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de un determinando comportamiento de manera dependiente del contexto social (Libersat y 

Pflüger, 2004; Nelson, 2011).  

Además de los mecanismos de remodelación estructural del sistema nervioso como 

consecuencia de la acción de algunas hormonas, como se describiera por ejemplo para el caso 

de la adolescencia, las hormonas también pueden actuar como neuromoduladores vía 

receptores específicos, estimulando o inhibiendo la actividad de las redes neuronales 

involucradas en la regulación del comportamiento, mecanismo conocido como de 

conmutación bioquímica (Oliveira, 2009). Asimismo, el carácter sistémico de las hormonas, 

permite la integración y coordinación de la neuromodulación de más de un circuito neural en 

simultáneo (Oliveira, 2009).  

Tras bambalinas de un caso popular 

 Desde Aristóteles, pasando por el experimento de Berthold, y hasta el día de hoy, un 

gran porcentaje de las publicaciones sobre endocrinología del comportamiento, se centran en 

la relación entre el comportamiento agresivo de los machos y los niveles de testosterona, el 

principal producto de secreción de los testículos de vertebrados (Demas y col., 2007). La 

asociación parecería ser extremadamente sólida y ha sido observada en diversas especies de 

todos los grupos de vertebrados. En primer lugar, en especies sociales, los niveles séricos de 

testosterona suelen ser más elevados en animales dominantes, que ejercen y sostienen su 

estatus a través de despliegues y enfrentamientos agresivos (Muller y Wrangham, 2004; Parikh 

y col., 2006). Los niveles de testosterona correlacionan además con la frecuencia del 

comportamiento agresivo (Cavigelli y Pereira, 2000; Lock y Bennet, 2015). Y por último, el 

bloqueo de la síntesis de testosterona, por ejemplo eliminando la fuente (los testículos), 

resulta en una caída en la intensidad o frecuencia del comportamiento, que luego es 

recuperada tras el tratamiento de sustitución con testosterona (Wingfield y col., 1987).      

La asociación entre la testosterona y la agresividad se encuentra fuertemente 

arraigada incluso a nivel cultural. En un estudio realizado por Eisenegger y col. (2010), un 

grupo de mujeres recibió una única dosis de testosterona sublingual o un placebo, antes de 

iniciar un ensayo donde se evaluó el comportamiento pro-social a través de un juego de 

negociación. En conformidad con las normas éticas, los investigadores debieron informar a las 

voluntarias que recibirían o un placebo o testosterona, pero sin avisarles qué tratamiento 

recibieron efectivamente. El resultado reveló que las mujeres que recibieron testosterona 

realizaron en promedio ofertas más justas comparadas con el grupo control. Curiosamente, el 
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testosterona a E2. A partir de este trabajo pionero, le siguieron muchos otros donde se 

demostró la presencia de la enzima aromatasa, responsable del pasaje de andrógenos de 19 

carbonos a estrógenos de 18 carbonos (Figura 2), en el cerebro de  los cordados (para una 

revisión ver Simpson y col., 2002). No obstante, para los investigadores, el cerebro seguía 

siendo un órgano receptor de esteroides y sólo se limitaba a su metabolización. No fue hasta la 

detección de la actividad de la enzima colesterol desmolasa o P450scc (del inglés side chain 

clevage), que cataliza el pasaje de colesterol a pregnenolona (el paso limitante 

hormonalmente regulado de la síntesis de todas las hormonas esteroideas [Yen y col., 2001]), 

que se reconoció el potencial endócrino del sistema nervioso (Walther y col., 1987). Hoy ya se 

definen a los neuroesteroides como aquellas hormonas esteroideas sintetizadas de novo por el 

sistema nervioso (Tsutsui y col., 2011), como es el caso del E2 involucrado en la regulación del 

comportamiento territorial en M. melodía morphna durante el período no reproductivo (Soma 

y col., 2000). Actualmente se considera a la síntesis de neuroesteroides a partir de colesterol 

como una característica conservada de todos los vertebrados (Tsutsui, 2016).  

 

 

Figura 2. Reacción de aromatización de testosterona a estradiol catalizada por el complejo 
aromatasa - NADPH-citocromo P450 reductasa. 

 

En el cerebro de mamíferos (Shibuya y col., 2003), aves (Tsutsui, 2011), anfibios (do 

Rego y Vaudry, 2016) y peces teleósteos (Diotel y col., 2011) se ha descripto la presencia de la 

gran mayoría de las enzimas involucradas en la síntesis de los esteroides conocidos (Figura 3). 

Las enzimas se expresan tanto en neuronas y células gliales del sistema nervioso central y 

periférico así como en la glándula pineal (Haraguchi y col., 2012), donde ejercen su efecto de 

manera local (Shibuya y col., 2003). 

Testosterona 

Aromatasa 
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espermatogénesis y la foliculogénesis en machos y hembras de vertebrados (Santen y col., 

2009). En los mamíferos, el gen de aromatasa se expresa en diversos tejidos a través de varios 

promotores tejido-específicos: células de la granulosa del ovario, células de Leydig y células de 

la serie espermatogénica del testículo, adipocitos, músculo, células endoteliales, placenta e 

hígado fetales, fibroblastos dérmicos, osteoblastos y osteoclastos, células endoteliales y el 

sistema nervioso (Simpson y col., 2002; Simpson, 2004).   

En el cerebro de los vertebrados la enzima aromatasa se expresa mayoritariamente en 

neuronas (a excepción de los peces teleósteos), si bien también se ha visto que se expresa en 

células gliales radiales durante el desarrollo embrionario y en la glía astrocitaria en áreas del 

cerebro adulto luego de daño físico o isquemia (Coumailleau y Kah, 2015; Forlano y col., 2001; 

Garcia-Segura y col., 1999; Martinez-Cerdeno y col., 2006; Roselli y col., 2009).  Análisis 

inmunohistoquímicos y de hibridación in situ revelan la presencia de aromatasa en 

determinadas regiones del cerebro de vertebrados, en particular en áreas del diencéfalo, como 

el hipotálamo y el área pre-óptica (APO), y del cerebro límbico, como por ejemplo el 

hipocampo (Roselli y col., 2009). La concentración de E2 en cada una de las regiones donde se 

expresa la enzima aromatasa, es regulada independientemente y puede alcanzar niveles entre 

50 y 200 veces superiores a los registrados en la circulación general (Hojo y col., 2004; Overk y 

col., 2013). A nivel celular, la actividad de la enzima aromatasa se detecta en el soma y en las 

neuritas de las neuronas. No obstante, el mayor porcentaje de actividad se observa en los 

botones pre-sinápticos en la superficie de las vesículas sinápticas (Balthazart y Ball, 2006). Más 

aún, la actividad enzimática es regulada diferencialmente entre ambos compartimentos (soma 

vs. botón sináptico) dentro de una misma neurona (Cornil y col., 2012). El aumento en la 

concentración de calcio intracelular como resultado de una despolarización inducida por 

potasio (Balthazart y col., 2001), o por la activación de los receptores AMPA y kainato de 

glutamato (Balthazart y col., 2006), resultan en una inactivación rápida (en cuestión de 

minutos) y reversible de la aromatasa dependiente de fosforilación, sin que se registren 

cambios en la concentración de la enzima. El ambiente social repercute también sobre la 

actividad de la aromatasa en regiones específicas del cerebro. En la codorniz japonesa 

(Coturnix japonica) por ejemplo, la simple observación de una hembra por parte de un macho, 

resultó en una caída en la actividad de la enzima en cuestión de minutos, únicamente en 

regiones del cerebro involucradas en la regulación de la motivación sexual y del 

comportamiento de cópula (Bournonville y col., 2013). 

Acorde con la relación bidireccional entre las hormonas y el comportamiento, los 

cambios locales en la concentración de E2 regulan a su vez la probabilidad de ejecución de un 
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excepción de los anguílidos (Elopomorpha), que cuentan con un único gen de la enzima (Ijiri y 

col., 2003; Tzchori y col., 2004).  

Si bien el descubrimiento de la variante cerebral de la aromatasa en teleósteos es 

relativamente reciente, su historia evolutiva se remonta a más de 320 millones años atrás. En 

la base del linaje que dio origen a los peces teleósteos, hace aproximadamente 320-350 

millones de años habría ocurrido una duplicación del genoma completo (tercera ronda de 

duplicación de genoma completo en vertebrados, TRDGC) (Amores y col., 2011). Luego de la 

duplicación, el destino más probable es la perdida de una de las copias de los genes duplicados 

(Watterson, 1983). Sin embargo, en algunas ocasiones ambas copias persisten y pueden 

adquirir propiedades funcionales especializadas dentro de la función ancestral del gen 

(proceso conocido como subfuncionalización), o verse involucradas en funciones novedosas 

(neofuncionalización) (Force y col., 1999). Se estima que las variantes de cyp19a1 presentes en 

teleósteos habrían surgido durante la TRDGC, por lo que se trataría de dos genes parálogos 

producto de un proceso de subfuncionalización, a diferencia del único gen presente en el resto 

de los vertebrados*3, con la excepción de los Suiformes (cerdos y pecaríes) con dos o tres 

parálogos funcionales (Choi et al., 1997; Corbin et al., 2007). La presencia de un único gen de la 

enzima en los anguílidos, un grupo basal de peces teleósteos, se cree sería consecuencia de la 

pérdida de la segunda copia del gen poco después de la TRDGC (Jeng y col., 2012). Una 

hipótesis alternativa sugiere que la TRDGC habría ocurrido posteriormente a la separación de 

los anguílidos del resto del linaje teleósteo. Sin embargo, el genoma de la anguila Europea 

(Anguilla anguilla) y la anguila Japonesa (Anguilla japonica), dos anguílidos, presenta evidencia 

de haber experimentado una duplicación, como lo es la presencia de ocho complejos de genes 

Hox, al igual que en el genoma de la mayoría de los peces teleósteos, y a diferencia de lo 

observado en los tetrápodos con tan sólo cuatro copias (Amores y col., 1998; Guo y col., 2010; 

Henkel y col., 2012).  

El proceso de subfuncionalización que habría moldeado la divergencia entre la variante 

cerebral y la gonadal del gen de la aromatasa en teleósteos, queda en evidencia al analizar las 

propiedades cinéticas y de expresión génica de la enzima. En 2002 Alicia González y Francesc 

Piferrer, movilizados por el reciente descubrimiento de la presencia de dos genes para 

aromatasa en teleósteos, realizaron el primer estudio de las características cinéticas de ambas 

variantes de la enzima en el robalo (D. labrax). González y Pifferer (2002) encontraron que las 

enzimas presentaban igual grado de afinidad por el sustrato (evaluado a través de la constante 

de Michaelis-Menten), pero sin embargo, la velocidad máxima de la reacción (Vmax) fue cuatro  

 
*3 Hasta al momento la presencia del gen de la enzima aromatasa (cyp19a1) ha sido identificada 
únicamente en animales  del filo Chordata, detectándose una única copia del gen en ejemplares de 
Cephalochordata, Elasmobranchii y Vertebrata (a excepción de teleósteos y Suiformes). Actualmente 
no se cuenta con información sobre Urochordata, Ciclostomi, peces Actinopterygii basales y peces  
Sarcopterygii (Balthazart y Ball, 2012).  
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veces mayor para la variante cerebral con respecto a la gonadal. Por otro lado, y retomando 

los estudios pioneros de Callard y col., donde se observó que la aromatización de andrógenos 

era 10 veces mayor en el cerebro con respecto al ovario de C. auratus (Pasmanik y Callard, 

1985), se halló que tales niveles de actividad se desprendían de una expresión génica más 

elevada de la variante cerebral (Callard y Tchoudakova, 1997). Años más tarde, Kazeto y col., 

(2001), describían las bases moleculares que permitieron explicar los niveles elevados de 

expresión de la aromatasa cerebral. En la región del promotor del gen cyp19a1b del pez cebra, 

y no así para cyp19a1a, detectaron la presencia de un elemento de respuesta a estrógenos 

(ERE, del inglés estrogen response element) (Kazeto y col., 2001). El ERE se encuentra 

perfectamente conservado en la secuencia promotora de cyp19a1b de teleósteos, lo que 

probablemente esté indicando un importante mecanismo de regulación (Diotel y col., 2010). 

Efectivamente, los productos de la acción enzimática, los estrógenos, promueven la expresión 

del gen de aromatasa cerebral actuando a través del elemento ERE (Callard y col., 2001; Diotel 

y col., 2010; Pasmanik y col., 1988). Este mecanismo de retroalimentación positivo, 

probablemente sea la base de los niveles de expresión elevados de la variante cerebral.  

