximos durante el período PostR. Esto 

coincide con la elevada proliferación de espermatogonias observada durante el 

período R y con los altos niveles de apoptosis test icular hallados en el período 

PostR descriptos en este capítulo, sugir iendo un posible rol de los est rógenos 

en la regulación de la espermatogénesis de esta especie. Como se detalló en la 

Introducción, el cont rol hormonal que ejercen los est rógenos sobre la 

espermatogénesis se estudió 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 aquí sugieren una posible 

relación ent re el E2 y la apoptosis test icular y la proliferación de la línea 

germ inal, se evaluó la presencia del receptor de E2 en el test ículo mediante 

inmunohistoquím ica. Como se mencionara en la Introducción, el receptor de 

est rógenos más conocido es un receptor nuclear del t ipo I  y t iene localización 

citoplasmát ica cuando no está unido a E2 y nuclear luego de interactuar con el 

ligando. Por otra parte se han identificado dos isoformas, α y β. En nuestro 

modelo experimental se decidió analizar la presencia del receptor ERβ debido a 

que esta isoforma ya había sido estudiada en relación a la act ividad m itót ica 

espermatogonial en P. esculentus y en L. catesbeianus (Stabile y col. , 2006;  

Caneguim  y col., 2013b) . Para ello, se ut ilizó un anticuerpo anti ERβ que había 

sido empleado para describir las var iaciones estacionales en el ERβ del 

test ículo de P. esculentus (Stabile y col. ,  2006) . En este últ imo t rabajo, se 

observó que la expresión del receptor en el test ículo medida por westernblot  es 

mayor en los meses correspondientes al período R. Con respecto a la 

localización celular, en el período R y PostR los autores describieron presencia 

de ERβ en el compartimento intersticial y también en el germinal, 

part icularmente en las espermatogonias, en los cistos de espermatocitos y 

espermát idas y en las células de Sertoli. Para el período PreR, los autores 

propusieron que en las espermatogonias, espermatocitos y espermát idas la 

inmunomarca era m enos intensa que en los ot ros períodos. Los resultados 

expuestos en este capítulo también sugieren presencia de un receptor de E2 

sím il el ERβ en el compartimento intersticial y en el germ inal, que fue 

analizado fundamentalmente en este últ imo caso. Como muest ra la Figura 23, 

las células de Sertoli asociadas a los penachos de espermatozoides exhiben 

una fuerte marcación con el ant icuerpo. Además, se localizó el ERβs en las 

proyecciones citoplasmát icas de las células de Sertoli que rodean a los cistos 

de espermatogonias y de espermatocitos (Figura 24 y 26)  así como también en 

los núcleos de algunas espermatogonias, espermatocitos y espermát idas 

(Figura 25) . Sin embargo, a diferencia de lo observado en P. esculentus, estos 

últ imos casos fueron mucho menos frecuentes que aquellos en los cuales la 
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inmunomarca se localiza en las células de Sertoli. Por ot ra parte, no se 

lograron establecer diferencias estacionales en la localización del receptor de 

E2. Estos resultados sugieren que cualquier rol que pudiera tener el E2 en la 

regulación de la espermatogénesis sería principalmente mediante su acción 

sobre las células de Sertoli. De todos modos, si bien fueron muy pocos los 

casos en los que se observó ERβs en los núcleos de las células germ inales, no 

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

Como se explicó en el Capítulo 1 de esta tesis, el BO es capaz de 

sintet izar E2 a part ir  de sust ratos endógenos y podría ser una de las pr incipales 

fuentes de E2 plasmát ico en esta especie. Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, y con el objet ivo de determ inar si los est rógenos podrían regular 

también a este órgano, se analizó la presencia de ERβs. Los resultados 

sugieren que el receptor de est rógenos se localiza en la per ifer ia del citoplasma 

de los oocitos previtelogénicos del BO (Figuras 27-30) . También se observó 

inmunomarca nuclear y per inuclear en algunos folículos en vitelogénesis 

temprana en los BOs provenientes de sapos del período PreR (Figura 30) . En 

los folículos vitelogénicos también se observó marca en el citoplasma de los 

oocitos y, mucho más intensamente, en la per ifer ia asociada al v itelo. Sin 

embargo, dado que en el cont rol negat ivo se observa cierta marca inespecífica, 

no se puede afirmar que esto corresponda al ERβs (Figura 27) . Finalmente, el 

ERβs también se detectó en el citoplasma de las células foliculares (Figura 30) . 

Este t ipo celular es el encargado de producir est rógenos en la mayoría de los 

vertebrados y la presencia del ERβs sugiere una posible regulación autocrina y 

just if icaría la acción de sustancias sím il E2 en la regulación de dichas células. 

Además, como ya se dijera, las células foliculares expresan diversas enzimas 

esteroidogénicas (Scaia y col., 2011;  Sassone y col., 2014)  y  la presencia de 

ERβs en dichas células podría suger ir que los est rógenos part icipan en la 

regulación de la esteroidogénesis bidder iana. La presencia de ERβs en el 

ooplasma y en los núcleos de los oocitos de los BO const ituye un resultado 

sorprendente, si bien este no es el pr imer caso en el que se detectan 

receptores de hormonas esteroideas en el ooplasma de oocitos, aunque sean 
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ováricos. Se ha localizado el receptor de andrógenos en el citoplasma de 

oogonias y de oocitos en roedores, sugir iendo que los andrógenos pueden 

tener un rol importante en la regulación de la oogénesis (Galas y col., 2003, 

para una revisión acerca del rol de los andrógenos en el desarrollo de los 

oocitos ver Gervásio y col., 2014) . También se encont ró ERβ en ovario de 

ratón y de cerdo, aunque sólo en el pr imer caso la inmunomarca se localizó en 

el citoplasma de los oocitos, sugiriendo que el ERβ t iene diferentes roles en los 

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

Por ot ro lado, la localización nuclear y per inuclear en los BO de machos 

de R. arenarum durante el período PreR sugiere que, en estos casos, el ERβs 

se encont raría unido a E2. La localización nuclear en estos individuos del 

período PreR, pero no de los ot ros períodos, resulta sorprendente debido a que 

los niveles plasmát icos de E2 en este momento del año son mínimos. Si se 

t iene en cuenta que las concent raciones de esta hormona son mayores en los 

períodos R y PostR, hubiera sido esperable hallar  una localización nuclear del 

ERβs unido a su ligando en estos dos períodos. Sin embargo, los resultados de 

esta tesis sugieren una tendencia cont rar ia. Una explicación posible surge de 

considerar el proceso vitelogénico. La localización nuclear del ERβs durante el 

período PreR se detecta en los oocitos vitelogénicos tempranos y podría ocurr ir  

que el E2 asociado a los componentes del v itelo que ingresan a los oocitos 

cont ribuya a un aum ento en la concent ración int ra oocitar ia de est rógenos. Si 

esto fuera así, el aumento de E2 podría inducir un incremento en la 

t ranslocación del receptor.  

De todos modos, la presencia de ERβs en los oocitos del BO sugiere la 

posibilidad que el E2 producido por este órgano part icipe en la regulación del 

crecim iento oocitar io. Esto explicaría por qué el t ratam iento con E2 o con 

sustancias fem inizantes sím il E2, como el herbicida at razina, induce el 

crecim iento del BO. En individuos capturados en zonas con alta act iv idad 

agrícola 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 test ículos 

de estos animales no producen las sustancias responsables de inhibir la 
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vitelogénesis y en consecuencia el crecim iento de los oocitos. Sin embargo, 

ciertos agroquím icos poseen función est rogénica y, en vista de los resultados 

most rados en este capítulo, se podría pensar que el mayor desarrollo de los BO 

en animales capturados en áreas agrícolas sea debido a la presencia de 

sustancias est rogénicas en el medio y al ER localizado en los oocitos 

bidderianos.  

Cabe destacar que en esta tesis se analizó la localización del ERβs en 

test ículo y en el BO debido a que es la pr incipal isoforma estudiada en el 

test ículo de anfibios. Sin embargo, sería importante evaluar también la 

presencia de ERα y de receptores de membrana tales como GPR30 (Nelson y 

Habibi, 2013;  para una revisión sobre GPR30 y la espermatogénesis en 

mam íferos, ver Chim ento y col.,  2014) . 

En el Capítulo 1 de esta tesis se most ró que no existe una correlación 

significat iva ent re los valores de E2 plasmát ico y el peso de los BO, ni ent re la 

act iv idad total de la enzima aromatasa y el peso de estos órganos. Por lo 

tanto, se propuso que la mayor o menor producción de E2 por parte del BO no 

está relacionada con el peso o el tamaño total de estos órganos sino con ot ros 

factores, como por ejemplo la cant idad de células foliculares. Es por ello que 

en este capítulo se analizaron tam bién las var iaciones estacionales en la 

proliferación celular del BO mediante la incorporación de BrdU. Como se 

mencionara en la sección de Materiales y Métodos, los resultados se 

expresaron de dos maneras diferentes, como el porcentaje de células 

foliculares marcadas en cada folículo y como el porcentaje de folículos en 

proliferación, con al menos una célula folicular inmunomarcada. Esto se realizó 

con el objet ivo de independizarse del número de células foliculares en cada 

folículo y el hecho de haber obtenido resultados sim ilares con ambos modos de 

expresión otorga mayor verosim ilitud a los resultados. Los resultados indican 

que la proliferación de las células foliculares es significat ivamente m ayor en los 

períodos R y PostR (Figura 35) . El hecho de que la proliferación celular en este 

órgano sea menor durante el período PreR, cuando los niveles plasmát icos de 

E2 y la act iv idad total de aromatasa son también menores, const ituye una 
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evidencia más de que el aporte de los BO a las concent raciones plasmát icas de 

E2 no está relacionado con el peso o tamaño total de los órganos sino 

probablemente con la cant idad de células foliculares en cada folículo. Cabe 

destacar también que si bien durante el período PreR la proliferación de las 

células foliculares fue mucho menor, en este período se observó inmunomarca 

de BrdU en los núcleos de los oocitos de algunos sapos, lo cual no se observó 

en ningún individuo analizado durante los períodos R y PostR (Figura 34) . 

Estos resultados sugieren que durante el período PreR habría síntesis de ADN 

en los oocitos del BO. Esto podría explicarse por la duplicación del ADN en los 

oocitos durante la interfase previa a la profase I . Si bien en esta tesis no se 

realizó un estudio exhaust ivo de la morfología nuclear de los oocitos, estos 

resultados sugieren que ocurre replicación de ADN en oocitos de los BO de 

sapos recolectados durante el período PreR.  

