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RESPUESTA DEL EJE REPRODUCTIVO FRENTE A LA RESTRICCIÓN 

ALIMENTARIA EN EL PEZ CÍCLIDO Cichlasoma dimerus 

 

 

La mayoría de los peces teleósteos pueden atravesar largos períodos sin alimentarse, ya sea 

por una eventual ausencia de alimento en sus nichos ecológicos o como consecuencia de su 

comportamiento durante el cuidado parental o la reproducción. En esta Tesis se estudió el efecto de 

la restricción alimentaria sobre el eje reproductivo del pez cíclido Cichlasoma dimerus incluyendo en 

el análisis a leptina, hormona ampliamente estudiada en mamíferos por su relación entre el estado 

nutricional y la reproducción. Se analizó la histología gonadal, la expresión génica de distintas 

hormonas del eje reproductivo y los niveles plasmáticos de esteroides sexuales en animales 

alimentados versus animales sometidos a restricción alimentaria.  

En hembras, no se observó efecto del hambreado sobre el eje reproductivo, ya que la 

maduración folicular y la expresión génica de las distintas hormonas analizadas no mostraron 

diferencias con respecto a los controles. Sin embargo, en machos, la restricción alimentaria tuvo un 

efecto estimulatorio en el eje reproductivo, lo que se reflejó en un mayor número de 

espermatozoides en sus lóbulos seminíferos y en el ducto espermático, un aumento de la expresión 

de la hormona folículo estimulante y una disminución de la expresión del factor de crecimiento tipo 

insulina 1 y de los niveles plasmáticos de 11-ceto testosterona. 

 Teniendo en cuenta la acción de leptina en mamíferos, se propuso también estudiar la 

respuesta de esta hormona frente a la restricción alimentaria en C. dimerus. En primer lugar, se 

caracterizaron los transcriptos de leptina y de su receptor y se llevaron a cabo distintos estudios 

bioinformáticos. Se identificaron dos parálogos de leptina con expresión diferencial en los distintos 

órganos y un único receptor ampliamente distribuido. Luego, se evaluaron los niveles de leptina y 

del receptor en condiciones de restricción alimentaria. De los resultados obtenidos se puede 

destacar la disminución de la expresión de leptina hepática en animales hambreados, lo que sugiere 

que en esta especie esta hormona tendría un efecto similar al reportado en mamíferos.  

Por último, en esta Tesis también se secuenció la variante de la hormona liberadora de 

gonadotrofinas 1 (gnrh1) y se analizó la secuencia de las tres variantes de Gnrh presentes en esta 

especie y, al igual que con leptina, se llevaron a cabo estudios bioinformáticos. De los mismos 

surgieron nuevas preguntas acerca del péptido asociado a GnRH (GAP), inicialmente postulado 

como un factor inhibidor de prolactina en mamíferos. Considerando que la estructura 

tridimensional (3D) de una proteína se relaciona con su función, se evaluó si ésta se encontraba 

filogenéticamente conservada en los vertebrados, a pesar de la baja identidad en su secuencia 



aminoacídica entre los distintos grupos. Se observó que la estructura 3D del GAP asociado a GnRH1 

se encuentra altamente conservada y presenta una estructura típica de hélice-loop-hélice, 

característica de algunos factores de transcripción. Estos resultados infieren una presión de 

selección en el mantenimiento de la estructura 3D de GAP a lo largo del linaje de los vertebrados, 

sugiriendo una posible función hipofisiotrópica de la misma. 

 

Palabras claves: teleósteos, alimentación, reproducción, leptina, receptor de leptina, péptido 

asociado a la hormona liberadora de gonadotrofinas (GAP), vertebrados. 



REPRODUCTIVE AXIS' RESPONSE TO FOOD RESTRICTION IN THE 

CICHLID FISH Cichlasoma dimerus 

 

 

Most teleost fishes can go through long periods without feeding, either due to an eventual 

lack of food in their ecological niches or as a consequence of their behavior during parental care or 

reproduction. In this Thesis, the effect of food restriction on the reproductive axis of the cichlid fish 

Cichlasoma dimerus was studied. The analysis included leptin, a hormone widely studied in 

mammals for its relationship between the nutritional status and reproduction. Specifically, gonadal 

histology, gene expression of different hormones of the reproductive axis and sex steroids plasma 

levels were evaluated in fed deprived vs. control animals.  

Food restriction did not affect the reproductive axis in females, since follicular maturation 

and gene expression of the different hormones analyzed did not show differences with respect to 

the controls. However, in males, food restriction showed a stimulatory effect on the reproductive 

axis, which was reflected in a greater number of spermatozoa in their seminiferous lobes and 

spermatic ducts, an increase in the expression of the follicle stimulating hormone, a decreased in 

expression of insulin-like growth factor 1, and a decrease in the plasmatic levels of 11-keto 

testosterone. 

 Considering leptin actions in mammals, the response of this hormone to food 

restriction also was evaluated. First, the transcripts of leptin and its receptor were characterized and 

different bioinformatic studies were performed. Two leptin paralogs with differential expression in 

the different organs and a single widely distributed receptor were identified. Then, leptin and 

receptor levels were evaluated under food restriction conditions. From the results obtained, it can 

be highlighted that the expression of hepatic leptin in unfed animals decreased, which suggests 

that, in this species, this hormone would have a similar effect to that of the reported in mammals. 

 Finally, in this Thesis, the variant of the gonadotropin-releasing hormone 1 (gnrh1) 

was also sequenced, and the sequences of the three variants of Gnrh present in this species were 

analyzed and, as with leptin, bioinformatic studies were performed. Because of these, new 

questions arose about the peptide associated with GnRH (GAP), initially postulated as a prolactin 

inhibiting factor in mammals. Considering that the tridimensional structure of a protein is related to 

its function, it was evaluated if it was phylogenetically conserved among vertebrates, despite the low 

identity in its amino acid sequence between the different groups. It was observed that the 3D 

structure of GAP associated with GnRH1 is highly conserved and presents a typical helix-loop-helix 

structure, characteristic of some transcription factors. These results infer a selection pressure in the 



maintenance of the 3D structure of GAP along the vertebrate´s lineage, suggesting a possible 

hypophysiotropic function. 

 

 

Keywords: teleost, feeding, reproduction, leptin, leptin receptor, gonadotropin releasing hormone 

associated peptide (GAP), vertebrates. 
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NOMENCLATURA DE GENES Y PROTEÍNAS 

 

 

Debido a que no se ha establecido un consenso que abarque a todos los metazoos, el 

formato utilizado para escribir el símbolo que representa el nombre de un gen o de una proteína 

depende de cada especie. Igualmente, por convención, el símbolo se escribe abreviando su nombre 

descriptivo en inglés con letras del alfabeto latino y números arábicos1. Como regla general, el 

símbolo de los genes va en itálica y el de las proteínas en letra regular, y el ARN y el ADN copia 

usualmente siguen el mismo arreglo que el de los genes. 

A continuación, se ejemplifica la nomenclatura aceptada hoy en día para distintas especies 

de vertebrados, utilizando como ejemplo la variante 1 de la hormona liberadora de gonadotrofinas 

(GnRH1). Esta convención se seguirá a lo largo de la Tesis.  

 

Especies Genes Proteínas 

   

Humano, otros primates, gallo1,2 GnRH1 GnRH1 

Roedores3 Gnrh1 GnRH1 

Xenopus4 

 

gnrh1 Gnrh1 

Pez cebra5  gnrh1 Gnrh1 

   

Si bien esta nomenclatura se estableció para organismos modelos, la misma suele utilizarse 

en las distintas especies de los respectivos grupos de vertebrados. En esta Tesis cuando se nombren 

genes y proteínas haciendo alusión a los vertebrados en general se utilizará la nomenclatura 

establecida para primates. En el caso particular de los peces teleósteos, los cuales presentan varios 

genes duplicados, a cada parálogo se le agrega al final del símbolo la letra Ɉaɉ o Ɉbɉ5. Sin embargo, 

como en los últimos trabajos y revisiones sobre leptina estas letras se representan en mayúscula, se 

optó por seguir esta última convención. 

 

1https://www.genenames.org/about/guidelines 

2https://www.genenames.org/about/guidelines 

3http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml 

4http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp 

5https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines 

 

http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp
https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines
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Con el objeto de facilitar la lectura de la Tesis, las especies se escribieron en el texto con su 

nombre común en español más frecuentemente utilizado. En aquellos casos donde fue necesario 

diferenciar entre especies de un mismo género, se utilizaron nombres más específicos. Por esta 

razón, en la siguiente tabla aparece un listado de las mismas junto a su nombre científico y el taxón 

al que pertenecen. Para aquellas especies que se nombran por una única vez en la Tesis, estos 

datos aparecen en el texto entre paréntesis a continuación de su nombre común. 

 

Grupo Taxón Nombre científico Nombre común 

Mamíferos 

Primates Homo sapiens Humano 

Rodentia Rattus norvegicus Rata 

Rodentia Mus musculus Ratón 

Cetartiodactyla Ovis aries Oveja 

Carnivora Ailuropoda melanoleuca Oso panda 

Diprotodontia Phascolarctos cinereus Koala 

Saurópsidos 

Galliformes Gallus gallus Pollo 

Anseriformes Anas platyrhynchos Pato 

Pelecaniformes Pelecanus crispus Pelícano 

Crocodylia Alligator mississippiensis Caimán americano 

Crocodylia Alligator sinensis Caimán chino 

Squamata Eublepharis macularius Gecko 

Testudines Pelodiscus sinensis Tortuga china 

Testudines Chrysemys picta Tortuga pintada 

Anfibios 

Caudata Andrias davidianus Salamandra 

Anura Silurana tropicalis Clawed frog* 

Anura Lithobates catesbeianus Rana toro 

Anura Xenopus laevis Xenopus* 

Peces 

sarcopterigios 

Coelacanthiformes Latimeria chalumnae Celacanto comorense 

Coelacanthiformes Latimeria menadoensis Celacanto de Indonesia 

Actinopterígios Acipenseriformes Acipenser sinensis Esturión 

no teleósteos Semionotiformes Lepisosteus oculatus Pejelagarto 

Teleósteos 

Anguilliformes Anguilla anguilla Anguila /Anguila europea 

Anguilliformes Anguilla japónica Anguila japonesa 

Osteoglossiformes Scleropages jardinii Arowana 

Clupeiformes Engraulis japonicus Anchoíta 
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Teleósteos 

 

Cipriniformes Cyprinus carpio Carpa común 

Cipriniformes Carassius auratus Goldfish** 

Cipriniformes Danio rerio Pez cebra 

Characiformes Piaractus mesopotamicus Pacú 

Siluriformes Clarias gariepinus Bagre africano 

Siluriformes Ictalurus punctatus Bagre americano 

Salmoniformes Oncorhynchus mykiss Trucha arcoíris 

Salmoniformes Salvelinus alpinus Trucha ártica 

Salmoniformes Coregonus clupeaformis Corégono 

Salmoniformes Salmo salar Salmón del Atlántico 

Salmoniformes Oncorhynchus keta Salmón keta 

Salmoniformes Oncorhynchus kisutch Salmón plateado 

Scombriformes Scomber japonicus Caballa 

Carangiformes Seriola quinqueradiata Pez limón 

Pleuronectiformes Solea senegalensis Lenguado 

Atheriniformes Odontesthes bonariensis Pejerrey 

Beloniformes Oryzias latipes Medaka 

Cichliformes Astatotilapia burtoni Burtoni 

Cichliformes Orechromis mossambicus Tilapia de Mozambique 

Cichliformes Oreochromis niloticus Tilapia del Nilo 

Cichliformes Cichlasoma nigrofasciatum Convicto 

Cichliformes Cichlasoma dimerus Chanchita 

Eupercaria Dicentrarchus labrax Lubina 

Eupercaria Morone saxatilis Lubina rayada 

Perciformes Epinephelus coioides Mero 

Centrarchiformes Siniperca chuatsi Pez mandarín 

Tetraodontiformes Takifugu rubripes Pez globo 

Condríctios Chimaeriformes Callorhinchus milii Quimera 

Agnatos Petromyzontiformes Petromyzon marinus  Lamprea 

 

 

* Se decidió mantener para estas especies el nombre común en inglés ya que no se encontró uno en español 

que sea representativo y de uso frecuente. 

** Se decidió mantener para esta especie el nombre común en inglés ya que es la manera más habitual de 

nombrarlo en Argentina. 
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CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA REPRODUCCIÓN EN PECES TELEÓSTEOS 

 

La capacidad de reproducirse es una característica compartida por todas las formas vivas, la 

cual resulta esencial para la preservación de las especies (Blüm, 2012). En vertebrados se ha 

descripto un enorme abanico de tipos, estrategias y comportamientos reproductivos de los cuales la 

gran mayoría se encuentra presente en los peces teleósteos (Desjardins y Fernald, 2009). 

Brevemente, los peces teleósteos presentan todos los modos de reproducción conocidos hasta el 

momento: gonocorismo, hermafroditismo y unisexualidad. Existen peces con fecundación externa y 

otros con fecundación interna (Helfman y col., 2009). Peces denominados semélparos, que se 

reproducen una sola vez en la vida, hecho que generalmente está asociado a la muerte de los 

progenitores, y peces iteróparos, que presentan múltiples eventos reproductivos a lo largo de su 

ciclo de vida (Helfman y col., 2009). Existen, también, peces que son desovadores pelágicos, los 

cuales suelen no proteger a sus crías y peces desovadores territoriales, los cuales seleccionan un 

sitio para reproducirse y además suelen presentar cuidado parental (GonǍalvez y Oliveira, 2010). 

Esta enorme diversidad se encuentra más desarrolla en la Tabla 1. 

 

Tipo de reproducción Breve descripción Ejemplos de especies 

Gonocorismo Especies con reproducción sexual que 

presentan a lo largo de toda su vida los 

sexos separados 

Lubina, salmones, medaka, 

chanchita, tilapias, entre otros 

Hermafroditismo Especies con reproducción sexual, en las 

cuales un individuo presenta ambos sexos 

a lo largo de su vida. Puede ser de manera 

secuencial siendo primero machos y luego 

hembras (protándrico), o primero 

hembras y luego machos (protogínico); o 

simultaneo que se caracterizan por 

presentar una gónada denominada 

ovotestis. 

Protándrico: pez payaso 

(Amphiprion ocellaris, Ovalentaria) 

Protogínico: besugo (Pagellus 

bogaraveo, Spariformes) 

Simultaneo: peces Hamlet del 

género Hypoplectrus. (Perciformes) 

Unisexualidad  Especies donde solo las hembras se 

reproducen y de manera partenogénica 

Molly amazónica (Poecillia 

formosa, Ciprinodontiformes) 

Modo de fecundación Breve descripción Ejemplos de especies 

Externa Las gametas son liberadas al agua en 

donde ocurre la fecundación 

La mayoría de los peces 

teleósteos 

Interna La fusión de las gametas ocurre dentro del 

oviducto, por lo cual los machos suelen 

presentar una estructura modificada con 

la cual introducen los espermatozoides  

Perca (Amphistichus argenteus, 

Ovalentaria); madrecita 

(Cnesterodon decemmaculatus, 

Ovalentaria) 
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Frecuencia reproductiva Breve descripción Ejemplos de especies 

Semelparidad Peces que se reproducen una sola vez en 

la vida, hecho que generalmente está 

asociado a la muerte de los progenitores  

Salmón del Atlántico  

Iteroparidad Peces que presentan múltiples eventos 

reproductivos a lo largo de su ciclo de 

vida. Se los puede dividir en: aquellos que 

presentan un único desove por etapa 

reproductiva, los que presentan varios 

desoves por etapa reproductiva y aquellos 

que pueden reproducirse diariamente.  

Un evento por temporada: 

rivulines (Aphyolebias boticarioi, 

Ovalentaria)  

Varios eventos por temporada: 

chanchita, tilapias  

Reproducción diaria: medaka, pez 

cebra  

Cuidado parental Breve descripción Ejemplos de especies 

Sin cuidado parental Suele estar relacionado a las especies 

desovadoras pelágicas, aunque también 

se observa en especies que seleccionan 

un territorio y esconden a sus crías.   

La mayoría de los peces 

teleósteos 

Con cuidado parental El cuidado parental lo realiza uno de los 

progenitores o ambos y está relacionado a 

la selección de un sitio de reproducción. 

Pueden ser protectores, defendiendo un 

sitio donde se encuentran los embriones o 

larvas, o pueden ser portadores llevando, 

por ejemplo, los embriones o larvas 

dentro de sus bocas. 

Protectores: chanchita  

Portadores: tilapia de 

Mozambique 

Tabla 1. Características de la reproducción de peces teleósteos. La tabla se confeccionó en base a lo descripto en Helfman 

y col., 2009 y Smith y Wootton, 2016. 

 

La reproducción de los peces teleósteos puede verse afectada por la temperatura, el 

fotoperíodo, las interacciones entre individuos, la disponibilidad de alimento, entre otros factores 

(Wooton y Smith, 2015). Dada la enorme diversidad de modos, estrategias y comportamientos 

reproductivos recién descriptos, resulta evidente que estos factores puedan llegar a afectar de 

distintas maneras a las diferentes especies de peces teleósteos. Por ejemplo, la disponibilidad de 

alimento puede jugar un rol diferente en la gametogénesis de especies semélparas, o especies 

iteróparas, o dentro de estas últimas en especies que sean desovadoras pelágicas o especies 

portadoras, en las cuales durante el período de cuidado parental los reproductores no se alimentan.  

A pesar de esta gran diversidad, la mayoría de los peces teleósteos presentan muchas 

características comunes en su gametogénesis, convirtiéndolos en interesantes modelos para 

estudios relacionados con la reproducción. 
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confusiones en la comprensión de los trabajos (Grier y col., 2009). Según algunos autores (como 

Lubzens y col., 2010), el folículo ovárico está formado por un oocito rodeado de una zona radiata, 

una capa de células de la granulosa, las cuales secretan una lámina basal, y las células tecales. Sin 

embargo, otros autores (como Grier y col., 2009) consideran que el folículo ovárico está formado 

por un oocito rodeado por una envoltura vitelina y por fuera de esta una capa de células foliculares. 

Como se puede observar, no solo varía la nomenclatura, sino que hay discrepancias en el número 

de capas que conforman un folículo. En la presente Tesis se utilizarán la terminología empleada en 

Grier y col., (2009). 

A partir de las células germinales primordiales se diferencian las oogonias que proliferan y 

eventualmente inician la meiosis. Estos oocitos quedan detenidos en diplotene de la primera 

profase meiótica, comenzando lo que se denomina crecimiento primario (Grier y col., 2009; Lubzens 

y col., 2010). Durante este proceso, en el cual ya se encuentran formados los folículos, el oocito 

acumula ARN ribosomal y ARN pre-mensajero en su citoplasma, tornándose cada vez más basófilo 

(etapa que se denomina folículo perinucleolar). Posteriormente, aparecen en el citoplasma alvéolos 

corticales sintetizado por el oocito (Wallace y Selman, 1990) y vesículas lipídicas incorporadas de la 

circulación sanguínea (Le Menn y col., 2007) (etapa de folículo alvéolo cortical). Durante la etapa de 

crecimiento secundario o vitelogénesis (Grier y col., 2009), el oocito aumenta drásticamente de 

tamaño debido a la incorporación y procesamiento de vitelogenina y lípidos neutros que serán la 

principal fuente de nutrición del embrión en desarrollo (Hiramatsu y col, 2015). Finalmente, se 

produce la maduración del oocito, etapa que se caracteriza por la migración de la vesícula germinal 

hacia el polo animal y la posterior ruptura de la misma (GVBD, del inglés germinal vesicle breakdown) 

(Grier y col., 2009).  
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Figura 1. Ovario y oogénesis de peces teleósteos. a) Esquema representativo de un ovario del tipo cistovárico (izquierda) y 

del tipo gimnovárico (derecha). En este último, se detalla la falta parcial de la cápsula y la ausencia de una cavidad ovárica. b) 

Microfotografía de campo claro de una región del ovario del pez limón en donde se observan folículos y oocitos en distintos 

estadios de desarrollo. (a y b:  Kagawa, 2013). c) Esquema general del desarrollo de folículos y oocitos en teleósteos. VG: 

vesícula germinal. d) Esquema de un folículo ovárico donde se representan las distintas estructuras que lo conforman y 

también la membrana basal y células tecales. (c y d adaptado de Khan y Thomas, 1999). 

 

 

El término vitelogénesis (del latín vitellum: yema de huevo; del griego genesis: generación) 

describe el proceso de incorporación de la vitelogenina al oocito y su posterior procesamiento a 

placas de vitelo (Le Menn y col., 2007). La vitelogenina es una fosfolipoglicoproteína sintetizada 

principalmente en el hígado (Lubzens y col., 2010) la cual es liberada al torrente sanguíneo e 

incorporada por los oocitos vía endocitosis mediada por receptor (Tyler y Lancaster, 1993; 

Hiramatsu y col., 2015). Dentro del ooplasma esta proteína es procesada a gránulos de vitelo, que 

presentan una apariencia de cristales regulares (Mommsen y Walsh, 1988). Se ha detectado, 

también, síntesis de vitelogenina en otros órganos, incluyendo el ovario (Wang y col., 2005).   