En el cerebro de teleósteos, al igual que en el resto de los vertebrados, la mayor 

concentración de actividad y niveles de expresión de la aromatasa se observan en el cerebro 

anterior, particularmente en el hipotálamo y en el APO (Diotel y col., 2010). Sin embargo, no 

fue hasta el año 2001 cuando Forlano y col. (2001) revelaron la identidad y la localización de 

las células que expresan aromatasa en el cerebro de teleósteos. Utilizando protocolos de 

hibridación in situ, de inmunohistoquímica y de doble inmunofluorescencia, encontraron que, 

a diferencia del resto de los vertebrados, en el pez sapo (Porichthys notatus) la aromatasa no 

se expresaba en neuronas, sino en un tipo particular de célula glial, las células gliales radiales 

(Forlano y col., 2001). Las células inmunomarcadas se localizaron en regiones periventriculares, 

y presentaron un pequeño cuerpo celular próximo al ventrículo, con delgadas y largas 

proyecciones citoplasmáticas  que penetraban varios milímetros hacia el interior del cerebro, 

en ocasiones alcanzando la superficie basal del mismo (Forlano y col., 2001), todas 

características morfológicas típicas de células gliales radiales (Bentivoglio, 1999; Rakic, 1990). 

Más aún, en el análisis de doble inmunofluorescencia, Forlano y col. (2001), no observaron co-

localización de aromatasa con un marcador neuronal, pero sí con un marcador de células 

gliales radiales en peces (proteína glial fibrilar ácida, GFAP). El patrón de distribución 

neuroanatómico general, junto con la identidad de las células que catalizan la aromatización 

de andrógenos descripta en P. notatus, fueron confirmados en todas las especies de peces 

teleósteos analizadas posteriormente, donde se estudió la localización de aromatasa cerebral 
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en el cerebro (O. mykiss: Menuet y col., 2003; O. bonaerensis: Stobl-Mazzulla y col., 2005; 

Oryzias latipes: Takeuchi y Okubo, 2013; D. rerio: Tong y col., 2008), incluyendo, curiosamente, 

a los anguílidos (Jeng y col., 2012).  

En lo que respecta al estudio de la relación entre la síntesis de estrógenos cerebrales y 

el comportamiento en teleósteos, éste se encuentra recién en sus primeros pasos. Muy pocos 

trabajos analizaron específicamente el papel potencial de la variante cerebral de aromatasa en 

la regulación del comportamiento y viceversa (Black y col., 2011; Gonçalves y col., 2007; 

Hallgren y col., 2006; Huffman y col., 2013; Iwata y col., 2012; Maruska y col., 2013). No 

obstante, algunos mecanismos parecen estar conservados en teleósteos, aves y mamíferos. 

Por ejemplo y, de manera similar a lo informado para aves y mamíferos (Cornil y col., 2015), en 

machos de C. auratus el tratamiento intraperitoneal con una única dosis de E2 aumentó 

específicamente la motivación sexual de los peces dentro de los 20 minutos luego de la 

inyección, escala temporal que es compatible únicamente con los mecanismos de acción no-

genómicos (Lord y col., 2009). Más aún, el tratamiento con testosterona emuló los resultados 

obtenidos para E2, mientras que la inyección simultánea de testosterona con el inhibidor 

específico de aromatasa, fradozol, abolió este efecto (Lord y col., 2009), lo que sugiere una 

clara participación de la aromatización de andrógenos en la regulación del comportamiento 

sexual. Recientemente, se identificó la presencia del receptor de estrógenos de membrana 

GPR30 en la retina y el cerebro de C. auratus, incluyendo áreas involucradas en la regulación 

del comportamiento sexual (Mangiamele y col., 2016). Por otro lado, el comportamiento social 

repercute también sobre la actividad de la aromatasa cerebral de teleósteos. En el pez 

hermafrodita Lythrypnus dalli, la eliminación del único macho del grupo social, estimula rápida 

y fuertemente un aumento en el comportamiento agresivo de la hembra dominante, que 

eventualmente de siete a diez días cambiará a macho (Black y col., 2011). El incremento en la 

agresividad sería responsable de la caída en la actividad de aromatasa cerebral, lo cual 

correlaciona negativamente con el aumento en la frecuencia de comportamientos agresivos  

(Black y col., 2011). 

En las últimas décadas, un grupo particular de peces teleósteos se consolidó como 

modelo para el estudio de la endocrinología del comportamiento, como consecuencia de la 

gran diversidad de sistemas sociales que presentan: los peces cíclidos. 
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Cíclidos 

La Familia Cichlidae (Orden: Perciformes) constituye uno de los mayores grupos de 

teleósteos, con 224 géneros y alrededor de 1687 especies descriptas (Froese y Pauly, 2016). La 

gran mayoría de los cíclidos habita ambientes dulceacuícolas, mientras tan sólo unas pocas 

especies frecuentan aguas salobres. Se distribuyen principalmente en África y también en 

Centro y Sudamérica, Indias Occidentales, Madagascar, Israel, Siria, Sri Lanka y áreas costeras 

de la India (Nelson, 2006). 

Figura 4. Número de publicaciones por año sobre aromatasa en peces (período 1978-2012). 

Modificado de Balthazart y Ball, 2012. 

 

Los cíclidos se caracterizan por poseer narinas simples y  la línea lateral interrumpida. 

El número de radios duros o espinosos de la aleta dorsal varía entre 7 y 25, mientras que el de 

radios blandos oscila entre 5 y 30. La aleta anal presenta entre 3 y 5 espinas (3 en la mayoría 

de las especies) y de 5 a 30 radios blandos. El número de vértebras varía entre 24 y 42 (Nelson, 

2006). 

El estudio de la neuroendocrinología del comportamiento social requiere de un 

modelo animal con ciertas características. Entre las más obvias se encuentra la ejecución de 
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Figura 5. Fotografía de un ejemplar de Cichlasoma dimerus, localmente conocido como la 
chanchita. 

 

 

Figura 6. (a) Mapa de la distribución Cichlasoma dimerus. Cuanto más roja es la marca, mayor 
es la probabilidad de ocurrencia de la especie. Fuente: Fishbase, Froese y Pauly, 2016. (b) y (c) 
Fotografías del ambiente natural de C. dimerus, en Esperanza, Santa Fe, Argentina, de donde 
provinieron algunos de los ejemplares utilizados en la tesis. Fotografías por Leonel Morandini. 
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Introducción 

Previo al inicio del estudio de la relación de aromatasa cerebral con el comportamiento 

social y reproductivo fue necesario conocer en detalle el sustrato de partida: ¿qué es, cómo es, 

y dónde se encuentra la aromatasa cerebral de chanchita? Existe un número creciente de 

trabajos en donde se analizó la estructura del gen, del ARN mensajero y de la proteína de la 

aromatasa cerebral de teleósteos (Böhne y col., 2013; Kumar y col., 2015). Esta información es 

de gran valor, sobre todo a nivel comparativo, y permite realizar inferencias sobre el grado de 

conservación estructural y funcional de la enzima, así como también provee evidencia sobre el 

efecto del entorno ecológico y social sobre la expresión de genes y la estructura cerebral en 

general. 

 En particular, el conocimiento sobre las regiones del cerebro y los núcleos neuronales 

donde se expresa aromatasa cerebral, y donde por lo tanto puede ejercer un efecto local, es de 

vital importancia para la comprensión integral de la regulación del comportamiento por 

estrógenos cerebrales. Si bien en algunos trabajos se analizó la expresión de aromatasa 

cerebral en regiones puntuales del cerebro de peces cíclidos (Huffman, y col., 2013;  Maruska y 

col., 2013), no se encontró hasta el momento de la realización de este trabajo de tesis un 

estudio publicado de la distribución de la enzima en las distintas regiones cerebrales del 

cerebro completo de un pez cíclido. 

Los objetivos de este capítulo se centraron, por lo tanto, en la caracterización del ARN 

mensajero, la secuencia aminoacídica deducida de la enzima aromatasa cerebral de chanchita, 

y el análisis de su distribución neuroanatómica tanto en machos y hembras. Esta información, 

junto con la puesta a punto de diversas técnicas que permitieron generarla, estableció las 

bases para los estudios comportamentales más complejos y multidisciplinarios que se detallan 

en los capítulos 2 y 3. 

Metodología 

Animales 

Los ejemplares adultos de C. dimerus utilizados durante el desarrollo del presente 

trabajo de tesis, fueron capturados por pescadores locales en la región de Esteros del 
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Se evaluó la posible expresión de aromatasa cerebral en cerebro anterior, hipófisis, 

corazón, gónada, bazo, hígado, branquia, intestino medio, músculo (de la región del tronco 

dorsal), riñón cefálico y riñón troncal en machos y hembras, utilizando el par de primers 

previamente puesto a punto, a partir de diluciones 1:10 de cada muestra. Se incluyó un control 

negativo donde el volumen del ADNc fue reemplazado por su equivalente en agua autoclavada 

(No template control). Las condiciones de la reacción de amplificación y ciclado 

correspondieron a las ya descriptas. La expresión de la fosfoproteína acídica ribosomal P0 

(ARP, por su siglas en inglés) fue utilizada como gen de referencia. La elección de ARP se 

sustenta en numerosas publicaciones donde se utilizó como gen de referencia en estudios de 

expresión génica en chanchita (Delgadin y col., 2014; Pérez Sirkin y col., 2013; Di Yorio y col., 

2016). El diseño de los primers y su puesta a punto fueron realizados por el Dr. Cánepa como 

parte de su tesis doctoral (Cánepa y col., 2012). Tanto para aromatasa cerebral, como para 

ARP, las reacciones se evaluaron por duplicado.   

 

 

 

    

 

 

 

 

 

Figura 9. Estimación de la eficiencia de amplificación para el par de primers qPCR-Chanchaba-
4. Curva estándar del Ct cada muestra en función del logaritmo del factor de diluciónl. Arriba a 
la derecha se presenta la ecuación que describe la recta y el coeficiente de determinación, R2 
(F1,5=118,39; p<0,001). 
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Figura 10. Secuencias nucleotídica y aminoacídica predicha de aromatasa cerebral de 
chanchita. Sobre la secuencia nucleotídica en tipografía negrita, se indican los posibles sitios de 
inicio (codón de inicio ATG) y terminación de la traducción (codón STOP: TAA) y señal de 
poliadenilación (AATAAA). Sobre la secuencia aminoacídica, se hallan subrayados los dominios 
correspondientes a la región del pasaje transmembrana (I), y los dominios funcionales de 
aromatasa: región de hélice I (II), región del péptido de Ozol (III), región aromática (IV) y  
región de unión al grupo hemo (V). En negrita, dentro de la región (V) se indica el aminoácido 
cisteína (Cys), el cual se encuentra extremadamente conservado. 

 

 

TAA 
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Figura 11. Resultado del programa TMHMM Server V. 2.0. para el análisis de hélices 
transmembrana en la secuencia predicha de aromatasa cerebral de chanchita. Probabilidad de 
ocurrencia de una topología de hélice transmembrana en función de la estructura primaria de 
la proteína.  

  

Figura 12. Alineamientos de las secuencias de los dominios funcionales de aromatasa cerebral 
de chanchita y las de otros grupos de vertebrados (Pez teleósteo: A. ocellaris; Anfibio: X. laevis; 
Reptil: L. olivacea; Ave: P. cristatus; Mamífero: H. sapiens). Los aminoácidos conservados están 
resaltados en amarillo. En la región de unión al grupo hemo se indica en rojo la cisteína (C, 
acorde a la nomenclatura IUPAC) absolutamente conservada en vertebrados. 

 





40 
 

 

 

 

Figura 13. Árbol filogenético de aromatasas de teleósteos. El asterisco indica la posición de 
aromatasa cerebral de chanchita. La secuencia de aromatasa de D. sabina se utilizó como 
grupo externo.   
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Figura 15.  Modelo tridimensional de aromatasa cerebral de chanchita y su interacción con el 
grupo hemo utilizando la herramienta en línea 3DLigandSite (Wass y col., 2010). (A) Vista 
general del modelo, donde puede observarse el grupo hemo contenido en el interior de la 
enzima. (B) Detalle del modelo donde se muestra la cisteína 435 (en violeta) del dominio de 
unión al grupo hemo, que actuaría como quinto ligando coordinando la unión al hierro-
hemínico. 

 

¿Aromatasa cerebral fuera del cerebro?  