I ndependientemente de las var iaciones estacionales en el BO, es 

importante mencionar que este es el pr im er t rabajo en el cual se describe la 

presencia del ERβs en este órgano. Tampoco se había detectado proliferación 

en células foliculares ni en los oocitos del BO en ninguna de las especies de 

bufónidos estudiadas. Como se mencionó en la Introducción, el BO se 

desarrolla en larvas con anterior idad a la diferenciación gonadal y además es 

funcional en lo que respecta a la síntesis de est rógenos, lo cual le asigna un rol 

importante en la dirección de la diferenciación gonadal (Sassone y col., 2014) . 

Además, en esta tesis se demuestra la presencia de ERβs y de células en 

act iva proliferación en el BO y que este órgano no sólo es capaz de sintet izar 

E2 a part ir  de sust ratos endógenos sino que podría ser una de las pr incipales 

fuentes de E2 plasmát ico en machos de R. arenarum. Teniendo en cuenta estos 

antecedentes, resulta evidente que el BO no es un “ovario atrofiado” tal como 

se lo describió histór icamente, ya que no se t rata ni de un ovar io ni de un 

órgano at rofiado.  
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V. Efecto del estradiol sobre la esteroidogénesis testicular y la 

espermatogénesis 

Materiales y Métodos 

Animales y obtención de plasma y tejidos  

Se emplearon 50 sapos recolectados ent re los años 2012 y 2014. Los 

animales fueron mantenidos, alimentados y anestesiados tal como se describió 

en el Capítulo 1. La obtención de plasmas y tej idos se llevó a cabo como se 

detalló anter iormente. En este caso no se ut ilizaron los BO sino que se 

ext rajeron sólamente los test ículos, que fueron procesados según las 

característ icas de cada protocolo.  

Tratamiento de los fragmentos testiculares con estradiol 

Estos experimentos se llevaron a cabo con el objet ivo de analizar el 

efecto del E2 sobre algunos aspectos de la fisiología test icular de R. arenarum 

como la act iv idad de dos enzimas esteroidogénicas, la apoptosis y proliferación 

celular. Para ello, los test ículos se cortaron en fragmentos homogéneos de 

aproximadamente 2 mm y se procesaron en condiciones de ester ilidad. Se 

juntaron todos los fragmentos de ambos test ículos y luego se separaron en 

tantos grupos como t ratam ientos, de modo tal que ambos test ículos estuvieran 

representados en cada t ratam iento. Los fragmentos test iculares se cult ivaron 

en medio L15-Hepes por 24 hs, sin y con dos concent raciones de E2 (Grupos 

experimentales:  cont rol, 2 nM E2 y 20 nM E2) .  

Medición de la actividad del CypP450c17 

 Para estudiar el efecto del E2 sobre la act iv idad de la enzima 

CypP450c17 se analizaron 20 animales (PreR:  n= 6, R:  n= 7, PostR:  n=  7) . La 

homogeneización del tej ido y la cuant if icación de las proteínas se llevaron a 

cabo tal cual fuera descripto para la medición de la act iv idad de aromatasa. Se 

t rabajó en concent raciones de saturación de sust rato empleando para ello 

pregnenolona-H3 10 M (y 300.000 dpm) . El marcador radioact ivo ut ilizado fue 
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[ 7(n) -  H3]  pregnenolona (18 Ci/ mmol;  NEN, Boston, Massachuset ts, EEUU) . 

Esta enzima, al igual que la enzima arom atasa, ut iliza NADPH como cofactor, 

por lo cual se empleó el m ismo sistema regenerante de NADPH que el 

detallado en el Capítulo 1. Como cont rol del estado del sust rato radioact ivo se 

realizó un blanco carente de tej ido. Todas las determ inaciones se realizaron 

por t r iplicado. La incubación, ext racción y separación de los esteroides se llevó 

a cabo como ya fuera descripto para la act iv idad de aromatasa en el Capítulo 

1. En este caso, los estándares empleados fueron el sust rato pregnenolona y 

los dos productos secuenciales, 17-hidroxipregnenolona (17-P5)  y 

dehidroepiandrosterona (DHE) . Para la detección, se cromatografiaron además 

25 g de pregnenolona, 23 g de DHE y 23 g de 17-P5. El sistema de 

solventes ut ilizado, el revelado y la medición de la radioact iv idad se llevaron a 

cabo del m ismo modo que para la medición de la act iv idad de aromatasa. La 

act iv idad de hidroxilasa se calculó sumando ambos productos secuenciales. 

Para calcular la act iv idad de liasa sólo se consideró la producción de DHE. La 

act iv idad enzimát ica se expresa en pmoles de producto por m inuto por mg de 

proteínas. 

Medición de la cantidad de proteína del CypP450c17 mediante Western 

Blot 

Para evaluar los cambios en la cant idad total de la enzima CypP450c17 

en los fragmentos de tej ido somet idos a dist intos t ratam ientos se realizó el 

Western blot  con el homogenato completo. Se analizó el tej ido proveniente de 

15 animales (PreR:  n= 5, R:  n= 5, PostR:  n= 5) . Los fragmentos de test ículo se 

homogeneizaron en el Buffer de homogenización en una proporción 

aproximada de 1 m l de buffer por cada 150 mg de tej ido. Los homogenatos se 

cent rifugaron a 1000 rpm durante 10 m inutos a 4º C para precipitar el las 

células enteras. Se cuant ificó el contenido proteico por el método de Bradford 

(1976) . Los homogenatos se guardaron a -80º C hasta el m omento de su 

análisis por western blot .  
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Para realizar el ensayo, se mezclaron 80 µg de proteínas con el buffer de 

siembra, se hirv ieron durante 5 m inutos y se cent rifugaron a 12.000 g por 2 

m inutos. Las muest ras se sembraron en un gel de poliacr ilam ida 10%  con 

dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)  junto con una mezcla de marcadores de 

peso molecular coloreados (SeeBlue, I nvit rogen, EEUU)  y se corr ieron durante 

160 m inutos a 130 V. Luego de la elect roforesis, las proteínas se t ransfir ieron, 

ut ilizando un sistema de t ransferencia húmedo durante 90 m inutos a 300 mA, 

a una membrana de fluoruro de poliv inilideno (PVDF, Hybond LFP, Amersham, 

EEUU) . La efect iv idad de la t ransferencia se corroboró por una t inción con rojo 

Ponceau. Luego de la t ransferencia, las membranas se colocaron en una 

solución de buffer PBS-T con 3%  de peróxido de hidrógeno durante diez 

m inutos y los sit ios inespecíficos se bloquearon con 5%  de leche en polvo 

descremada en PBS-T durante 90 m inutos, realizando breves lavados con PBS-

T ent re ambos bloqueos. Las membranas se incubaron durante toda la noche a 

4 º C en agitación con ant icuerpo pr imar io policlonal realizado en conejo cont ra 

los am inoácidos 331-410 cercanos al ext remo C- term inal de la proteína 

Cyp450c17 de ratón (Santa Cruz Biotechnology, CA, EEUU) . Se ut ilizó una 

dilución de 0,4 g/ m l preparada en PBS-T con 2%  leche descremada. Luego de 

la incubación con el ant icuerpo pr imar io, las membranas fueron incubadas con 

PBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente y luego con un ant icuerpo 

secundario ant i- conejo acoplado a HRP (Chemicon I nternacional, EEUU)  en una 

dilución 0,152 g/ m l en PBST durante una hora a temperatura ambiente y se 

realizó un últ imo lavado en PBST durante 45 m inutos.  

Considerando que existen diferencias de carga ent re las calles, las bandas 

inmunoreact ivas de CypP450c17 fueron relat iv izadas a la correspondiente 

banda de -act ina, que fue ut ilizada como cont rol de carga. Para ello, se ut ilizó 

un ant icuerpo primar io monoclonal ant i -act ina (Santa Cruz Biotechnology,  

CA, EEUU)  en una dilución 0,125 g/ m l en PBS-T con 2%  leche descremada y 

un ant icuerpo secundario ant i I gG de ratón acoplado a HRP 0,1 g/ m l  (Santa 

Cruz Biotechnology, CA, EEUU) . Las bandas fueron visualizadas por un sistema 

de detección de quim iolum iniscencia ut ilizando el buffer de revelado en un 
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detector de quim iolum iniscencia Fuj if ilm  LAS-1000 y las imágenes se 

obtuvieron mediante el equipo Fuj if ilm  Lum iniscent  I m age. El análisis 

densitomét r ico de las bandas se realizó con el programa I mageGauge (Fuj i 

photo film  CO., LTD, Altura Software, I nc. EEUU) .  

Medición de la actividad 3HSD/I  

 Para evaluar el efecto del E2 sobre la act iv idad de la enzima 3HSD/ I  se 

analizó un número total de 15 animales (PreR:  n= 6, R:  n= 4, PostR:  n= 5) . La 

medición de esta act ividad enzimát ica se realizó como fuera descripto por Pozzi 

y col. (1997) . Brevemente, los fragmentos de test ículo se hom ogeneizaron en 

buffer 3HSD/ I  en una proporción aproxim ada de 1 m l de buffer por 150 mg 

de tej ido. El contenido proteico se cuant if icó por el método de Bradford (1976) . 

Dado que esta enzim a emplea NAD+  como cofactor, en cada ensayo se ut ilizó 

NAD+  0,5 mM. Para t rabajar en condiciones de saturación, se empleó una 

concent ración de 25 µM de pregnenolona-H3 ( y 300.000 dpm)  como sust rato.  

El marcador radioact ivo ut ilizado fue [ 7(n) -  H3]  pregnenolona (18 Ci/ mmol;  

NEN, Boston, Massachuset ts, EEUU) . Se realizó un blanco sin tej ido y cada 

muest ra se analizó por t r iplicado. La incubación, ext racción y separación de los 

esteroides se llevó a cabo como fue descripto anteriormente. En este caso, los 

estándares empleados fueron pregnenolona (25 g)  y progesterona (4 g) , 

respect ivamente sust rato y producto de la enzima 3HSD/ I . El sistema de 

solventes ut ilizado, el revelado y el conteo de radioact iv idad se llevó a cabo 

como se describió anter iormente. La act iv idad enzimát ica se expresa en 

nmoles de progesterona por m inuto por mg de proteínas. 

Procesamiento del material para histología e inmunohistoquímica  

 Tanto para histología convencional como para inmunohistoquím ica se 

siguió el protocolo explicado en el Capítulo 2.  