Aquellos oocitos que no son ovulados, por alguna perturbación del proceso de maduración 

u ovulación, son reabsorbidos, al igual que los folículos post ovulatorios, siendo la atresia folicular 
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mediada por apoptosis el principal mecanismo observado en varias especies (Drummond y col., 

2000; Wood y Van der Kraak, 2001; Santos y col., 2008). Este proceso se caracteriza por la 

degeneración del núcleo de los oocitos seguido de la fragmentación de la envoltura vitelina y la 

hipertrofia de las células foliculares, las cuales además adquieren propiedades macrofágicas 

(Guraya, 1986; Miranda y col., 1999; Santos y col., 2008; Grier y col., 2009). 

Como se mencionó previamente, los peces teleósteos pueden presentar distintas 

frecuencias de reproducción, dividiendo a las especies en semélparas e iteróparas. Esta clasificación 

está íntimamente relacionada con la oogenesis y foliculogénesis. Aquellas especies que se 

reproducen una única vez en la vida contienen todos los folículos en un mismo estadio de 

desarrollo (ovarios sincrónicos). Mientras que en los ovarios de las especies iteróparas se pueden 

encontrar a los folículos en distintos estadios de la oogénesis (ovarios asincrónicos) (Kagawa, 2013). 

En aquellos individuos que se reproducen una única vez por temporada, los ovarios sufren 

regresión luego de la ovulación y se mantienen quiescentes hasta el próximo período reproductivo 

(Smith y Wootton, 2016). Mientras que en los peces que presentan varios eventos reproductivos por 

temporada, separados por días o semanas, se suelen encontrar dos poblaciones dominantes de 

folículos: perinucleolares y vitelogénicos. Por último, aquellas especies que pueden reproducirse 

diariamente presentan todos los estadios igualmente distribuidos en los ovarios, aunque en estos 

casos los desoves suelen ser más pequeños.  

 

 

Espermatogénesis en peces teleósteos 

 

En los peces, como en el resto de los vertebrados, el testículo está compuesto por un 

compartimento intersticial y otro germinal, ambos separados por una membrana basal y células 

mioides. Según el arreglo que presente este último compartimento se han descripto dos tipos de 

testículo en peces teleósteos denominados tubular y lobular. En el primero, se observan túbulos 

anastomosado que forman Ɉbuclesɉ en la periferia del testículo y se conectan entre sí conformando 

un sistema de aspecto muy irregular. Por otro lado, en los testículos lobulares se observan 

proyecciones redondeadas del compartimento germinal, que se disponen radialmente desde el 

ducto espermático y terminan por debajo de la superficie del testículo (Figura 2) (Grier, 1993).  

El compartimento intersticial contiene las células de Leydig esteroidogénicas, vasos 

sanguíneos y linfáticos, macrófagos y mastocitos, y tejido neural y conectivo, dentro del cual se 

incluyen las células mioides. El compartimento lobular o tubular contiene el epitelio germinal, el cual 

está formado por células de Sertoli (somáticas) y por células germinales en diferentes estadios de 

desarrollo (Schulz y col., 2010; Schulz y Nóbrega, 2011). La luz de este compartimento se continúa 
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con la del conducto espermático (Grier y col., 1980), el cual se encuentra tapizado por células 

columnares (Lahnsteiner y col., 1994), y desemboca directamente en el poro urogenital (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La espermatogénesis (del griego spermat: semilla; genesis: generación) es un proceso 

altamente organizado y coordinado, en el cual espermatogonias diploides proliferan y se 

diferencian a espermatozoides maduros (Schulz y col., 2010). Si bien es un ciclo continuo, se la 

puede dividir en una fase proliferativa, o fase mitótica, donde proliferan y se renuevan las 

espermatogonias (indiferenciadas y diferenciadas), una fase meiótica, representada por los 

espermatocitos primarios y secundarios, y la espermiogénesis, durante la cual las espermátidas 

haploides presentan cambios morfológicos que las diferencia a espermatozoides (Nóbrega y col., 

2009; Schulz y col., 2010). Se han descripto y caracterizado histológicamente y por microscopia 

electrónica de transmisión los distintos estadios de la espermatogénesis (Figura 3). Básicamente, se 

los puede diferenciar por una continua reducción del tamaño celular y nuclear y por una progresiva 

condensación de la cromatina. Durante la fase mitótica, la espermatogonia A indiferenciada da lugar 

a la espermatogonia A diferenciada, con menor potencial de auto-renovación, que luego de un dado 

número de divisiones mitóticas (especie específicas) da lugar a la espermatogonia B, la cual 

presenta una mayor tasa de división. Estas se diferencian a espermatocitos primarios que ingresan 

a la meiosis I (por lo cual también pueden llegar a diferenciarse por la presencia de figuras 

metafásicas) dando lugar a los espermatocitos secundarios que, al igual que en mamíferos, ingresan 

rápido a la meiosis II resultando difícil su identificación. Al finalizar la meioisis II las células se 

denominan espermátidas y sufren grandes cambios morfológicos (heterocromatinización, 

eliminación y rearreglo de organelas, formación de un flagelo, entre otros) (Schulz y col., 2010). La 

Figura 2. Esquema general de un corte transversal de testículo de un 

pez teleósteo. Se observa una estructura ovoide característica de estos 

testículos. El esquema se encuentra orientado con la parte dorsal hacia 

arriba. Se observa la continuidad que existe entre los lóbulos seminíferos y 

el conducto espermático, que recorre paralelo a toda la gónada. (Adaptado 

de Polder, 1971). 
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duración de la espermatogénesis depende de diversos factores, como por ejemplo de la especie 

(Schulz y col., 2010), de la temperatura (Billard, 1990) y del fotoperíodo (Almeida y col., 2008). 

En los anamniotas la espermatogénesis es del tipo cística (Callard, 1996), lo que significa que 

un grupo de células de Sertoli envuelven y acompañan el desarrollo de células germinales que se 

encuentran en un mismo estadio (clones), hasta la liberación de los espermatozoides (Almeida y 

col., 2009) (Figura 3). Los testículos lobulares pueden diferenciarse en restrictos e irrestrictos. Los 

primeros presentan un arreglo espacial en el cual los cistos de espermatogonias indiferenciadas se 

encuentran cercanas a la túnica albugínea (envoltura fibrosa del testículo) y a medida que proliferan 

e ingresan a la meiosis el cisto Ɉmigraɉ hacia la región más cercana al ducto seminífero, lugar en el 

cual ocurre la espermiación. En los lobulares irrestrictos no se observa ningún arreglo espacial y los 

distintos cistos están distribuidos a lo largo del compartimento germinal (Schulz y col., 2010). 

 

 

  

 

Figura 3. Representación esquemática de la espermatogénesis cística en peces teleósteos. En color se esquematiza un 

lóbulo seminífero con su epitelio germinal formado por células de Sertoli (SE) y células germinales, el cual está delimitado por 

la membrana basal (MB). Por fuera de la misma se encuentra el tejido intersticial en donde se muestran las células mioides 

perilobulares (Mioid), las células de Leydig y un vaso sanguíneo (VS). Dentro del lóbulo se observan cistos en distintos 

estadios de desarrollo y en blanco y negro se muestran microfotografías representativas de las células espermáticas en el 

estadio correspondiente. Aind*: espermatogonia A indiferenciada (posiblemente célula madre); Aind: espermatogonia A 

indiferenciada Adif: espermatogonia A diferenciada; B (temp-tard): espermatogonias B; L/Z: espermatocitos primarios en 

leptotene y cigotene; P: espermatocitos primarios en paquitene; D/MI: espermatocitos primarios en diplotene y metafase I; 

S/MII: espermatocitos secundarios en metafase II; E1: espermátidas tempranas, E2: espermátidas intermedias; Estd: 

espermátidas elongadas; SZ: espermatozoides. (Schulz y col., 2010). 
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El espermatozoide maduro se libera del cisto, proceso denominado espermiación, migra y se 

acumula en el ducto espermático hasta el momento en el cual ocurre la liberación del mismo 

(Billard y Takahashima, 1983; Schulz y Nóbrega, 2011). Billard y Takahashima, (1983) describieron en 

machos de trucha arcoíris la presencia de espermatozoides en el testículo y en el ducto espermático 

meses antes de que comience la época reproductiva, reflejando períodos de acumulación de los 

mismos hasta el momento de su liberación. Más aún, observaron que, bajo ciertas condiciones de 

cautiverio, ante la falta de un evento reproductivo, la espermiación se frena cuando hay una alta 

acumulación de espermatozoides en el ducto (50-80% de su capacidad). Luego de la época 

reproductiva, los espermatozoides remanentes son fagocitados por las células de Sertoli o por 

macrófagos presentes en el lumen de los lóbulos y del ducto. Por otra parte, también se observó en 

ciertas especies pérdida de células espermáticas por apoptosis, aunque a bajo nivel (Schulz y col., 

2010); en particular de espermatogonias en el bacalao (Gadus morhua, Gadiformes) (Almeida y col., 

2008) y durante la fase espermiogénica en tilapia del Nilo (Vilela y col., 2003). 

   

 

Regulación endócrina del eje reproductivo 

 

En todos los vertebrados la función reproductiva está regulada por el eje hipotálamo-

hipófisis-gonadal (eje HHG) (Tena-Sempere, 2007; Kah y Dufour, 2011). Históricamente, a nivel 

endócrino ésto era sinónimo de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH: del inglés 

Gonadotropin releasing hormone) - gonadotrofinas (FSH, del inglés follicle-stimulating hormone, y LH, 

del inglés luteinizing hormone) - esteroides sexuales. Sin embargo, hoy en día se conoce que esta 

regulación es más compleja, ya que en los distintos niveles del eje se han identificado otros péptidos 

fundamentales en este proceso (Figura 4). A nivel central, en los últimos años, se han descripto 

distintos neuropéptidos que regulan la síntesis y liberación de GnRH y de las gonadotrofinas. Dentro 

de los mismos se encuentran el neuropéptido Y, kisspeptina y la hormona inhibidora de 

gonadotrofinas (GnIH: del inglés Gonadotropin inhibiting hormone). En cuanto a las neuronas 

kisspeptinérgicas, se ha descripto que en mamíferos éstas regulan la reproducción a través de la 

estimulación de las neuronas de GnRH (Oakley y col., 2009), así como también por acción directa 

sobre los gonadotropos (Gutiérrez-Pascual y col., 2007). En peces teleósteos se ha sugerido que 

estas neuronas también inducen la expresión y secreción de la variante de Gnrh hipofisiotrópica 

(Elizur, 2009), y además se describió una segunda variante denominada kisspeptina 2 la cual se ha 

observado que en algunas especies regula la liberación de Gnrh presináptica y que podría estar 

inervando directamente los gonadotropos (Lee y col., 2009). A GnIH, hormona originalmente 

descripta en aves, se le adjudicó un rol inhibitorio de la reproducción actuando directamente sobre 
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Figura 4. Representación esquemática de los principales 

elementos del eje reproductivo en teleósteos. La 

regulación endocrina general del eje reproductivo se 

encuentra conservada entre los vertebrados. En el esquema 

se observan distintas hormonas y péptidos producidos en 

los diferentes niveles del eje y el feedback regulatorio de los 

mismos (Adaptado de Escobar y col., 2016). Sin embargo, 

dada la complejidad del sistema, el esquema se encuentra 

muy resumido. 

los gonadotropos, inhibiendo la síntesis y liberación de las gonadotrofinas, o indirectamente a 

través de las neuronas de GnRH (Tsutsui y col., 2017). 

 

 

 

 

Las gonadotrofinas, FSH y LH, son hormonas peptídicas heterodiméricas que comparten una 

subunidad ʰ común y una subunidad ƽ específica y característica de cada una (Pierce y Parsons, 

1981; Levavi-Sivan y col., 2010). Ambas desencadenan la producción de esteroides a nivel gonadal, 

tanto andrógenos, estrógenos, como progestágenos, los cuales estimulan la proliferación, 

diferenciación y maduración de las células germinales. Además, estos esteroides generan feedbacks 

regulatorios a distintos niveles del eje (Levavi-Sivan y col., 2010) (Figura 4).  

En hembras de peces teleósteos, se postula que Fsh es la principal inductora del crecimiento 

y desarrollo del oocito, mientras que Lh actúa en la maduración y la ovulación de los oocitos 

maduros (Patiño y Sullivan, 2002; Gen y col., 2003; Planas y Swanson, 2008), a través de la 

estimulación de progestágenos como 17Ƽ,20ƽ-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP) o 17Ƽ,20ƽ-

trihidroxi-4-pregnen-3-ona. Una de las principales hormonas esteroideas es el 17ƽ estradiol (E2), el 

cual se sintetiza en las células foliculares a partir de la conversión de testosterona a E2 por la acción 

de la enzima citocromo P450 aromatasa. Si bien se considera que el E2 interviene en distintas etapas 

del desarrollo, por ejemplo en la proliferación de los oocitos (Miura y col., 2007; Lubzens y col., 
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2010), se ha observado un incremento de los niveles plasmáticos de esta hormona justo antes del 

comienzo de la vitelogénesis. El E2 es responsable de estimular la síntesis de vitelogenina hepática la 

cual es incorporada por el oocito generando un considerable aumento del tamaño del mismo 

(Nagahama, 1994; Grier y col., 2002; Kortner y col., 2009a, 2009b). Además de Fsh, se ha postulado 

que el factor de crecimiento tipo insulina-I (Igf1, del inglés insulin like growth factor-I) estimula la 

producción de E2 en las células foliculares a través del aumento de la expresión del gen de 

aromatasa (Maestro y col., 1997; Weber y col., 2000; Kagawa y col., 2003; Weber y col., 2007). Se ha 

descripto que tanto el E2 como las gonadotrofinas también disminuyen los niveles de apoptosis en 

los ovarios (Janz y Van der Kraak, 1997; Wood y Van der Kraak, 2002). 

En los machos de peces teleósteos, Fsh actuaría principalmente durante los primeros 

estadios de la espermatogénesis, mientras que Lh estaría involucrada en los estadios finales de la 

maduración, presentando una máxima concentración al momento de la espermiación (Planas y 

Swanson, 1995). Mientras que en mamíferos ambas gonadotrofinas interactúan con alta 

especificidad con sus respectivos receptores, LH estimulando las células de Leydig y FSH las células 

de Sertoli, en los peces teleósteos la regulación no resulta ser tan restringida (Levavi-Sivan y col., 

2010; Schulz y col., 2010). Tanto por inmunohistoquímica como por hibridización in situ, se detectó 

que las células de Sertoli, como las de Leydig, expresan el receptor de Fsh (Fshr) (Ohta y col., 2007; 

García-Lopez y col., 2008), mientras que la expresión del receptor de Lh (Lhr) estaría limitada 

únicamente a las células de Leydig (García-Lopez y col., 2008). Además, en experimentos de unión, 

se observó que Fshr presenta gran afinidad por Fsh aunque también puede ser activado por altas 

concentraciones de Lh, por ejemplo las que se alcanzan en el ciclo durante los picos de esta 

hormona (So y col., 2005; García-Lopez y col., 2008; Kazeto y col., 2008). Sin embargo, Lhr resultaría 

ser específico a Lh ya que las concentraciones de Fsh requeridas para ser activado son superiores a 

las que se pueden llegar a detectar en plasma (Schulz y col., 2010). En resumen, parecería que en 

peces la función esteroidogénica de las células de Leydig puede ser regulada directamente tanto 

por Fsh como por Lh, mientras que las funciones de las células de Sertoli son principalmente 

reguladas por Fsh, aunque también por altas concentraciones de Lh (Schulz y col., 2010). En machos 

de peces teleósteos, los principales andrógenos, sintetizados por las células de Leydig, son 

testosterona (T), conocida por su efecto regulatorio sobre el eje a nivel hipotalámico e hipofisario 

(Goos y col., 1986; Dubois y col., 2001) y 11 ceto testosterona (11-KT, del inglés 11 keto testosterone), 

hormona que estimula la espermatogénesis, los caracteres sexuales secundarios y el 

comportamiento sexual (Miura y col., 1991; Borg, 1994). Ambos esteroides aumentan gradualmente 

a medida que la espermatogénesis procede y disminuyen en la espermiación, momento en el cual 

se ha observado un pico del esteroide DHP (Schulz y col., 2010). Se ha propuesto que 11-KT es uno 

de los factores involucrados en el comienzo de la proliferación y diferenciación de las 
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espermatogonias. Sin embargo, se cree que su acción es mediada por otros factores producidos por 

las células de Sertoli, dentro de los cuales se encuentra Igf1 el cual actuaría en la regulación de la 

espermatogénesis inducida por 11-KT (Nader y col., 1999; Schulz y col., 2010).  

En cuanto a Igf1, hormona bien conocida por su regulación en el crecimiento, también está 

involucrada en la regulación de la reproducción en los teleósteos promoviendo la mitogénesis, a 

través de estimular la incorporación de timidina, la diferenciación e inhibiendo la apoptosis 

(Reinecke, 2010). Se ha observado la síntesis gonadal de Igf1, Igf2 e Igf3 en ambos sexos. Si bien 

hasta el momento el rol fisiológico de Igf2 e Igf3 no es claro, sí se conoce y se ha descripto el de Igf1. 

Se ha propuesto que, en hembras, Igf1 interviene en la proliferación folicular, en el comienzo de la 

meiosis (Berishivili y col., 2006), en la maduración de los oocitos, y se ha observado que aumenta el 

GVBD en algunas especies (revisado en Reinecke y col., 2010). En particular, en machos el rol de Igf1 

propuesto sería el de mantener la acción de 11-KT en la espermatogénesis (Nader y col., 1999). En la 

lubina, tilapia del Nilo y trucha arcoíris se ha visto síntesis de igf1 en espermatogonias, 

espermatocitos, células de Sertoli y células de Leydig (LeGac y col., 1996; Berishvili y col., 2006; Viñas 

y Piferrer, 2008) sugiriendo roles autocrinos y paracrinos. El receptor de esta hormona se ha 

detectado en espermatogonias y espermatocitos primarios (Le Gac y col., 1996; Perrot y col., 2000). 

En los ovarios esta hormona se ha identificado en células foliculares, principalmente en folículos 

previtelogénicos, y en tilapia también se ha observado en células tecales; mientras que el receptor 

se detectó tanto en células foliculares como tecales (revisado en Reinecke y col., 2010). Todos estos 

efectos de Igf1 gonadal descriptos en machos y hembras también se han observado que pueden ser 

ejercidos por el Igf1 circulante sintetizado por el hígado (Figura 5).   
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Figura 5. Esquema simplificado de la acción endocrina, paracrina y autocrina de Igfs en el eje reproductivo de peces 

teleósteos.  Se ha propuesto que tanto en ovario como en testículo Igfs estimulan la gametogénesis. Gh: hormona de 

crecimiento (Adaptado de Reinecke 2010).   

 

 

ALIMENTACIÓN Y REPRODUCCIÓN 

 

Ya sea en un ambiente natural o bajo condiciones de cautiverio, la reproducción exitosa de 

los peces depende, en primer lugar, del desarrollo normal de las gónadas durante la embriogénesis 

(Strüssman y Nakamura, 2002), y luego de distintos factores ambientales como la temperatura, el 

fotoperíodo, las interacciones entre individuos, la disponibilidad de alimento, entre otros (Jalabert, 

2005). En particular, la escasez o ausencia de alimento en los nichos ecológicos donde habitan los 

peces son sucesos frecuentes (Vigliano y col., 2002), así como también la reducción de la ingesta en 

especies migratorias (MacKenzie y col., 1998). Se ha visto que los peces pueden soportar grandes 

períodos de restricción alimentaría, en parte modulando la expresión de una variedad de genes 

asociados con el sistema hormona de crecimiento/factor de crecimiento tipo insulina-I (Gh/Igf1) e 

incrementando la movilización de glucosa, lípidos y aminoácidos de los depósitos de 

almacenamiento (Navarro y Gutiérrez, 1995; MacKenzie y col., 1998; Wood y col., 2005). Esta 

tolerancia que presentan hace de los peces excelentes modelos para estudiar la dinámica de la 

respuesta endócrina y reproductiva frente a la falta de alimento (Montrezor y Urbinati, 2017).  

En hembras de peces teleósteos la disminución de la disponibilidad de alimento puede 

generar un efecto negativo en la reproducción. Por ejemplo, en hembras inmaduras de salmón 
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plateado sometidas a un hambreado por 17 semanas se observó una reducción en el peso de los 

ovarios, un desarrollo folicular tardío y un incremento de la atresia folicular (Yamamoto y col., 2011). 