Los mayores niveles de expresión de aromatasa cerebral se registraron en el cerebro 

de machos de la chanchita (Figura 16). Comparativamente, los niveles de expresión fueron 

entre 3 y 4 veces menores en el cerebro de las hembras, la hipófisis de ambos sexos y las 

branquias de macho. También se detectaron niveles bajos de expresión de aromatasa cerebral 

en los músculos de macho, los ovarios y las branquias de hembra. Por otro lado, bajo las 

condiciones de qPCR empleadas, no se observó expresión de aromatasa cerebral en los demás 

órganos analizados. 
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Figura 16.  Análisis de la expresión de aromatasa cerebral en distintos órganos de chanchita 
macho y hembra. (Arriba) Expresión de la fosfoproteína acídica ribosomal  P0 (ARP). (Abajo) 
Niveles de expresión de aromatasa cerebral relativos a la expresión ARP en los distintos 
órganos.  

 

Distribución neuroanatómica de aromatasa cerebral 

El estudio inmunohistoquímico en el cerebro de chanchita reveló la presencia de 

células inmunomarcadas (células-im) exclusivamente en regiones del cerebro anterior (Figura 

17). Las primeras células-im en sentido antero-posterior se detectaron en el núcleo ventral del 

telencéfalo ventral (Vv), bordeando la pared del ventrículo medial (Figura 17a). Se registró la 

presencia de un número escaso de células-im en la división medial del telencéfalo dorsal (Dm), 

cercanas al borde del ventrículo telencefálico (Figura 17b y c). Sin lugar a dudas, el mayor 

número de células-im se encontró en el APO, a lo largo de toda su extensión, bordeando la 

pared del tercer ventrículo (Figura 17b-f).  También se detectó inmunomarca en la habénula 

(Figura 17e), tálamo y en los núcleos hipotalámicos supraquiasmático (NSQ) (Figura 17f), 

periventricular posterior (NPPv), lateral tuberal (NLT) y núcleo periventricular del tuberculum 

posterior (TPp). No se detectó inmunomarcación en la hipófisis. A su vez, no se observó 

dimorfismo sexual alguno en lo que respecta a la distribución neuroanatómica de aromatasa 

cerebral en chanchita. 
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Figura 17. Distribución de las células inmureactivas para aromatasa de teleósteos en el cerebro 
de chanchita. Esquemas digitales de cortes transversales del cerebro anterior de chanchita 
dispuestos en sentido anteroposterior (A-F). Las áreas sombreadas en rojo representan los 
cuerpos celulares de las células-im bordeando los ventrículos y sus delgadas proyecciones 
citoplasmáticas. Abreviaturas: 3V, tercer ventrículo; A, núcleo talámico anterior; Dc, parte 
central del telencéfalo dorsal; Dld, división dorsal de la parte lateral del telencéfalo dorsal; Dlp, 
división posterior de la parte lateral del telencéfalo dorsal; Dlv, división ventral de la parte 
lateral del telencéfalo dorsal; Dm, parte medial del telencéfalo dorsal; Dp, parte posterior del 
telencéfalo dorsal; Hab, habénula; NPvA, núcleo periventricular anterior; NPOav, parte 
anteroventral del núcleo preóptico; NPOpc; parte  parvocelular del núcleo preóptico 
parvocelular; NSQ, núcleo supraquiasmático; PMgc, parte gigantocelular del núcleo preóptico 
magnocelular; PMmc, parte magnocelular del núcleo preóptico magnocelular; PMpc, parte 
parvocelular del núcleo preóptico magnocelular; PPd, núcleo pretectal periventricular dorsal; 
SCO, órgano subcomisural; TO, tectum óptico; TOMa, tracto óptico marginal; Vd, núcleo dorsal 
del telencéfalo ventral; Vl, núcleo lateral del telencéfalo ventral; VM, ventrículo medial; Vp, 
núcleo postcomisural del telencéfalo ventral; Vs, núcleo supracomisural del teléncefalo 
ventral; VT, ventrículo telencefálico; Vv, núcleo ventral del telencéfalo ventral. Escala: 1 mm. 
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Figura 18. Análisis inmunohistoquímico. Fotomicrografías de cortes transversales del cerebro 
de chanchita donde se observa en detalle la morfología de las células-im, posiblemente células 
gliales radiales. (A) Conjunto de células-im formando una capa de una célula de espesor, en el 
núcleo ventral del telencéfalo ventral (Vv), bordeando la pared del ventrículo medial (VM). (B) 
Una única célula-im aislada, localizada en la parte medial del telencéfalo dorsal (Dm), contigua 
al ventrículo telencefálico. (C) Un grupo numeroso de células-im densamente empaquetadas 
en la región periventricular del tercer ventrículo de la parte parvocelular del núcleo preóptico 
parvocelular (NPOpc). Se pueden observar los cuerpos celulares en las zonas próximas al 
ventrículo, y las proyecciones citoplasmáticas que se extienden hacia el interior del cerebro 
(flechas), de las cuales, algunas finalizan sobre la superficie pial del cerebro formando 
engrosamientos citoplasmáticos o píes terminales (asterisco). (D) Capa de una o dos células-im 
de espesor en la parte magnocelular del núcleo preóptico magnocelular (PMmc), rodeando el 
tercer ventrículo (3V). Las cabezas de flechas señalan dos células-im alejadas de la región 
periventricular. (E) y (F) Se observó un gran número de células-im junto con sus proyecciones 
citoplasmáticas en la parte anteroventral del núcleo preóptico (NPOav), en contacto con el 
tracto óptico (TcO). 
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 Con respecto a la expresión de aromatasa cerebral en los distintos órganos evaluados 

en chanchita, se observó una fuerte expresión en el cerebro de macho mientras que los niveles 

de expresión fueron al menos 3 veces menores en hipófisis, músculo y branquia de macho, y 

cerebro, hipófisis, ovario y branquia de hembra. Esta centralización de la expresión de 

aromatasa cerebral en el cerebro coincide con lo descripto en otras especies de teleósteos 

(Strobl-Mazzulla y col., 2005 Wang y col., 2014; Zhang y col., 2008). Una excepción notable son 

los miembros de la tribu de cíclidos africanos haplochromini, dentro de los que se halla A. 

burtoni, donde la aromatasa cerebral se sobre-expresa en testículo, por encima de los niveles 

de expresión del cerebro (Böhne y col., 2013). Al igual que lo observado en chanchita, la 

expresión de aromatasa en el cerebro de la mayoría de los vertebrados - incluyendo aves, 

mamíferos y muchos teleósteos-,  es mayor en machos con respecto a hembras (Goto-Kazeto y 

col., 2004; Peterson y col., 2005;  Roselli y col., 2004; Strobl-Mazzulla y col., 2005). No 

obstante, existe un número creciente de trabajos en teleósteos donde se observó una mayor 

expresión de aromatasa cerebral en el cerebro de hembras comparado con machos de la 

misma especie. Es el caso, por ejemplo, de la medaka (Oryzias latipes; Okubo y col., 2011), el 

pez gato asiático (H. fossilis; Chaube y col., 2015) y el ayu (Plecoglossus altivelis;  Wang y col., 

2014), entre otros. Esta variación en el patrón de expresión de aromatasa cerebral entre sexos, 

probablemente refleje la gran variabilidad en el comportamiento social y reproductivo que 

caracteriza a los peces. Por un lado, todo los tipos de reproducción y sistemas sociales y de 

cuidado parental descriptos en vertebrados están presentes en teleósteos (Desjardins y 

Fernald, 2009). Por otro, la expresión de aromatasa está involucrada en la modulación de 

comportamientos sociales y reproductivos (Halgren y col., 2006; Huffman et al; 2013) y, en 

simultáneo, es regulada por los mismos (Iwata et a., 2012; Maruska y col., 2013). Por lo tanto, 

es de esperarse un patrón de expresión de aromatasa cerebral asociado al ambiente social y al 

modelo reproductivo de cada especie o grupo en particular. 

El patrón de expresión de aromatasa cerebral fuera del cerebro coincide con aquel 

descripto para otras especies de teleósteos, como el pejerrey (O. bonariensis; Strobl-Mazzulla 

y col., 2005), la carpa común (C. carpio; Barney y col., 2008) y el robalo (D. labrax; Blázquez and 

Piferrer, 2004), en donde la expresión de aromatasa cerebral está restringida a unos pocos 

órganos, en general la gónada y el riñón. No obstante, otras especies de teleósteos presentan 

una distribución de la expresión de aromatasa cerebral mucho más amplia. Por ejemplo, en la 

tilapia del Nilo, O. niloticus, Chang y col., 2005 detectaron la presencia su ARN mensajero en 

cerebro, hipófisis, músculo, branquia, riñón, intestino, corazón, bazo, ovario y testículo. Se 

observaron perfiles similares en la anguila asiática del pantano (M. albus, Zhang y col., 2008), 
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  Introducción 
 El ambiente social que un animal experimenta puede moldear sustancialmente su 

comportamiento y su fisiología (Bernhardt y col., 1998; Galhardo y Oliveira, 2014; Lacava y col., 

2011; Pinto y col., 2011; Sessa y col., 2013). Sin embargo, el comportamiento no depende 

exclusivamente de factores externos,  dado que el ambiente interno de un individuo, es decir 

su estado fisiológico y motivacional, también contribuye en la construcción del mismo 

(Eisenegger y col., 2010; Quiring, 1944; Soma, 2006; Tudorache y col., 2013). Existe por lo 

tanto una relación bidireccional entre el ambiente interno y el externo que es integrada a nivel 

del sistema nervioso y con el comportamiento como elemento de respuesta.  Estos efectos 

bidireccionales son de particular importancia en especies sociales con sistemas de dominancia 

jerárquica, como es el caso de la chanchita. En estas especies, el rango social puede repercutir 

intensamente sobre el comportamiento y la fisiología del individuo a través de las 

interacciones  con otros miembros de la población (Sapolsky, 2005).  

La base fisiológica de la dominancia parecería sustentarse fuertemente en la 

concentración plasmática de los esteroides sexuales y los glucocorticoides, tal es así que los 

individuos de distinto estatus social, por ejemplo dominante vs. subordinado, difieren por lo 

general en sus perfiles hormonales. Los animales dominantes suelen ser agresivos y presentar 

niveles elevados de andrógenos en sangre (Albert y col., 1986; Duckworth y col., 2004; Oliveira 

y col., 2002; Renn y col., 2012; Taves y col., 2009), mientras que los individuos subordinados 

realizan comportamientos sumisos, frecuentemente acompañados por niveles elevados de 

glucocorticoides (Alonso y col., 2011; Greenberg y col., 1984; Morandini y col., 2014; Sherman 

y col., 2012). Si bien históricamente los estrógenos han sido vinculados a la regulación del 

comportamiento típicamente femenino, varios trabajos los asocian cada vez más con la 

regulación del comportamiento agresivo en machos de vertebrados (Huffman y col., 2013; 

Soma y col., 2000b; Schlinger y Callard, 1990). El rango de un individuo dentro de un sistema 

jerárquico no sólo afecta y es afectado por su perfil endócrino sino que también interactúa con 

otros procesos fisiológicos, tales como la espermatogénesis (Maruska y Fernald, 2011), la 

maduración espermática (Koyama y Kamimura, 1998), la ooogénesis (Filby y col., 2010), la 

expresión génica (Kroes y col., 2006; Runcie y col., 2013) y la neurogénesis   (Kozorovitskiy y 

Gould, 2004; Maruska y col., 2012). 

 La presencia de células que sintetizan aromatasa cerebral en regiones del cerebro de 

chanchita involucradas en la regulación del comportamiento social llevó a pensar en el  papel 

potencial de los estrógenos como elemento modulador y/o modulado del comportamiento 
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chanchitas de distinto estatus social (territorial vs. no-territorial), y su relación con la 

variabilidad interindividual en el comportamiento agonístico. 
Metodología 

Animales 

 Como se mencionó en el capítulo I, los ejemplares de chanchita utilizados fueron 

capturados en la región de Esteros del Riachuelo (Corrientes, Argentina), y mantenidos en 

acuarios  grupales de entre ocho y diez individuos en las instalaciones del Bioterio Central de 

Ciudad Universitaria (UBA). Las condiciones de fotoperiodo, temperatura y alimentación 

fueron idénticas a las ya descriptas en el capítulo I. Para obtener individuos territoriales (T) y 

no-territoriales (NT) se seleccionaron seis chanchitas de los acuarios grupales y se trasladaron 

a un acuario experimental de 53 litros (temperatura: 25±2 °C  y fotoperído de 14:10 horas 

luz:oscuridad). El acuario experimental contó con una fina capa de grava, plantas artificiales y 

una laja de localización central (Figura 21). Debido a la ausencia de un dimorfismo sexual 

marcado en la chanchita fuera de la etapa de próxima a la puesta, la composición de sexos del 

acuario experimental fue azarosa y varió entre las réplicas experimentales.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Fotografía de un acuario experimental. Nótese la presencia de una pareja territorial 
(T) en la región inferior del acuario mientras los individuos no-territoriales (NT) se ubican 
principalmente cercanos a la superficie, alejándose del territorio de la pareja dominante. 