Estudio de apoptosis  

Con el objet ivo de determ inar el efecto del t ratam iento de E2 sobre la 

apoptosis de la línea germ inal, luego de las incubaciones con E2 los fragmentos 
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test iculares se procesaron para inmunohistoquím ica y luego se determ inó la 

apoptosis mediante la técnica de TUNEL con fluorescencia tal como fuera 

detallado en el Capítulo 2.  La determ inación de los estadios de la 

espermatogénesis se realizó según Rastogi y col (1976) .  

Proliferación celular  

Con el objet ivo de determ inar el efecto del t ratam iento con E2 sobre la 

proliferación celular, luego de las incubaciones ya descriptas se t rataron los 

fragmentos test iculares con 1 mM de 5-Bromo-2´ -Deoxyuridina (Sigma-

Aldr ich, Alemania)  durante 1 hora a 37º C y se procesaron tal cual fuera 

descripto en el Capítulo 2. La proliferación celular se expresó como el 

porcentaje de cistos de gonias inmunom arcados sobre el total de cistos de 

gonias dent ro de cada lóbulo, y también sobre el total de cistos en todos los 

estadios de la espermatogénesis. Se analizaron 5 lóbulos de 5 animales de 

cada período, y los resultados se expresaron como la media ±  EE. 

Análisis estadístico de los resultados 

Las act iv idades enzim át icas y la cant idad de proteína del CypP450c17 se 

expresan como una relación ent re los valores post  t ratam iento y los 

correspondientes al t iempo cero. Los datos de las act iv idades de la enzima 

CypP450c17 y la cant idad de la proteína se analizaron y compararon mediante 

ANOVA de dos factores fij os (Período y Tratamiento con E2) . Con el objet ivo de 

analizar si los dist intos perfiles de respuesta al t ratam iento con E2 t ienen 

relación con los niveles de E2 plasmát ico, se compararon las concentraciones 

hormonales de cada grupo mediante el test  de Kruskal-Wallis, en el caso que 

hubiere t res grupos de perfiles de respuesta, o el test  Wilcoxon, en el caso en 

que hubiere dos grupos de perfiles de respuesta. Este análisis debió realizarse 

mediante estadíst ica no paramétrica debido a que los datos no cumplían con el 

supuesto de homocedast icidad. La actividad de la enzima 3β-HSD/ I  en los t res 

períodos se comparó mediante un ANOVA de un factor (Período). El efecto de 

E2 sobre la actividad de la enzima 3β-HSD/ I  se analizó mediante ANOVA de un 

factor (Tratamiento con E2)  para cada período, corregido mediante Bonferroni, 
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y un cont raste a posteriori mediante el test  de Tukey (Steel y Torr ie, ,80) . Para 

analizar si los dist intos perfiles de respuesta de 3β-HSD/ I  al t ratam iento con E2 

t ienen relación con los niveles de E2 plasmát ico se realizó un test  t -Student  en 

el período PreR, dado que hay un solo grupo de perfiles de respuesta en cada 

uno de los ot ros períodos. El efecto de E2 sobre la apoptosis y la proliferación 

celular se analizó mediante ANOVA de un factor fij o (Tratamiento)  para cada 

período y un cont raste a posteriori mediante el test  de Tukey. 
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Medios de incubación y soluciones buffer utilizados 

Medio DMEM ( I nvit rogen-GI BCO, EEUU) :  estér il, con el agregado de10%  de 

suero fetal bovino t ratado con carbón-dext rano, Hepes 10 mM, ant ibiót icos 

(1000 UI / m l de penicilina, 0,1 mg/ m l de est reptom icina)  y ant im icót ico (0,25 

mg/ m l de anfoter icina B) , pH 7,4. El suero fetal bovino fue inact ivado a 55 °C 

durante una hora previo a la ext racción de los esteroides mediante una mezcla 

de carbón dext rano (2 % : 0,2 %  p/ v)  en PBS. 

 

Medio L15 (de Leibovitz, Sigma-Aldr ich, EEUU) :  estér il, con el agregado de 

10%  de suero fetal bovino t ratado con carbón-dext rano, Hepes 10 mM, 

glucosa 60 mM, ant ibiót icos (1000 UI / m l de penicilina, 0,1 mg/ m l de 

est reptom icina)  y ant im icót ico (0,25 mg/ m l de anfoter icina B) , pH 7,4.  

 

Buffer para act iv idad de la enzima CypP450c17:  Buffer fosfato de sodio 50 mM, 

EDTA 0,1 mM, MgCl2 3mM, pH 7,4. 

 

Buffer de homogenización para medición de la proteína CypP450c17por 

westernblot :  Buffer fosfato de sodio 50 mM, EDTA 0,1 mM, MgCl2 3mM, PMSF 

0,1 mM, pH 7,4. 

 

Buffer para act iv idad de la enzima 3HSD/ I :  Buffer Tris-Cl 10 mM, EDTA 0,1 

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

 

Buffer para radioinm unoensayo de E2:  Buffer fosfato salino 10 mM (PBS) , 

gelat ina 0,1 %  p/ v, NaCl 140 mM, azida sódica 0,1 %  p/ v, pH 7,4. 

 

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

v/ v, azul de bromofenol 0,001 %  p/ v, -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, ácido cumárico 0,198 m M, peróxido de 

hidrógeno 0,038 %  v/ v (100 volúmenes)  en buffer Tr is-HCl 100 mM, pH 8,0. 

 

Líquido de Bouin:  Solución acuosa saturada de ácido pícr ico 70 %  p/ v, 

formaldehido 25 %  v/ v, ácido acét ico 5 %  v/ v. 

 

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

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

 

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

Efecto del E2 sobre las enzimas esteroidogénicas testiculares 

Para analizar el efecto de E2 sobre la esteroidogénesis test icular , se 

incubaron fragmentos de test ículo con o sin E2 (2 nM y 20 nM)  durante 24 hs y 

luego del t ratam iento se realizaron las determ inaciones enzim át icas, tal como 

se describió en Materiales y Métodos. La dosis de 2 nM corresponde a los 

valores de E2 plasmát icos del período reproduct ivo m ient ras que la dosis de 20 

nM corresponde a la concent ración a la cual los receptores de esta hormona 

alcanzan la saturación, tal cual lo establecen resultados previos del laborator io. 

Debido a la gran var iabilidad ent re los individuos, los valores enzimát icos se 

expresaron relat ivos al valor de la act iv idad enzimát ica inicial. En primer lugar 

se analizó la enzima CypP450c17 ya que, como se explicó en la Introducción, 

esta enzima es fundamental para la producción de andrógenos y su regulación 

es la que determ ina, al menos en parte, la caída de andrógenos plasmát icos 

durante el período R de R. arenarum.   

En pr imer lugar , y para dism inuir la var iabilidad, se intentó realizar un 

análisis factor ial por bloques, en el cual Individuo era la var iable de bloqueo. 

Esto no fue posible debido a que en todos los casos se observó una interacción 

significat iva, es decir  que los individuos respondieron de m odo dist into al 

t ratam iento con E2. Es por ello que se estudiaron los datos con mayor 

detenim iento y se analizó si la dispersión en los datos podía estar relacionada 

con dist intas concent raciones de E2 plasmát ico en los individuos estudiados. Si 

los animales difir ieran en la concent ración de E2 podría entonces ocurr ir  que la 

respuesta estuviera más o menos saturada al ext raer el tej ido. Como muest ran 

las Figuras 36 (act iv idad de 17-hidroxilasa)  y 37 (act iv idad de liasa) , dent ro de 

cada período los perfiles de respuesta pueden separarse en dos o t res 

poblaciones de datos, según el caso. Se analizaron entonces los valores de E2 

plasmát ico dent ro de cada población de datos mediante el análisis de Kruskal-

Wallis o Wilcoxon, según correspondiera. Cabe destacar que no se realizó un 

análisis paramétr ico debido a que los datos no cumplían con el supuesto de 
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homocedast icidad. En todos los casos se observó que los valores de E2 

plasmát ico de los dist intos grupos dent ro de cada período no var iaban 

significat ivamente (Tabla 3) . Es decir , la var iabilidad en la respuesta de los 

dist intos individuos al t ratam iento con E2 no parecería estar relacionada con las 

dist intas concent raciones de E2 plasmát ico. Esto indica que ot ras var iables no 

contempladas en esta tesis influyen en los perfiles de respuesta de la enzima 

CypP450c17 de cada individuo al t ratam iento con E2. Cabe destacar que no 

resulta sorprendente que los animales hayan most rado dist intos perfiles de 

respuesta al t ratam iento. Es importante recordar que en esta tesis se t rabajó 

con animales adultos provenientes de poblaciones naturales y que si bien se 

los mant iene en un bioter io antes de realizar los exper imentos, pueden haber 

estado expuestos a dist intos factores y condiciones ambientales a lo largo de 

su vida. Esta exposición diferencial podría afectar en mayor o menor medida a 

su sensibilidad al t ratam iento. Por lo tanto, era posible que los individuos 

most rasen una dist r ibución en la respuesta y que los datos no fuesen tan 

homogéneos como podría ser una población de ratas o ratones concebidos y 

cr iados en un bioter io en condiciones cont roladas.   
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Figura 36. Efecto de E2 sobre la act ividad de hidroxilasa del CypP450c17 en cada 

período del año. En estos gráficos se representan todos los anim ales estudiados. 