Resultados similares en cuanto al número de folículos atrésicos se obtuvieron en hembras 

inmaduras de rodaballo (Scophthalmus maximus, Pleuronectiformes) subalimentadas (Bromley y col., 

2000) y en una especie de anchoíta en donde adultos sometidos a 27 días de restricción alimentaria 

presentaron además una drástica disminución del peso de la gónada y un aumento de la 

reabsorción de los folículos (Hunter y Macewicz, 1985). También, hembras inmaduras del pez limón 

subalimentadas presentaron un menor peso de los ovarios y un menor tamaño de los folículos, 

junto a menores niveles plasmáticos de E2 y menor expresión de ambas gonadotrofinas; resultados 

que se revirtieron frente a una realimentación (Higuchi y col., 2017). Hembras del pez cíclido 

convicto alimentadas por 4 meses a menores dosis que las controles presentaron una disminución 

en la cantidad de folículos en vitelogénesis inicial, en el número de desoves, y en la fecundidad 

(definida como número de huevos por hembra o por tamaño de la hembra) (Townshend y Wootton, 

1984). Resultados ligeramente diferentes se reportaron para adultos de lubina sometidos a una 

menor dosis de alimento, ya que, si bien éstas presentaron una disminución del peso corporal, 

menores niveles de E2 plasmático y un retardo en el momento de desove, el número de huevos por 

hembras, la viabilidad de los embriones y la supervivencia de las larvas no se vieron afectados, 

aunque presentaron un menor tamaño (Cerdá y col., 1994). En la trucha ártica sometida a 

restricción alimentaria durante los meses de su periodo reproductivo se observó que no 

presentaron diferencias en los niveles plasmáticos de E2, diámetro de los oocitos, grado de 

fecundidad, pero sí en los niveles plasmático de Igf1 (Frantzen y col., 2004). En el caso del sábalo de 

cola roja (Brycon amazonicus, Characiformes), un protocolo de alimentación por 6 meses de 3 días 

de alimento y dos días sin alimento disminuyó el número de hembras que se reprodujeron y la 

fecundidad de las mismas, pero no afectó la tasa de fecundación ni de eclosión (Camargo y Urbinati, 

2008). 

En el caso de los machos existe menor información en la literatura sobre el efecto de la 

restricción alimentaria sobre la actividad testicular. En goldfish sometidos a restricción alimentaria 

se observó una inhibición en la maduración gonadal (Sasayamara y Takahashi, 1972) y en el bagre 

africano 3 semanas de restricción alimentaria parcial o total afectaron negativamente la actividad 

testicular, presentando una desorganización de los lóbulos seminíferos y un menor número de las 

distintas células espermáticas (Suchiang y Gupta, 2011), aunque esto no se vio reflejado en una 

diferencia en el peso de las gónadas. Lubinas inmaduras sometidas a una disminución alimentaria 

presentaron un menor peso de sus gónadas, un retraso en el desarrollo testicular, un aumento en 

el número de células apoptóticas y una disminución del volumen y conteo espermático, aunque los 

niveles de 11-KT plasmáticos resultaron siempre iguales (Escobar y col., 2014). En estas mismas 
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condiciones, se observó una disminución de la expresión de gnrh1 y de lh, pero un incremento en la 

expresión de kisspetina y fsh (Escobar y col., 2016). Sin embargo, en el cíclido convicto no se 

detectaron diferencias en la histología testicular en peces subalimentados respecto a los controles 

por 4 meses (Townshend y Wootton, 1984). Finalmente, machos de trucha ártica sometidos a 

restricción alimentaria durante los meses de su periodo reproductivo, no mostraron diferencias en 

los niveles de 11-KT plasmáticos (Frantzen y col., 2004).  

Teniendo en cuenta la bibliografía, se puede considerar que el efecto de la restricción 

alimentaria sobre la reproducción es todavía controversial (Camargo y Urbinati, 2008). Esto puede 

deberse en muchos casos al diseño experimental utilizado (protocolo de restricción alimentario 

total o parcial, tiempo de hambreado, heterogeneidad en el estadio reproductivo de los animales al 

inicio de los experimentos, entre otros), o a las características propias de las especies. Además, 

muchos de los trabajos realizados se centran en etapas de la pubertad, mientras que el efecto del 

estado nutricional y metabólico sobre la reproducción no ha sido ampliamente estudiado (Caldwell 

y col., 2014).   

 
 

HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS 

 

La hormona liberadora de gonadotrofinas es considerada hoy en día como un factor clave 

en la regulación de la reproducción (Kah y col., 2007; Roch y col., 2011, 2014). La existencia de este 

neuropéptido fue propuesta un tiempo después de que el grupo de G. Harris descubriera la 

importancia de los vasos del sistema porta hipofisario en el aumento de la secreción de 

gonadotrofinas frente a un estímulo de luz. Estos autores observaron que, al alterar el fotoperiodo 

durante la época invernal, hurones hembras con el tallo infundibular seccionado entraban en estro 

solo en aquellos casos en los que ocurría una regeneración espontanea de la conexión vascular 

entre la eminencia media y la hipófisis anterior (Donovan y Harris, 1954). A principio de la década 

del Ʉ70, dos grupos publicaron en el mismo año la estructura primaria de un decapéptido obtenido 

de extractos hipotalámicos de porcinos (Matsuo y col., 1971) y de bovinos (Burgus y col., 1971) con 

capacidad de liberar LH. Debido a que poco después se demostró que es el mismo polipéptido el 

que regula la liberación de las dos gonadotrofinas, LH y FSH (Schally y col., 1971), hoy en día se lo 

conoce como hormona liberadora de gonadotrofinas. 

Hasta la fecha, se han descripto 44 variantes de GnRH de las cuales 18 se encuentran 

presentes en vertebrados y 26 en invertebrados (Roch y col., 2014). En vertebrados, las distintas 

variantes comparten características conservadas en su estructura primaria. Son todos decapéptidos 

con ambos extremos modificados: un piroglutamato en su amino terminal y una glicina amidada 
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(con la única excepción de la variante elephant shark GnRH1) en su carboxilo terminal. Además, 

comparten una serina y una prolina en la cuarta y novena posición, respectivamente. Los 

aminoácidos que se encuentran en la 5ta, 7ma y 8va posición son los más variables entre las 

distintas variantes.  

La mayoría de las especies expresan dos o tres variantes de GnRH codificadas por distintos 

genes (Guilgur y col., 2006, 2007; Tostivint, 2011; Roch y col., 2014). En los gnatostomados, las 

variantes de GnRH se clasifican dentro de diferentes grupos según la secuencia de aminoácidos, la 

localización de los núcleos neuronales en el cerebro, el origen embrionario de esas neuronas y la 

sintenia que presentan. Estos grupos se denominan GnRH1, GnRH2 y GnRH3 (Kim y col., 2011; 

Tostivint, 2011). A pesar del uso de esta nomenclatura, cada variante todavía hoy suele ser llamada 

con el nombre de la especie en la cual fue descripta por primera vez (Lethimonier y col., 2004), salvo 

el caso de GnRH1 de mamíferos denominada mammalian GnRH. 

Las GnRHs que presentan la clásica función hipofisiotrópica en mamíferos como en la 

mayoría de los gnatostomados son las GnRH1 (Kah y col., 2007). Se han descripto una gran 

abundancia de fibras que expresan esta variante alcanzando la eminencia media o la neurohipófisis 

de peces teleósteos (para los que se describió presencia de sistema portal hipotálamo-hipofisario). 

Las neuronas que expresan GnRH1 se originan en la placoda olfatoria y durante el desarrollo 

embrionario migran hasta establecerse en la región del área preóptica (Kah y col., 2007). Por otro 

lado, es la variante que presenta más variabilidad en secuencia primaria de aminoácidos en los 

vertebrados. Está presente en todos los gnatostomados, salvo en algunas especies de peces 

teleósteos del orden salmoniformes (por ejemplo, en el salmón del Atlántico) y del orden 

cipriniformes (por ejemplo, en el goldfish, y el pez cebra). 

La variante GnRH2, también conocida como la variante del cerebro medio, fue descripta por 

primera vez en el pollo (Miyamoto y col., 1984) y es la más conservada ya que su secuencia primaria 

aminoacídica es idéntica en todos los gnatostomados. Originalmente, se consideraba que era la 

única de las tres variantes que se encontraba presente en todos los vertebrados mandibulados 

(Lethimonier y col., 2004), sin embargo, se observó que en algunas especies de mamíferos no está 

presente en su genoma, como en la rata y el ratón (Kah y col., 2007), o no es funcional ya sea por 

una mutación puntual, como en los bovinos, o por la aparición prematura de un codon de 

finalización de la traducción, como en los ovinos (Morgan y col., 2006). Su origen embriológico es 

diferente al de las otras variantes ya que se origina de la zona germinal dorsal al tercer ventrículo 

del sinencéfalo (White y Fernald, 1998; Gonzalez-Martínez y col., 2002) 

En cuanto a Gnrh3, esta variante fue caracterizada por primera vez en el salmón keta 

(Sherwood y col., 1983), y por mucho tiempo se consideró que se encontraba presente sólo en 

peces teleósteos dado que se creía que había surgido de la tercera ronda (3R) de duplicación génica 
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propia de este grupo (revisado en Kah y col., 2007). Sin embargo, en la actualidad esta hipótesis se 

encuentra en discusión ya que se observó que esta variante presenta un origen temprano en 

vertebrados, anterior a la 3R (Okubo y Aida, 2001; Kuo y col., 2005b; Guilgur y col., 2007; Tostivint, 

2011), lo cual concuerda con una nueva descripción que se propuso del clado de GnRH3 en la cual 

se incorporó la GnRH de un condrictio, dogfish GnRH (Roch y col., 2014). Las neuronas de Gnrh3 

también se originan en la placoda olfatoria (Gonzalez-Martínez y col., 2002) y luego migran hacia la 

región ventral del telencéfalo, principalmente al bulbo olfatorio, sin embargo, en algunas especies 

se ha observado una distribución parcialmente solapada con la de GnRH1 (Gonzalez-Martínez y col., 

2001, 2002; Pandolfi y col., 2005). Actúa como un neuromodulador (Oka, 2009), participa en la 

regulación de la percepción de señales ópticas (Umantani y col, 2015) y en aquellas especies que no 

tienen Gnrh1 presenta una función hipofisiotrópica (Guilgur y col., 2006; Zohar y col., 2010). 

En lampreas también se han descripto 3 variantes de GnRH los cuales son comúnmente 

nombrados como lamprea GnRH-I, -II, y -III (Xu y col., 2016). En un principio, se propuso que las 

variantes de lamprea GnRH-I y ɀIII conformaban un clado denominado GnRH4 (Silver y col., 2004). 

Unos años después Kavanaugh y col., (2008) avaló esta clasificación y consideró a lamprea GnRH-II 

como un parálogo de las GnRHs de los gnatostomados. Con la disponibilidad de la secuenciación 

completa de los genomas y el subsecuente análisis de sintenia, varios autores confirmaron la 

clasificación de lamprea GnRH-II como una variante del grupo GnRH2 y agruparon a las variantes de 

lampreas GnRH-I and ɀIII dentro del clado de GnRH3 (Decatur y col., 2013; Roch y col., 2014). En 

estos estudios los autores propusieron un nuevo escenario en el cual durante la evolución surgieron 

cuatro grupos parálogos de GnRH, y la variante GnRH4 se perdió en los vertebrados. 

 En la Figura 6 se representan las distintas especies de vertebrados con las variantes de 

GnRH que se describió que contienen en sus genomas. 
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Figura 6. Representación esquemática de las distintas variantes de GnRH en los diferentes grupos de vertebrados. 

GnRH1 (círculo verde) se encuentra presente en el linaje de los sarcopterigios y actinopterigios, salvo en los cipriniformes 

(pez cebra y goldfish) y en los salmoniformes de origen más actual (como la trucha arcoíris y el salmón del Atlántico). GnRH2 

(círculo rosa) está presente en todos los grupos de vertebrados salvo en algunos roedores. Por último, GnRH3 (círculos rojos) 

se encuentra presente en los peces teleósteos, salvo en la anguila europea y japonesa, y según la hipótesis propuesta por 

Roch y col., 2014, también se encuentra presente en las lampreas y los elasmobranquios (círculos rojos vacíos). Algunas 

especies de peces teleósteos tienen un genoma tetraploide, razón por la cual contienen alguna de las variantes de GnRH 

duplicada. Las flechas azules con los rótulos 1R, 2R y 3R representan la primera, segunda y tercera ronda de duplicación 

génica, respectivamente, que ocurrieron durante la evolución de los cordados (Adaptado de Kah y col., 2007). 

 

 

En 1984, Seeburg y Adelman caracterizaron por primera vez el ADNcopia de GnRH de 

placenta humana y descubrieron que el mismo es sintetizado como una prepro-hormona cuya 

estructura se observó posteriormente que se encuentra conservada en todos los vertebrados (Roch 

y col., 2011). Esta prepro-hormona está conformada por un péptido señal, el decapéptido de GnRH 

propiamente dicho, una secuencia conservada de amidación y de procesamiento proteolítico 

(determinada por los aminoácidos GKR, glicina, lisina, arginina) y un péptido asociado a GnRH que 

se denominó GAP (del inglés Gonadotropin releasing hormone associate peptide). Los genes que 

sintetizan las distintas prepro-GnRH están conformados por 4 exones y 3 intrones (Okubo y 

Nagahama, 2008), que, al transcribirse, y luego del procesamiento específico, generan el transcripto 

maduro (Figura 7). Al igual que toda proteína de secreción, este es traducido en los ribosomas 

asociados al retículo endoplasmático rugoso y luego de la escisión del péptido señal continua la ruta 

al aparato del Golgi. En las vesículas de secreción el primer procesamiento que ocurre es la acción 

de una endopeptidasa que separa a GnRH de GAP, y luego actúan distintas enzimas en el 
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procesamiento de GnRH, como por ejemplo en la amidación y ciclado del primer aminoácido 

(Wetsel, 2002). 

 

 

 

En cuanto a las funciones que se le adjudican a Gnrh en los peces teleósteos, no sólo la 

variante hipofisiotrópica estaría relacionada con la reproducción, sino que también se ha propuesto 

que tanto Gnrh2 como Gnrh3 actúan a nivel de la regulación del comportamiento reproductivo 

(Yamamoto y col., 1997; Ogawa y col., 2006; Parhar y col., 2016).  Se ha descripto, también, 

expresión de estas variantes, así como de sus receptores, en testículo y ovario (Madigou y col., 2000; 

Peñaranda y col., 2013; Tuziak y Volkoff, 2013) sugiriendo que podrían actuar de manera autocrina, 

paracrina o endocrina regulando la reproducción a nivel gonadal. Además, las variantes de Gnrh 

presentarían también otras funciones más allá de las reproductivas, por ejemplo, se ha descripto 

que tanto in vivo como in vitro Gnrh estimula la expresión y la liberación de Gh (Canosa y col., 2007; 

Chang y Wong, 2009). Específicamente, en goldfish tanto Gnrh2 como Gnrh3 estimulan de manera 

equivalente la liberación de Gh de los somatotropos (Chang y col., 1990). En los últimos años, se ha 

propuesto también un rol anorexigénico de Gnrh2 en distintas especies. En particular, se ha 

observado en goldfish y el pez cebra que inyecciones intra-cerebro ventriculares de esta hormona 

disminuyen la ingesta de los mismos (Hoskins y col., 2008; Matsuda y col., 2008; Nishiguchi y col., 

2012) y la expresión de ciertos péptidos orexigénico, como la hormona orexina (Hoskins y col., 

2008).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Representación esquemática de la 

organización estructural del gen de GnRH en 

vertebrados (adaptado de Okubo y Nagahama, 2008). 

El mismo está compuesto de 4 exones (representados 

por los rectángulos y numerados del 1-4), los cuales 

están separados por 3 intrones (líneas horizontales). 

Debajo se representa el péptido maduro conocido 

como prepro-GnRH y conformado por un péptido 

señal, la hormona GnRH propiamente dicho, una 

secuencia de amidación y de procesamiento 

proteolítico y el péptido GAP. RNC: región no 

codificable. 
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LEPTINA 

 

En los años Ʉ50 y Ʉ60 surgieron de los Laboratorios Jackson, centro reconocido por generar y 

estudiar modelos de ratones con enfermedades genéticas, dos cepas de ratones con características 

similares: excesiva obesidad, hiperfagia, infertilidad y baja actividad locomotora. La diferencia 

fenotípica entre ambas era que la cepa surgida en 1950 presentaba una leve diabetes transitoria 

(debida a una hipertrofia de los islotes de Langerhans pancreáticos), mientras que la surgida en el 

año 1965 presentaba una severa diabetes que acortaba el período de vida (debida a una atrofia de 

los islotes de Langerhans pancreáticos) (Coleman, 2010). Estas dos cepas fueron denominadas 

obesa (ob/ob) y diabética (db/db), respectivamente (Denver y col., 2011). Ambas presentaban una 

mutación en un único gen; mientras que la primera tenía una mutación en el cromosoma 6, en la 

db/db se encontraba en el cromosoma 4 (Coleman, 2010). Ante esta situación el Dr. Coleman 

planteó unos experimentos de parabiosis dado que considero que: ɈQue dos genes en cromosomas 

separados produzcan síndromes idénticos sugiere que estos genes median un camino metabólico comúnɈ 

(traducido de Coleman, 2010).  

Los experimentos de parabiosis consistieron en unir quirúrgicamente la circulación de dos 

animales con distinto fenotipo. Estos experimentos sugirieron que la cepa obesa (ob/ob) era 

deficiente de un factor que se transmitía por sangre (ya que en los días posteriores de encontrarse 

unidos con ratones normopeso revirtieron sus características fenotípicas, por ejemplo, 

disminuyeron sus niveles de ingesta); mientras que la cepa diabética (db/db) producía en exceso 

este factor, pero era deficiente en el receptor del mismo (dado que no pudieron revertir su fenotipo 

original al estar unidos con ratones normopeso, pero los pares parabiontes morían por inanición) 

(Coleman y Hummel, 1973; Denver y col., 2011). Estos resultados obtenidos por el Dr. Coleman 

entre el par parabionte diabético (db/db) y el de peso normal, reflejaban una situación similar a la 

reportada unos años antes por el Dr. Hervey ante experimentos de parabiosis entre ratas obesas 

generadas por lesiones bilaterales del núcleo vetromedial del hipotálamo y rata de peso normal 

(Hervey, 1959). 

Luego de unos 40 años de los primeros estudios con la cepa obesa (ob/ob), en 1994 el gen 

Ob de ratón y su homólogo en humanos (LEP) fueron clonados posicionalmente por el grupo de J. 

Friedman a partir de tejido adiposo blanco (Zhang y col., 1994). Estos autores encontraron que 

ambos genes codificaban para una proteína que era secretada al medio, a la cual denominaron 

leptina (del griego, leptos: delgado) (Denver y col., 2011), basándose en los resultados previamente 

descriptos. Este clonado no solo significó la identificación de un factor de la saciedad humoral, sino 

que además representó un cambio en la apreciación del tejido adiposo blanco, el cual dejó de ser 
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considerado únicamente como un reservorio inerte de triglicéridos y pasó a formar parte también 

del sistema endocrino (Hutley y Prins, 2005; Laclaustra y col., 2007).  

Leptina es una hormona proteica que se sintetiza a partir de un gen dispuesto en tres 

exones separados por dos intrones, cuya región codificante produce un ARN mensajero que 

presenta un único marco de lectura que codifica para una proteína de 167 aminoácidos. Esta 

proteína es sintetizada como un polipéptido no glicosilado de 18 kDa, pero se secreta al torrente 

sanguíneo como una hormona de 16 kDa, luego de haber sido clivado el péptido señal (Zhang y col., 

1994; Chehab, 2000). Su estructura tridimensional de 4 ʰ-hélices la ubica dentro de la familia de 

citoquina helicoidales tipo I de cadena larga, al igual que la hormona de crecimiento (GH), prolactina 

(PRL), la eritropoyetina, entre otros (Huising y col., 2006a). Si bien en mamíferos se sintetiza 

principalmente en el tejido adiposo blanco, se detectó expresión también en otros órganos como 

estómago, hígado, corazón, placenta, glándula mamaria, gónadas, endometrio, hipotálamo, 

hipófisis, músculo esquelético, médula ósea y tejido linfático (Blüher y Mantzoros, 2009; Dardeno y 

col., 2010).  