 

T 

NT 

NT 
NT NT 
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Dado que el tamaño corporal es un factor determinante en el establecimiento de la 

posición jerárquica en los machos de chanchita (Alonso y col., 2011), en donde aquellos de 

mayor tamaño suelen ocupar posiciones de alto rango, y que el tamaño relativo entre dos 

peces puede afectar la intensidad del comportamiento agresivo (Wazlavek y Figler, 1989) y la 

expresión génica en áreas cerebrales de la red social (Desjardins y col., 2015), los seis peces de 

cada grupo fueron pre-seleccionados en base a su tamaño. Para ello se pesaron y se registró el 

largo estándar y el largo total del conjunto de peces presentes en los acuarios grupales al 

momento de iniciar cada experimento. Luego se incorporaron las variables morfológicas 

registradas en un análisis de clústeres de K-medias con diez iteraciones y los seis miembros de 

cada clúster con la menor distancia euclidiana se seleccionaron como integrantes de un mismo 

grupo. 

Cada experimentó se inició con la colocación en simultáneo de los seis peces de cada 

grupo en el acuario experimental y luego se les otorgó un período de 24 horas para que se 

aclimaten. Durante los días que siguieron se procedió con la identificación individual de cada 

animal utilizando el patrón de manchas de cada pez como referencia y se observaron las 

interacciones agonísticas entre los miembros de cada grupo, dos veces al día, durante 15 

minutos. La observación cualitativa de las interacciones ganadas y perdidas de cada pez, 

permitió determinar el rango de cada individuo durante el proceso de formación de la 

jerarquía (Figura 22). Se consideró a un pez como ganador de una interacción agonística, 

cuando un comportamiento agresivo de su parte resultó en un comportamiento sumiso por 

parte del contrincante.  

Con el fin de estandarizar las condiciones de muestreo, se estableció como punto de 

partida el momento en el que se observó la formación de una pareja territorial y se registraron 

los primeros indicadores de actividad reproductiva. El tiempo límite fijado experimentalmente 

para el establecimiento de una pareja territorial fue de 15 días. La pareja  se identificó como 

aquellos dos individuos de mayor rango que no eran agresivos entre ellos, pero que 

custodiaban un territorio dentro del acuario, alejando agresivamente a los otros peces.  La 

mañana en la cual se observaron por primera vez los despliegues reproductivos, como por 

ejemplo temblores corporales, la frotación del cuerpo y papila genital contra la superficie del 

sitio seleccionado para la puesta, la construcción de un nido en forma de pozo en el sustrato 

(Alonso y col., 2011), se procedió a la filmación del acuario para el análisis cuantitativo de las 

interacciones agonísticas. El tiempo promedio de filmación fue 23,4 minutos (mínimo: 19,2 

min; máximo: 23,7 minutos) y siempre se realizó entre las 11:00 y las 13:00 horas para eliminar 

posibles efectos circadianos en el comportamiento.  
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análisis estadístico, sólo se presentan los resultados de los experimentos correspondientes a 

machos T y NT de menor rango (n=9). 

Análisis de la filmación 

 Se cuantificaron todas las interacciones agonísticas realizadas por el macho T y el NT 

de menor rango, ya sea entre ellos o con cualquiera de los otros peces del acuario 

experimental. Los comportamientos agresivos registrados incluyeron: (i) persecución (cuando 

el pez focal persigue a otro pez que huye de él a lo largo de una distancia relativamente larga), 

(ii) mordidas (realizadas por el pez focal en las aletas o laterales de otro pez) y (iii) embestidas 

(acercamiento rápido y de corta distancia, que no finaliza en contacto físico). Los 

comportamientos sumisos cuantificados fueron: (i) escape (cuando el pez focal nada 

alejándose de otro pez en respuesta a una persecución, mordida o embestida) y (ii) respuesta 

pasiva (cuando el pez focal no escapa en respuesta a una mordida o embestida, pero 

permanece inmóvil, casi en posición vertical, con la cabeza hacia arriba). Como el tiempo de 

filmación varió entre los distintos experimentos, la frecuencia del comportamiento agonístico 

se expresó como frecuencia de un determinado comportamiento por minuto.  

  Para el análisis de la relación entre el comportamiento agonístico, los perfiles 

hormonales y la expresión de aromatasa cerebral, se optó por llevar a cabo un análisis de 

componentes principales (ACP), en lugar de analizar cada uno de los comportamientos 

agresivos y sumisos registrados por separado. Por lo tanto, la frecuencia de todos los 

comportamientos cuantificados fue analizada mediante un ACP y el factor de cada individuo 

del primer componente principal (CP1)  se empleó como índice del comportamiento 

agonístico.  El diagrama de dispersión del primer y segundo componente principal muestra una 

clara separación de los machos T y NT sobre el CP1 (Figura 24). Un valor positivo del índice de 

comportamiento agonístico estuvo asociado a una mayor frecuencia de comportamientos 

agresivos. Por el contrario, valores más negativos del índice de comportamiento agonístico, se 

asociaron a una mayor frecuencia de comportamientos subordinados. La combinación de los 

distintos comportamientos en un único índice del comportamiento agonístico permite un 

análisis más integral de la actividad del individuo, a diferencia del análisis de cada uno de los 

comportamientos por separado. 

  

 

 

 





http://cnso.nova.edu/cpce/
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superpusieron aleatoriamente 45, 60, 75 o 90 puntos y se cuantificaron los tipos celulares 

debajo de cada punto (más adelante se detallan las células cuantificadas). El porcentaje 

promedio de cada tipo celular se analizó mediante un conjunto de pruebas de ANOVA de un 

factor (número de puntos), que permitieron determinar que a partir de 60 puntos en adelante 

resultaba indistinto el número de marcas superpuestas sobre las fotomicrografías para la 

estimación de la composición celular del testículo. Por lo tanto, el análisis se llevó a cabo 

superponiendo 60 puntos al azar sobre cada una de las tres fotomicrografías de cada macho 

(Figura 25). Se estimó el porcentaje de espermatogonias A, espermatogonias B,  

espermatocítos (primarios y secundarios), espermátidas, espermatozoides, y tejido intersticial 

(tejido conectivo, vasos sanguíneos, macrófagos y células de Leydig). Los porcentajes 

obtenidos entre las tres fotomicrografías de cada animal fueron promediados. Para la 

identificación de los distintos tipos celulares se utilizó un estudio sobre la caracterización 

histológica del testículo de chanchita realizado por Rey Vázquez y col. (2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Análisis de la composición celular del testículo. Esquema representativo de la 
metodología empleada. La cuantificación de las células del testículo, utilizando el programa 
CPCe, se llevó a cabo sobre tres fotomicrografías al azar de cortes de la región central del 
testículo de cada pez. A la derecha se muestra una captura de pantalla donde puede 
observarse la modalidad de disposición de puntos de manera aleatoria sobre la 
fotomicrografía del testículo 

 

 

 

180 puntos analizados por pez 
sobre tres cortes  seleccionados 
al azar. 

CPCe 
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 Se utilizó la expresión de ARP como gen referencia. Los datos crudos de fluorescencia 

fueron analizados con el programa LingReg-PCR para la estimación del número inicial de copias 

del ADNc (N0) de aromatasa cerebral y ARP. Finalmente, los valores de N0 de aromatasa 

cerebral de cada muestra se relativizaron a los de ARP correspondientes. 

Análisis estadístico 

 Todos los análisis estadísticos se realizaron en el programa Statistica 8 (StatSoft ®). El 

estudio de la frecuencia de comportamientos agresivos y sumisos en los machos de distinto 

estatus social se analizó mediante la prueba no-paramétrica de signo-rango de Wilcoxon para 

muestras pareadas. La variación en los niveles de hormonas esteroideas, en el IGS y en la 

composición celular de los testículos se evaluó a través de un ANOVA con un diseño de 

bloques aleatorizados (ANOVA-DBA), considerando a cada acuario experimental como un  

bloque (factor aleatorio). La composición celular de los testículos se analizó  a través de varios 

ANOVA-DBA, uno para cada tipo celular. Para evitar falsos positivos como resultado de las 

múltiples hipótesis evaluadas, dentro de cada uno de los análisis mencionados, se aplicó la 

corrección en dos pasos de tasa de falsos descubrimientos (FDR, del inglés false discovery rate) 

(Benjamini y col., 2006). Consecuentemente, los valores-p fueron corregidos utilizando la 

planilla provista por Pike (2011). 

La variabilidad en los niveles de expresión de aromatasa cerebral en el cerebro e 

hipófisis de machos T y NT  de menor rango se evaluó por medio de una prueba de t de 

Student, una para cada órgano. La asociación entre los niveles de expresión de aromatasa 

cerebral y las hormonas esteroideas con el índice del comportamiento agonístico (CP1) se 

realizó a través del coeficiente de Pearson. Nuevamente se aplicó la corrección FDR, producto 

de las múltiples hipótesis puestas a prueba. 

 Finalmente, en los casos donde correspondió, se verificó el cumplimiento de los 

supuestos de un ensayo paramétrico como lo son la normalidad y la homocedasticidad de las 

muestras. En algunas ocasiones fue necesario transformar las variables para conseguir el 

cumplimiento de los supuestos. Se evaluó la presencia de valores atípicos (residuos 

estudentizados > ±2), y los mismos fueron eliminados de los análisis correspondientes. Se 

estableció la significancia estadística cuando el valor de p  fue menor a 0,05. Los datos se 

presentan como el promedio ± error estándar. 
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los machos NT de menor rango (respuesta pasiva: z=-2,38; p=0,015; Figura 27d; escapes: z=-

2,67; p=0,01; Figura 27e). 

 

 

 

 

 

Figura 26. Variación en el comportamiento asociado al estatus social.  Gráficos de torta donde 
se presenta la frecuencia de cada comportamiento como porcentaje del total de interacciones 
agonísticas registradas 
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Figura 27. Frecuencias 
comportamentales en función del 
estatus social. El asterisco indica 
diferencias estadísticamente 
significativas entre machos de 
distinto estatus social. 
Abreviaturas: T: territorial; NT: 
no-territorial. 
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Figura 28. Perfiles hormonales plasmáticos asociados al estatus social. A los valores de 11-
cetotestosterona y cortisol se les aplicó la transformación de logaritmo. El asterisco indica 
diferencias significativas. Abreviaturas: 11-CT: 11-cetotestosterona; T: territorial; NT: no-
territorial. 
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de los recursos hacia el crecimiento corporal aumenta la probabilidad de que un individuo NT 

pueda en un futuro controlar y defender un territorio. 

Al igual que para el comportamiento agonístico, también se observaron asimetrías en 

los perfiles de las hormonas esteroideas evaluadas entre los machos de chanchita de distinto 

estatus social. Se observó una mayor concentración de los andrógenos testosterona y 11-CT en 

el plasma de los machos T con respecto a la de los machos NT. Esto es coherente con la 

estrecha asociación descripta para los andrógenos y la dominancia en un gran número de 

vertebrados (Parikh y col., 2006; Taves y col., 2009). De hecho, existe una gran cantidad de 

trabajos en donde la reducción de los niveles de andrógenos en circulación resulta en una 

disminución del comportamiento agresivo, que es luego recuperado por el tratamiento con 

andrógenos exógenos (Francis y col., 1992; Lincoln y col., 1972; Weiss y Moore, 2004). En 

chanchita, la concentración plasmática de 11-CT, pero no así de la testosterona, correlacionó 

positivamente con el índice de comportamiento agonístico, es decir que una mayor frecuencia 

de comportamientos agresivos estuvo acompañada por mayores niveles de 11-CT. Estos 

resultados refuerzan la hipótesis de que 11-CT es el principal andrógeno bioactivo  involucrado 

en la regulación del comportamiento agresivo en la gran mayoría de los machos de teleósteos 

(Borg, 1994; Hishida y Kawamoto, 1970). El índice de conversión de testosterona a 11-CT 

presentó una tendencia a ser más alto en lo machos T y, además, correlacionó positivamente 

con el índice de comportamiento agonístico, lo que sugiere un posible efecto del ambiente 

social sobre la maquinaria enzimática involucrada en la síntesis de 11-CT. Sin embargo, en los 

machos del gobio, L. dalli, el bloqueo de la síntesis de 11-CT, específicamente en el cerebro, no 

presentó efecto alguno sobre la agresividad territorial, pero rápida y temporalmente eliminó el 

comportamiento parental (Pradhan y col.,  2014). La hormona 11-CT es sintetizada en las 

células de Leydig del testículo (Dufau y col., 1997; Payne y col., 1995), si bien el hígado 

representa también una fuente importante de la misma (Cavaco y col., 1997).  En este misma 

línea, la castración de los machos de A. burtoni resultó en una disminución del 

comportamiento agresivo, pero sin verse modificado el estatus social de los individuos (Francis 

y col., 1992), resaltando además la importancia del análisis de la variación interindividual en el 

comportamiento y no simplemente del estatus. 