Dent ro de cada gráfico puede observarse claram ente la separación de perfiles de 

respuesta al t ratam iento en dist intos grupos.  
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Figura 37. Efecto de E2 en la act ividad de liasa del CypP450c17 en cada período 

del año. En estos gráficos se representan todos los anim ales estudiados. Dent ro de 

cada gráfico puede observarse claram ente la separación de perfiles de respuesta al 

t ratam iento en dist intos grupos.  
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Finalmente, y dado que no fue posible realizar un análisis factorial 

mediante bloques, se optó por realizar un ANOVA de dos factores (Tratamiento 

con E2 y Período) . En el caso de la act iv idad de hidroxilasa se observó una 

interacción no significat iva ent re ambos factores (p=  0,9896)  y los efectos 

principales también fueron no significat ivos (p=  0,9955 para Tratamiento;  p=  

0,0986 para Período) . En el caso de la act iv idad de liasa se observaron los 

m ismos resultados, solo que con dist inta significancia (p=  0,8850 para 

Período Grupo Individuos E2 plasmático 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  

Período Grupo Individuos E2 plasmático 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  

 

A 

B 

Tabla 3.  Concent raciones plasm át icas de E2  en cada grupo de perfiles de 
respuesta de la act ividad de CypP450c17 hidroxilasa (A)  y liasa (B)  al t ratam iento 
con E2.  Las concent raciones plasm át icas se determ inaron mediante 
radioinmunoensayo y se expresan com o pg de E2 por m l de plasm a. En esta tabla 
se expresan las m edias para cada grupo y los valores se analizaron m ediante 
Kruskal-Wallis o Wilcoxon, según corresponda.  
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Interacción, p=  0,4566 para Tratamiento, p=  0,1359 para Período) . Como se 

observa en la Figura 38, estos resultados sugieren que el t ratam iento con E2 

no t iene efecto sobre ninguna de las act iv idades de la enzima CypP450c17 

test icular a lo largo de todo el año. 
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Figura 38. Valores de las act ividades de la enzim a CypP450c17 luego del 
t ratam iento  con E2.  Las determ inaciones se realizaron com o fuera detallado en 
Materiales y Métodos.  Los resultados de la act ividad enzim át ica luego del 
t ratam iento se expresaron com o una proporción referida a la act ividad enzim át ica 
inicial y los resultados se expresan com o la Media ±  EE. (A)  Act ividad de 
hidroxilasa. (B)  Act ividad de liasa.  
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Se analizó tam bién el efecto de E2 sobre la expresión de la proteína 

CypP450c17 mediante la técnica de Western blot .  Para ello se empleó un 

ant icuerpo policlonal hecho cont ra los am inoácidos 331-410, cercanos al 

ext remo C- term inal de la proteína CYP17A1 de ratón. Estudios anter iores de 

nuest ro laborator io analizaron que esta secuencia de ratón posee alta 

homología  con diversas especies de anfibios (X. laevis, Silurana tropicalis, R. 

rugosa, Rana dybowskii) . En el análisis del Western blot  se realizó un cont rol 

posit ivo ut ilizando homogenato de ratón y se detectó una banda 

inmunorreact iva de un peso molecular de aproximadamente 60 KD, que es 

sim ilar al peso molecular reportado para esta proteína en ratón (Figura 39 C) .  

Al igual que los datos de act iv idad de CypP450c17, los resultados de la 

cant idad de proteína del CypP450c17 se expresaron referidos al t iempo cero y 

se analizaron mediante ANOVA de dos factores (Período y Tratamiento con E2) . 

La Figura 39 muest ra que la cant idad de CypP450c17 no varía en los dist intos 

períodos y que, además, el t ratam iento con E2 no afecta la expresión de esta 

enzima (p=  0,9917 para Período, p=  0,6209 para Tratamiento con E2) .  
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Figura 39. Efecto del t ratam iento con E2 sobre la expresión de la proteína 

CypP450c17 determ inada por Western blot , com o se indica en Materiales y 

Métodos.  (A)  El análisis densitom ét rico se realizó con el program a Im ageGauge. La 

cant idad de proteína CypP450c17 se expresó com o una proporción sobre los 

valores iniciales a t iempo cero y com o cont rol de carga se ut ilizó β-act ina. Los 

resultados se expresan com o la Media ±  EE. PreR:  n= 5, R:  n= 5, PostR:  n= 5.  (B)  

Esta figura m uest ra la m em brana correspondiente a un experim ento 

representat ivo. (C)  Cont rol posit ivo ut ilizando homogenato de ratón.  
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Por ot ra parte, se analizó el efecto de E2 sobre la act iv idad de la enzima 

3β-HSD/ I . Al igual que para el CypP450c17, debido a la var iabilidad de los 

datos se intentó realizar un ANOVA por bloques pero esto no fue posible dado 

que en este caso también se observó una interacción significat iva, es decir, los 

individuos respondieron de modo dist into al t ratam iento con E2. Nuevamente, 

esto no resulta sorprendente debido a que se t rata de animales adultos 

provenientes de poblaciones naturales que probablemente tengan mayor o 

menor sensibilidad al t ratam iento y, por lo tanto, era esperable que los 

individuos muest ren una dist r ibución en la respuesta.  

Por ot ra parte, como se muest ra en la Figura 40, los perfiles de 

respuesta al t ratam iento para la act iv idad de 3β-HSD/ I  pueden separarse en 

dos poblaciones de datos solo en el período PreR, dado que en el R y PostR los 

sapos responden al t ratam iento de un modo más homogéneo. Al analizar estos 

datos mediante estadíst ica paramétr ica, se observó que el E2 no varía 

significat ivamente ent re los individuos de ambos grupos aunque se observa 

una clara tendencia al incremento de los niveles plasmát icos de E2 en los 

animales del grupo que más responden, lo cual resulta difícil de explicar (Tabla 

4) . Por lo tanto, al igual que en el caso del CypP450c17, esta variabilidad en la 

respuesta al t ratam iento con E2 no parecería estar relacionada con los dist intos 

niveles de E2 plasmát ico, por lo menos significat ivamente. 
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Figura 40. Efecto de E2 sobre la act ividad enzim át ica de 3β-HSD/ I  en cada 

período del año. En estos gráficos se realizaron con todos los anim ales 

estudiados.  
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En primer lugar, se analizaron los resultados del m ismo modo que para 

CypP450c17 mediante ANOVA de dos factores. Con este diseño estadíst ico se 

observó una interacción no significat iva ent re ambos factores (p=  0,1312) . La 

actividad de 3β-HSD/ I  relat iv izada a los valores enzimát icos iniciales es 

significat ivamente m ayor en el período PostR (p< 0,0001)  y no se detectó 

significancia en el factor Tratamiento (p=  0,8502) . Sin embargo, estos 

resultados fueron llamat ivos dado que los valores individuales de cada animal 

analizado reflejan una tendencia a la dism inución de las act iv idades 

enzimát icas, al menos en el período PostR (Figura 40) . Es por ello que se 

decidió realizar ot ro diseño estadíst ico, analizando la act iv idad en cada período 

mediante ANOVA de un factor (Período)  y el efecto del t ratam iento con E2 

mediante ANOVA de un factor para cada período (Tratamiento con E2) , 

corregido por Bonferroni y acompañado por cont rastes a posteriori mediante 

Tukey. Se observó que, al igual que en el análisis de dos factores, la act iv idad 

de 3β-HSD/ I  relat iv izada a los valores enzimát icos iniciales es 

significat ivamente mayor en el período PostR (PreR:  0,760 ±  0,035;  R:  0,762 

±  0,047;  PostR:  1,030 ±  0,034, p< 0,0001) . Por ot ra parte, con respecto al 

t ratam iento con E2, se observó que no hay efecto significat ivo en los períodos 

PreR ni R (p=  0,4076 y p=  0,9953, respect ivamente) . Sin embargo, en el 

período PostR se observó que el t ratam iento con E2 dism inuye 

Período Grupo Individuos E2 plasmático p 

PreR 1 1, 2, 4 372,7 ±  118,1 0,2273 

 2 3, 5, 6 645,6 ±  227,0  

Tabla 4. Concent raciones de E2  plasm át ico en cada grupo de perfiles de respuesta 
al t ratam iento. Las concent raciones plasm át icas se determ inaron m ediante 
radioinmunoensayo y se expresaron com o pg de E2 por m l de plasm a. En esta tabla 
se expresan las m edias y los DE para cada grupo y los valores se analizaron 
m ediante la prueba t -Student .   
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significat ivamente la act iv idad de la enzima 3β-HSD/ I  (C:  1,158 ±  0,062;  2nM:  

0,966 ±  0,041;  20nM:  0,966 ±  0,048, p=  0,017) . De este modo, el análisis 

mediante ANOVA de dos factores arroja resultados dist intos al análisis de 

ANOVA de un factor. Esto se debe a que en este últ imo caso, la diferencia en el 

período PostR está en el lím ite de significancia luego de realizar la corrección 

por Bonferroni (α=  0,017) . Sin embargo, y dado que en todos los individuos la 

actividad de 3β-HSD/ I  dism inuyó luego del t ratam iento con E2, el análisis 

estadíst ico más 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 

período PreR y R el t ratam iento con E2 no afecta la actividad de la enzima 3β-

HSD/ I  pero durante el PostR el E2 inhibir ía la act iv idad de esta enzima. Cabe 

también destacar que durante el período PostR todos los anim ales most raron 

un incremento en la act iv idad de la enzim a luego de 24 hs de t ratam iento y 

por eso la act iv idad enzimát ica relat iv izada a t iempo cero es mayor a uno. Esto 

sugiere que, f isiológicamente, algún o algunos factores del animal podrían 

estar reprim iendo la act iv idad enzimát ica y que esta inhibición se pierda al 

incubar los fragmentos test iculares in vitro.   
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Figura 41. Efecto del E2 sobre la act ividad de la enzim a 3β-HSD/ I . Las 

determ inaciones enzim át icas se realizaron a t iem po cero y luego de 24 hs de 

t ratam iento com o fuera descripto en Materiales y Métodos.  Los resultados de la 

act ividad enzim át ica luego del t ratam iento se expresaron com o una proporción 

referida a la act ividad enzim át ica inicial y los resultados se expresan com o la Media 

±  EE. Las let ras dist intas indican diferencias sign ificat ivas:  las m ayúsculas refieren 

a las diferencias ent re períodos y las m inúsculas refieren a las diferencias ent re 

t ratam ientos. PreR:  n= 6, R:  n=  4, PostR:  n= 5.  
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En síntesis, estos resultados indican que el t ratam iento con E2 no modifica 

ni la act iv idad enzimát ica ni la cant idad de proteína del CypP450c17 que, como 

se mencionó en la Introducción, es una de las pr incipales enzimas regulatorias 

en la vía esteroidogénica test icular  debido a que su dism inución en el período R 

provoca la caída de los niveles de andrógenos (Fernández Solari y col., 2002;  

Denari y Ceballos, 2005) . A pesar que los est rógenos parecen no estar 

involucrados en la regulación de CypP450c17, el E2 dism inuye la act iv idad de la 

enzima 3β-HSD/ I  durante el período PostR. Por lo tanto, dicha hormona podría 

modular la esteroidogénesis test icular mediante su acción sobre la enzima 3β-

HSD/ I  durante el período PostR, dado que la dism inución de esta act iv idad 

enzimát ica provoca una caída en la conversión de los 3-hidroxi-5-ene 

esteroides en sus respect ivos 3-oxo-4-ene derivados. 

Efecto de E2 sobre la apoptosis testicular 

Como se mencionó en la Introducción, el E2 regula el equilibr io ent re la 

supervivencia, la apoptosis y la proliferación celular en numerosos tej idos. En 

el caso del test ículo se demost ró que los est rógenos inducen la apoptosis de la 

línea germ inal en mamíferos (Nair y Shaha, 2003;  Mishra y Shaha, 2005)  y, si 

bien se estudió la importancia de la apoptosis en la espermatogénesis de 

anfibios, hasta el momento no se había invest igado el rol que podría 

desempeñar el E2 en las var iaciones estacionales de la apoptosis de la línea 

germ inal.  