Un año después de la caracterización de leptina, se identificó un receptor de un solo paso de 

membrana específico para esta hormona (Ob-R) a través del clonado en bibliotecas de ADNcopia 

murino proveniente de plexos coroideos (Tartaglia y col., 1995), que, como era de esperar, los 

autores identificaron que el gen se localizaba en el cromosoma 4. Este receptor, con una estructura 

similar a los receptores de citoquina clase I, presenta seis variantes generadas por splicing 

alternativo (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf), todas equivalentes en su dominio extracelular 

de unión al ligando, pero diferentes en sus dominios intracelulares (Lee y col., 1996). Cinco de estas 

variantes presentan dominio transmembrana e intracelular, siendo la isoforma Ob-Rb la que 

presenta el dominio intracelular más largo, de alrededor de 300 aa, y la única que contiene motivos 

que activan la señalización mediada por JAK (del inglés Janus kinase)-STAT (del inglés Signal 

Transducer and Activator of Transcription) (Wada y col., 2014). Se ha descripto que leptina puede 

también activar otras vías de señalización a través de las distintas isoformas (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, 

Ob-Rd, Ob-Rf) como ser la quinasa fosfoinositol-3, quinasa serina/treonina mTOR, quinasa activada 

5Ʌ monofosfato y quinasa activada por mitógeno (Dardeno y col., 2010). Por el contrario, la isoforma 

Ob-Re presenta solo el dominio extracelular y se encuentra en forma soluble, por lo cual se lo ha 

postulado como la proteína de unión al ligando que regula el transporte y la biodisponibilidad de 

leptina (Chan y col., 2002). En humanos, estudios in vivo e in vitro indican que, a diferencia de 

roedores, el LEP-Re se genera gracias a la acción de metaloproteasas sobre receptores anclados a 

membrana (Yang y col., 2004). Se ha descripto la expresión del receptor principalmente en el 

hipotálamo mediobasal, así como también en otras regiones encefálicas como el cerebro medio y el 

cerebelo (Elmquist y col., 1998). Además, se detectó en varios órganos periféricos como hipófisis, 
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hígado, riñón, pulmón, células ƽ pancreáticas, células del sistema inmune, útero, placenta y gónadas 

(Ryan y col., 2002; Yang y col., 2006; Ishikawa y col., 2007; Denver y col., 2011). 

Las principales funciones que se le adjudican a leptina están relacionadas con la regulación 

del apetito, del metabolismo y de la reproducción, por esto se la considera una hormona clave en el 

link entre estos procesos (Evans y Andersson, 2017). Se ha reportado que los ratones ob/ob al ser 

inyectados con leptina recombinante disminuyen la ingesta (Zhang y col., 1994; Campfield y col., 

1995). La regulación del apetito se produce a nivel del sistema nervioso central (SNC). Los niveles de 

leptina en plasma varían según la cantidad de alimento ingerido y la masa del tejido adiposo blanco 

(Considine y col., 1996). Para llegar al SNC leptina atraviesa la barrera hematoencefálica y se 

propone que lo hace por transporte pasivo a nivel de los plexos coroides (dependiendo, entonces, 

de la concentración de leptina plasmática). En el hipotálamo sus principales centros de acción son 

dos núcleos neuronales: en uno aumentando la síntesis de proopiomelanocortina (POMC) y 

generando una respuesta anorexigénica vía hormona Ƽ-melanocito estimulante y en otro 

inhibiendo la expresión del neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con la proteína agouti 

(AgRP) anulando la señal orexigénica (Elias y col., 1999; Bates y Meyer, 2003). Por otro lado, la acción 

de leptina sobre el eje reproductivo sería vía múltiples poblaciones neuronales que se comunican 

con neuronas productoras de kisspeptina y neuronas productoras de GnRH (Revisado en Tena-

Sempere, 2007). 

Además de estas funciones, leptina presenta diversas acciones pleiotrópicas tanto a nivel 

fisiológico como en el desarrollo. Por ejemplo, promueve el crecimiento a través de la estimulación 

de la secreción de la GH y la inducción de la mitosis de distintos tipos celulares (como 

condroblastos) de la epífisis de los huesos, induce la entrada a la pubertad, el desarrollo neural, el 

desarrollo del pulmón, estimula la función inmune y tiroidea, controla la temperatura corporal, 

entre otras (Revisado en Copeland y col., 2011; Denver y col., 2011). 

Leptina presenta una homología superior al 80% entre ratón, rata y humano, al igual que el 

dominio extracelular del receptor murino que resulta alrededor de 80% idéntico al homólogo en 

humanos. Sin embargo, la homología a nivel de la secuencia aminoacídica es más baja cuando se 

comparan distintos vertebrados. Algunos autores proponen que esta sería la razón por la cual existe 

un retardo en la publicación de trabajos sobre estudios de leptina en especies no mamíferas. A 

pesar de esto, es de destacar que la estructura terciaria, tanto de la hormona como de su receptor, 

se encuentra altamente conservada (Figura 8). Durante muchos años se consideró que las aves no 

tenían en su genoma el gen de leptina. De hecho, esto fue tan ampliamente aceptado que en el año 

2008 una conocida revista de endocrinología comparada presentó una nota de editorial informando 

que no se aceptarían publicaciones de efectos biológicos de leptina en aves en esa revista. Fue 

recién en el año 2014 cuando se publicó la secuencia de leptina en varias especies (Friedman-Einat y 
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col., 2014; Huang y col., 2014; Porkop y col., 2014), y se descubrió que la dificultad en secuenciarla se 

debía a que presentaban un alto contenido de GC y de secuencias repetidas. Se ha propuesto en 

anfibios, reptiles y aves que la administración exógena de leptina disminuye la cantidad de alimento 

ingerido (Niewiarowski y col., 2000; Kuo y col., 2005a; Crespi y Denver, 2006) y, también, que 

estimula la función inmune, tal como ya se había descripto en mamíferos (Lohmus y col., 2004; 

French y col., 2011; Crespi y col., 2012).  

 

 

Figura 8. Estructura tridimensional predicha para leptina. Se muestran las estructuras correspondientes a la leptina de 

ratón, lagarto (Anolis carolinensis, Squamata) y xenopus. En la primera se marcan con letras mayúsculas (A-D) las 4 hélices 

características de este péptido. Se resalta la semejanza en las tres estructuras, a pesar de la baja identidad que comparten en 

sus secuencias primaria aminoacídicas. (Adaptado de Denver y col., 2011). 

 

 

Leptina en peces teleósteos 

 

A pesar de la caracterización de leptina en múltiples especies de mamíferos, la identificación 

del primer ortólogo de esta hormona entre los ectotermos ocurrió recién 11 años después de 

haberse clonado en ratón en 1994. A través de técnicas de sintenia genética, se identificó y 

caracterizó a leptina en el pez globo (Kurokawa y col., 2005), resultando llamativo la baja identidad, 

alrededor del 13%, que compartía con las correspondientes secuencias de mamíferos. Sin embargo, 

luego de la secuenciación de leptina en otras especies de peces teleósteos se predijo, a través de 

comparaciones algorítmicas que usan como templado la estructura ya cristalizada de leptina 

humana (Zhang y col., 1997), que la estructura terciaria en peces era muy similar a la de mamíferos 

(Kurokawa y col., 2005; Huising y col., 2006b; Gorissen y col., 2009), lo cual permitió hipotetizar que 

las funciones ya descriptas también se encontraban conservadas. 

La mayoría de los peces teleósteos presentan dos genes de esta hormona, denominados 

leptina A y leptina B (Gorissen y Filk, 2014; Londraville y col., 2017), los cuales se cree que surgieron 

durante la duplicación total del genoma ocurrida en el linaje de los teleósteos (3R). Estos parálogos 
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presentan una muy baja identidad en su secuencia aminoacídica, compartiendo, por ejemplo, en el 

caso del pez cebra, alrededor del 24% (Gorissen y Filk, 2014). Además, se describió una distribución 

diferencial en los distintos órganos para estas hormonas, presentando leptina A una mayor 

expresión en el hígado (Gorissen y col., 2009; Huising y col., 2006b; Kurokawa y col., 2005; 

Rønnestad y col., 2010), mientras que leptina B se expresa más en el ovario y apenas se detecta en 

el hígado (Gorissen y col., 2009). Si a esto se le suma que en embriones del pez cebra tratados con 

morfolinos específicos para leptina A no se detectó un aumento de la expresión de leptina B 

(Dalman, 2014), resultado que sería esperable si hubiese un incremento compensatorio, hace 

suponer que ambos parálogos presentan diferentes funciones (Londraville y col., 2017).  

El papel de leptina como una señal que censa el estado nutricional parecería no ser un 

dogma como en mamíferos (Copeland y col., 2011). Hasta el momento, en todos los trabajos 

publicados en los cuales a los animales se les administró leptina exógena, ya sea a nivel central 

como intra-peritoneal, se observó una disminución de la ingesta (goldfish: Volkoff y col., 2003; De 

Pedro y col., 2006; Vivas y col., 2011; Tinoco y col., 2012. Trucha arcoíris: Gong y col., 2016. Carpa 

herbívora, Ctenopharyngodon idellus, Cypriniformes: Li y col., 2010). Esto se explica, en parte, dado 

que ante inyecciones de leptina se observó un incremento de la expresión de genes anorexigénicos 

(como POMC, colecistoquinina y CART) e inhibición de genes orexigénicos (como orexina, NPY, AgRP) 

(Volkoff y col., 2003; Gong y col., 2016; Yan y col., 2016), resultados que permiten suponer que 

leptina podría actuar a través de mecanismos similares a los propuestos para mamíferos. Por otro 

lado, se detectaron aumentos en la expresión de leptina en el hígado, el estómago y/o el cerebro, en 

experimentos post-prandial tanto en goldfish (Tinoco y col., 2012, 2014), como en la carpa común 

(Huising y col., 2006b), el pez cebra (Tian y col., 2015) y el pacú (Volkoff y col., 2017). Sin embargo, se 

observó disminución de este transcripto luego de la ingesta en la trucha arcoíris (Johansson and 

Björnsson, 2015). Resultados contradictorios se observaron cuando los animales eran sometidos a 

un hambreado prolongado (Volkoff, 2016). En goldfish no se observaron diferencias en la expresión 

de leptina ni en cerebro ni en el hígado luego de una semana de restricción alimentaria (Tinoco y 

col., 2012), situación ante la cual los autores sugirieron que el estado nutricional no afectaría la 

expresión de leptina en esta especie. Resultados similares en la expresión de leptina hepática se 

obtuvieron en la carpa común luego de 6 semanas de hambreado (Huising y col., 2006b), en la 

tilapia del Nilo (Shpilman y col., 2014) y en los niveles de mensajero de leptina en el encéfalo de la 

piraña (Pygocentrus nattereri, Characiformes) (Volkoff, 2015) y del pacú (Volkoff y col., 2017). 

Aumentos en la expresión de leptina hepática frente a la restricción alimentaria se observó en el 

neón (Tanichthys albonubes, Cypriniformes) (Chen y col., 2016), el mero (Zhang y col., 2013), en el pez 

mandarín (Yuan y col., 2016), la caballa (Ohga y col., 2015), la lubina (Gambardella y col., 2012), la 

trucha ártica (Jørgensen y col., 2013) y en el salmón del Atlántico (Rønnestad y col., 2010; Trombley y 
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col., 2012; Moen y Finn, 2013). Por el contrario, disminución de la leptina hepática se observó para 

lepB del pez cebra (Gorissen y col., 2009) y lepA de la lubina rayada (Won y col., 2012). Resultados 

disimiles también se obtuvieron en los niveles de leptina plasmática frente a una restricción 

alimentaria en distintas especies (Volkoff y col., 2016). 

En cuanto a las acciones de leptina en la reproducción, se ha identificado expresión de su 

receptor en el núcleo lateralis tuberis del hipotálamo (homólogo al núcleo arcuato de mamíferos), en 

hipófisis y en gónadas del pez cebra (Gorissen y col., 2009; Liu y col., 2010), resultados que sugieren 

acciones de leptina a lo largo del eje reproductivo. También, se ha reportado in vitro un aumento de 

Lh en la lubina (Peyon y col., 2001) y de Lh y Fsh en la trucha arcoíris (Weil y col., 2003) cuando se 

estimula las respectivas hipófisis con leptina de mamífero. En la trucha ártica se observó aumento 

en la expresión de leptina al comienzo de la madurez sexual (Frøiland y col., 2010). 

La mayoría de las especies presenta un único receptor para leptina que, como era de 

esperar, es de un solo paso de membrana perteneciente a la superfamilia de receptores de 

citoquina clase I. Se han identificado múltiples variantes de este receptor originadas por splicing 

alternativo en el salmón del Atlántico (Rønnestad y col., 2010) así como en la trucha arcoíris (Gong y 

col., 2013), que al igual que en mamíferos solo una de las variantes contiene la secuencia 

intracelular completa necesaria para la activación JAK2/STAT. El receptor de leptina presenta una 

distribución ubicua en todas las especies estudiadas, sugiriendo también, funciones pleiotrópicas 

para esta hormona.  

 

 

LOS PECES  

 

Los peces representan el grupo más diverso y más abundante de todos los vertebrados. Hoy 

en día existen más de 33700 especies descriptas, según la última actualización de la base de datos 

fishbase (http://fishbase.org/) realizada en octubre de 2017, constituyendo más de la mitad del 

número de especies vivientes descriptas en vertebrados (Nelson, 2016). Los peces presentan una 

gran diversidad en cuanto a su morfología, su fisiología, en los comportamientos y en los hábitats 

que ocupan, habiendo Ɉcolonizadoɉ casi todos los ambientes acuáticos (Nelson, 2016). Además, 

representan un elemento clave en la economía de muchas naciones y son de un inmenso valor para 

los humanos a nivel nutricional, como fuente de trabajo, en la pesca recreacional y en acuarismo 

(FAO, 2016; Nelson, 2016). 

La enorme diversidad y complejidad que presentan los peces puede deberse, en parte, al 

origen de nuevas funciones génicas tras la duplicación total de los genomas y la duplicación de 

ciertos genes, eventos que se observó que ocurrieron en la evolución de los vertebrados y en 



Introducción general | 31  
 

particular de los peces teleósteos (Meyer y Van de Peer, 2005). Como ya se nombró en la 

introducción, al comienzo de la divergencia de los peces teleósteos ocurrió una tercera ronda de 

duplicación total del genoma (denominada 3R, o FSGD, del inglés fish specific genome duplication), 

generando teóricamente ocho copias del genoma del deuterostomado ancestral. Sin embargo, toda 

duplicación lleva a posibles pérdidas o a la adquisición de nuevas funciones de los genes. Dada la 

redundancia de la función de los genes luego de una duplicación, una de las copias de los mismos 

puede acumular mutaciones llevando a que se convierta en un pseudogen, ADN basura o ADN no 

funcional o pueden diversificar y adquirir nuevas funciones subfuncionalizándose o 

neofuncionalizándose (Meyer y Schartl, 1999). Estas hipótesis de la relación causal entre el aumento 

del genoma y la complejidad de los organismos (Meyer y Van de Peer, 2005) se ve plasmada en las 

palabras del biólogo evolucionista S. Ohno el cual propuso que la duplicación génica debía ser un 

mecanismo más importante que la selección natural ɈLa selección natural simplemente modificó, 

mientras que la redundancia creóɈ (Traducido de Meyer y Van de Peer, 2003). 

El término pez suele ser utilizado para referirse a distintos grupos de animales acuáticos 

como son los peces sin mandíbula (agnatos: lampreas y mixines) los peces cartilaginosos 

(condrictios: tiburones, rayas y quimeras) y los peces óseos (tantos los sarcopterigios: peces de aleta 

lobuladas, como los actinopterigios: peces de aletas radiadas). Sin embargo, como se puede 

observar en la Figura 9, estos conforman un grupo parafilético, con un ancestro común al de los 

vertebrados terrestres, por lo cual el término pez no resulta ser un término taxonómico.  
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Figura 9. Árbol filogenético del clado Vertebrata. La figura fue adaptada del Fishbase 

(http://www.fishbase.org/manual/orders.htm) y actualizada con el trabajo de Betancur-R y col., 2013, en el cual se propuso 

una reclasificación de los peces óseos y con el trabajo de Donoghue, 2017 donde se revisa la monofilia de los ciclóstomos y 

en consecuencia la evolución de los vertebrados. En recuadro rojo aparecen los taxones que suelen incluirse dentro del 

término Ɉpecesɉ y con un círculo verde se resalta al grupo monofilético de los actinopterigios. 

 

Debido al gran desarrollo de estudios moleculares, la filogenia de los peces ha cambiado 

mucho en el último tiempo. En una extensa revisión de la clasificación de los peces óseos, Betancur-

R y col., (2013) presentaron nuevos grupos que resolvieron ciertos problemas polifiléticos. En 

particular se presentó una reclasificación del orden Perciformes, los cuales eran considerados como 

un Ɉcesto de basura polifiléticaɉ (Betancur-R y col., 2013). A este orden pertenecían los peces cíclidos 

los cuales fueron reclasificados dentro del orden Cichliformes. Este nuevo orden contiene dos 
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familias: Cichlidae y Pholidichthyidae. A esta última familia pertenecen los peces conocidos como 

gobios convictos, que si bien presentan características morfológicas diferentes al otro grupo 

(presentan un cuerpo anguiliforme, sin escamas, con las aletas pélvicas a la altura de las pectorales 

y la aleta caudal fusionada con la dorsal y la anal) han sido incluidos en este orden por evidencias 

moleculares (Nelson, 2016).   

 

 

Los peces cíclidos (familia Cichlidae) 

 

Los peces cíclidos habitan principalmente aguas dulces, ocasionalmente se los puede 

encontrar en aguas salobres, de América Central y del Sur, las Antillas, África y la región suroeste de 

Asia (Nelson, 2016). Se han descripto 202 géneros y 1300 especies, representando el segundo 

grupo, luego de los Ostariofisos, con mayor número de especies de agua dulce (Kullander, 2003).  

Entre otras características presentan una línea lateral interrumpida, una narina a cada lado y una 

gran variedad de patrones de coloración. Las especies de esta familia presentan un cuidado 

parental muy marcado (Barlow, 2002) observándose principalmente dos comportamientos: i) 

incubadores bucales, donde usualmente es la hembra la que llevas los huevos fecundados y las 

larvas recién eclosionadas en la boca (como por ejemplo especies africanas del género 

Oreochromis), ii) incubadores de sustrato, donde tanto machos como hembras cuidan los huevos 

fecundados y las larvas recién eclosionadas (como por ejemplo representantes del género 

Cichlasoma). Muy pocas especies combinan ambos comportamientos depositando y cuidando los 

huevos fecundados en un sustrato, pero cuidando las larvas recién eclosionadas dentro de la boca. 

 

 

 

MODELO BIOLÓGICO: CHANCHITA (Cichlasoma dimerus) 

 

La Chanchita (Figura 10a) (Heckel, 1840) es un pez cíclido sudamericano que habita 

principalmente cuerpos de aguas quietas y pocos profundos tributarios de los ríos Paraná, Uruguay 

y Paraguay, desde el sur de Brasil hasta el norte de la provincia de Buenos Aires (Figura 10b) 

(Kullander, 1983; Almirón y col., 2015). Son animales que no presentan un dimorfismo sexual 

marcado, ambos de talla mediana, llegando el adulto a tener un largo estándar de 

aproximadamente 12 cm, con un cuerpo redondeado y comprimido lateralmente. Presenta un 

patrón de pigmentación típico del género Cichlasoma dado por una serie de bandas verticales 
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oscuras a ambos lados del cuerpo. Esta especie se caracteriza por mostrar variabilidad en el patrón 

de coloración durante períodos de estrés, formación de parejas y cambios ambientales. Son 

animales territoriales que poseen un sofisticado comportamiento social, donde se destaca la 

presencia de una pareja dominante, que será la que se reproduzca, e individuos subordinados. Es 

una especie ovípara, incubadora de sustrato que presenta un cuidado biparental de la progenie. El 

desove dentro de los acuarios se observa que ocurre en una región lisa, principalmente en lajas 

(Pandolfi y col., 2009).  

 

 

Figura 10. Modelo biológico. a) Ejemplar adulto de chanchita dentro de un acuario donde se puede observar las bandas 

verticales oscuras típicas del género Cichlasoma. Barra: 1 cm. b) Mapa de la región donde habita chanchita. En rojo se delimita 

la cuenca del rio Paraguay-Paraná y Uruguay.  

 

En los últimos años, chanchita se comercializa internacionalmente como especie ornamental 

(Almirón y col., 2015) y además es modelo biológico de diversos trabajos en ecotoxicología 

(Genovese y col., 2014; Rey Vázquez y Lo Nostro, 2014; Piazza y col., 2015; Da Cuña y col., 2016; 

Meijide y col, 2016; entre otros), comportamiento (Morandini y col., 2014; Ramallo y col., 2014; Birba 

y col., 2015; entre otros), crecimiento (Delgadín y col., 2015, 2018) y neuroendocrinología (Pérez 

Sirkin y col., 2012; Pérez Sirkin y col., 2013; Di Yorio y col., 2015; Di Yorio y col., 2016). Esto último se 

debe a que estos animales presentan ciertas ventajas como modelo biológico debido a que se 

adaptan fácilmente al cautiverio, toleran un amplio rango de temperaturas y poseen altas tasas de 

supervivencia y reproducción (Pandolfi y col., 2009). En particular, para los intereses de este trabajo 

de Tesis, dadas las características del ambiente donde habita la chanchita, la disponibilidad de 

alimento, entre otros factores, es fluctuante y dependiente de la época de precipitaciones dado que 

se encuentran expuestos a períodos de sequía seguidos de abundante agua (Almirón y col., 2015). 