Históricamente, ha existido una creencia popular de que el comportamiento agresivo 

entre machos se encuentra principalmente regulado por andrógenos (Simon, 2002). Sin 

embargo, en las últimas décadas el E2 surgió como un elemento clave en la regulación del 

comportamiento agresivo y reproductivo de los machos de vertebrados (Huffman y col., 2013; 

Ogawa y col., 2000; Soma y col., 2000b; Schlinger y Callard, 1990). En chanchita, los machos NT 
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NT pueden resultar de la monopolización de un territorio reproductivo por parte de la pareja T 

(por lo tanto del propio acceso a la reproducción), mediante agresiones físicas y despliegues. 

Por el otro lado, los niveles similares de cortisol observados en machos T pueden estar 

asociados con la constante defensa del territorio de otras chanchitas de tamaño parecido y 

probablemente también por la proximidad al momento de la puesta. Otros trabajos han 

mostrado un aumento en los niveles de cortisol plasmático en machos próximos a la 

espermiación (Castranova et al., 2005; Scott et al., 1984). De manera acorde, en el cíclido con 

cría cooperativa N. pulcher, los individuos dominantes reproductores presentaron niveles más 

elevados de cortisol plasmático con respecto a los subordinados, probablemente como 

resultado de la dificultad de obtener y mantener el estatus reproductivo, pero los autores del 

trabajo también lo atribuyeron a la proximidad al momento de la puesta y a la producción de 

gametas (Mileva y col., 2009). No obstante, la falta de la medición de los niveles séricos de 

cortisol previo al establecimiento de la jerarquía, nos imposibilitan determinar si los mismos 

son causa o consecuencia de la posición jerárquica. Con respecto a trabajos previos en 

chanchita, donde a diferencia de lo observado en el presente trabajo de tesis, los niveles de 

cortisol plasmático resultaron mayores en machos NT que en los T, como se describe en 

Alonso y col.  (2011), estas diferencias pueden resultar de la aplicación de esquemas 

metodológicos distintos. En Alonso y col. (2011), los peces utilizados se mantuvieron en 

acuarios grupales por un período que duplicó el tiempo promedio del experimento aquí 

descripto. Por lo tanto, la concentración plasmática de cortisol en machos en esta tesis puede 

ser un reflejo de la reciente formación y estabilización de la jerarquía. En este sentido, cuando 

Fox y col. (1997) estudiaron la dinámica de la síntesis de cortisol en los machos T y NT de A. 

burtoni en acuarios grupales, observaron que a medida que aumentaba la estabilidad social, es 

decir la probabilidad que un pez conserve su estatus, las diferencias en los niveles cortisol 

entre los machos de distinto estatus social resultaban más evidentes.   

Los machos T del presente trabajo de tesis presentaron una gran variabilidad en los 

niveles plasmáticos de cortisol y 11-CT, probablemente como consecuencia del efecto de la 

propia variabilidad interindividual entre los peces (Kempenaers y col., 2008; Williams, 2008), o 

debido a diferencias en la proximidad al momento de la puesta  (Kindler y col., 1989; Liley y 

col., 1986; Scott y col., 1984), pero también producto del ambiente heterogéneo que 

experimentó cada uno de los peces (DeVries y col., 2003; Oliveira, 2004). Debido a la ausencia 

de un claro dimorfismo sexual en la chanchita, al momento de la elección de los peces los 

acuarios experimentales muy probablemente difirieron en su composición de sexos. La 

composición del ambiente social en cuanto a la proporción de sexos (Lacava y col., 2011; 
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rápidamente poder reproducirse. Los resultados estarían  en concordancia con lo propuesto 

por Maruska y Fernald (2011), quienes sugirieron que un macho en proceso de transición de 

NT a T es sujeto de una reactivación de un eje reproductivo aún funcional, en referencia al eje 

hipotálamo-hipófisis-gónada, de manera similar a lo que ocurriría en la pubertad de los 

mamíferos. En lo que respecta al tejido intersticial del testículo, no detectamos diferencias en 

el porcentaje del mismo entre los machos de distinto estatus social. Sin embargo, otros 

trabajos realizados en otras especies de cíclidos observaron que los machos T y NT difirieron 

tanto en el porcentaje del testículo ocupado por el compartimento intersticial, como en la 

composición del mismo. En A. burtoni por ejemplo, el tejido intersticial ocupó un porcentaje 

menor de los testículos de los machos dominantes que en el de los no dominantes (Maruska y 

Fernald, 2011). Por otro lado en O. niloticus, los testículos de los machos dominantes 

estuvieron conformados en un 44% por tejido intersticial, mientras que en el de los machos no 

dominantes tan sólo representó el 4% (Pfennig y col., 2012). En ambos estudios los peces 

utilizados mantuvieron su estatus social por un período de entre uno y cuatro meses, a 

diferencia del presente trabajo de tesis en el cual los animales adquirieron recientemente el 

estatus de macho T o NT. Por lo tanto es probable que el establecimiento de la jerarquía haya 

sido muy reciente para detectar cambios a nivel del porcentaje del compartimento germinal. 

En este sentido, en los machos no dominantes de A. burtoni en proceso de ascenso social, al 

quinto día de la aparición de la oportunidad de ascenso, no se registraron cambios en el 

porcentaje del testículo ocupado por el tejido intersticial (Maruska y Fernald, 2011).  

El análisis de la expresión génica de aromatasa cerebral no reveló diferencias en el 

cerebro anterior ni en la hipófisis de machos de chanchita de distinto estatus social. En 

contraste, los individuos dominantes de ejemplares sexualmente inmaduros del pez payaso 

(Amphiprion ocellaris), presentaron una mayor expresión de la enzima comparado con los 

subordinados, en muestras de cerebro completo (Iwata y col., 2012). Estudios en el cíclido A. 

burtoni indican un mayor grado de complejidad en el patrón de expresión de aromatasa 

cerebral en función del estatus social. Huffman y col., (2013) analizaron la expresión de la 

enzima en el cerebro de machos de A. burtoni  de distinto estatus social por la técnica de 

hibridación in situ, detectando una mayor cantidad de mensajeros en dos subpoblaciones del 

APO (magnocelular y gigantocelular) del cerebro de los machos NT con respecto a los T. Por 

otro lado, Maruska y col. (2013) estudiaron la variación en la expresión de aromatasa cerebral 

en el cerebro de los machos de A. burtoni por qPCR, y observaron una mayor expresión del 

transcripto en el núcleo ventral del telencéfalo ventral (Vv), núcleo tuberal vental del 

hipotálamo y en el cerebelo de los machos T, aunque no observaron diferencias a nivel del 
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APO. Independientemente de los resultados obtenidos por ambos estudios y de los enfoques 

metodológicos diferentes, resulta evidente la existencia de un efecto del entorno social sobre 

la expresión de aromatasa cerebral, y que este efecto es además específico en áreas 

determinadas del cerebro. Al estudiar el cerebro anterior completo de los machos de 

chanchita, se analizó el conjunto de regiones que expresan aromatasa cerebral. Por lo tanto, es 

posible que los potenciales cambios en la expresión de la enzima asociados al estatus social se 

contrabalanceen entre los distintos núcleos cerebrales. El hecho de que no se haya detectado 

una correlación entre el índice de comportamiento agonístico y los niveles de expresión de 

aromatasa cerebral probablemente es consecuencia del muestro de la totalidad del cerebro 

anterior, debido a que de haber ocurrido  cambios en la expresión génica asociados al 

comportamiento, posiblemente hubiesen resultado enmascarados. 

Sin embargo, en los machos de la chanchita la expresión relativa de aromatasa 

cerebral en el cerebro anterior correlacionó con la concentración de E2 en el plasma. Esto es 

coherente con la presencia de al menos un elemento de respuesta a estrógenos (ERE) en la 

región promotora del gen de aromatasa cerebral, como ha sido reportado en otras especies de 

peces teleósteos (Diotel y col., 2010), incluidos varios cíclidos (Böhne y col., 2013). De hecho, 

los altísimos niveles de expresión de aromatasa presentes en el cerebro de teleósteos se cree 

que son  consecuencia de un mecanismo de retroalimentación positivo mediado por el 

producto de la enzima actuando sobre el ERE en la región promotora del gen (Callard y col., 

2001; Diotel y col., 2010). Sin embargo, en la hipófisis de chanchita la expresión de aromatasa 

cerebral no correlacionó con el E2 en la circulación general. De manera similar, en los machos 

de la carpa común (C. auratus), el tratamiento crónico con E2 generó un aumento en la síntesis 

de estrógenos en el hipotálamo anterior y APO, mientras que la actividad de aromatasa en la 

hipófisis no resultó afectada (Pasmanik y col., 1988). En conjunto, la evidencia apunta a un alto 

grado de regionalización de los mecanismos y elementos que regulan la expresión y/o 

actividad de la enzima. Es oportuno mencionar que el efecto estimulatorio de E2 sobre la 

expresión de aromatasa cerebral es dependiente del contexto celular. En un estudio donde se 

evaluó la  expresión heteróloga de aromatasa cerebral del pez cebra en conjunto con el 

receptor de estrógenos, en varios tipos de líneas celulares, sólo se observó un aumento en la 

expresión de aromatasa cerebral en presencia de E2 en células de origen glial  (Menuet y col., 

2005). Por otro lado, el hecho de que en chanchita la expresión de aromatasa cerebral en 

cerebro anterior e hipófisis no correlacionara con el índice de conversión sistémico de 

testosterona a E2 sugiere que (i) el cerebro e hipófisis no son las fuentes principales de E2 en 
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machos de chanchita, (ii) como es de esperarse, la concentración de E2 en la circulación 

general es la sumatoria de diversas fuentes. 

A nivel de la hipófisis, la expresión relativa de aromatasa cerebral correlacionó con el 

índice de comportamiento agonístico, lo que posicionaría a la hipófisis como un nuevo 

elemento involucrado en la regulación de los comportamientos agresivos y sumisos a través de 

la síntesis de estrógenos. La asociación positiva entre ambas variables, indica que niveles 

mayores de expresión de aromatasa cerebral correlacionan con una mayor frecuencia de 

comportamientos agresivos, y una menor frecuencia de comportamientos sumisos. Por otro 

lado, la expresión de aromatasa en la hipófisis correlacionó con los niveles de testosterona 

plasmática, si bien esta asociación resultó de un número bajo de muestras (n=7) y fue 

dependiente de un valor altamente influyente (Distancia de Cook=3,5, tras realizar un análisis 

de regresión), y por lo tanto debe ser considerada con extrema cautela. No obstante, en la 

anguila asiática (M. albus), se reportó un efecto positivo directo de la testosterona sobre la 

expresión de aromatasa cerebral en la hipófisis, a través de un elemento de respuesta a 

estrógenos (ARE, del inglés androgen response element) en una región promotora específica 

de la hipófisis del gen de aromatasa cerebral (Zhang y col., 2012). La presencia del elemento 

ARE ha sido descripta también en la región promotora del gen de aromatasa cerebral de varios 

cíclidos Africanos (Böhne y col., 2013), junto con la presencia de receptores de estrógenos en 

la hipófisis (Harbott y col., 2007). En este contexto especulamos que los niveles elevados de 

testosterona presentes en los machos T de chanchita, estimularían la expresión de aromatasa 

cerebral en la hipófisis a través del elemento ARE en la región promotora. A su vez, el potencial 

aumento local en la síntesis de E2 podría estimular la síntesis y liberación de la hormona 

luteinizante (LH) (Huggard-Nelson et al., 2002; Mateos et al., 2002; Yen et al., 2002), de la cual 

se ha reportado un efecto positivo sobre el comportamiento agresivo (Kramer y col., 1969) y 

sobre la síntesis de 11-CT a nivel del testículo (Levavi-Sivan y col., 2010). Sin embargo, en la 

chanchita los niveles de expresión de aromatasa cerebral no difirieron entre machos T y NT. 