Con el objet ivo de analizar el efecto de E2 sobre la apoptosis test icular 

en R. arenarum, luego del t ratam iento con E2 los fragmentos test iculares se 

procesaron para histología y se determ inó la apoptosis con el método de 

TUNEL con fluorescencia, como se describió en Materiales y Métodos. La Figura 

42 muest ra que luego del t ratam iento con E2,  en el período PreR no se observa 

fluorescencia asociada a la apoptosis, sugir iendo que en este período el E2 no 

induce un aumento en la apoptosis. Por ot ro lado, como se observa en la 

Figura 43, los fragmentos test iculares de animales provenientes del período R 

muest ran bajos niveles de fluorescencia     en   el    cont rol  y    un     aumento  
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de la fluorescencia en los fragmentos incubados con E2. Por ot ra parte, la 

Figura 44 muest ra que en los fragmentos test iculares de los animales del 

período PostR los niveles de fluorescencia asociada a apoptosis son elevados 

no sólo en los cortes provenientes de fragmentos t ratados con E2 sino que 

también en el tej ido cont rol.  
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Figura 42. Efecto del t ratam iento con E2 sobre la apoptosis test icular durante el 

período PreR. (B,E,H) :  los núcleos apoptót icos se marcaron con fluoresceína m ediante 

un kit  com ercial, com o se explicó en Materiales y Métodos.  (A, D, G) :  se realizó una 

cont rat inción con ioduro de propidio. (C, F, I ) :  fusión. (A-C) :  secciones cont rol. (D-F) ;  

fragm entos t ratados con 2 nM E2.  (G- I ) :  fragm entos t ratados con 20 nM E2.  
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Figura 43. Efecto del t ratam iento con E2 sobre la apoptosis test icular durante el 

período R. (B,E,H) :  los núcleos apoptót icos se m arcaron con fluoresceína m ediante un 

kit  com ercial, com o se explicó en Materiales y Métodos.  (A, D, G) :  se realizó una 

cont rat inción con ioduro de propidio. (C, F, I ) :  fusión. (A-C) :  secciones cont rol. (D-F) ;  

fragm entos t ratados con 2 nM E2.  (G- I ) :  fragm entos t ratados con 20 nM E2.  
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Figura 44. Efecto del t ratam iento con E2 sobre la apoptosis test icular durante el 

período PostR. (B,E,H) :  los núcleos apoptót icos se m arcaron con fluoresceína 

m ediante un kit  com ercial, com o se explicó en Materiales y Métodos.  (A, D, G) :  se 

realizó una cont rat inción con ioduro de propidio. (C, F, I ) :  fusión. (A-C) :  secciones 

cont rol. (D-F) ;  fragm entos t ratados con 2 nM E2.  (G- I ) :  fragm entos t ratados con 20 

nM E2.  
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El análisis cualitat ivo de los resultados fue complementado con un 

análisis cuant itat ivo. Para cuant if icar los resultados se tuvo en cuenta el 

número de núcleos apoptót icos en cada sección test icular , como se detallara 

en el Capítulo 1 (Figura 45, Tabla 5) . La cuant if icación se analizó mediante 

ANOVA de un factor y se observó que en el período PreR no existen diferencias 

significat ivas ent re los t ratam ientos (Tabla 5, p=  0,8378) . Por ot ra parte, la 

Figura 44 refleja que en el período R hay apoptosis inducida por el t ratam iento 

con E2, aunque solo se observan diferencias en el t ratam iento con 2 nM de E2 

(Tabla 5, p=  0,0280) . Finalmente, en el período PostR se observó una elevada 

tasa de apoptosis en todos los t ratam ientos, inclusive en el cont rol,  y no hay 

diferencias significat ivas ent re los t ratam ientos (p=  0,9119) .  

 

Período C 2 nM E2 20 nM E2 

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 

 

 

 

 

Estos resultados sugieren que el t ratam iento con E2 no induce apoptosis 

en los cistos test iculares durante el período PreR, cuando los niveles de E2 

plasmát icos son m ínimos, pero sí lo hace durante el R. Por ot ra parte, también 

sugieren que hay una elevada apoptosis test icular en todos los t ratam ientos 

del período PostR, cuando los niveles plasmát icos de E2 son máximos. 

Tabla 5. Apoptosis luego del t ratam iento con E2.  Los resultados se cuant ificaron 
según el núm ero de núcleos apoptót icos observados en cada sección y la 

cuant ificación se expresa com o la m edia ±  EE. Los valores se analizaron m ediante 
un ANOVA de un factor para cada período, seguido de un cont raste a posteriori 
m ediante el test  de Tukey.  

 



Capítulo 3                                                                          Tesis Doctoral M. F. Scaia 

140 

a

b

ab

0

50

100

150

200

250

300

350

PreR R PostR

N
ú

c
le

o
s
 a

p
o

p
tó

ti
c
o

s

C 2 nM 20 nM

 

 

 

 

 

Además, se analizaron las secciones de cada animal estudiado y se 

determ inó cuáles eran los t ipos celulares que sufrían apoptosis en cada caso. 

Como indica la Figura 46, en el período R la gran mayoría de núcleos 

apoptót icos corresponde a espermatocitos m ient ras que muy pocos 

corresponden a espermát idas y ninguno a espermatogonias. Por ot ra parte, en 

el período PreR se observan algunas espermatogonias apoptót icas en dos de 

los individuos analizados. Sin embargo, cabe destacar que en este período la 

tasa de apoptosis detectada es tan baja que se podría afirmar que la apoptosis 

en espermatogonias es práct icamente despreciable. Con respecto al período 

PostR, la apoptosis ocurre mayoritar iamente en espermatocitos aunque 

también en espermát idas. En este caso se observó apoptosis en 

espermatogonias pero en un solo individuo y fueron pocas (en cont rol y en el 

t ratam iento con 20 nM de E2) . Estos resultados señalan que la apoptosis 

durante los períodos R y PostR ocurre mayoritar iamente en los espermatocitos 

y está práct icamente ausente en las espermatogonias. 

Figura 45. Efecto de E2 sobre la apoptosis. Se estudiaron 4 anim ales de cada 

período luego de incubar los fragm entos test iculares con 2  nM y 20 nM de E2. El 

tej ido se procesó para inmunohistoquím ica com o se detalla en Materiales y 

Métodos.  La cuant ificación de núcleos apoptót icos se realizó con el program a 

Im ageJ y los valores están expresados com o la Media ±  EE. Las let ras dist intas 

indican diferencias significat ivas.  
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Figura 46. Efecto de E2 sobre la apoptosis de los dist intos t ipos celulares. Cada 

gráfico m uest ra la inform ación de los 4 individuos estudiados en cada período. S1-S4 

refiere al núm ero de sapo.  
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Efecto del E2 sobre la proliferación celular en el testículo 

Finalm ente, t eniendo en cuenta que el E2 regula la proliferación celular  

en los test ículos de algunas especies de anfibios,  luego del t ratam iento con E2 

y con el objet ivo de estudiar el efecto de E2 sobre la proliferación test icular , se 

incubaron los fragm entos test iculares con 1 m M de BrdU. Luego se determ inó 

la incorporación de BrdU m ediante inm unohistoquím ica, com o se detalla en 

Materiales y Métodos del Capítulo 2.  En las Figuras 47 y 49 se m uest ra que la 

proliferación celular  es m uy baja en los períodos PreR y PostR, y se observaron 

pocos cistos inm unomarcados en todos los t ratam ientos. En cam bio, en los 

fragm entos test iculares correspondientes al período R se detectó proliferación 

en esperm atogonias en todos los t ratam ientos (Figura 48) . Cabe destacar que 

la incorporación de BrdU solam ente se observó en esperm atogonias y que no 

se observó inm unomarca en el cont rol negat ivo (Figura 49) . 
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Figura 47. Período PreR 

Efecto del t ratam iento por 

24 hs con E2 sobre la 

proliferación test icular . Los 

fragm entos de test ículo se 

incubaron con BrdU com o se 

detalló en Materiales y 

Métodos. (A)  Sección cont rol 

(B)  Sección t ratada con 2 nM 

E2. (C)  Sección t ratada con 

20 nM E2. 
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Figura 48. Período R. 

Efecto del t ratam iento por 

24 hs con E2 sobre la 

proliferación test icular. Los 

fragm entos de test ículo se 

incubaron con BrdU com o se 

detalló en Materiales y 

Métodos. Las flechas señalan 

cistos de gonias en 

proliferación. (A)  Sección 

cont rol (B)  Sección t ratada 

con 2 nM E2. (C)  Sección 

t ratada con 20 nM E2. 
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Figura 49. Período PostR. 

Efecto del t ratam iento por 

24 hs con E2 sobre la 

proliferación test icular. Los 

fragm entos de test ículo se 

incubaron con BrdU com o se 

detalló en Materiales y 

Métodos. (A)  Sección cont rol 

(B)  Sección t ratada con 2 nM 

E2. (C)  Sección t ratada con 

20 nM E2. 
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Figura 50. Proliferación celular en test ículo. (A)  Detalle de inmunom arca en 

esperm atogonias de fragm entos test iculares correspondientes al período R.  (B) 

Cont rol negat ivo sin ant icuerpo prim ario. 
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Los resultados acerca de la proliferación celular  fueron cuant ificados y 

expresados de dos m aneras diferentes. La Tabla 6 y la Figura 51A m uest ran 

que al expresar los resultados como el porcentaje de cistos de 

esperm atogonias inm unomarcadas sobre el total de cistos de esperm atogonias 

presentes en cada lóbulo no se observan diferencias signif icat ivas ent re el 

cont rol y los t ratam ientos, en ninguno de los períodos (Tabla 6;  PreR:  

p= 0,095;  R:  p=  0,3418;  PostR:  p=  0,632) . Com o se observa en la Figura 51B, 

al expresar los resultados com o el porcentaje de cistos de esperm atogonias 

inm unom arcadas sobre el total de cistos presentes en cada lóbulo,  se observan 

los m ism os resultados pero con dist inta 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 ot ras especies de anuros, el t ratam iento con E2 

en R. arenarum no est im ula la proliferación test icu lar  en ningún período del 

año, al m enos en estas condiciones exper im entales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A    

Período C 2 nM E2  20 nM E2  

PreR 10,0 ±  3,7 3,1 ±  1,3 2,8 ±  2 

R 28,7 ±  9,6 14,9 ±  6,1 15,4 ±  5,2 

PostR 14,5 ±  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 5,7 ±  1,5 5,9 ± 1,3 