Por otro lado, en condiciones de laboratorio tanto machos como hembras de chanchita soportan 

largos períodos de restricción alimentaria durante el cual se observa una disminución significativa 
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del tamaño del hígado y del área de los hepatocitos, y una leve disminución del peso corporal, 

menor al 12% (Delgadin y col., 2015). Estas condiciones resultan completamente reversibles ya que 

ante una realimentación de los animales por solo 3 días se observó que estos presentan un 

crecimiento compensatorio parcial y una recuperación total del tamaño del hígado y área de los 

hepatocitos con respecto a los animales que nunca dejaron de alimentarse (Delgadin y col., 2018). 

Además, se ha visto que bajo condiciones controladas de fotoperíodo y temperatura estos animales 

pueden reproducirse cada 29,4 ± 16,2 días (Rey Vázquez y col., 2012). 
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Objetivo  g eneral  
 

En base a los antecedentes descriptos y considerando: (i) que en la industria de la 

acuicultura uno de los principales ejes está orientado a mejorar la reproducción de las especies, por 

ejemplo, a nivel de incrementar las tasas de fecundación; (ii) que uno de los elementos más sencillos 

y económicos de manipular es la disponibilidad de alimento, suceso que además resulta frecuente 

en la naturaleza; (iii) que en mamíferos leptina actúa como una hormona clave entre el estado 

metabólico y la reproducción y además que GnRH es una de las principales hormonas relacionadas 

con la reproducción de los vertebrados, se plantean los siguientes objetivos generales y parciales 

para este trabajo de Tesis: 

 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la posible relación entre el estado metabólico y la reproducción en la chanchita a 

nivel gonadal y de distintas hormonas que conforman el eje. 

 

Objetivos específicos 

Capítulo 1: Estudiar si la restricción alimentaria prolongada afecta el eje reproductivo de machos y 

hembras de la chanchita.  

Capítulo 2: Caracterizar los transcriptos de leptina, de su receptor y de las variantes de Gnrh en la 

chanchita. Evaluar los niveles de leptina frente a distintas condiciones metabólicas. 

 

Durante el desarrollo de esta Tesis surgió un objetivo que no había sido planteado 

previamente, pero que se decidió abordar dado su interés en la endocrinología comparada y a los 

pocos estudios en el tema: 

Capítulo 3: Analizar las secuencias aminoacídicas de las variantes de GAP de los distintos 

vertebrados y comparar las estructuras tridimensionales predichas de las mismas. 
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ANIMALES   

 

En toda la Tesis se trabajó con ejemplares adultos de chanchita procedentes de la región de 

Esteros del Riachuelo, Corrientes, Argentina. Los animales se transfirieron al bioterio de animales no 

tradicionales de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires 

(FCEN-UBA) y, como mínimo un mes, se mantuvieron en estanques de 150 litros (L) con aireación 

constante, para su aclimatación previa al uso en los experimentos. Se los alimentó una vez al día, 

siempre entre las 14 y 15 hs, con pellets comerciales (Tetra Pond Variety Blend) y se los mantuvo a 

una temperatura constante del agua: 25 ± 1°C, y bajo un fotoperíodo de 14 hs luz ɀ 10 hs oscuridad 

(utilizando tubos fluorescentes de 20 W). Una vez por semana, alrededor del 30% del agua fue 

reemplazada por agua libre de cloro, de forma tal de disminuir los desechos nitrogenados, los de 

egestión, y los restos de comida acumulados. Los animales con los que se trabajó fueron tomados 

del estanque descripto luego de encontrarse al menos un mes bajo las condiciones nombradas.  

Todos los protocolos experimentales y el cuidado de los animales en el bioterio fueron 

realizados de acuerdo con el Guidelines on the care and the use of ɲsh in research, teaching and testing, 

Canadian Council on Animal Care, 2005. Los protocolos experimentales, además, contaron con la 

aprobación de la Comisión Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, Facultad 

de Ciencias Exactas y Naturales, Buenos Aires, Argentina (número de protocolo 26).  

 

 

RESPUESTA DEL EJE REPRODUCTIVO FRENTE A LA RESTRICCIÓN ALIMENTARIA (Capítulo 1) 

 

Diseño experimental 

 

El siguiente experimento se diseñó con el objeto de evaluar cómo se encuentra el eje 

reproductivo en individuos machos y hembras de chanchita al cabo de un período de tres semanas 

de restricción alimentaria.  

Se trabajó con animales que se encontraban aclimatados dentro de los estanques que se 

describieron al comienzo de esta sección. Debido a que al momento de realizar estos experimentos 

no se contaba con un método de sexado, se tomaron 6 peces al azar y se los colocó en peceras de 

70 L aireadas y con una fina capa de grava, plantas artificiales y dos lajas, una a cada extremo de la 

pecera. Se los mantuvo a una temperatura constante del agua: 25 ± 1°C, y bajo un fotoperíodo de 

14 hs luz ɀ 10 hs oscuridad, características que se asemejan a las de su ambiente natural durante el 

período reproductivo (primavera-verano-otoño) (Rey Vázquez y col., 2012). Los animales fueron 

alimentados diariamente y se realizaron cambios de agua tal como se describió previamente.  
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Se trabajó con distintas parejas, determinadas por la presencia de una puesta, provenientes 

de las peceras grupales recién descriptas. Con el fin de comenzar los experimentos con los 

individuos en el mismo estadio reproductivo, cada uno de los tratamientos comenzó al cabo de 2 

días de una puesta. Los animales seleccionados fueron pesados, medidos con un calibre y 

colocados en peceras de 20 L que también se encontraban en el bioterio de animales no 

tradicionales de la FCEN-UBA bajo las mismas condiciones de temperatura y fotoperíodo 

anteriormente descriptas. Estás peceras estaban oxigenadas, con grava y una losa plana y, además, 

tenían sus laterales forrados con cartón marrón para evitar la interacción con peces de peceras 

cercanas. En total se realizaron 23 réplicas entre octubre de 2012 y noviembre de 2016. Sin 

embargo, se tuvieron que descartar 6 parejas debido a comportamientos violentos por parte del 

macho y una porque se reprodujo durante el período experimental. De esta forma, se trabajó con 

16 parejas (32 individuos en total). 

Durante un período de 3 semanas las distintas parejas fueron sometidas al azar a uno de los 

siguientes protocolos experimentales:  

a. Pareja alimentada diariamente al 1,5% del promedio del peso corporal inicial de ambos peces 

(control) 

b. Pareja sometida a una restricción alimentaria total (tratadas) 

Durante este período los peces fueron observados diariamente registrando su 

comportamiento y los animales controles fueron siempre alimentados a las 14 hs con pellets 

comerciales. A todas las peceras se les realizó un recambio de 1/3 de su volumen de agua por 

semana de forma suave para evitar el estrés de los animales. La elección de 3 semanas de 

tratamiento se debió a que se ha reportado para esta especie que una misma pareja puede tener 

una puesta en promedio cada 29,4 ± 16,2 días (Rey Vázquez y col., 2012), por lo cual se consideró 

que el eje y las gónadas de los animales controles debían estar ya preparadas para un nuevo evento 

reproductivo. Además, como se nombró en la introducción, durante un período de 4 semanas de 

restricción alimentaria machos y hembras de chanchita presentaron una pérdida de su peso 

corporal menor al 12% (Delgadin y col., 2015), situación que resultó reversible frente a una 

realimentación de los animales (Delgadin y col., 2018). Se consideró que estas últimas dos 

condiciones son requisitos éticos fundamentales en este tipo de protocolo.  

Al cabo de las 3 semanas, se tomaron muestras del agua y se midieron distintos parámetros 

como pH, concentraciones de nitrito, amonio/amoníaco, durezas y dióxido de carbono mediante un 

kit comercial (Tetratest Laborett) para evaluar la calidad de las mismas. Se obtuvieron siempre todos 

los valores dentro de los parámetros esperados. Al finalizar el período experimental, los peces 
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fueron anestesiados en un recipiente plástico con benzocaína al 0,1% disuelta previamente en 

alcohol 70°. Una vez que los animales perdían control motor y de equilibrio (considerado como 

respuesta efectiva al procedimiento), se procedió con la eutanasia de los mismos por decapitación a 

la altura del opérculo. Se realizaron disecciones desde una vista ventral a la altura del cuerpo y 

desde una dorsal en la cabeza y se extrajeron los distintos órganos de interés los cuales se 

procesaron según lo indicado para cada técnica. Este procedimiento se realizó con material de 

microcirugía previamente esterilizado y siempre en el mismo rango horario (11 a 12:30 hs), con el fin 

de disminuir la variabilidad debida a los cambios circadiano en la expresión génica o liberación de 

las hormonas.  

En primer lugar, se evaluó si la restricción alimentaria tuvo algún efecto general en los 

animales analizando distintos parámetros morfológicos. Luego, se estudió, mediante distintos 

acercamientos, el estado del eje reproductivo. Se analizó la histología y la proporción de las distintas 

células germinales y por último se midieron los niveles de mensajeros de distintos genes de interés 

y los niveles plasmáticos de los esteroides sexuales. En la Figura 11 se resume el diseño 

experimental realizado. 

 

 

Figura 11. Diseño experimental del capítulo 1. Con este diseño se estudió la respuesta del eje reproductivo frente a la 

restricción alimentaria en machos y hembras de chanchita. En la figura se muestras los distintos pasos para la selección de 

las parejas y los análisis realizados.  

 

 

 A continuación, se detallan los pasos realizados para los distintos análisis. 
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Parámetros morfológicos 

Al finalizar el tratamiento de 3 semanas los animales fueron nuevamente pesados y se les 

volvió a medir con el uso de un calibre el largo total. Entre todos los órganos extraídos, el hígado y 

ambas gónadas fueron pesados con el fin de calcular los índices hepatosomático (IHS) y 

gonadosomático (IGS) de cada animal como indicadores del estado nutricional y reproductivo, 

respectivamente. Los cálculos se realizaron a través de la siguiente fórmula en donde X es el órgano 

medido: 

IXS = Peso X*100/peso total del animal 

 

Análisis estadístico 

A lo largo de la Tesis los resultados se presentan como la media ± el error estándar de la 

media (E.E.M.). Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el software InfoStat, 

descartando aquellas variables respuestas que presentaron en los análisis residuos estudentizados 

mayores a 2 (valores atípicos). En todos los casos se controló la homocedasticidad, a través de la 

prueba de Levene, la normalidad por la prueba de Shapiro-Wilks, y los supuestos específicos de 

cada análisis estadístico. En aquellos casos donde no se cumplían los supuestos se transformó la 

variable respuesta. Los p-valores obtenidos fueron ajustados mediante el método FDR (del inglés 

false discovery rate) dado que se realizaron múltiples pruebas estadísticas en un mismo experimento 

(Benjamini y Hochberg, 1995; Pike, 2011). Se consideró que el tratamiento tuvo un efecto 

significativo sobre la variable respuesta cuando el p-valor ajustado fue menor a 0,05. 

Para todas las mediciones de este experimento se analizaron los machos y las hembras por 

separado, de modo tal que se consideró al otro individuo como parte de la variabilidad otorgada 

por el ambiente. El tratamiento evaluado fue animales alimentados vs. no alimentados. Las 

variaciones en peso y largo fueron evaluadas mediante análisis de la covarianza (ANCOVA) 

considerando el largo total y el peso corporal medidos al final del experimento como variables 

respuesta y el largo total y peso corporal al inicio del experimento como las respectivas covariables. 

En todos los casos el p-valor asociado a la covariable resultó significativo. El IHS y el IGS se 

analizaron por análisis de la varianza (ANOVA) de un factor.  
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Histología gonadal. Cuantificación de la proporción de los distintos tipos celulares 

 

Con el fin de evaluar la composición celular de las gónadas, como indicador del estado 

reproductivo, a las 3 semanas post puesta bajo los dos protocolos experimentales (alimentados y no 

alimentados), se realizó histología clásica de los ovarios y los testículos extraídos de cada individuo.  

Al momento de la disección, se tomó al azar una de las dos gónadas de cada animal, se le 

extrajo una pequeña porción de cada uno de los extremos y el resto se fijó por inmersión en 

solución de Bouin (70% ácido pícrico saturado/25% formaldehído/5% ácido acético glacial) durante 1 

hora a temperatura ambiente y luego toda la noche a 4ºC, siempre en oscuridad. Al día siguiente, se 

les realizó una deshidratación gradual a través de pasajes por alcoholes de graduación crecientes 

(70%, 90%, 96%, 100%), para luego colocarlos en xilol, solvente orgánico miscible tanto en alcohol 

100% como en parafina, e incluirlos en parafina (Biopack, Buenos Aires, Argentina) durante 6 horas 

con un cambio de la misma. Se realizaron cortes transversales con micrótomo de rotación de 7 µm 

(para los testículos) y de 10-13 µm (para los ovarios) de grosor. En cada portaobjetos se colocaron 3 

cortes continuos, se espaciaron 20, se volvieron a colocar 3 cortes y así se continuó a lo largo de la 

gónada. Se realizaron coloraciones de tricrómico de Masson modificado para los testículos y 

hematoxilina eosina para los ovarios (los protocolos utilizados se describen en el apéndice de 

técnicas). Si bien la técnica de tricrómico proporciona más detalles y permite diferenciar con mayor 

facilidad los tipos celulares, se decidió realizar otra coloración para los ovarios debido a que los 

mismos no se fijan bien dada la gran cantidad de placas de vitelo que presentan los oocitos 

maduros en los peces teleósteos, las cuales se van desprendiendo cuantos más pasos tiene la 

técnica.  

Para el análisis de los ovarios, en tres cortes bien espaciados, uno de la región más distal, 

otro media y otro más proximal al gonoporo, se cuantificaron los distintos estadios bajo 

microscopio (Olympus). Para el análisis de los estadios foliculares se clasificó a los mismos en 7 

categorías en base a la nomenclatura y las características descriptas en Grier, (2009) y Varela y col., 

(2017), este último trabajo se realizó en chanchita. Se consideraron las siguientes propiedades para 

la identificación de los mismos: 

 

-  CROMATÍNICO NUCLEOLAR (CN): oocito con núcleo con borde liso, hebras de cromatina 

condensada y escasos nucléolos. Su citoplasma presenta poca a mediana basofilia. Se 

observan pocas células foliculares planas (Figura 12a). 
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- PERINUCLEOLAR (PN): oocito con núcleo con borde liso y numerosos nucléolos periféricos. 

Su citoplasma es bien basófilo. Se observan células foliculares planas (Figura 12b) 

- ALVÉOLOS CORTICALES (AC): oocito con núcleo con borde irregular y nucléolos. El 

citoplasma es menos basófilo que el PN, presenta escasas vesículas lipídicas y alvéolos 

corticales de posición periférica (esta última característica es poco visibles con técnicas 

histológicas clásicas). Se observa también una envoltura vitelina delgada y células foliculares 

planas (Figura 12c). 

- VITELOGÉNESIS INICIAL (VI): oocito con núcleo con borde irregular y vesículas de vitelo 

periféricas y vesículas lipídicas de posición más central en el citoplasma. Presentan una 

envoltura vitelina fina, pero de mayor grosor que los AC y células foliculares cúbicas o 

cilíndricas (Figura 12 c). 

- VITELOGÉNESIS MEDIA (VM): oocito con núcleo con borde irregular y citoplasma con 

glóbulos de vitelo ocupando gran parte del mismo. Envoltura vitelina gruesa y células 

foliculares cilíndricas (Figura 12d). 

- VITELOGÉNESIS FINAL (VF): oocito con núcleo con borde irregular. Plaquetas de vitelo de 

gran tamaño ocupando todo el citoplasma, envoltura vitelina gruesa y células foliculares 

cilíndricas. Esta categoría incluye lo que otros autores dividen en vitelogénesis final y 

vesícula germinal polarizada (Figura 12e). 

- FOLÍCULO ATRÉSICO (Atr): oocito que presenta cambios en la apariencia del vitelo, una 

desorganización de la envoltura vitelina, degeneración de la vesícula germinal y de las 

células foliculares. Debido a que la atresia es más difícil de identificar en folículos tempranos 

que en estadios vitelogénicos avanzados a través de histología clásica, solo aquellos que 

presentaban al menos una de las características recién nombradas se consideraron como 

atrésicos (Figura 12f, fɅ) 

- FOLÍCULO POSTOVULATORIO (POv): estructura irregular formada por células de la teca y 

de la granulosa hipertrofiadas (Figura 12g) 

Para la identificación de los distintos estadios foliculares se decidió no utilizar características 

como tamaño nuclear o celular, o posición del núcleo (central o periférico) debido a que estas varían 

según como se haya realizado el corte del folículo, lo cual llevaría a sobreestimar o subestimar 

alguna de las categorías establecidas. 
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Figura 12. Estadios foliculares analizados. En las figuras se muestran microfotografías representativas de los distintos 

estadios considerados para la cuantificación de la proporción de folículos en hembras alimentadas y no alimentadas. a) 

Cromatínico nucleolar; b) Perinucleolar; c) Alvéolo cortical (AC) y Vitelogénesis inicial (VI); d) Vitelogénesis media; e) 

Vitelogénesis final; f) y fɅ) folículos atrésicos en diferente grado de degeneración; g) folículo post ovulatorio. Todas las barras 

corresponden a 10 µm.     

 

También, se calculó el diámetro de los oocitos maduros bajo microscopio. En aquellos 

oocitos donde se observaba la vesícula germinal polarizada, se calculó el diámetro (promediando 

dos mediciones perpendiculares por célula) utilizando una reglilla incorporada al ocular de un 

microscopio óptico (NIKON microphot FX, aumento 100X). Se midieron al menos 3 oocitos por 

unidad experimental.    

 

Para el análisis de los testículos, se fotografiaron cuatro secciones al azar (una en cada uno 

de los extremos y dos en la región media) por gónada utilizando una cámara digital acoplada a un 

microscopio NIKON microphot FX (aumento 400X). Sobre ellas se calcularon los distintos tipos 

celulares a través del CPCe software® (Kohller y Gill, 2006). Brevemente, este programa superpone 

de forma azarosa un número de puntos sobre una fotografía, permitiendo luego identificar la 

identidad de lo que se encuentra debajo de cada punto (Figura 13). En primer lugar, se debió 

establecer el número mínimo de puntos necesarios a superponer en cada microfotografía, el cual 
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permita obtener una muestra representativa de la población celular. Se realizó un estudio piloto 

sobre cuatro microfotografías de un individuo elegido para tal fin y se testeó por triplicado la 

utilización de 10, 25, 37, 50, 60 y 70 puntos. La utilización de 50 puntos mostró ser suficiente para 

determinar el porcentaje de los distintos tipos celulares, ya que a partir de 50 puntos se obtuvieron 

los menores porcentajes de coeficiente de variación (CV = desvío/media *100) en todas las 

fotografías. En un trabajo en el pez cíclido burtoni donde se calculó la proporción de las células 

espermatogénicas en distintas condiciones experimentales a través del CPCe software, los autores 

también obtuvieron que 50 puntos al azar eran suficientes para esta determinación (Maruska y 

Fernald, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

La identificación de los distintos tipos celulares se llevó a cabo de acuerdo a la descripción 

hecha por Schulz y col., (2010) y Rey Vázquez y col., (2012), este último trabajo se realizó en 

chanchita. Se decidió agrupar las células de interés en 5 categorías (Figura 14) para no subestimar o 

sobrestimar algún tipo celular dado que las diferencias entre los dos tipos de espermatogonias o de 

espermatocitos pueden ser muy sutiles bajo microscopio de campo claro:  

 

- CÉLULAS EN MITOSIS (donde se consideran espermatogonias A y espermatogonias B),  

- CÉLULAS EN MEIOSIS (donde se consideran espermatocitos primarios y espermatocitos 

secundarios)  

- ESPERMÁTIDAS 

- ESPERMATOZOIDES 

- CÉLULAS DE LEYDIG 

Figura 13. Imagen representativa de la modalidad de 

cuantificación con el CPCe software®. Se muestra una 

captura de pantalla donde se observan distintos puntos al azar 

generados por el programa sobre una microfotografía de 

testículo de chanchita. T1 y C1 categorías requeridas por el 

software para su funcionamiento; SPZ: espermatozoides; SDA: 

espermátidas; LEY: células de Leydig. 
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La matriz que se genera con las distintas categorías en el programa CPCe obliga a considerar 

dos categorías extras denominadas T1 y C1 (ver Figura 13). Las mismas se utilizaron para indicar 

aquellos puntos que cayeron fuera del órgano o en el tejido intersticial, respectivamente. Por esta 

razón la suma de los porcentajes muchas veces no alcanzó el 100%.  