No obstante, el bajo número de peces analizados, así como una posible sectorización de la 

regulación social de aromatasa cerebral en la hipófisis, podrían haber ocultado potenciales 

diferencias. El modelo propuesto (Figura 37) es altamente especulativo, y aún resta examinar 

la presencia del elemento ARE en la región promotora del gen específico de chanchita, la co-

localización de aromatasa cerebral con receptores de andrógenos en la hipófisis, y confirmar 

una relación causal entre los niveles de plasmáticos de testosterona y la expresión de 

aromatasa cerebral en hipófisis. 



90 
 

En lo que respecta a la localización de la enzima aromatasa cerebral en la hipófisis de 

teleósteos, la misma parecería depender del estadio reproductivo, del sexo del animal, y de la 

especie. Por ejemplo, en la trucha arcoíris (O. mykiss), el pejerrey (O. bonaerensis), y en la 

anguila asiática (M. albus) se observó la presencia de la enzima en células dispersas todo a lo 

largo de la hipófisis (Menuet y col., 2003; Strobl-Mazzula y col., 2005; Zhang y col., 2014, 

respectivamente), mientras que en el pez cebra (D. rerio) su expresión se limitó a la pars 

distalis proximal y pars intermedia (Goto-Kazeto y col., 2004). Si bien el estudio realizado por 

Zhang y col., (2014) reveló la co-localización de algunas células positivas para aromatasa 

cerebral con la LH en gonadotropos de la hipófisis  las hembras de la anguila asiática (M. 

albus), y únicamente durante el período de vitelogénesis, la identidad de las células donde se 

expresa aromatasa cerebral continúa siendo un misterio en la gran mayoría de los peces 

teleósteos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Modelo del potencial vínculo entre la glándula hipófisis y los testículos, mediado por 

la expresión de aromatasa cerebral en la hipófisis, en relación al comportamiento agonístico. 

Los niveles elevados de testosterona plasmática característicos de los machos territoriales, 

estimularían en la glándula hipófisis la expresión del gen de aromatasa cerebral (cyp19a1b), lo 

que podría derivar en una mayor síntesis de estrógenos a nivel local. Como consecuencia, se 

estimularían  la síntesis y liberación de la hormona luteinizante  (LH),  la cual eventualmente 

promovería un aumento en la secreción del principal andrógeno involucrado en la regulación 

de la agresividad en machos de peces teleósteos, la 11-cetotestosterona (11-CT), por parte de 

las células de Leydig del testículo.  
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Tabla 5. Clasificación utilizada para la identificación de los folículos. Traducido y modificado de 

Coward y Bromage (1998). 

Folículo Apariencia al microscopio óptico (coloración con Hematoxilina y Eosina) 

Oogonia 
Aproximadamente esféricas con poco citoplasma. Por lo general ocurren 

en nidos. Ausencia de capa folicular. 

Fase I 

Cromatina  
nucleolar 

Comúnmente se ubican próximas a las oogonias. Similares en aspecto a 
las oogonias pero de mayor tamaño. Núcleo conspicuo con hebras de 

cromatina 

Fase II 

Perinucleolar 
temprana 

Citoplasma muy basófilo. Presencia de áreas localizadas del citoplasma 
con basofília intensa alrededor del núcleo o la periferia de la célula. 

Fase III 

Perinucleolar 
tardía 

Menor basofília citoplasmática que en la fase II. Núcleo central con varios 
nucleólos y hebras de cromatina. Desarrollo de la capa folicular. 

Fase IV 

Alvéolo cortical 

Citoplasma muy acidófilo Presencia de vesículas cercanas a la periferia 
del oocito. Núcleo central con varios nucleólos y hebras de cromatina. 

Fase V 

Vitelogénesis 

Aparición de gránulos pequeños de vitelo (acidófilos) en la periferia del 
oocito. Presencia de un gran número de vesículas dispersas por todo el 

citoplasma del oocito. Gran desarrollo de la capa folicular. Núcleo 
central. 

Fase VI 

Maduración 

Los gránulos de vitelo se fusionan dando glóbulos de vitelo de mayor 
tamaño distribuidos por todo el citoplasma. Presencia de vacuolas 

(aparentemente vacías) sobretodo en la periferia del oocito. Núcleo de 
ubicación central. Capa folicular prominente. 

Fase VII 

Migración de la 
vesícula germinal 

Como la fase VI, pero la vesícula germinal se localiza en la periferia del 
oocito (polo animal). 

Atrésico 
Ruptura de la membrana nuclear. Licuefacción del vitelo. El vitelo se 

torna progresivamente acidófilo. Invasión del oocito por pliegues de la 
capa folicular. Fagocitosis desde las células de la granulosa. 

Post-ovulatorio 
Estructura irregular formada por células de la teca y de la granulosa. Las 
células de la granulosa se encuentran hipertrofiadas y las células de la 

teca colapsaron hacia el lumen del folículo. 
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Figura 45. Variaciones en el índice gonadosomático (IGS) y en la composición de folículos del ovario en hembras de los distintos estadios 
del período de cuidado parental. Hembras de pre-puesta (PP), con huevos (H), al cuidado de larvas adheridas al sustrato (LS) y al cuidado 
de larvas de natación libre (LN). Letras distintas indican diferencias significativas entre los estadios del grupo control. Los asteriscos 
denotan diferencias significativas entre los estadios de hembras cuyos huevos fueron removidos y con los controles. Entre paréntesis se 
indica el tamaño de la muestra. 
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sustrato y larvas nadando (p=0,001; Figura XXa). Por otro lado, los niveles relativos más altos 

de la  

 

Discusión 

 Al analizar el perfil endócrino asociado a los diferentes estadios del período de cuidado 

parental, se observó que los niveles plasmáticos de E2, testosterona y 11-CT fueron menores y 

se mantuvieron bajos o con niveles intermedios en las hembras al cuidado de los huevos y 

larvas, cuando se los compara con el estadio de pre-puesta. La caída en los esteroides sexuales 

Figura 47. Perfiles de expresión de ambas variantes de aromatasa a lo largo del período de cuidado 
parental. Niveles relativos de expresión (a) del gen de aromatasa cerebral (cyp19a1b) en cerebro 
anterior y (b) del gen de aromatasa gonadal (cyp19a1a) en ovario en hembras de pre-puesta (PP), con 
huevos (H), al cuidado de larvas adheridas al sustrato (LS) y al cuidado de larvas de natación libre (LN). 
Letras distintas indican diferencias significativas entre los estadios del grupo control. Los asteriscos 
denotan diferencias significativas entre los estadios de hembras cuyos huevos fueron removidos y con 
los controles. Entre paréntesis se indica el tamaño de la muestra.  



113 
 

fue consecuencia directa del cuidado de la progenie, debido a que su remoción generó una 

fuerte respuesta endócrina. Las concentraciones plasmáticas de E2 y testosterona aumentaron 

en al menos un orden de magnitud en las hembras cuyos huevos fueron removidos 

comparados con los niveles en el grupo control, superando incluso los niveles presentes en las 

hembras PP. A su vez, el índice de la conversión de testosterona a E2 fue  de aproximadamente 

0,5 en hembras LS y LN tras las eliminación de los huevos, lo que indica una relación 1:1 entre 

ambos esteroides. Por otro lado, la remoción de los huevos no repercutió sobre los niveles de 

11-CT en plasma, lo que sugiere que la 11-CT en la circulación general no estaría involucrada 

en la regulación del cuidado parental y el desarrollo del ovario. Curiosamente el índice de 

metabolización de testosterona a 11-CT fue máximo en el estadio de larvas adheridas al 

sustrato, sin embargo, esto no se tradujo en un aumento en la concentración de 11-CT en 

plasma. Esto podría resultar de una disminución en la síntesis de testosterona o su 

metabolización hacia otras vías esteroideogénicas sin que se produzcan cambios en la tasa de 

la conversión de 11-CT. En la misma línea, la síntesis de 11-CT se redujo drásticamente tras la 

eliminación de los huevos en comparación con el grupo control, probablemente como 

consecuencia del aumento en la síntesis de E2 disminuyendo la proporción de testosterona 

disponible para su metabolización a 11-CT.  El traslado de los recursos hacia una mayor síntesis 

de E2 posiblemente esté involucrado en la aceleración observada en la tasa de vitelogénesis 

tras la eliminación de los huevos, a través del efecto positivo ampliamente estudiado del E2 

sobre la síntesis de vitelogenina, una proteína precursora del vitelo sintetizada en el hígado 

(Tata, 1976). 

 En conjunto, los resultados muestran un efecto negativo de la presencia de la cría 

sobre la síntesis de los esteroides sexuales. Podría argumentarse que la caída observada en los 

niveles de las hormonas es el resultado del aislamiento social de las parejas, a diferencia de las 

hembras de pre-puesta que fueron muestreadas a partir de acuarios  grupales, y que 

presentaron mayores niveles de los esteroides. Sin bien por un lado y, sin lugar a duda, el 

ambiente social afecta los niveles hormonales en la chanchita (Alonso y col., 2011) y su 

aislamiento puede derivar en una disminución de la concentración plasmática de E2 y 11-CT 

(Morandini y col., 2015), es altamente probable que la presencia de los huevos y las larvas 

resulte en una caída en los niveles de los esteroides sexuales, debido a que: (i) incluso en 

condiciones de aislamiento y por lo tanto en ausencia de interacciones agonísticas, la 

eliminación de los huevos generó un aumento en los niveles de E2 y testosterona en la 

circulación general; (ii) el mismo patrón de disminución de los niveles de esteroides sexuales 

luego del inicio del comportamiento parental ha sido informado para otras especies como la 
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tilapia de barbilla negra (Sarotherodon melanotheron; Specker y Kishida, 2000), la damisela 

espinosa (Acanthochromis polyacanthus; Pankhurst y col., 1999), el pez sapo de aleta lucia (P. 

notatus; Knapp y col., 1999); (iii) como parte del trabajo de su tesis de grado, Varela realizó un 

estudio detallado de la gametogénesis y de los perfiles hormonales durante el período de 

cuidado parental en hembras de chanchita muestreadas a partir de acuarios grupales (Varela, 

2014). Aún en un ambiente grupal, Varela observó una caída en los esteroides sexuales luego 

de la puesta. Por otro lado, también se podría objetar, y se estaría en lo cierto, que el grupo 

control no fue en realidad un control estricto del procedimiento de la eliminación de los 

huevos, dado que se tendría que haber simulado la remoción de la laja y los huevos también 

en este grupo. Aun así, si bien  no es posible descartar un efecto  producto de la propia 

manipulación, es muy probable que el aumento en las hormonas sexuales sea consecuencia 

directa de la eliminación de la progenie como se observó en otras especies de teleósteos en 

experimentos similares (Smith y Haley, 1988; Tacon y col., 2000). El efecto inhibitorio de la cría 

sobre las hormonas sexuales maternas posiblemente enlenteció la tasa de maduración 

folicular en el ovario, permitiendo una translocación de los recursos energéticos hacia otras 

áreas, como la ejecución de comportamientos característicos del período de cuidado parental, 

por ejemplo la construcción de un nido, el transporte y recolección de las larvas con la boca, 

etc., que ocurren en simultáneo con la agresividad territorial. 

 En lo que respecta a los ovarios, las hembras PP presentaron las gónadas de mayor 

tamaño relativo al peso corporal como lo indicó el mayor IGS. Lógicamente el IGS correlacionó 

negativamente con el porcentaje de folículos primarios, y positivamente con el porcentaje de 

folículos maduros. Si bien estas asociaciones se basaron fuertemente en unos pocos valores 

extremos, y por lo tanto deben ser interpretadas con cierta reserva, sugieren que el IGS sería 

un buen indicador del grado de maduración ovárica en hembras de chanchita. Por otro lado, a 

excepción de los folículos post-ovulatorios y los folículos maduros, se detectaron 

simultáneamente todos los otros estadios de la foliculogénesis en las cuatro fases del cuidado 

parental evaluadas, resaltando la característica asincrónica del ovario de la chanchita, acorde a 

lo descripto para otras especies de cíclidos como la tilapia del Nilo (O. niloticus; Tacon y col., 

1996), la tilapia pecho rojo (Tilapia zilli; Coward y Bromage, 1998), y un estudio previo en 

chanchita (Tubert y col., 2012). 