PostR 4,8 ±  1,9 2,8 ±  1,8  3,4 ±  1,5 

Tabla 6. Proliferación celular luego del t ratam iento con E2. Los resultados se 
expresan com o la m edia ±  EE. Los valores se analizaron m ediante un ANOVA de un 
factor para cada período, seguido de un contraste a posteriori m ediante el test  de 
Tukey. A. Los resultados se expresan com o el porcentaje de cistos de 
esperm atogonias inmunom arcadas sobre el total de cistos de esperm atogonias 
presentes en cada lóbulo. B. Los resultados se expresan com o el porcentaje de 
cistos de esperm atogonias inmunom arcadas sobre el total de cistos presentes en 
cada lóbulo. 
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Figura 51. Efecto de E2 sobre la proliferación test icular. Se analizaron 5 lóbulos de 
5 anim ales correspondientes a cada período, y los valores se expresaron com o la 
Media ±  EE. A. Los resultados están expresados com o el porcentaje de cistos de 
esperm atogonias inmunoposit ivas sobre el total de cistos de esperm atogonias 
presentes en cada lóbulo. No se observaron diferencias significat ivas (PreR:  
p= 0,095;  R:  p=  0,3418;  PostR:  p=  0,6320) . B. Los resultados están expresados 
com o el porcentaje de cistos de esperm atogonias inmunoposit ivas sobre el total de 
cistos en cada lóbulo. No se observaron diferencias significat ivas (PreR:  p= 0,2822;  
R:  p= 0,4708;  PostR:  p=  0,7097) . 
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En síntesis, estos resultados indican que el t ratam iento con E2 regula la 

esperm atogénesis en el t est ículo de R. arenarum.  Si bien no prom ueve la 

proliferación celular  en las condiciones exper im entales em pleadas esta tesis, el 

E2 est im ula significat ivam ente la apoptosis de la línea germ inal durante el 

período R, m ayor itar iam ente de los espermatocitos. 
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Discusión 

Como se mencionó en la Introducción, algunos agentes quím icos 

ut ilizados como herbicidas o pest icidas se comportan como disruptores 

endócrinos y algunos de ellos t ienen un efecto est rogénico debido a que, ent re 

ot ras cosas, aumentan la act iv idad de la enzima aromatasa. En los anfibios en 

part icular, algunos t rabajos proponen efectos sim ilares sobre la act iv idad de 

aromatasa, provocando el desarrollo de anormalidades gonadales y la 

fem inización 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 

observó que modificaciones en la act iv idad de la enzima aromatasa producen 

anormalidades en el test ículo y un desvío en la proporción de sexos (Chardard 

y Doumon, 1999;  Jia y col., 2014) . Como ya se explicó, los individuos de la 

fam ilia Bufonidae poseen BO y en R. marina este órgano está altamente 

afectado y modificado en los individuos provenientes de zonas agrícolas 

(McCoy y col., 2008) . En este contexto, y teniendo en cuenta los resultados del 

Capítulo 1 de esta tesis que proponen que el BO es una de las pr incipales 

fuentes de E2 en machos de R. arenarum, resulta de gran relevancia el estudio 

del efecto que t ienen los est rógenos sobre la función test icular en especies de 

la fam ilia Bufonidae.  

Uno de los principales objet ivos de este capítulo fue estudiar el efecto 

del E2 en la act iv idad de ciertas enzimas esteroidogénicas test iculares 

involucradas en la producción de andrógenos. Como se mencionó en la 

Introducción, el E2 dism inuye la expresión de ciertas enzimas esteroidogénicas 

en la t rucha y produce una dism inución de los niveles plasmát icos de 

testosterona en  X. laevis (Govoroun y col. , 2001;  Hecker y col.,  2005a) . En P. 

esculentus, el t ratam iento con E2 provocó una dism inución en la producción de 

andrógenos y se propuso que esta caída estaba asociada a la inhibición de la 

act iv idad 17-hidroxilásica del CypP450c17 test icular (Pierantoni y col., 1986;  

Fasano y col., 1989, 1991) .  

En primer lugar se evaluó el efecto del E2 sobre la act iv idad de la enzima 
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CypP450c17 dado que en R. arenarum, como en ot ros animales, es la enzima 

clave para la síntesis de andrógenos a part ir  de derivados de 21 átomos de 

carbono. El sapo común es una especie con pat rón reproduct ivo disociado de 

andrógenos debido a que las concent raciones plasmát icas de testosterona y de 

5α-DHT dism inuyen en el período R. En nuest ro laboratorio, se demost ró que la 

dism inución en la producción de andrógenos está asociada a la dism inución de 

la enzima CypP450c17 durante este período (Fernández Solari y col., 2002) . 

Se demost ró, además, que esta enzim a se inhibe luego de t ratam ientos 

prolongados con  FSH y por hCG (Canosa y Ceballos, 2002a, b)  y, por lo tanto, 

su dism inución en el período R podría deberse, al menos en parte, a un 

aumento en los niveles de ARNm de FSHβ descriptos para ese m ismo período 

(Volonter i y col. , 2013) . Además, las concent raciones plasmát icas de 

cort icosterona son mayores en el período R y cort icosterona y su derivado 5α-

reducido también inhiben la act iv idad del CypP450c17 (Denari y Ceballos, 

2005;  Tesone y col.,  2011) . Por lo tanto, esta enzima const ituye un punto 

clave de regulación en la vía esteroidogénica de esta especie y es por ello que 

se decidió evaluar el efecto de E2 sobre su act iv idad.  

Luego de analizar estadíst icamente los resultados se determ inó que el E2  

no t iene efecto sobre la act iv idad enzimát ica de CypP450c17 ni tampoco sobre 

la cant idad de proteína. Estos resultados difieren de lo que ocurre en P. 

esculentus, donde E2 sí inhibe la act iv idad de hidroxilasa del CypP450c17 

(Fasano y col., 1991) , lo que podría deberse a la amplia diversidad de 

mecanismos existentes ent re las dist intas fam ilias de anfibios sumado a 

diferencias inter-específicas. Por ot ra parte, los individuos respondieron de 

dist into modo al t ratam iento con E2 y, por lo tanto, los perfiles de respuesta 

individuales de las act iv idades de hidroxilasa y de liasa pudieron agruparse en 

dos o t res subgrupos dentro de cada período (Figuras 36 y 37) . Una de las 

posibilidades a analizar es que esta separación de los perfiles de respuesta 

individuales esté relacionada con dist intas concent raciones plasmát icas de E2.  

Sin embargo, al evaluarlo estadíst icamente se observó que las concent raciones 

de E2 en circulación no explicarían estas diferencias individuales. Es muy 
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probable que ot ras variables no contempladas en esta tesis influyan en los 

perfiles de respuesta de la act iv idad de la enzima CypP450c17, ent re ellas las 

concent raciones de FSH y de los glucocort icoides. Cabe destacar también que 

no resulta sorprendente que los animales hayan respondido de dist into modo 

al t ratam iento con E2 debido a que, como ya se dijera, se t rabajó con animales 

adultos provenientes de poblaciones naturales que pueden haber estado 

expuestos a dist intos factores y condiciones a lo largo de su vida, además de 

tener mayor o menor sensibilidad al t ratam iento dependiendo de variaciones 

en su perfil genét ico, ent re ot ros factores. Probablemente sea este el mot ivo 

por el cual existan respuestas diferenciales y por ende los datos no sean tan 

homogéneos como podrían ser lo si se t rabajase con una población endocriada 

en un bioter io en condiciones cont roladas. Esta es una de las lim itaciones de 

t rabajar con poblaciones naturales pero a su vez es uno de los mot ivos que 

realzan el interés por el estudio de estos modelos experimentales.  

Por ot ro lado, se evaluó el efecto de E2 sobre la act iv idad de la enzima 

3β-HSD/ I . Esta enzima es la encargada de convert ir  los 3-hidroxi-5-ene 

esteroides en 3-oxo-4-ene esteroides y const ituye un paso fundamental en la 

biosíntesis de cort icosteroides, progestágenos, andrógenos y est rógenos. Como 

se mencionó en la Introducción, la act iv idad de esta enzima es mayor en el 

período reproduct ivo que en el no reproduct ivo y no es regulada ni por 

gonadot rofinas ni por GnRH (Pozzi y col. , 1997;  Canosa y Ceballos, 2002;  

Canosa y col. , 2002) . En este caso, se observó que los individuos de los 

períodos R y PostR respondieron al t ratam iento de un modo más homogéneo. 

Sólo en el período PreR los perfiles de respuesta al t ratam iento se separaron 

en dos grupos y esto, al igual que lo que ocurr ió en CypP450c17, no parece 

estar relacionado con las concent raciones plasmát icas de E2 (Figura 40, Tabla 

4) . A pesar de que no se encont raron diferencias estadíst icas ent re las 

concent raciones plasmát icas de E2 de ambos grupos, los animales con mayores 

concent raciones plasmát icas de E2 son los que parecen responder 

posit ivamente al t ratam iento, lo cual resulta difícil de explicar  (Tabla 4) . El 

análisis estadíst ico de los resultados most ró que el E2 reduce la act iv idad de 
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3β-HSD/ I  durante el período PostR pero no durante el resto del año. Estos 

resultados sugieren que en R. arenarum el E2 podría modular la producción de 

3-oxo-4-ene esteroides. Un aspecto importante, ya destacado en la sección 

Resultados de este capítulo, es que en el período PostR todos los animales 

most raron una tendencia al aumento en la act iv idad de dicha enzima luego de 

24 hs de t ratam iento in vitro, lo cual podría sugerir  que durante ese período 

algún/ os factor/ es en el animal repr imen la act iv idad enzimát ica. Si se t iene en 

cuenta que las concentraciones plasmát icas de E2 son máximas en este período 

y que es precisamente en este período cuando el t ratam iento con E2 t iene un 

efecto inhibidor, se podría pensar que esta hormona inhibe también la 

act iv idad de esta enzima in vivo.  