 

 

 

 

 

También, se evaluó la cantidad de espermatozoides maduros disponibles a ser liberados, en 

los machos de ambos tratamientos calculando la densidad espermática (cantidad de 

espermatozoides por µm2) en cada ducto espermático. Para ello, se tomaron 3 microfotografías al 

azar, en distintos cortes bien separados de los conductos de cada individuo a un aumento 400X y se 

utilizó el software Image ProPlus para cuantificar el área y la cantidad de cabezas de 

espermatozoides visibles. 

La cuantificación de los estadios foliculares y de la espermatogénesis también se realizó en 2 

hembras y 2 machos dos días después de que tuvieran una puesta. Estos análisis se realizaron con 

el objeto de conocer cómo se encontraba la gónada al inicio del período experimental. 

 

Análisis estadístico 

Tanto en el testículo como en el ovario las cuantificaciones se realizaron a ciegas, es decir 

que en ninguno momento se conocía a qué individuo se estaba cuantificando, ni a que tratamiento 

pertenecía. 

Figura 14: Microfotografía de un corte 

transversal de un lóbulo seminíferos de 

chanchita. En el mismo se indican los estadios 

considerados para la cuantificación en el 

software CPCe®: células en mitosis, que incluye 

espermatogonias A (SPG A) y B (SPG B); células 

en meiosis, que incluye espermatocitos 

primarios (CITO I) y secundarios (CITO II) 

espermátidas (SDA), espermatozoides (SPZ) y 

células de Leydig. Tamaño celular y nuclear, 

grado de heterocromatinización de los núcleos 

y ubicación en el corte fueron los criterios 

utilizados para la identificación de los mismos. 
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La proporción de los estadios foliculares en las hembras se analizó mediante un diseño de 

bloques al azar (DBA) considerando como bloque la época del año en la cual se realizaron los 

experimentos (verano-otoño-primavera vs. invierno) y como variable respuesta el promedio de las 

tres mediciones por ovario de cada categoría. Para los folículos en vitelogénesis media y final el 

bloqueo resultó significativo. El análisis del diámetro de los folículos se realizó mediante ANOVA de 

un factor. 

En el análisis de machos se evaluó, también, si la época del año tenía algún efecto sobre la 

proporción de los estadios de la espermatogénesis, sin embargo, el bloque resultó siempre no 

significativo. Por esta razón, se realizaron ANOVAs de un factor utilizando como variable respuesta 

el porcentaje promedio de las cuatro mediciones por cada categoría y en cada individuo. El análisis 

de la densidad espermática en los ductos se realizó mediante ANOVA de un factor.  

 

 

Expresión génica 

 

 Se evaluaron los niveles relativos de ARNm de distintas hormonas claves del eje 

reproductivo a través de la técnica de PCR en tiempo real (rt-PCR, del inglés: real time polymerase 

chain reaction): la variante hipofisiotrópica de gnrh (gnrh1), las dos gonadotrofinas e igf1. Para ello, el 

telencéfalo, el hipotálamo (separados tal como se muestra en la Figura 15), la hipófisis y una porción 

del hígado de cada individuo fueron homogeneizados en eppendorfs de 1,5 ml esterilizados 

utilizando TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, EE. UU.) y un homogeneizador 

Bio-Gen Pro-200. Dado el tamaño pequeño de la hipófisis, la misma fue pre-homogeneizada con un 

émbolo plástico. De cada homogenato se extrajo el ARN total por el método tiocianato de 

guanidina-fenol/cloroformo, siguiendo las indicaciones del fabricante con algunas modificaciones 

(ver apéndice de técnicas). El ARN extraído en cada caso se cuantificó por espectrofotometría 

utilizando el NanoDropɞ 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EE. UU.) y se corroboró su pureza 

determinada por la relación de absorbancias Abs260/Abs280.  

Para eliminar posibles contaminaciones con ADN genómico arrastrado durante la 

extracción, las muestras se trataron con una nucleasa de ADN (ADNasa I, Promega, Madison, 

Wisconsin, EE. UU.), según instrucciones del fabricante. Inmediatamente después, se sintetizó la 

primera cadena de ADN copia (ADNc) utilizando la enzima transcriptasa reversa del virus Moloney 

de la leucemia murina (M-MLV, Promega), hexámeros al azar (Invitrogen, Carlsbad, California, 

EE.UU.) y 1,5 - 2 µg del ARN tratado con ADNasa. Las condiciones de la reacción de 
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retrotranscripción fueron a 70°C por 10 min y 37°C por 60 min. Los productos de reacción 

obtenidos fueron conservados a -20°C para su posterior amplificación. 

Se diseñaron primers específicos para gnrh1 (Tabla 2) en base a la secuencia obtenida en 

este Tesis (Capítulo 2 - Sección 1). Se utilizaron las herramientas Primer Quest de Integrated DNA 

Technologies (IDT) (https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) y la de diseño de primers del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). La utilización de dos servidores se debió a que de las distintas opciones obtenidas se optó 

por aquella que mejor cumpliera con los requisitos generales del diseño de primers para PCR y para 

rt-PCR, como ser (http://www.gene-quantification.com/real-time-pcr-guide-bio-rad.pdf):  

 

Características específicas para el diseño de primers para rt-PCR 

- Longitud del amplicón entre 80 y 200 pares de bases (pb), 

- Temperaturas de annealing de 60 ± 1°C, 

Características específicas para el diseño de primers para PCR 

- Cantidad total de guanidinas (G) y citosinas (C) entre 40 y 60 % 

- longitud de los primers entre 18 y 24 nucleótidos (nt), 

- idealmente el último nt del extremo 3Ʌ debe ser una G o C 

- No debe haber más de 3 nt G o C entre los 5 últimos nucleótidos del extremo 3Ʌ  

- Ausencia de formación de hetero- y homo-dímeros, y de hairpins  

 

Esta última característica se corroboró utilizando el programa DNASTART Lasergene, y 

además luego de cada corrida mediante el análisis de la curva de disociación (melting curve). Por 

otro lado, la herramienta bioinformática de IDT presenta una ventaja que permite colocar pares de 

primers ya diseñados y contrastarlos con el genoma de una especie específica o de un grupo de 

animales que se encuentren en su base de datos y determinar que gen/es amplificará ese par de 

primers. Si bien chanchita no tiene secuenciado su genoma, se puede alinear los primers 

seleccionados al de peces filogenéticamente relacionados y predecir si amplifican un único 

fragmento.  

Los pares de primers específicos para esta especie de ambas gonadotrofinas, igf1 y del 

constitutivo utilizado arp (del inglés: acidic ribosomal phosphoprotein P0), ya habían sido diseñados y 

puesto a punto en el laboratorio, teniendo las mismas consideraciones y usando los mismos 

programas recién nombrados (Tabla 2). El diseño de los primers se había realizado en base a las 

secuencias de chanchita publicadas en el GenBank: fsh (EU315918.1), lh (EU315919.1), igf1 

(KM005102.1) y arp (GU244484).  
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Tabla 2. Listado de primers utilizados en la técnica de PCR en tiempo real del Capítulo 1. Se muestra la secuencia de los 

mismos, la concentración utilizada en cada par de primers, y el tamaño de los amplicones. Fw: primer forward; Rv: primer 

reverse; rt: real time. 

 

 En primer lugar, se pusieron a punto los primers de gnrh1 usando ADNc de hipotálamo 

diluído 1:20 (en stock en nuestro laboratorio). Se evaluaron 3 concentraciones finales por tubo (0,3, 

0,6 y 1 µM) y se optó por aquella que presentaba una mejor curva de amplificación, con el menor Ct 

(del inglés cycle threshold, se refiere al ciclo en el cual la fluorescencia de cada muestra supera una 

fluorescencia umbral), con una eficiencia cercana a 2 (situación ideal en la cual los productos de PCR 

se duplican luego de cada ciclo de amplificación, eficiencia del 100%) y que además no generaba 

dímeros. A continuación, para todos los pares de primers, se probaron distintas diluciones de ADNc, 

eligiendo aquellas que presentaban un Ct menor a 35 para el gen de referencia como el de interés y 

una diferencia menor a 10 Cts entre ambos. 

Las reacciones de rt-PCR, como las puestas a punto, se realizaron por duplicado en una 

termocicladora StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster city, California, EE.UU.) del Instituto 

Tecnológico de Chascomús (CONICET-UNSAM), o del Instituto de Biología y Medicina Experimental 

(CONICET). Las corridas se realizaron en placas de 96 wells utilizando FastStar Universal SyBR green 

Master (Roche, Basel, Suiza), que contiene la enzima FastStart Taq ADN Polimerasa, el buffer de 

reacción, mezcla de nucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), el fluoróforo SYBR Green y otro 

fluoróforo pasivo, ROX. En la tabla a continuación se detallan los volúmenes finales por well de cada 

reactivo y el protocolo del termociclador utilizado. Las diluciones de ADNc utilizadas fueron: 

telencéfalo e hipotálamo 1:25 (gnrh1), hipófisis 1:10 (gonadotrofinas), hígado 1:50 (igf1). 

 

Primer {ŜŎǳŜƴŎƛŀ όрΩ Ҧ оΩύ 
Concentración 
final por well 

Tamaño 
amplicón 

gnrh1 rt Fw GGACACCTTTTCAGACGCAC 
1 µM 

 

101 pb 

gnrh1 rt Rv TGGCAAAAGGTGATTCCTCTG 

ƽ-fsh rt Fw GTGAAGGACAGTGCTACCAG 
1 µM 

 

115 pb 

ƽ-fsh rt Rv GGACATCGCTCTGTGTACTTC 

ƽ-lh rt Fw ACACTGCATCACCAAGGAC 
1 µM 

 

109 pb 

ƽ-lh rt Rv ACAGTCGGGAAGCTCAAATG 

igf1 rt Fw CTCCCAAGATTTCTCGCTCTG 
1 µM 

 

82 pb 

igf1 rt Rv CCCTTCTCCGCTTTACTAACC 

arp rt Fw ACTGTGGGAGCAGACAATG 
0,5 µM 

 

143 pb 

arp rt Rv TCCAGTGCAGGATTGTTCTC 
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Tabla 3. Protocolo general realizado para la técnica de rtPCR. 

 

Como se nombró más arriba, la curva de disociación permite evaluar la presencia de un 

único amplicón (especificidad) y además la dimerización de los primers lo cual puede llegar a ser 

influyente en caso de que haya poca expresión del gen de interés. En cada placa se llevaron a cabo 

controles negativos para cada par de primers remplazando el ADNc por agua destilada esterilizada. 

Para la elección del constitutivo más eficiente se probaron en una primera prueba primers 

para ƽ-actina (Tabla 10), 18S (ARNr de la subunidad pequeña ribosomal, secuenciado previamente 

en el laboratorio, 18S Fw: GGAGTATGGTTGCAAAGCTG/18S Rv: TCTGTCAATCCTTTCCGTGTC) y arp en 

todos los tejidos y tratamientos. Si bien todos los constitutivos analizados presentaron eficiencias 

promedios similares, entre 1,892 y 1,908, arp mostró en todos los órganos la mejor regresión lineal 

con los genes de interés por tratamiento y la menor variabilidad entre las muestras, evaluado a 

través del coeficiente de variación, razón por la cual se lo seleccionó como gen de referencia. 

 

Análisis estadístico 

Los niveles de expresión de los mensajeros obtenidos por rt-PCR se evaluaron según la 

metodología propuesta por Ramakers y col., 2003 y Rujiter y col., 2009. Brevemente, los datos de 

fluorescencia correspondientes a la unión del fluoróforo SyBR con el ADN doble cadena en cada 

ciclo se normalizó a la fluorescencia correspondiente al fluoróforo ROX, el cual no se une al ADN y 

es un indicador de posibles variaciones en la medición de fluorescencia que no se deban a la 

amplificación propiamente dicha. Estos nuevos valores son procesados por el programa LinRegPCR, 

el cual en primera instancia los corrige restando la fluorescencia presente previo a la amplificación 

(fluorescencia de base). El programa, además, determina las eficiencias de la amplificación en cada 

well de reacción, a partir de la región lineal de la curva, permitiendo determinar la eficiencia 

promedio por amplicón y por tejido. Tomando en cuenta estas eficiencias, el programa calcula una 

magnitud de fluorescencia inicial (N0) que es proporcional a la cantidad de ADNc presente en cada 

Reactivo 
Vol. (µl) 

por well 
Paso Temp. (°C) Tiempo 

SyBR green Master 5 1 94 10 min. 

Mezcla equimolar de 

primers 
1,5  2 94 30 seg. 

ADNc diluído 2,5 3 60 15 seg. 

H2Od esterilizada 1 
Entre el paso 2 y 3 el 

termociclador realizó 40 ciclos 

 10 4 

 

60-95 con una resolución 

de 0,5 
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muestra antes de la amplificación. Luego, el N0 de cada gen de interés se relativiza al NO del gen de 

referencia y este nuevo valor es la variable respuesta que se analiza estadísticamente. El análisis 

estadístico realizado fue ANOVA de un factor, en algunos casos fue necesario transformar la 

variable por logaritmo natural para conseguir el cumplimiento de los supuestos. 

  

 

Niveles plasmáticos de hormonas esteroideas 

 

Al finalizar los experimentos, se midieron los niveles plasmáticos de los esteroides sexuales 

testosterona y 11-KT y también de cortisol en los machos alimentados y no alimentados. Dado que 

la concentración sanguínea del cortisol puede aumentar rápidamente producto de la manipulación 

del animal durante el muestreo, únicamente se lo cuantificó en aquellas muestras cuyo tiempo de 

extracción fue menor a los cuatro minutos. Este tiempo límite se debe a que se observó un aumento 

en los niveles de este glucocorticoide por sobre el nivel basal luego de los cuatro minutos 

posteriores a la captura en el cíclido africano burtoni (especie evolutivamente cercana a chanchita) 

(Fox y col., 1997). Teniendo en cuenta esto, inmediatamente después de remover a los animales de 

las peceras, se les extrajo sangre del pedúnculo caudal con una jeringa 27 G heparinizada y se 

colocó en eppendorfs de 1,5 ml también heparinizados. Las muestras de sangre se guardaron en 

heladera por 24 hs y luego se les extrajo el plasma a través de una centrifugación a 4ºC a 3000 g por 

15 minutos y se guardaron a -20°C. Con el fin de disminuir el estrés sufrido por el animal durante 

este procedimiento los peces se colocaron en una superficie lisa y se cubrieron con una servilleta.  

Las mediciones se realizaron mediante un ensayo inmunoenzimático (ELISA, del inglés 

enzyme-linked immunosorbent assay) en el laboratorio de Metabolismo y Reproducción de 

Organismos Acuáticos, del departamento de Fisiología, Instituto de Biociências de la Universidad de 

San Pablo (USP) (Brasil), con la colaboración del Dr. Renato M. Honji y la Dra. Renata G. Moreira. En 

trabajos previos se puso a punto esta técnica en chanchita (Morandini y col., 2015). Brevemente, las 

diluciones de trabajo y los kits de ELISA utilizados para cada hormona fueron testosterona 1:2 (kit: 

IBL International, Hamburgo, Alemania), 11-KT 1:6 (dos muestras hubo que diluirlas 1:50 porque 

caían fuera de la curva de calibración) (kit: Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, EE. 

UU.) y cortisol puro (kit: IBL International). En todos los casos las muestras se analizaron por 

duplicado, obteniéndose coeficientes de variación entre réplicas menores al 20%. En cada placa 

también se sembró un control negativo en donde el volumen de plasma se reemplazó por su 

equivalente de la solución vehículo, y se realizó una curva de calibración a través de diluciones 

seriadas de la hormona específica analizada provista por el fabricante. Para algunos animales el 

volumen de plasma obtenido resultó insuficiente para llevar a cabo las mediciones de las tres 
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hormonas, razón por la cual en algunos de los análisis el tamaño de la muestra (n) fue menor al de 

las unidades experimentales.  

También, se realizaron mediciones de estradiol, testosterona y cortisol en las hembras 

alimentada y no alimentadas. Sin embargo, lamentablemente, no se pudo obtener un número de 

mediciones que permita realizar análisis estadísticos debido a la poca cantidad de plasma obtenido 

(las hembras suelen presentar un menor tamaño que los machos lo cual dificulta la extracción de 

suficiente cantidad de sangre). Por esta razón solo se presentarán los resultados relacionados a los 

machos. 

 

Análisis estadístico 

Los niveles plasmáticos de las hormonas esteroideas y de cortisol se analizaron mediante 

ANOVA de un factor, utilizando el promedio de los valores ajustados de las mediciones como 

variable respuesta. 

 

 

 SECUENCIACIÓN DE gnrh1, LEPTINA A, LEPTINA B Y RECEPTOR DE LEPTINA  

(Capítulo 2 sección 1) 

 

Para la secuenciación de cada transcripto se utilizaron distintas estrategias que variaron 

según los niveles de expresión de cada gen y la disponibilidad temporal de los reactivos en el 

laboratorio. Se decidió explicar juntas todas las secuenciaciones de forma tal de facilitar la lectura. 

 Para cada gen de interés, la secuenciación consistió en realizar varias PCRs utilizando 

distintos juegos de primers, degenerados o específicos y ADNc sintetizado a partir del ARN extraído 

del órgano del cual se observó en la bibliografía que el gen presentaba una elevada expresión. A 

medida que se obtuvieron los fragmentos correspondientes a las distintas regiones se comprobó la 

identidad de los mismos y se unieron entre sí obteniendo la secuencia nucleotídica del transcripto 

de interés. 

Más en detalle, animales adultos machos y hembras de chanchita fueron anestesiados, 

eutanasiados y se disecaron los órganos de interés los cuales se homogeneizaron TRI Reagent®  

para la extracción de ARN total, tal como se describió previamente. Los órganos procesados para 

cada transcripto fueron: 
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gnrh1: se comenzó realizando pruebas con el encéfalo entero, sin embargo, ante la falta de 

resultados, probablemente debido a la baja expresión del mismo y su consecuente dilución 

con respecto a otros transcriptos, se decidió trabajar solo con la región hipotalámica. 

leptina A: hígado y telencéfalo. 

leptina B: ovario.  

receptor de leptina: ovario e hipófisis 

 

De cada homogenato se extrajo el ARN total por el método tiocianato de guanidina-

fenol/cloroformo. Como se nombró anteriormente, el ARN extraído en cada caso se cuantificó y se 

corroboró su pureza utilizando el NanoDropɞ 2000. Se trataron las muestras con ADNasa I y 

posteriormente, se sintetizó la primera cadena del ADNc. 

Para el diseño de los primers se alinearon, a través del servidor de alineación de secuencias 

múltiples Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), las secuencias 

correspondientes de otros peces teleósteos presentes en la base de datos de secuencias 

nucleotídicas del GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Se buscó alinear secuencias 

de peces filogenéticamente cercanos y otros más alejados con el fin de reconocer regiones con un 

alto grado de conservación ya que se consideró que las mismas podrían encontrarse también 

conservadas en chanchita. Las secuencias alineadas para cada transcripto fueron:  

 

gnrh1: se alinearon las secuencias de burtoni (GenBank: L27435.1), tilapia del Nilo 

(GenBank: AB101665), pez globo (GenBank: AB212810), y pejerrey (GenBank: AY744689). 

leptina A: se alinearon las secuencias de tilapia del Nilo (GenBank: JN688249.1), mero 

(GenBank: JX406147.1), pez mandarín (GenBank: FJ588588.1) y atún (Thunnus thynnus, 

Scombriformes, GenBank: HQ288053.1) 

leptina B: se alinearon las secuencias de tilapia del Nilo (GenBank: XM_003444988.1), mero 

(GenBank: JX406148.1), y medaka (GenBank: NM_001160442.2). 

receptor de leptina: se alinearon las secuencias de tilapia del Nilo (GenBank: KF955990.1) y 

mero (GenBank: JX406149.1). 

 

En base a estos alineamientos, se diseñó un par de primers para cada transcripto de interés 

(Tabla 5: gnrh Fw1/ gnrh Rv1; Tabla 6: lepA Fw1/ lepA Rv1, lepB Fw1/ lepB Rv1), salvo para el receptor 

de leptina que se diseñaron 2 pares de primers en la región extracelular (Tabla 7: lepr ex Fw1/ lepr ex 

Rv1 - lepr ex Fw2 / lepr ex Rv2). Para leptina B fue necesario realizar una posterior PCR Ɉsemiɉ 
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anidada, variando solo uno de los primers (Tabla 6: lepB Fw1/ lepB Rv2). El diseño de los primers se 

realizó utilizando las herramientas anteriormente nombradas del IDT y del NCBI. De las distintas 

opciones obtenidas de cada servidor, se optó por aquella que cumplía con las condiciones de diseño 

de primers previamente enumeradas y que se encontraba en las regiones más conservadas de cada 

alineamiento. 