 Los porcentajes de los diferentes folículos analizados no correlacionaron con los 

niveles plasmáticos de testosterona, 11-CT o E2. Particularmente, en muchas especies de 

teleósteos la concentración de E2 en plasma correlaciona con el proceso de vitelogénesis, es 

decir la incorporación de vitelo en el oocito en desarrollo (Corriero y col., 2004; Kobayashi y 
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col., 1988; Matsuyama y col., 1994). En las hembras de chanchita  al cuidado de los huevos y 

larvas sólo se observó un pequeño aumento en el porcentaje de folículos vitelogénicos 

tempranos durante el estadio de huevos y  larvas adheridas al sustrato (4,8%±1,2). Por lo 

tanto, es posible que en el momento en el que se realizó el muestro, el proceso de 

vitelogénesis se hubiera iniciado recientemente. 

 De acuerdo con el aumento en los esteroides sexuales luego de la eliminación de los 

huevos, se observó una aceleración en la tasa de maduración ovárica, denotada por un 

incremento en el porcentaje de folículos vitelogénicos tardíos y folículos maduros 

prematuramente, a los 3 y 8 dpf, respectivamente. El aumento en la velocidad del proceso de 

foliculogénesis sería el resultado de la pérdida del costo energético que representa el cuidado 

parental y por lo tanto permitiría acortar el intervalo de tiempo entre los eventos de puesta. 

De manera similar, en varias especies de teleósteos la presencia de la progenie representa un 

costo sobre la frecuencia reproductiva de los parentales, donde la remoción de los huevos 

redujo el tiempo hasta la  puesta (Kuwamura, 1986; Smith, 1993; Smith y Haley, 1987). 

 La expresión de aromatasa gonadal en los ovarios varió durante el período de cuidado 

parental,  con los valores máximos observados en hembras H y LN. Los niveles relativos de 

expresión de la variante gonadal de aromatasa no correlacionaron con los niveles de E2 en la 

circulación general. Esto sugiere que en caso de que la actividad y la expresión génica de 

aromatasa gonadal correlacionaran positivamente, los ovarios no serían la única fuente de E2 a 

nivel sistémico, al menos durante el período de pre-puesta inmediato y los ocho días 

siguientes a la puesta,  cuando el proceso de vitelogénesis estaría aún en una fase temprana. 

Sin embargo, es oportuno mencionar que en otra especie de cíclido, O. niloticus, la actividad 

de aromatasa gonadal y el grado de expresión génica correlacionan únicamente durante el 

período de vitelogénesis (Chang y col., 1997). Además, en el goldfish (C. auratus, Pasmanik y 

Callard, 1985), en el pez sapo (Opsanus tau; Pasmanik y Callard, 1985) y en el mero de pintas 

rojas (E. akaara; Li y col., 2007),  la actividad específica de aromatasa en el cerebro fue mayor 

que aquella registrada en el ovario y, por lo tanto, es probable que represente la principal 

fuente de estrógenos, siempre y cuando los niveles del sustrato de la enzima, la testosterona, 

sean equivalentes en ambas regiones. No obstante, y en aparente contradicción, en hembras 

de chanchita la expresión de aromatasa gonadal en ovario correlacionó positivamente con el 

índice de conversión de testosterona a E2, lo que sugiere que el ovario sería el principal sitio de 

aromatización de la testosterona sistémica.   
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 La remoción de los huevos no afectó la expresión relativa de aromatasa gonadal, dado 

que los niveles de expresión no difirieron con respecto a los observados en el grupo control. 

Este hecho contrasta con el gran aumento registrado en la concentración de E2 en plasma tras 

remover los embriones, lo que sugiere que (i) los ovarios no serían la principal fuente de E2 

durante este periodo, y/o (ii) que existiría un proceso de regulación de la actividad de 

aromatasa gonadal o de su síntesis, sin que ello implicara cambios a nivel de la expresión 

génica.  

  La expresión de aromatasa cerebral en el cerebro anterior fue máxima en hembras PP, 

intermedia en hembras H, y mínima en presencia de las larvas (hembras LS y LN). La 

eliminación de los huevos no repercutió sobre la expresión de la variante cerebral de 

aromatasa, lo que sugiere que su expresión no sería un nodo en la regulación del 

comportamiento parental durante el período de pre-puesta  y los ocho días siguientes. Sin 

embargo, no se pueden descartar potenciales cambios en la expresión de la enzima a nivel 

local, en particular en el Vv y el APO, que debido al muestreo de la totalidad del cerebro 

anterior, podrían permanecer ocultos.  Por otro lado,  podrían ocurrir cambios putativos a nivel 

de la síntesis y/o activad de la enzima. Por ejemplo, en machos de ratones, el cuidado parental 

se vio asociado con un aumento específico en la actividad de aromatasa en el APO medial 

(Trainor y col., 2003).     

 Los mayores niveles relativos de expresión de aromatasa cerebral observados en las 

hembras PP, y su posterior caída con el inicio del comportamiento maternal, reflejaron el 

patrón general observado para los esteroides sexuales. Por un lado, los individuos de pre-

puesta se obtuvieron de acuarios grupales, y por lo tanto no es posible descartar un efecto del 

ambiente social sobre la expresión de aromatasa cerebral, que se ha sido vinculada al 

comportamiento agresivo en machos territoriales del cíclido A. burtoni (Huffman y col., 2013). 

Por el otro lado, la expresión relativa de aromatasa cerebral correlacionó positivamente con 

los niveles de E2 y testosterona en plasma (esta última es dependiente de un único valor 

extremo, y por lo tanto no representa una asociación confiable), lo cual sugiere que (i) el 

cerebro sería la principal fuente de E2 y testosterona en hembras de chanchita, y/o (i)  los 

niveles de expresión de la enzima resultarían del mecanismo de retroalimentación positivo 

directo del E2, o indirecto vía la aromatización de la testosterona (Mouriec y col., 2009), 

actuando sobre el potencial elemento ERE en la región promotora del gen (Diotel y col., 2010). 

Por lo tanto, la disminución en los niveles de E2 y testosterona al iniciarse el período de 

cuidado parental, probablemente arrastró a la expresión de aromatasa cerebral. Sin embargo, 

el hecho de que los niveles relativos de expresión de aromatasa cerebral no resultasen 
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afectados por la eliminación de las crías, a pesar del aumento en la concentración plasmática 

de E2 y testosterona, denota un posible cambio en la sensibilidad del cerebro a los estrógenos. 

Esto último sugiere la existencia de un mecanismo de regulación independiente de la 

concentración de esteroides sistémica. A su vez, los niveles de expresión relativos de ambas 

aromatasas no correlacionaron entre sí, lo que apunta hacia sistemas regulados de manera 

independiente. 
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Figura 48. Resumen del efecto del cuidado parental sobre distintos niveles de la fisiología 
materna. Las líneas punteadas representan mediciones en hembras cuyos huevos fueron 
removidos. 
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El objetivo general del presente trabajo de tesis se centró en la caracterización de la 

variante cerebral de la enzima aromatasa y su asociación con el comportamiento agresivo y 

sumiso en canchitas de distinto estatus social y a lo largo del período de cuidado parental. En 

este sentido, se obtuvo la secuencia nucleotídica completa del ADNc de la enzima aromatasa 

cerebral (cyp19a1b), se caracterizó la estructura primaria, secundaria y terciaría de la 

secuencia proteínica deducida, la cual presentó un alto grado de conservación evolutivo, y se 

llevó a cabo el primer estudio de la distribución neuroanatómica de la aromatasa en el cerebro 

completo de un pez cíclido. La obtención de la secuencia del ADNc de la enzima, nos permitió 

llevar a cabo un análisis de la expresión génica en cerebro e hipófisis de machos de distinto 

estatus social y de hembras a lo largo del período de cuidado maternal.  

 En el estudio de machos de la chanchita se caracterizaron los perfiles 

comportamentales, endócrinos, de expresión génica y reproductivos de machos territoriales y 

no-territoriales en un acuario comunitario, y se analizó cómo estos podrían llegar a interactuar 

entre sí. Se observó que los niveles de los andrógenos 11-CT y testosterona y del E2 variaron de 

manera dependiente del estatus social y correlacionaron positiva y negativamente, 

respectivamente, con la frecuencia del comportamiento agresivo. No se encontraron 

diferencias en los niveles relativos de expresión de aromatasa cerebral en el cerebro anterior y 

la hipófisis de machos de distinto estatus social. Sin embargo, los niveles relativos de expresión 

génica de aromatasa cerebral en hipófisis correlacionaron positivamente con el índice del 

comportamiento agonístico y con la concentración de testosterona plasmática, por lo que se 

especuló que la síntesis de E2 a nivel de la hipófisis podría actuar como un punto de 

retroalimentación positivo del comportamiento agresivo mediado por andrógenos. Es 

oportuno mencionar que, por un lado, se analizó la expresión génica de la enzima en muestras 

del cerebro anterior completo, por lo cual es probable que de haber ocurrido cambios en la 

expresión en zonas específicas del cerebro, estos no se reflejaran en el patrón de expresión 

general. Por otro lado, la expresión génica no necesariamente correlaciona con la cantidad y/o 

la actividad de la enzima. Más aún, lo descripto en otras especies de vertebrados sugiere 

fuertemente que cambios rápidos en la actividad de la aromatasa sin modificación de los 

niveles proteínicos, se asocian a cambios a nivel comportamental y del entorno social. Por lo 

cual, los resultados del presente trabajo sólo se limitan a uno de los tantos puntos de 

regulación de la aromatasa cerebral y su asociación con el estatus social y el comportamiento 

agonístico. Resultaría sumamente interesante evaluar la regulación a nivel de la actividad de la 

enzima, así como la distribución y la regulación de los receptores de estrógenos en el cerebro 
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de la chanchita. Otro punto de regulación no contemplado en este trabajo de tesis es la 

actividad de las enzimas involucradas en la síntesis del sustrato de la aromatasa, 

particularmente de la enzima colesterol desmolasa que cataliza el  paso limitante 

hormonalmente regulado de la síntesis de las hormonas esteroideas. Sería sumamente 

interesante evaluar la actividad de las varias enzimas involucradas en la síntesis del sustrato de 

la aromatasa y su asociación con el estatus social. Por último, como parte del proceso de 

estandarización de las condiciones, los machos territoriales utilizados se encontraban 

próximos a la puesta, por lo cual no se puede descartar el efecto de la cercanía al evento 

reproductivo sobre las variables analizadas y sus correlaciones. En este sentido y, para el caso 

particular de los andrógenos, la denominada hipótesis del desafío desarrollada por Wingfield y 

col. (1990) sugiere que la variación en los niveles de los andrógenos está más fuertemente 

asociada con la agresividad en un contexto reproductivo, que con la fisiología reproductiva en 

sí.  

 En el caso de las hembras, se analizaron los perfiles de expresión génica de aromatasa 

cerebral en el cerebro y de aromatasa gonadal en el ovario en hembras de distintos estadios 

del período de cuidado parental. En simultáneo se evaluó la variación en la concentración 

plasmática de los esteroides sexuales y el grado de desarrollo ovárico. El efecto de la presencia 

de las larvas sobre la fisiología materna fue evaluado a través de un experimento de remoción 

de las crías. Se encontró que la presencia de la progenie estimuló de manera específica una 

caída en los niveles plasmáticos de los esteroides sexuales y de la tasa de foliculogénesis, 

mientras que los niveles de expresión de ambas variantes de aromatasa no resultaron 

afectados, si bien la expresión génica de aromatasa cerebral también cayó luego de la puesta. 

Al igual que sucedió en el estudio de los machos de la chanchita, al analizar el cerebro anterior 

en su totalidad, se diluyen los cambios potenciales en la expresión génica en los nichos 

neuronales probablemente regulados de manera diferencial. Por lo tanto, para estudios 

futuros se recomienda fuertemente analizar la expresión de aromatasa cerebral 

individualmente en cada uno de los núcleos cerebrales relevantes para el comportamiento en 

estudio, ya sea a través de un protocolo de hibridación in situ, microdisección o 

micropunching, que han sido exitosos en cíclidos africanos (Huffman y col., 2013; Simões y col., 

2015). Por otro lado, y al igual que para machos, el análisis de la actividad de ambas variantes 

de la aromatasa y de las vías enzimáticas responsables de la síntesis de los sustratos de 

aromatasa, así como el poder conocer la localización de los receptores de estrógenos en el 

cerebro resultaría sumamente interesante, en particular en el momento donde se produce el 

cese del cuidado parental, aproximadamente 20 días luego de la eclosión. A su vez, el tamaño 
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de la muestra para algunos estadios del período de cuidado parental fue particularmente bajo. 