Las hormonas esteroideas son fundamentales en la regulación de la 

espermatogénesis en mam íferos vía su acción sobre la proliferación celular y la 

apoptosis de la línea germ inal (para una revisión, ver Shaha 2008b) . En 

part icular, los est rógenos t ienen un rol im portante en la espermatogénesis de 

mam íferos y pueden regular la apoptosis mediante diversos mecanismos (para 

una revisión, ver Vasconsuelo y col., 2011) . Los est rógenos inducen la 

apoptosis de la línea germ inal mediante un aum ento en la expresión de 

Fas/ FasL (Nair y Shaha, 2003;  Mishra y Shaha, 2005) . En anfibios aún no se 

había estudiado el efecto de los est rógenos en la apoptosis test icular pero sí su 

relación con ot ros aspectos de la espermatogénesis. En este grupo, el rol del E2 

varía según el estadio de la espermatogénesis, el estadio de desarrollo y la 

especie analizada. En X. laevis se observó una aceleración de la 

espermatogénesis en larvas expuestas a E2, debido a un aumento del 

porcentaje de espermatocitos, espermát idas y espermatozoides (Hu y col., 

2008) . En cambio, en adultos de L. pipiens los est rógenos ret rasan la 

formación de espermatogonias I I  y de espermatocitos y aceleran los estadios 

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

Por ot ra parte, en algunas especies de anfibios la espermatogénesis está 

int r ínsecamente relacionada a las var iaciones estacionales en la apoptosis de la 

línea germ inal. Com o ya se mencionó en la Introducción, en urodelos se 



Capítulo 3                                                                          Tesis Doctoral M. F. Scaia 

154 

observó apoptosis en células de la línea germ inal 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 test icular, siendo éstos elevados en test ículos de animales 

del período reproduct ivo (Sasso-Cerri y col. , 2004) .  

En el Capítulo 2 de esta tesis se mostró que en R. arenarum hay 

var iaciones estacionales en la apoptosis de la línea germ inal, con los niveles de 

apoptosis significat ivamente mayores en el período PostR, cuando las 

concent raciones de E2 son máximas. Sin embargo, a pesar de que las 

var iaciones estacionales en la apoptosis juegan un rol fundamental en la 

espermatogénesis de anfibios, y que en mam íferos el E2 regula la apoptosis, 

hasta el momento no se había invest igado el rol del E2 en la apoptosis 

test icular de anfibios mediante exper imentos in vitro.  

Los resultados obtenidos en esta tesis  indican que existen pocos 

núcleos apoptót icos en todos los t ratam ientos realizados en el período PreR y 

muchos en todas las condiciones del período PostR (Figura 45) . Por ot ra parte, 

se observaron pocos núcleos apoptót icos en los fragmentos cont rol del período 

R y un incremento de la apoptosis en los fragmentos t ratados con E2 (Figura 

45) . Estos resultados perm iten suger ir que si durante el período R se produjera 

un incremento de E2, por síntesis endógena o por agentes fem inizantes, podría 

desencadenarse la apoptosis de los cistos con espermatocistos. Además, como 

se most ró en este capítulo, la apoptosis ocurre mayoritar iamente en 

espermatocitos I  y I I  y espermát idas (Figura 46) . Las espermatogonias 

apoptót icas 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 Capítulo 2 perm iten 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 

morir ían por apoptosis en el período PostR y serían “eliminados” mediante un 

mecanismo dependiente del E2.   
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Como se detalló en la Introducción, los est rógenos también están 

involucrados en la proliferación celular de las espermatogonias en algunas 

especies de anfibios. El rol de E2 en la proliferación de la línea germ inal fue 

intensamente estudiado en P. esculentus. En esta especie se analizaron las 

var iaciones estacionales en la expresión de PCNA y de c-kit  y se observó que 

ambos aumentan significat ivamente durante el período R, sugir iendo que la 

máxima proliferación ocurre durante dicho período (Raucci y Di Fiore, 2007) . 

Además, el estudio de las var iaciones plasmát icas de E2 en P. esculentus 

most ró que las concent raciones son máximas durante los meses 

correspondientes al período R (Varr iale y col., 1986, Fasano y col.,  1989) , 

sugir iendo una posible relación ent re el E2 y la proliferación de las 

espermatogonias. Estudios in vitro confirmaron esta asociación, ya que el 

t ratam iento con esta hormona est imula la m itosis de las espermatogonias 

mediante la act ivación de c- fos y la inducción de proteínas kinasas (Minucci y 

col.,  1997;  Cobellis y col. , 1999;  Chieffi y col.,  2000b) .  También se determ inó 

que el E2 induce la act ivación de Akt -1, que inact iva moléculas pro apoptót icas 

tales como Bad y caspasa-9 (Stabile y col. , 2006) . Además, el estudio de las 

var iaciones estacionales en la proliferación celular de R. arenarum, most rados 

en el Capítulo 2,  indicó que la proliferación espermatogonial es 

significat ivamente mayor en el período R, cuando los niveles de E2 plasmát icos 

com ienzan a aumentar. Teniendo en cuenta estos antecedentes, el últ imo 

objet ivo de esta tesis fue analizar si el E2 est imula también la proliferación 

celular en los test ículos de R. arenarum. 

Los resultados expuestos en este capítulo muest ran que la proliferación 

celular es baja en todas las condiciones experimentales del período PreR y 

PostR y elevada en todos los t ratam ientos en el período R, independientemente 

de la forma ut ilizada para la cuant ificación. El hecho de haber obtenido el 

m ismo resultado con ambas cuant if icaciones le otorga gran contundencia a los 

resultados. De este modo, el t ratam iento con E2 no indujo la proliferación 

celular en ningún período. De manera sim ilar, pero con una aproximación 

experimental in vivo,  el E2 tampoco est im ula la proliferación espermatogonial 

luego de 20 días de t ratam iento en L. pipiens.  
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Por lo tanto, el rol que desempeña el E2 en la proliferación 

espermatogonial varía ent re las dist intas especies de anuros. Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que existen diferencias en el t ipo de experimento 

realizado y en las especies analizadas. Por ejemplo, los dist intos t rabajos 

varían no solo en la especie estudiada sino tam bién en las dosis de E2 

empleada, en la duración del t ratam iento y en la ut ilización de sistemas in vivo 

o in vitro (Minucci y col. , 1997;  Cobellis y col. , 1999;  Chieffi y col. , 2000b;  

d´ I st r ia y col., 2003;  Tsai y col., 2003)  . Por lo tanto, si bien los resultados de 

esta tesis sugieren que el E2 no estaría involucrado en la regulación de la 

proliferación espermatogonial de R. arenarum, sería importante confirmar los 

mediante exper imentos in vivo.  

Por ot ra parte, ot ras hormonas podrían estar involucradas en la 

regulación de las var iaciones estacionales en la proliferación espermatogonial 

observadas en R. arenarum, como ocurre en ot ras especies. Por ejemplo, las 

gonadot rofinas podrían tener un rol importante en la proliferación celular, ya 

que se observó que FSH induce la proliferación espermatogonial en urodelos ( Ji 

y col., 1992;  Abé y Ji,  1994;  I to y Abé, 1999; ) . Además, como se mencionó en 

la Introducción, el t ratam iento con FSH de machos adultos hipofisectom izados 

de R. temporaria est imula la división de las espermatogonias (Lofts, 1961) . Si 

bien estos resultados sugieren un rol regulator io de FSH sobre la función 

test icular en anuros, no se puede descartar que su acción esté mediada por un 

aumento de la act iv idad de aromatasa y un consecuente aumento de E2.  

Ot ro candidato para regular los procesos de proliferación en el test ículo 

es GnRH, dado que en P. esculentus GnRH est imula la proliferación de las 

espermatogonias actuando directamente sobre el órgano (Minucci y col., 1986, 

1992) . Por ot ro lado, en los test ículos de R. arenarum se describieron 

receptores de GnRH (Canosa y col., 2002) , por lo que sería importante evaluar 

si en R. arenarum  también existe un efecto directo de GnRH sobre la 

proliferación espermatogonial. Además, en P. esculentus la proliferación está 

asociada a las var iaciones estacionales de la concent ración de testosterona 

(Raucci y Di Fiore, 2007)  m ient ras que en L. catesbeianus tanto la testosterona 



Capítulo 3                                                                          Tesis Doctoral M. F. Scaia 

157 

como el E2 cont rolan la proliferación celular (Caneguim  y col., 2013 a, b) . La 

melatonina también podría part icipar de la regulación de la proliferación ya que 

en P. esculentus inhibe la act iv idad m itót ica de las espermatogonias 

est imulada por E2 (d´ I st r ia y col. , 2003) . En R. arenarum se describieron las 

var iaciones estacionales en los valores de melatonina en plasm a, siendo estos 

significat ivamente mayores en el período PreR (Tesis doctoral Dra. Eleonora 

Regueira) . Por ello, sería importante cont inuar con el estudio in vivo para 

evaluar la posible relación ent re el E2 y la melatonina en la regulación de la 

proliferación espermatogonial en R. arenarum.  

En conclusión, los resultados expuestos en este capítulo de la tesis 

perm iten proponer que el E2 está involucrado en la regulación de la 

esteroidogénesis y la espermatogénesis. Si bien esta hormona no t iene ningún 

efecto sobre la act iv idad ni la cant idad de proteína de la enzim a CypP450c17, 

el t ratam iento con E2 dism inuye la act iv idad de 3β-HSD/ I  durante el período 

PostR. Además, el t ratam iento con E2 aumenta la apoptosis de la línea germ inal 

en el período R y las var iaciones estacionales en la apoptosis test icular estarían 

reguladas, al m enos en parte, por las variaciones estacionales en las 

concent raciones de E2. Por lo tanto,  los altos niveles de apoptosis descriptos 

para el período PostR en el Capítulo 2 podrían deberse a las altas 

concent raciones plasmát icas de E2 descriptas para este m ism o período en el 

Capítulo 1.  Además, los resultados expuestos en este capítulo sugieren que 

todos aquellos cistos que no se hubieren transformado en “matas de 

espermatozoides” listos para ser espermiados durante la estación reproductiva, 

son “eliminados” por apoptosis dependiente de E2 en el período PostR. Por 

últ imo, en las condiciones experimentales de esta tesis no se observó efecto 

del E2 sobre la proliferación espermatogonial.  Por lo tanto, para intentar 

comprender el mecanismo involucrado en las var iaciones estacionales de la 

proliferación celular, sería necesario ut ilizar ot ros esquemas experimentales, 

por ejemplo estudios in vivo contemplando la interacción ent re el E2 y ot ras 

hormonas, como por ejemplo la melatonina, la testosterona, GnRH y 

gonadot rofinas como FSH. Además, el estudio de las var iaciones estacionales 

en el receptor de E2 podría también cont ribuir al entendim iento de la relación 
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ent re el E2 y la espermatogénesis. 

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos en esta tesis.  