Posteriormente, se puso a punto la temperatura óptima de alineamiento de los distintos 

pares de primers realizando PCRs, tal como se detalla a continuación, en un volumen final de 15 µl 

por tubo. Se seleccionó aquella temperatura que generaba la mayor intensidad en la banda del 

tamaño esperado.  Este paso se debió realizar cada vez que se contaba con un nuevo par de 

primers. Específicamente, para la secuenciación se realizaron las reacciones de amplificación de los 

fragmentos parciales en un volumen total de 90 µl utilizando una termocicladora gradient Eppendorf 

Mastercycler (Hamburgo, Alemania) y la enzima GoTaq Flexi DNA polimerase (Promega). Los 

volúmenes de cada reactivo, así como los protocolos de PCR utilizados, se detallan en la Tabla 4. 

Para controlar posibles contaminaciones, en cada PCR se realizó un control negativo remplazando 

del ADNc por un volumen equivalente de agua autoclavada. 

 

Reactivo Vol. (µl) Paso Temp. (°C) Tiempo 

PCR buffer 10X 18 1 94 3 min. 

dNTPs 2,5 mM 7,2 2 94 30 seg. 

Go Taq 5 U/µl 0,54 3 
Ver tabla 

5/6/7 
30 seg. 

Primer Forward 10 mM* 6 4 72 30 seg. 

Primer Reverse 10 mM* 6 5 72 10 min. 

ADNc 6 

 

Entre el paso 2 y 5 el 

termociclador realizó 40 

ciclos H2Od 46,26 
 

 

90 µl 

    

Tabla 4. Protocolo general realizado para las PCRs de secuenciación. dNTPs (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missuri, EE. UU.) 

*Los primers que se encontraban degenerados se utilizaron a una concentración inicial de 15 mM. 

 

Los productos de las reacciones de PCR se separaron en una electroforesis horizontal en un 

gel de agarosa al 1,5% con 0,006% de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) y se visualizaron mediante 

un transiluminador UV (Labnet International, Inc., Edison, EE.UU.), obteniéndose una banda para 

cada fragmento correspondiente al tamaño esperado (ver Tabla 5 / 6 / 7). Las bandas se recortaron 

del gel utilizando un bisturí desinfectado en alcohol 70°C y se purificaron usando un protocolo de 
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extracción de ADN de agarosa el cual se basa en una extracción fenol-cloroformo (ver apéndice de 

técnicas). Los productos de PCR purificados se re-suspendieron en agua destilada autoclavada y se 

secuenciaron en el Servicio de Secuenciación y Genotipificado del Departamento de Ecología, 

Genética y Evolución, FCEN-UBA o en el de la Unidad de Genómica-Instituto de Biotecnología, 

CICVyA, INTA, Castelar. Los cromatogramas obtenidos fueron analizados y corregidos manualmente. 

Posteriormente, se confirmaron las identidades de cada fragmento usando el programa Nucleotide 

BLAST (BLASTN) del servidor NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch).  

Para la obtención de las secuencias totales se diseñaron primers específicos (esp) en base a 

las secuencias obtenidas. En el caso de gnrh1 se realizaron dos estrategias distintas para cada uno 

de los extremos de la región codificante faltante. Para el extremo 5Ʌ se realizó la técnica de Rapid 

Amplification of cDNA Ends (RACE) utilizando un ADNc, en este caso del encéfalo entero, previamente 

sintetizado en el laboratorio por la técnica de RNA ligase-mediated (RLM) (Cánepa y col., 2012), la cual 

se basa en una ligación a ambos extremos del ARN de unos oligos de secuencia conocida con la 

utilización del kit GeneRacerɞ (ϥnvitrogen). Debido a que para el extremo 3Ʌ esta estrategia no 

funcionó, se realizó una técnica similar sintetizando en el laboratorio ADNc de hipotálamo como fue 

descripto previamente, pero utilizando oligo d(T)15 seguido de una secuencia conocida en base a la 

cual se sintetizó un nuevo primer. Con el primer específico del RACE kit y el específico de chanchita 

diseñado en base al fragmento obtenido (Tabla 5: 5RACE Fw/gnrh1 Rv2 esp) y los diseñados para el 

3Ʌ (Tabla 5: gnrh1 Fw2 esp/3extremo Rv) se realizaron PCRs con 3 min de desnaturalización a 94°C, 5 

ciclos a 94°C y 72°C, cada uno por 30 seg, otros 5 ciclos a 94°C y 70°C, cada uno por 30 seg, unos 

últimos 35 ciclos a 94°C por 30 seg, un annealing (ver Tabla 5) por 30 seg y 72°C por 30 seg y por 

último, una extensión final a 72°C por 10 min. El cambio de protocolo en el termociclador se realizó 

con el fin de disminuir la inespecificidad en la amplificación. En el caso del extremo 3Ʌ fue necesario 

realizar una posterior PCR Ɉsemiɉ anidada, variando solo uno de los primers (Tabla5: gnrh1 Fw3 esp / 

3extremo Rv), y siguiendo el mismo protocolo del termociclador (para las temperaturas de annealing 

ver Tabla 5). Nuevamente, los productos de amplificación se separaron mediante una electroforesis 

horizontal en un gel de agarosa al 1,5 % y se purificaron, y se secuenciaron como fue previamente 

descripto confirmando su identidad utilizando el programa BLASTN.  
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Tabla 5. Listado de primers utilizados para la secuenciación de gnrh1 de chanchita. También se muestra la temperatura 

de annealing de cada par de primers, el tamaño de su amplicón y en que paso de la secuenciación fue utilizado. Fw: primer 

forward; Rv: primer reverse; esp: específico; pb: pares de bases. 

 

Las estrategias recién descriptas para amplificar los extremos de los transcriptos de interés 

se probaron también para lepA, lepB y lepr. Sin embargo, en ninguno de los casos se obtuvo un 

resultado positivo por lo cual se debió realizar otro tipo de aproximación. Para el receptor de 

leptina, gracias a que las regiones 5Ʌ y 3Ʌ no traducibles (UTR, del inglés untranslate region) presentan 

cierto grado de conservación entre los teleósteos, se diseñaron primers sobre las mismas los cuales 

permitieron intentar amplificar la región codificante entera (Tabla 7: lepr 5UTR Fw3). Sin embargo, 

este no fue el escenario de leptina A y B ya que sus regiones UTR resultaron estar muy poco 

conservadas entre los peces teleósteos por lo cual se diseñaron primers forward desde el ATG de la 

región codificante hacia el 3Ʌ y primers reverse desde el codón de terminación hacia el 5Ʌ (Tabla 6: lepA 

stop Rv2/lepB stop Rv3) en base a los alineamientos. Esta estrategia permitió extender la secuencia, 

sin embargo, los nucleótidos de los extremos no se pudieron conocer con exactitud ya que estos 

corresponden al primer y pueden no ser específicos de chanchita. Esto no resulta un problema para 

analizar la proteína madura en el extremo 5Ʉ, ya que el primer se encuentra en la región del péptido 

señal, pero sí en el extremo 3Ʌ dado que no se logró obtener los últimos nucleótidos específicos del 

transcripto de interés. Con estos primers más otros específicos diseñados en base al fragmento 

previamente descripto se realizaron PCRs y PCRs Ɉsemiɉ anidadas para continuar con la 

secuenciación. A pesar de los múltiples intentos, variando los pares de primers, las temperaturas y 

los ADNc utilizados, no se logró secuenciar los extremos 5Ʌ de leptina A y B. 

 

 

Primer {ŜŎǳŜƴŎƛŀ όрΩ Ҧ оΩύ 
Temp. de 
annealing 

Tamaño 
amplificado  

gnrh1 Fw1 AAAAATCTTGGCACTGTGGC 
58,2°C 221 pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial gnrh1 Rv1 CTTTCACTCTCGTACATTTTGGC 

5RACE Fw CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 
60°C 268 pb 

Secuenciación del 

extremo 5' gnrh1 Rv2 esp AGTGCGTCTGAAAAGGTGTC 

gnrh1 Fw2 esp ACAGCGTTTCCACAGGG 
60°C 342 pb 

Secuenciación del 

extremo 3' 
3extremoRv GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

58 °C 200 pb 

gnrh1 Fw3 esp GTTGTGCAGAGGAATCACCTT 
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Tabla 6. Listado de primers utilizados para la secuenciación de leptina A y leptina B de chanchita. También se muestra 

la temperatura de annealing de cada par de primers, el tamaño de su amplicón y en que paso de la secuenciación fue 

utilizado. Fw: primer forward; Rv: primer reverse; esp: específico; rt: primer diseñado para la técnica de PCR en tiempo real; pb: 

pares de bases. Bases degeneradas según la nomenclatura IUPAC: Y= C/T; R= A/G; S= G/C; M= A/C; K= G/T. 

 

En el caso de lepr, dada la extensión del transcripto, se debieron realizar múltiples PCRs, 

para ello a medida que se contaba con un nuevo fragmento secuenciado se diseñó un primer 

específico en los extremos de esa región y otro en una región desconocida en base a los 

alineamientos de secuencias (ver Tabla 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Secuencia (рΩ Ҧ оΩύ 
Temp. de 
annealing 

Tamaño 
amplificado  

lepA Rv1 CAGCAGCAGATTGAGGAACTC 
54,6°C 353 pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial 

lepA Fw1 AAGYGAARTGGATSGCTG 

54,2°C 383 pb 

Secuenciación del 

extremo 3' 
lepA stop Rv2 TCAGCAAGTCTCMAGMTG 

56,5°C 362 pb 
lepA rt Fw TGGTTAGGCTGGACAAAGAC 

lepB Rv1 CTKTCTGGGAACACACTSTC 
54°C 293 pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial 
lepB Fw1 TGCTCAGATAACCCTKGTCC 

58°C 233 pb 
lepB Rv2 TGGGCTKAAGGGGACASTC 

lepB Fw2 TGCTCAGATAACCCTKGTCC 
52,1°C 357 pb 

Secuenciación del 

extremo 3' 
lepB stop Rv3  TAGCAGAGCTTGAGTTTG 

55,3°C 262 pb 
lepB Fw3 esp GCTATGATCTTGGGCTTTTGG 
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Primer {ŜŎǳŜƴŎƛŀ όрΩ Ҧ оΩύ 
Temp. de 
annealing 

Tamaño 
amplificado  

lepr ex Fw1 GCAACCTGTCACAYAWTCAG 
55°C 445 pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial 

extracelular lepr ex Rv1 ATCTKGCTGACCCACTGG 

lepr ex Fw2 ACAGCAGAGCTCCTGARCGWG 
58°C 410 pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial 

extracelular lepr ex Rv2  GACCACCATGAACAGAGGCAC 

lepr ex Fw1 GCAACCTGTCACAYAWTCAG 
55°C 1217pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial 

extracelular lepr ex Rv3 esp AGTCTGGTTTCTGTATGG 

lepr tm Fw4 esp ATGACACTGGAGAGACAACC 
52°C 363 pb 

Sec. fragmento 

parcial extracelular 

y transmembrana lepr tm Rv4 TAATGACYTKGGAGATGTTC 

lepr 5UTR Fw5 GATTCACCMCAGMCAAAGC 
55°C 754 pb 

Secuenciación del 

extremo 5Ʌ lepr Rv5 esp ATGAGTGGCGCTGGAGAAG 

lepr rt Fw esp GGTCCTCTCCCAAAACCAGA 
53,5°C 543 pb 

Secuenciación del 

fragmento parcial 

intracelular lepr Rv6 TCCATCTCCAARCCACGRC 

 

Tabla 7. Listado de primers utilizados para la secuenciación del receptor de leptina de chanchita. También se muestra 

la temperatura de annealing de cada par de primers, el tamaño de su amplicón y en que paso de la secuenciación fue 

utilizado. Fw: primer forward; Rv: primer reverse; esp: específico; pb: pares de bases; ex: región extracelular; tm: región 

transmembrana rt: primer diseñado para la técnica de PCR en tiempo real. Bases degeneradas según la nomenclatura IUPAC: 

Y= C/T; R= A/G; W= A/T; K= G/T; M= A/C. 

  

Para cada transcripto se alinearon todos los fragmentos parciales obtenidos, dado que 

presentaban secuencias compartidas, y de esta forma se obtuvieron las secuencias de leptina A, 

leptina B, el receptor de leptina y gnrh1. Lamentablemente, a pesar del esfuerzo, en el caso de 

leptina A, leptina B y del receptor no se pudieron obtener los transcriptos completos. En los dos 

primeros casos no se logró secuenciar parte de la región 5Ʌ codificante y en el caso del receptor 

parte de la región intracelular hasta el codón de terminación. 

 

 

ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS (Capítulo 2 sección 1 y Capítulo 3) 

 

A partir de cada secuencia nucleotídica se predijo la secuencia aminoacídica utilizando la 

herramienta Expasy Translate (http://web.expasy.org/translate/) la cual traduce a los seis marcos de 

lectura posibles, de los cuales se eligió aquel que no presentaba codones de terminación 

prematuros. Para verificar las identidades de cada uno se realizó una búsqueda en el programa 

Protein BLAST (BLASTP) del servidor NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) con 

la presunta secuencia predicha. A continuación, se realizó una búsqueda de secuencias 
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aminoacídicas de distintas especies de vertebrados correspondientes a las distintas proteínas de 

interés las cuales se encuentran resumidas en las Tablas 8 y 9. El número y grupo de vertebrados de 

las secuencias seleccionadas variaron según el objetivo de cada capítulo. Las secuencias utilizadas 

se obtuvieron del Ɉprotein NCBϥ databaseɉ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) y del ɈEnsembl 

Genome Browserɉ (http://www.ensembl.org/index.html). Se utilizaron para todos los análisis solo 

aquellas secuencias que se encontraban completas. En el capítulo 3, se consideró como secuencia 

de GAP aquellos aminoácidos que se encontraban entre la región dibásica de procesamiento 

proteolítico (KR) y el codón de terminación del marco de lectura abierta. 

Para cada proteína de interés, se realizaron alineamientos entre las secuencias de chanchita 

y aquellas obtenidas de las bases de datos. Para el capítulo 2, los alineamientos se realizaron sin 

considerar los respectivos péptidos señal, debido a que los estudios que derivaron de los mismos se 

centraron en el péptido maduro en sí y no en la prehormona. En aquellos casos en los cuales la 

base de datos no informaba la secuencia del péptido señal y, también para las secuencias predichas 

para chanchita, se utilizó el servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para 

predecir la región correspondiente al péptido señal. Los alineamientos se realizaron utilizando el 

programa MUSCLE (Edgar, 2004) incluido en el MEGA 6. Los alineamientos obtenidos fueron luego 

manualmente corregidos. Con los mismos se calculó el porcentaje de identidad (% de aminoácidos 

idénticos en la misma posición) y de similitud (% de aminoácidos idénticos o con propiedades 

fisicoquímicas similares en la misma posición) entre pares de secuencias aminoacídicas. Para esto 

se utilizó el servidor Sequence Identity And Similarity (SIAS) (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) 

utilizando los parámetros que aparecen preestablecidos. Resulta importante aclarar que para el 

cálculo de estos porcentajes el servidor utilizó el largo de la secuencia más corta, de esta forma en 

aquellos casos en los cuales no se obtuvo la secuencia total del transcripto de interés, como es 

leptina A, leptina B y el receptor de leptina, se calcularon los porcentajes del segmento compartido 

entre los pares de secuencias.   

Además, para el capítulo 3, se buscaron motivos compartidos en las secuencias de chanchita 

con las respectivas de otros vertebrados utilizando el servidor GLAM2 (http://alternate.meme-

suite.org/tools/glam2). Este genera un alineamiento de las secuencias y busca en los mismos 

motivos fuertes compartidos, generando como resultado un gráfico (o logo), donde se observa la 

frecuencia de los aminoácidos en una dada posición. Debido a que se grafican patrones, las 

posiciones del alineamiento en las cuales solo una especie presenta un aminoácido, o en las cuales 

hay varios aminoácidos que ninguno idéntico entre sí, no son consideradas para la generación del 

resultado. 

Por último, para el capítulo 2, se predijeron dominios funcionales característicos de los 

receptores tipo citoquina 1 en el servidor https://www.ebi.ac.uk/interpro/ y en el servidor del 
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BLASTP del NCBI, en el cual al realizar la búsqueda de la secuencia describe los dominios 

conservados de proteínas encontradas. Estos dominios se compararon con los descriptos en 

trabajos publicados sobre la caracterización del receptor de leptina en otros peces teleósteos. La 

región transmembrana se predijo mediante el servidor TMHMM Server v. 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) y la presencia de posibles sitios de N-glicosilación en la 

región extracelular en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/.  

Las secuencias obtenidas de las distintas bases de datos y utilizadas en los distintos análisis 

se detallan a continuación: 

 

 Capítulo 2 sección 1 

 

 

Tabla 8. Secuencias de leptina y del receptor de leptinas obtenidas en las bases de datos. La base de datos consultada 

fue la del GenBank (GB). En los peces teleósteos se diferencian las secuencias de leptina 1 (L1) y leptina 2 (L2) en la anguila y 

entre los parálogos leptina A (LA) y leptina B (LB) en el resto. En las secuencias del receptor de leptina se diferencian los 

parálogos A (LRA) y B (LRB) de anguila. Las líneas dividen los distintos grupos de vertebrados. 

Leptina 

Humano NP_000221.1 (GB) 

Ratón NP_032519.1 (GB) 

Pollo O42164.1 (GB)  

Pato NP_001337009.1 (GB) 

Caimán americano KYO26360.1 (GB) 

Tortuga pintada XP_005294624.1(GB) 

Salamandra AOY07959.1 (GB) 

Xenopus AAX77665.1 (GB) 

Celacanto comorense XP_006007898.1 (GB) 

Pejelagarto XP_015207686.1 (GB) 

Anguila L1: CEE15395.1 (GB) 

L2: CEE15396.1 (GB) 

Pez cebra LA: NP_001122048.1 (GB) 

LB: NP_001025357.2 (GB) 

Medaka LA: NP_001098190.2 (GB) 

LB: NP_001153914.1 (GB) 

Tilapia del Nilo LA: AHL37667.1 (GB) 

LB: AHL37668.1 (GB) 

Chanchita LA: Tesis 

LB: Tesis 

Mero LA: AFU55260.1 (GB) 

LB: AFU55261.1 (GB) 

Receptor de leptina 

Humano AAA93015.1 (GB) 

Ratón NP_666258.2 (GB) 

Pollo NP_989654.1 (GB)  

Pato ACF17729.1 (GB) 

Caimán chino XP_014378773.1 (GB) 

Tortuga pintada XP_008164860.1 (GB) 

Clawed frog NP_001037866.2 (GB) 

Xenopus XP_018116241.1 (GB) 

Celacanto comorense XP_006009523.1 (GB) 

Anguila 
LRA: CEE15397.1(GB) 

LRB: CEE15398.1 (GB) 

Pez cebra AAY16198.1 (GB) 

Medaka NP_001153915.1 (GB) 

Tilapia del Nilo XP_005460503.1 (GB) 

Chanchita Tesis 

Mero AFU55262.1 (GB) 

Pez globo NP_001124341.1 (GB) 

Quimera XP_007908231.1 (GB) 
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Capítulo 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      
 

Tabla 9. Secuencias de las distintas variantes de prepro-GnRH obtenidas en las bases de datos. Las bases de datos 

consultadas fueron las del GenBank (GB) y Ensembl Genome Browser (EN). Las líneas dividen los distintos grupos de 

vertebrados. ɦ secuencia obtenida de un trabajo publicado (Ikemoto y Park, 2006) que no se encontraba en ninguna de las 

bases de datos consultadas. 