Como consecuencia la potencia de las pruebas estadísticas realizadas fue también baja y por lo 

tanto existió el riesgo de no detectar diferencias  entre tratamientos, aunque existiesen 

biológicamente. Por otro lado, el hecho que aún a pesar de la baja potencia estadística se 

hayan detectado diferencias entre los estadios del período de cuidado parental para las 

distintas variables evaluadas, sugiere que se tratan de efectos contundentes y con baja 

dispersión interindividual. Podría argumentarse correctamente, que al tratarse de una muestra 

acotada, resulta poco representativa de la población y como tal debería ser interpretada con 

cautela. En  este sentido sin embargo, los perfiles hormonales y los porcentajes de los folículos 

ováricos, así como el efecto específico de la progenie sobre estas variables, coinciden con lo 

reportado para otras especies, incluso para la propia chanchita, lo que sugiere que a pesar del 

tamaño pequeño de la muestra los efectos son lo suficientemente fuertes para ser detectados. 

Hasta donde sabemos este trabajo constituyó el primer análisis de la variación de la enzima 

aromatasa cerebral de teleósteos dentro del período de cuidado parental.  

 En conjunto la evidencia sugiere que una clara relación entre el estatus social (macho 

territorial vs. macho no-territorial y hembra de pre-puesta vs. hembra al cuidado de los huevos 

y larvas), el comportamiento agonístico y la concentración de esteroides sexuales en la 

circulación general. Por el contrario la expresión de la enzima aromatasa cerebral en el cerebro 

anterior y la hipófisis de machos, y en el cerebro anterior de hembras no aparenta estar 

regulada socialmente. 
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Fernando Pessoa  - Poeta y escritor 
 

[OTRAS APROXIMACIONES 
EXPERIMENTALES] 

En  esta sección se incluyen algunos experimentos realizados durante el desarrollo de la tesis, que se 
desvían del objetivo principal, pero que buscaron ampliar el conocimiento sobre el comportamiento y 
las bases neuronales del procesamiento cognitivo en peces cíclidos. Por un lado, se analizó la 
dinámica comportamental de la pareja territorial de la chanchita: ¿Existe división de tareas? 
¿Hembras y machos son igualmente agresivos? ¿Actúan de manera coordinada? Por otro lado, se 
investigó la contribución de la proliferación celular en el procesamiento emocional del cíclido africano 
Oreochromis mossambicus. 
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cero tan sólo en el 38% de los eventos se registró alguna forma de comportamiento agresivo, 

mientras que la búsqueda de alimento o el reposo caracterizaron los puntos remanentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 49.  Frecuencia de comporta-
mientos agresivos y sumisos por 
parte de la hembra (amarillo) y el 
macho (rojo) territorial. Las 
diferencias estadísticamente signifi-
cativas se indican con un asterisco.  
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Discusión 

 Al analizar la dinámica comportamental de la pareja territorial, se detectó que los machos  

realizaron más persecuciones y embestidas que las hembras, y que rara vez actuaban en simultáneo en 

la defensa del territorio. Este tipo de patrón comportamental coincide con el descripto para otras 

especies de cíclidos Neotropicales con defensa cooperativa de un territorio y división de las tareas 

(Itzkowitz y col., 2002; McKaye y Murry, 2008; Snekser y Itzkowitz, 2009). La coordinación entre el 

macho y la hembra, de manera alternada en la defensa del territorio, permite a los animales intercalar 

períodos de vigilancia con períodos de alimentación y reposo, sin que esto implique un aumento 

considerable en la probabilidad de pérdida del territorio, al mismo tiempo que mantienen un mejor 

estado de salud (Perrone y Zaret, 1979). El hecho de que las hembras T realizaran en promedio un 

menor número de persecuciones y embestidas con respecto a los machos T, sugiere la posible 

existencia de un mecanismo de división de tareas, en donde los machos estarían más involucrados en la 

defensa del territorio, mientras que las hembras realizarían una mayor inversión en la preparación del 

Figura 50. Dinámica de la pareja territorial 
(a) Ejemplo de un muestreo uno-cero donde 
se registró la ocurrencia de 
comportamientos agresivos por parte del 
macho T (cuadrados rojos), la hembra T 
(rombos amarillos) o ambos (estrella azul). 
(b) Proporción del número de eventos 
agresivos sobre el total de eventos 
registrados (uno cada 30 segundos) para el 
macho y la hembra territorial, o para ambos 
en simultáneo. La línea punteada a 0,045 
representa la probabilidad esperada de 
acción conjunta de la pareja territorial. 
Letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas. (c) Ejemplo 
de un muestreo uno-cero donde se registró 
la presencia de comportamientos agresivos 
por parte de la pareja territorial (rombos 
azules). (d) En alrededor del 38% de los 
registros se observó la presencia de 
comportamientos agresivos por parte de la 
hembra T, macho T o ambos en conjunto. 
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sitio seleccionado para la puesta. En este sentido, no se detectaron diferencias entre machos y hembras 

en la frecuencia de mordida de piedras, un comportamiento involucrado en la limpieza del sitio de 

puesta y en la construcción del nido (0,027±0,016 vs. 0,044±0,038, machos vs. hembras, 

respectivamente; p=0,67). No obstante, tan sólo en dos parejas  se registró la frecuencia de 

comportamientos reproductivos durante la filmación, por lo que la muestra no fue representativa del 

comportamiento reproductivo de la esta especie.   

 

El papel de la neurogénesis en el procesamiento cognitivo 

Introducción 

 Al igual que lo reportado para la actividad de aromatasa en el cerebro de teleósteos, donde la 

producción de estrógenos cerebrales es entre 100 y 1000 veces mayor comparada con la de otros 

vertebrados (Callard y col., 1981), el cerebro de los peces teleósteos se distingue por otra peculiaridad: 

el grado de neurogénesis adulta es superior al informado para cualquier otro vertebrado (Ganz y Brand, 

2016)(Figura 51). Más aún, las células progenitoras en gran parte del cerebro anterior son las propias 

células gliales radiales que expresan aromatasa cerebral (Marz y col., 2010; Pellegrini y col., 2007). Estas 

coincidencias llamaron nuestra atención, por lo cual se optó por explorar el fenómeno de neurogénesis 

adulta en cíclidos. 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 51. Caricatura donde se ilustra la tasa 
superior de neurogénesis adulta informada 
para peces teleósteos en comparación con 
aquella observada en mamíferos. Las tasas se 
calcularon en base a lo publicado en Zupanc, 
2006. Ilustración por Martín R. Ramallo.  
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cabeza, previo tratamiento con un analgésico local, y luego se removió todo el musculo hasta exponer 

el cráneo. Utilizando un pequeño torno se agujereó el hueso hasta revelar la cavidad craneana, por 

donde se introdujo en primer lugar una guía para la cánula, la cual se sujetó al cráneo y a la musculatura 

del pez utilizando pegamento para tejidos. Una vez secó completamente el pegamento, el orificio de la 

guía se selló utilizando una cánula dummy ajustable a rosca para impedir el ingreso de agua al interior 

del cráneo. Los peces se recuperaron del procedimiento en una pecera con bien oxigenada (Figura 53). 

Utilizando como referencia el atlas tridimensional de O. mossambicus se evaluaron distintas posiciones 

y ángulos de colocación de la cánula, de manera de determinar la ubicación e inclinación relativas más 

apropiadas para canular el Dm. Se verificó qué región del cerebro estaba siendo canulada mediante la 

inyección de tinta de color azul y la posterior observación en cortes transversales de la cabeza completa 

del área del cerebro que resultó marcada (Figura 54). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez que se logró canular el Dm con una probabilidad de éxito de aproximadamente el 60%, 

se inició el análisis del papel potencial de la neurogénesis en el Dm en el procesamiento emocional. 

Para bloquear la neurogénesis, se utilizó el inhibidor  de la mitosis arabinosilcitosina (Ara-C) disuelto en 

solución salina al 2%. En total se utilizaron 70 peces machos adultos divididos en 4 tratamientos: Macho 

dominante + Ara-C; Macho dominante + vehículo; Macho no dominante + Ara-C; Macho no dominante 

+ vehículo. El protocolo experimental se inició con la canulación de los animales (en grupos de seis 

peces por vez), seguida de 2 días de recuperación. En el caso de los individuos dominantes, estos fueron 

devueltos a peceras distintas de las cuales habían sido extraídos y que contenían sólo hembras de 

manera tal de favorecer la continuación de su estatus. Por el contrario, los individuos no dominantes 

fueron colocados en peceras comunitarias con una proporción de sexos al azar y con individuos 

dominantes fuertemente ya establecidos y de mayor tamaño. En todos los casos los peces lograron 

Figura 52.  Fotografía del dispositivo 
utilizado durante los procedimientos 
quirúrgicos.  
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recuperarse exitosamente, incluso la totalidad de los individuos dominantes construyeron nidos  en el 

sustrato y cortejaron a las hembras luego de la colocación de la cánula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Vista (a) frontal, (b) dorsal y (c) lateral de un macho de O. mossambicus inmediatamente 
luego de finalizado el procedimiento de colocación de la cánula. 

 

 

En la mañana del tercer día los peces fueron tratados con las distintas soluciones, inyectadas a través 

de la cánula, e inmediatamente después se trasladaron a los acuarios experimentales, colocándose un 

pez por acuario. Los acuarios  constaron de peceras de 45 litros, cuyos laterales se hallaban revestidos 

en papel con 2 patrones distintos (columnas de rayas blancas y negras alternadas o círculos negros 

sobre un fondo blanco de manera tal que el acuario quedaba dividido en 2 zonas: una mitad con las 

paredes revestidas por círculos negros y otra por rayas negras y blancas verticales. En ambas zonas la 

proporción de blanco y negro fue idéntica. Luego de probar diferentes protocolos de 

condicionamiento del miedo, se optó por la aplicación de un pequeño shock eléctrico como estímulo 

incondicionado. Por lo tanto, se colocaron 2 rejillas metálicas (confidencia: léase canasto para freír 

papas fritas abierto) enfrentadas en el interior de las peceras, una en cada uno de sus extremo más 

distantes. Por encima del acuario se colocaron una cámara de filmación y un foco de luz blanca (50 W, 

230 V, 35º), que actuó como estímulo condicionado (Figura 55). Luego de media hora de habituación 

al nuevo espacio experimental, se comenzó con el protocolo de condicionamiento del miedo. Se 

a                                         b 
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encendió la luz por 40 segundos, de los cuales en los últimos 20 segundos, se otorgó el pequeño 

shock eléctrico (0,6 V/cm, 20Hz, 1 pulso/segundo). En caso de que el pez cruzara a la otra mitad del 

acuario con un patrón de pared distinto antes de los 20 segundos, la luz se apagaba y el pez no recibía 

ningún shock eléctrico; de cruzar entre los 20 y los 40 segundos, tanto la luz como el estímulo 

aversivo eran finalizados una vez que cruzará totalmente al otro lado, mientras que si permanecía en 

el lugar, la luz y el shock eran finalizados al segundo 40. En todos los casos se registró el tiempo que el 

pez tardaba en cruzar hacia la otra mitad del acuario.  Cada sesión consistió de 20 ensayos, y en total 

se realizaron 3 sesiones, renovándose la dosis de Ara-C o vehículo al inicio de cada sesión. Se 

consideró que un pez había aprendido la tarea, si en los últimos 4 ensayos de la última sesión cruzaba 

antes de los 20 segundos en la totalidad de los casos. Una vez finalizado el entrenamiento, los peces 

fueron sacrificados para verificar el efecto de Ara-C sobre la neurogénesis del telencéfalo 

dorsomedial, a través de ensayos inmunohistoquímicos de marcadores de la división celular.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Fotografía de un corte transversal de la cabeza de O. mossambicus donde puede 
observarse en azul el punto de ingreso de la cánula  en el la división medial del telencéfalo dorsal. 
Abreviaturas: APO: Área preóptica; Dm: división medial del telencéfalo dorsal; NO: nervio óptico. 

 

 

Resultados y Discusión 

Lamentablemente el número de peces que logró completar el entrenamiento de manera 

exitosa y que además habían sido canulados correctamente en el Dm fue muy reducido para los 4 

grupos, lo cual no permitió realizar ningún tipo de análisis estadístico. Por un lado, la dificultad de 

canular de manera precisa el Dm resultó, en principio, de la falta de un mapa estereotáxico apropiado, 
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