  PreR R PostR 

Capítulo 
1 E2 plasmát ico Bajo Alto Máxim o 

 T plasm át ico Máxim o Mínim o I nterm edio 

 
Act ividad total  
de arom atasa Baja Alta Alta 

  
Producción de E2 por el órgano de Bidder a 

part ir  de sust ratos endógenos 

  
Correlación significat iva ent re E2 plasmát ico, 

E2 producido por el órgano de Bidder y la 
act ividad total de la enzim a aromatasa 

Capítulo 
2 

Apoptosis de la 
línea germ inal 

Baja Baja Muy alta 

 
Proliferación de 

espermatogonias 
Baja Alta Baja 

 

Proliferación de 
células foliculares 

del órgano de 
Bidder 

Muy baja Alta Alta 

  
Presencia de ERβs en testículo, 

principalm ente en células de Sertoli 

  
Presencia de ERβs en el órgano de Bidder (en 

oocitos y células foliculares)  

Capítulo 
3 

Efecto de E2 sobre 
CypP450c17 

No No No 

 
Efecto de E2 sobre 

3βHSD/I No No I nhibe 

 
Efecto de E2 sobre 

apoptosis 
No Est imula No 

 
Efecto de E2 sobre 

proliferación de 
espermatogonias 

No No No 
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V. Conclusiones 

Al com ienzo de esta tesis se plantearon varias hipótesis teniendo en cuenta 

los t rabajos previos realizados en R. arenarum y los antecedentes de 

estudios endocrinológicos en dist intas especies de anfibios. Estas hipótesis 

se pusieron a prueba a lo largo de esta tesis y, a cont inuación, se enumera 

cuáles hipótesis fueron aceptadas y cuáles de ellas fueron rechazadas a 

part ir  de los resultados obtenidos en este t rabajo. 

1.  Existen var iaciones estacionales en las concentraciones de estradiol 

plasmát ico. 

Las concent raciones plasmát icas de est radiol son menores en el período 

PreR y aumentan gradualmente durante los meses correspondientes al 

período R, alcanzando valores máximos en el PostR. Es decir que los niveles 

de est radiol plasmát ico fluctúan a lo largo del año, por lo tanto se acepta 

esta hipótesis.  

2.  El órgano de Bidder es capaz de producir est radiol a part ir  de 

sust ratos endógenos. 

Luego de incubar los órganos de Bidder en buffer en ausencia de sust ratos 

exógenos se m idió producción de est radiol. Por lo tanto se acepta esta 

hipótesis. 

3.  Existe correlación ent re las concent raciones plasmát icas de est radiol, 

la act iv idad de la enzima aromatasa y la producción de est radiol por 

parte del órgano de Bidder. 

Teniendo en cuenta que los test ículos de esta especie no producen 

est radiol, y considerando que el órgano de Bidder expresa las enzimas 

necesarias para sintet izar lo, se propuso a este órgano como una de las 

principales fuentes de est radiol plasmát ico. Es por ello que se evaluó en qué 

medida las var iaciones de las concent raciones plasmát icas de est radiol 

estaban asociadas a las var iaciones de algunos parámetros del órgano de 

Bidder. Se observó que existe una correlación posit iva y significat iva ent re 

las concent raciones plasmát icas de est radiol y los niveles de est radiol 
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producidos por este órgano. Además, se encont ró ot ra correlación posit iva y 

significat iva ent re las concent raciones plasmát icas de est radiol y la act iv idad 

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

4.  Tanto el test ículo como el órgano de Bidder expresan el receptor de 

est rógenos. 

Se detectó la presencia del receptor de est rógenos mediante 

inmunohistoquím ica en ambos órganos provenientes de animales 

recolectados a lo largo del año. En el caso de los test ículos se observó que 

este receptor se localiza en el compart im ento interst icial y también en el 

germ inal. Si bien en algunos individuos se observó inmunomarca en los 

núcleos de espermatogonias, espermatocitos y espermát idas, el receptor de 

est rógenos se localiza principalmente en las células de Sertoli asociadas a 

las matas de espermatozoides y en las proyecciones citoplasm át icas de las 

células que engloban a los cistos espermatogénicos. Por ot ra parte se 

detectó también la presencia del receptor en los citoplasmas de las células 

foliculares y en los oocitos del órgano de Bidder . En este últ imo caso se 

observó marca de localización nuclear, perinuclear y en la perifer ia del 

ooplasma. Estos resultados sugieren que ambos órganos poseen el receptor 

de est rógenos y por lo tanto se acepta la hipótesis.  

5.  La apoptosis en el test ículo ocurre principalmente en los estadios 

más avanzados de la espermatogénesis y no en los estadios 

tempranos 

Los resultados muest ran que en los fragmentos test iculares obtenidos de 

animales capturados a lo largo del año, los núcleos apoptót icos 

corresponden a espermatocitos I  y I I  y a espermát idas. Los resultados 

sugieren que los cistos que no diferencian sus células germ inales en 

espermatozoides son “eliminados” por apoptosis y, consecuentemente, las 

nuevas espermatogonias son quienes darán lugar a la nueva onda 

espermatogénica. Por lo tanto se acepta esta hipótesis.  

6.  La apoptosis test icular y la proliferación de las espermatogonias son 

mayores en el período con máximos niveles de est radiol plasmát ico.  
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El estudio de las var iaciones estacionales de la apoptosis test icular  

mediante fluorescencia most ró que la apoptosis de la línea germ inal es baja 

en los períodos PreR y R y es elevada en el período PostR, cuando las 

concent raciones plasmát icas de est radiol son máximas. Al estudiar las 

var iaciones en la proliferación espermatogonial se observó que la 

proliferación celular es máxima en el período R y relat ivamente baja 

durante el resto del año. El hecho de no haber encont rado máxim a 

proliferación en el período PostR, cuando los niveles de est radiol en plasma 

son máximos, sugiere que probablemente haya ot ros factores involucrados 

en la regulación de la proliferación de la línea germ inal. Por lo tanto, se 

rechaza la hipótesis. 

7.  La proliferación de las células foliculares en el órgano de Bidder es 

mayor cuando los niveles de est radiol plasmát ico aumentan. 

Si bien aporte del est radiol producido por los órganos de Bidder sería 

fundamental para explicar las var iaciones en las concent raciones 

plasmát icas de est radiol, esto no estaría relacionado con el peso de los 

órganos sino probablemente con ot ros factores, como por ejemplo la 

proliferación de las células foliculares. Es por ello que se analizaron las 

var iaciones estacionales en la proliferación celular mediante la incorporación 

de BrdU, encont rándose una proliferación máxima de las células foliculares 

en los períodos R y PostR cuando los niveles plasmát icos de est radiol y la 

act iv idad total de la enzima aromatasa aumentan claramente con respecto 

al período PreR. Cabe destacar también que si bien se observó una baja 

proliferación de las células foliculares durante el período PreR, se detectó 

inmunomarca en los núcleos de los oocitos en este período. Estos resultados 

sugieren que habría síntesis de DNA en los oocitos del órgano de Bidder 

durante el período PreR. Por lo tanto, se acepta esta hipótesis.  

8.  El est radiol regula negat ivamente la esteroidogénesis test icular al 

inhibir la act iv idad de las enzimas esteroidogénicas. 

Los resultados sugieren que el est radiol no inhibe ni la act iv idad ni la 

cant idad de proteína de la enzim a CypP450c17 test icular. En cambio, inhibe 

la act iv idad de la enzima 3β-HSD/ I  sólo durante el período PostR, 
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sugir iendo que en R. arenarum el est radiol podría dism inuir la conversión de 

los 3-hidroxi-5-ene esteroides en 3-oxo-4-ene esteroides. En vista de 

estos resultados, se rechaza la hipótesis. 

9.  El est radiol regula la espermatogénesis, est imulando la apoptosis y 

promoviendo la proliferación espermatogonial.  

Luego de incubar los fragmentos test iculares con est radiol, se observó que 

esta hormona induce la apoptosis in vitro en el período R, m ient ras que la 

apoptosis test icular se mantuvo baja en todas las condiciones del período 

PreR, y alta en todas las del período PostR. El hecho de que la apoptosis 

test icular sea mayor en el período PostR, cuando los niveles plasmát icos de 

E2 son máximos, const ituye una evidencia indirecta in vivo y sugiere que los 

est rógenos inducen la apoptosis test icular  en esta especie. Por ot ra parte, 

no se observó inducción de la proliferación celular luego de las incubaciones 

con est radiol, al m enos en estas condiciones experimentales, y sería 

necesaria una aproximación in vivo para cont inuar evaluando el rol de los 

est rógenos en la proliferación de la línea germ inal y la posibilidad de que 

ot ros factores estén también part icipando de esta regulación. Por lo tanto, 

se rechaza la hipótesis.  

De este m odo, los resultados presentados en esta tesis muest ran, al 

menos parte, la importancia que t iene el E2 en la fisiología test icular de R. 

arenarum. En esta especie el E2 no es producido por el test ículo sino por el 

BO que, como se describió en el Capítulo 1, puede sintet izar esta hormona a 

part ir  de sust ratos endógenos. Además, las var iaciones estacionales en la 

act iv idad de la enzima aromatasa cont ribuyen al entendim iento de las 

var iaciones estacionales en los niveles plasmát icos de E2. Como se most ró 

en el Capítulo 2, el receptor de E2 está presente tanto en el BO como en el 

test ículo, lo cual sugiere que esta hormona podría regular no sólo la 

espermatogénesis sino también la oogénesis en el BO  de los m achos de R. 

arenarum. En ese m ismo capítulo se describió también la estacionalidad en 

la proliferación celular en ambos órganos y en la apoptosis test icular. 

Finalmente, en el Capítulo 3 de esta tesis se observó que el E2 dism inuye la 

actividad de 3β-HSD/ I  en el período PostR y aumenta la apoptosis test icular 
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in vitro en el período R, lo cual explicaría los altos niveles de apoptosis 

test icular observados en el período PostR. El hecho que ciertos agentes 

quím icos empleados en la act iv idad agrícola funcionen como disruptores 

endócrinos con función est rogénica y que el BO sea un órgano afectado por 

la act iv idad agrícola, llevan a cuest ionarse qué pasaría en el caso que los 

BO alcancen un desarrollo mayor en poblaciones de zonas agrarias. ¿Los 

niveles plasmát icos de E2 también aum entarían? ¿Qué ocurr ir ía con la 

regulación de la oogénesis y de la espermatogénesis en machos de esta 

especie? ¿Cómo afectaría esto a las var iaciones estacionales fisiológicas en 

la apoptosis de la línea germ inal y de las enzimas esteroidogénicas 

test iculares? ¿Qué influencia tendría en la reproducción de los individuos R. 

arenarum? ¿Cómo podría afectar a las poblaciones naturales y, en últ ima 

instancia, a la especie? Si bien la búsqueda de las respuestas a estos 

interrogantes está fuera del alcance de esta tesis, los estudios acerca de la 

regulación del órgano de Bidder y su relación con la fisiología test icular 

cont ribuyen a un mayor entendim iento de la endocrinología reproduct iva en 

los bufónidos provenientes de poblaciones naturales. 
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