 
 
 
 
 
 

Prepro-GnRH2 

Humano NP_847901.1 (GB) 

Oveja XP_012044160.1 (GB) 

Oso panda XP_011222695.1 (GB) 

Koala AJT59746 (GB) 

Pollo ɦ  

Caimán chino XP_006020952 (GB) 

Gecko BAC99084.1 (GB) 

Tortuga china XP_006139278.1 (GB) 

Clawed frog NP_001107550.1 (GB) 

Rana toro AAL05971.1 (GB) 

Celacanto de Indonesia ABZ04537 (GB) 

Esturión AGK30597.1 (GB) 

Anguila ADD92005.1 (GB) 

Arowana BAB72183.1 (GB) 

Anchoíta AAL05971.1 (GB) 

Pez cebra AAU43784.1 (GB) 

Goldfish O42471.1 (GB) 

Corégono AAP57219.1 (GB) 

Salmón del Atlántico 
NP_001134611.1 (GB)   

XP_013987737.1 (GB) 

Caballa ADP89592.1 (GB) 

Pejerrey AAU94307.1 (GB) 

Medaka BAB16300.1 (GB) 

Tilapia del Nilo BAC56850.1 (GB) 

Chanchita ADV31310.1 (GB) 

Lubina Q9IA08.1 (GB) 

Quimera XP_007896209.1 (GB) 

Prepro-GnRH1 

Humano                            NP_000816.4 (GB) 

Rata NP_036899.1 (GB) 

Oveja ENSOART00000010764 (EN) 

Oso panda XP_002914474 (GB) 

Koala AJT59745.1 (GB) 

Pollo NP_001074346.1 (GB) 

Pato ENSAPLT00000010294 (EN) 

Pelícano XP_009482176.1 (GB) 

Caimán americano KQL69429.1 (GB) 

Gecko ABB89899.1 (GB) 

Tortuga pintada XP_005285222.1 (GB) 

Clawed frog NP_001107165.1 (GB) 

Rana toro Q90Y63.1 (GB) 

Celacanto comorense ENSLACT00000019341 (EN) 

Esturión AGK30598.1 (GB) 

Pejelagarto XP_006625369.1 (GB) 

Anguila ADD92012.1 (GB) 

Anchoíta AFO70217.1 (GB) 

Corégono AAP57221.1 (GB) 

Caballa ADP89591.1 (GB) 

Pejerrey AAU94309.2 (GB) 

Medaka BAB16303.1 (GB) 

Tilapia del Nilo BAC56849.1 (GB) 

Chanchita Tesis / AKG03158.1 (GB) 

Lubina  AAF62898.1 (GB) 

 
 

Prepro-GnRH3 

Arowana                         BAB72182.1 (GB) 

Anchoíta AFO70219.1 (GB) 

Pez cebra NP_878307.2 (GB) 

Goldfish BAB18904.1 (GB) 

Corégono AAP57220.1 (GB) 

Salmón del Atlántico 
XP_014009933.1 (GB)  

XP_014062302.1 (GB)   

Caballa ADP89593.1 (GB) 

Pejerrey AAU94308.1 (GB) 

Medaka NP_001098142.1 (GB) 

Tilapia del Nilo XP_013126782.1 (GB) 

Chanchita ADV31311.2 (GB) 

Lubina Q9IA09.1 (GB) 

Prepro-GnRHs de lampreas 

Lamprea II               ABE66462.1 (GB) 

Lamprea I     AAF78456.1 (GB) 

Lamprea III     AAL12249.1 (GB) 
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Análisis filogenético (Capítulo 2 sección 1) 

 

Con los alineamientos de las secuencias aminoacídicas de leptina y las del receptor de 

leptina de diferentes vertebrados se realizaron análisis filogenéticos con el objeto de evaluar la 

relación entre las secuencias obtenidas y la de otras especies. En ambos casos, se realizaron análisis 

de máxima parsimonia con el software MEGA 6 realizando 500 iteraciones. Las secuencias 

correspondientes a la hormona de crecimiento de humanos (GenBank: AAA98618.1) y al receptor de 

interleuquina 1 de humano (GenBank: NP_000868.1) fueron utilizadas como outgroup de los 

respectivos análisis. 

 

 
Predicción de estructuras tridimensionales (Capítulo 2 sección 1 y Capítulo 3) 

 

La estructura parcial secundaria de leptina A y leptina B de chanchita y la total de los GAPs 

de las distintas especies de vertebrados fueron modeladas utilizando el servidor I-TASSER 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Este programa construye modelos 

tridimensionales de proteínas basándose en aproximaciones computacionales que permiten 

realizar varias iteraciones de alineamientos por homología entre la secuencia aminoacídica de 

interés y proteínas que se encuentran en base de datos, como el Protein Data Bank, cuyas 

estructuras fueron determinadas experimentalmente por cristalografía de rayos X o resonancia 

magnética nuclear (Yang y Zhang, 2015). El servidor predice 5 modelos otorgándole a cada uno un 

puntaje, denominado C-score, el cual se encuentra entre el valor 2 y -5. Este C-score estima la calidad 

de los modelos predichos, donde los valores más altos indican un mayor grado de confianza. En 

esta Tesis se incluyeron para su análisis sólo aquellos modelos con un C-score entre 2 y -4.  

La visualización y orientación de las estructuras tridimensionales se realizó usando el 

software Jmol (www.jmol.org/). 

 

 

DISTRIBUCIÓN DE LOS TRANSCRIPTOS DE LEPTINA A, LEPTINA B Y DEL RECEPTOR DE LEPTINA 

(Capítulo 2 sección 1) 

 
El estudio de la distribución de los transcriptos de las variantes de leptina y su receptor 

permite determinar los órganos en donde hay expresión de los mismos y con este análisis 

hipotetizar sobre alguna posible función, además de planificar futuras mediciones.  
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Se evaluó la expresión del gen de lepA, lepB y lepr en distintos órganos de interés 

relacionados con la reproducción. Se estudió la expresión de estos genes en el encéfalo (dividiendo 

al mismo en tres regiones: telencéfalo, hipotálamo, y el resto del encéfalo sin la médula, el cual se 

denominará a partir de este momento encéfalo medio-posterior) (Figura 15), hipófisis y gónadas de 

2 ejemplares machos y 2 hembras. También, se estudió la expresión en tejido adiposo e hígado, 

dado que se reportó que dichos tejidos son la fuente de leptina circulante en mamíferos y peces 

respectivamente. 

  

  

 

 

 

 

Las mediciones se realizaron a través de la técnica de rt-PCR utilizando primers específicos 

(Tabla 10) que se diseñaron en base a las secuencias obtenidas para chanchita y utilizando las 

mismas herramientas previamente descriptas con los requisitos generales del diseño de primers 

para rt-PCR. Los templados utilizados para las reacciones se obtuvieron de igual forma a la que se 

describió previamente. Se pusieron a punto los primers y se realizaron las reacciones de rt-PCR en 

una termocicladora StepOnePlus con los mismos volúmenes finales por well que se detallaron en la 

Tabla 3. Nuevamente, en cada placa se llevaron a cabo controles negativos para cada par de primers 

remplazando el ADNc por agua destilada esterilizada. Como gen de referencia, necesario para 

normalizar la expresión de los genes de interés y además corroborar que la ausencia de expresión 

de uno de los genes de interés no sea resultado de problemas técnicos en la extracción o síntesis, se 

evaluó la expresión de ƽ-actina (GenBank: EU158257.1).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema de las 3 regiones del encéfalo de 

chanchita analizadas. Las líneas representan el corte 

realizado para dividir el encéfalo en tres regiones para los 

distintos estudios: telencéfalo, hipotálamo y encéfalo 

medio-posterior. 
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Tabla 10. Listado de primers utilizados para la distribución de los transcriptos de leptina A, leptina B y el receptor de 

leptina de chanchita a través de la técnica de PCR en tiempo real. Se muestra las secuencias de los mismos, las 

concentraciones utilizadas y el tamaño de los amplicones. Se midió la expresión de ƽ-actina como gen de referencia.  

 

Los niveles de expresión de los mensajeros se graficaron utilizando como variable el N0, tal 

como se explicó en el análisis estadístico de la rt-PCR de los machos y hembras sometidos a 

restricción alimentaria por 3 semanas. En este caso no se realizó una prueba estadística dado el 

número de unidades experimentales utilizados en el análisis. En aquellos órganos en los cuales no 

se detectó expresión de alguno de los genes de interés, se repitieron las mediciones utilizando 

como molde ADNc de ese órgano proveniente de otros dos individuos del mismo sexo. 

 

 

ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DE LA LOCALIZACIÓN DE LEPTINA (Capítulo 2 sección 1) 

 

Con la idea de identificar los tipos celulares que expresan leptina en los distintos órganos 

previamente estudiados, se llevaron a cabo protocolos de inmunohistoquímica (IHQ). Para los 

mismos se trabajó con el anticuerpo policlonal Y-20 (Santa Cruz biotechnology, Dallas, Texas, EE.UU.) 

producido en conejo que reconoce un epítope localizado en la región N-terminal de la leptina 

humana, el cual fue gentilmente donado por la Dra. Cecilia Varone (Departamento de Química 

Biológica, FCEN-UBA). 

Con el fin de disminuir el número de animales a sacrificar y debido a que el laboratorio 

cuenta con numerosos cortes histológicos de distintos órganos, ya que las técnicas de histología 

clásica y de inmunohistquímica se realizan de rutina, se utilizaron para esta IHQ cortes con los que 

ya se contaban provenientes de distintos animales de ambos sexos. Brevemente, los órganos de 

Primer {ŜŎǳŜƴŎƛŀ όрΩ Ҧ оΩύ 
Concentración 
final por well 

Tamaño 
amplicón 

lepA rt Fw TGGTTAGGCTGGACAAAGAC 
1,5 µM 

 

98 pb 

lepA rt Rv CAAGGCTGTCACTATGGAGG 

lepB rt Fw AGCAGTAAAGACCGTTGACAG 
1 µM 

 

86 pb 

lepB rt Rv GAAGGTTCTCTAGGTAGTGCTG 

lepr rt Fw GGTCCTCTCCCAAAACCAGA 
1 µM 

 

122 pb 

lepr rt Rv GTCGGAACAGGTGGTCAAAG 

ƽ-actina rt Fw GCTGTCCCTGTACGCCTCTGG 
0,5 µM 

 

200 pb 

ƽ-actina rt Rv GCTCGGCTGTGGTGGTGAAGC 
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interés se habían disecado y fijado por inmersión en una solución de Bouin, una hora a temperatura 

ambiente y luego por aproximadamente 20 hs a 4°C, siempre en oscuridad. Luego de este tiempo, 

los órganos se habían deshidratado gradualmente en alcoholes de graduación creciente, sumergido 

en xileno, e incluidos en parafina modificada por 6 hs a 60°C (con un cambio de la misma). Los 

cortes utilizados estaban montados en portaobjetos cubiertos con gelatina al 1% m/v y seccionados 

en un micrótomo de rotación (Leitz Wetzlar) a 10 Ǉm de grosor para el caso del cerebro con la 

hipófisis unida (cortes parasagitales y transversales) y el ovario (cortes transversales) y 7 Ǉm de 

grosor para el testículo (cortes transversales) y el hígado. 

Para la técnica de inmunohistoquímica propiamente dicha, los cortes de interés fueron 

desparafinados, hidratados gradualmente con alcoholes de graduación decreciente y lavados con 

buffer fosfato salino (PBS, pH 7,4). Por lo observado en otros trabajos y lo recomendado por la 

empresa que produce el anticuerpo utilizado, se realizó un paso de recuperación antigénica, debido 

al posible enmascaramiento del epítope en cuestión ante el proceso de fijación. El mismo consistió 

en sumergir los portaobjetos en un copplin con buffer citrato de sodio (pH 6) por 10 min en una olla 

con agua a 94°-96°C. Una vez que la solución se encontraba a temperatura ambiente se realizaron 

dos lavados con PBS y luego un bloqueo de la actividad de las peróxidasas endógenas mediante la 

incubación de los cortes por 7 min con peróxido de hidrógeno al 3% v/v en PBS. Los cortes se 

volvieron a lavar con PBS y se continuó con el bloqueo de unión a sitios inespecíficos mediante la 

incubación por una hora a temperatura ambiente con una solución al 10% v/v de suero equino. 

Luego de otros lavados con PBS, se procedió a la incubación de los cortes con anticuerpo primario 

anti-leptina Y20 (dilución 1:200 en PBS, dilución recomendada por los fabricantes) por toda la noche 

a 4°C en una cámara húmeda. Al otro día se lavaron en PBS y se incubaron con anticuerpo 

secundario biotinilado anti-IgG de conejo (dilución 1:300 en PBS) (Sigma-Aldrich) por una hora a 

temperatura ambiente y en cámara húmeda. Tras dos lavados en PBS, los cortes se incubaron con 

una solución de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabanito (dilución 1:500 en PBS) 

(Invitrogen) por una hora a temperatura ambiente y en cámara húmeda. Luego de los lavados 

correspondientes, los cortes fueron revelados con un sustrato de la enzima peroxidasa, 0,1% v/v 3,3Ʌ 

diaminobenzidina (DAB) (Cell Marque, Rocklin, California EEUU) disuelto en tris Buffer (pH 7,6) y 

mezclado con el cofactor necesario para la reacción, 0,02% de peróxido de hidrógeno. La reacción 

se detuvo por dilución de los reactivos al colocar los portaobjetos en un copplin con agua destilada.  

Para finalizar la técnica los cortes fueron levemente contrastados con hematoxilina de 

Carazzi diluída y luego deshidratados rápidamente con alcoholes de graduación creciente. Los 

cortes fueron aclarados en xileno y montados en un medio de montaje anhidro, DPX (Sigma-

Aldrich). Las regiones de interés fueron microfotografiadas usando un microscopio Zeiss Primo Star 

acoplado a una cámara digital Canon PowerShot A640. 
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En paralelo a cada inmunohistoquímica realizada, se llevaron a cabo controles negativos de 

omisión del anticuerpo primario el cual fue remplazado por un volumen equivalente de PBS en 

cortes seriados al utilizado con el anticuerpo. El resto de los pasos realizados fueron los mismos a 

los descriptos previamente. 

Debido a que no se cuenta con el péptido de leptina de chanchita para realizar controles de 

preadsorcion, se evaluó si el anticuerpo anti-leptina utilizado reconocía una única banda de 16 kDa 

en esta especie a través de una electroforesis en un gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al 

15% (SDS-PAGE) seguido por Western blot, técnica que ya había sido puesta a punto en el laboratorio 

(Cánepa y col., 2008; Pérez Sirkin y col., 2012; Di Yorio y col., 2015). 

Brevemente, en geles SDS-PAGE se sembraron 2 calles cada una con 33 µg de un 

homogenato de hígado de una hembra de chanchita mezclado con buffer de siembra 5X (120mM 

Tris-HCl pH 6,8, 3% dodecilsulfato de sodio, 10% de glicerol, 2% azul de bromofenol) en condiciones 

reductoras (1% de ƽ-mercaptoetanol) luego de un calentamiento a 95°C por 5 minutos. Se realizó 

una electroforesis vertical a 70V por 20 mins y luego a un voltaje de 120V hasta que el frente de 

corrida migró cercano al límite inferior del gel. Luego, se transfirieron las proteínas y el marcador de 

peso molecular (PageRulerɞ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, ThermoFisher Scientific) a 

una membrana de nitrocelulosa (Hybond, Amersham Pharmacia) por 1 hr a 75 Volts. Dado que el 

marcador de peso molecular utilizado posee color, la observación del mismo en la membrana 

reflejó una transferencia exitosa. Igualmente, se realizó una tinción reversible de la membrana de 

nitrocelulosa con Rojo Ponceau-S y luego de lavados con buffer salino Tris con Tween (TTBS) pH 7,5 

(100 mM TRISɀHCl, 0.9% NaCl, 0.1% Tween-20) se bloquearon los sitios de unión a proteínas durante 

una hora y media a temperatura ambiente y en agitación con una solución de TTBS con 3% de leche 

descremada y 3% de albúmina sérica bovina. Posteriormente, la membrana se incubó toda la noche 

a 4°C con el anticuerpo contra leptina (dilución 1:1000 en TTBS). Luego de tres lavados con TTBS, la 

membrana fue incubada a temperatura ambiente por 1 hora con anticuerpo secundario anti-IgG de 

conejo conjugado con peroxidasa (dilución 1:1000 en TTBS, Santa Cruz). Por último, tras tres 

lavados, el resultado fue revelado por la exposición a los reactivos de quimioluminiscencia 

(Amersham Pharmacia ECL Chemiluminescence signaling system) y observado y fotografiado en Bio-

Imaging Analyzer Fujifilm LAS-1000.  

En esta técnica se realizaron dos controles, uno negativo en el cual en una de las calles 

sembradas con homogenato de hígado de chanchita se reemplazó el anticuerpo primario por TTBS, 

similar a lo realizado en la imunohistoquímica, y otro positivo para el cual se sembró una calle con 

células BeWo (línea celular derivada del trofoblasto humano) las cuales se sabe que sintetizan 

leptina (Masuzaki y col., 1997; Gambino y col., 2010).  
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DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA LEPTINA-SOMATOLACTINA (Capítulo 2 sección 1) 

 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las IHQ simples en la hipófisis y conociendo 

la localización de las células productoras de las distintas hormonas adenohipofisarias (tal como se 

explicará en la introducción correspondiente al capítulo 2 sección 1), se decidió realizar dobles 

imunofluorescencias entre leptina y somatolactina. Se utilizaron, también, cortes parasagitales de 

cerebros con la hipófisis unida los cuales se desparafinaron, se rehidrataron y se les realizó la 

recuperación antigénica, tal como fue descripto previamente. A continuación, se bloqueó la unión a 

sitios inespecíficos mediante la incubación por una hora a temperatura ambiente con una solución 

al 10% v/v de suero equino. Luego de lavados con PBS, se incubaron los cortes con anticuerpo 

primario anti-leptina Y20 (dilución 1:200 en PBS) por toda la noche a 4°C en una cámara húmeda. Al 

otro día, se lavaron con PBS y se incubaron con anticuerpo secundario biotinilado anti-IgG de conejo 

(dilución 1:300 en PBS) (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente por una hora y luego de los lavados 

se los incubó con estreptavidina-Alexa 647 (dilución 1:150 en PBS, Invitrogen) a temperatura 

ambiente también por una hora. Luego de lavados se realizó una incubación durante toda la noche 

a 4°C con antisuero anti-Sl hecho en el pez dorada (Saprus aurata, Spariformes) (dilución 1:1000 en 

PBS, donado por el Dr. Astola de la Universidad de Cadiz, España y ya puesto a punto en nuestra 

especie, Cánepa y col., 2006). Al día siguiente, los cortes fueron lavados e incubados por una hora a 

temperatura ambiente con anti-IgG de conejo Alexa 594 (dilución 1:300 en PBS, Invitrogen). Luego 

de lavados, los preparados fueron montados en PBS-glicerina (1:1) y las regiones de interés se 

visualizaron y microfotografiaron realizando stack a lo largo del eje Z, utilizando un microscopio 

laser confocal (Olympus FV-30 acoplado a un microscopio Olympus Bx-61). Para esta técnica, 

también se llevaron a cabo controles negativos por omisión del anticuerpo primario anti-leptina. Tal 

como fue previamente descripto, se realizaron los mismos pasos a excepción de que la incubación 

con el anticuerpo Y-20 fue reemplazada por una incubación con PBS. 

 

 

LEPTINA Y ALIMENTACIÓN (Capítulo 2 sección 2) 

 

Con el fin de estudiar si las leptinas y su receptor presentan variaciones según el estado 

metabólicos de los animales, tal como se describió en otras especies, se midió por la técnica de PCR 

en tiempo real la expresión de estos genes en animales que se encontraban bajo distintas 

condiciones alimentarias. Para ello se realizaron 3 diseños experimentales: (a) experimento de pre- 

y post-prandial, (b) experimento de restricción alimentaria total por un período de 1 semana, (c) 

experimento de restricción alimentaria total por un período de 4 semanas. Debido a que esta 
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especie presenta un marcado comportamiento social, como fue descripto en la introducción, el cual 

está demostrado que incide en el comportamiento y podría interferir en los niveles de ingesta de 

alimento de los individuos, se decidió realizar los experimentos en acuarios individuales, con un pez 

por pecera.  

Estos experimentos se realizaron en 12 peceras de 16 L (forradas lateralmente para evitar la 

visión entre individuos), que se encontraban en un sistema cerrado de flujo continuo de agua con 

un filtro mecánico y biológico conocido como dry-wet, el cual también oxigena el agua. A pesar de 

que es un sistema cerrado fue necesario realizar recambios parciales de agua por semana para 

asegurar la eliminación de los desechos de amonio, nitrato y nitrito, los de egestión y restos de 

comida. La calidad del agua fue evaluada mediante un kit comercial (Tetratest Laborett), obteniendo 

siempre valores dentro de los parámetros esperados. El sistema se encontraba en el bioterio de 

animales no tradicionales de la FCEN-UBA bajo la misma temperatura del agua (25 ± 1°C) y 

fotoperíodo (14 hs luz ɀ 10 hs oscuridad) previamente descriptos. 

Antes de comenzar los distintos experimentos, se realizó una aclimatación durante 3 

semanas al sistema alimentando a los animales diariamente con pellets comerciales al 1,5 % de su 

peso corporal a un horario fijo (13 hs). Se registró el peso inicial y final de cada individuo, con el fin 

de analizar que no disminuya el peso durante este período y se registró diariamente el 

comportamiento para evaluar que comieran y que no presentarán signos de estrés (lo cual se 

verificó ante la ausencia de inmovilidad en un rincón de la pecera). Si algún animal presentaba estas 

características era descartado del experimento y volvía a los estanques de 150 L. 

 

 

Experimentos de pre- y post-prandial 

 

Se estudiaron individuos hembras (N= 16) y machos (N= 15) los cuales presentaban al 

comienzo de los experimentos un peso de 15,94 ± 0,77 g (hembras) / 18,57 ± 1,43 g (machos) y un 

largo total de 8,86 ± 0,12 cm (hembras) / 9,52 ± 0,22 cm (machos). Al momento de realizar estos 

experimentos ya se contaba con un método de sexado de los animales de esta especie, gracias a 

una colaboración realizada con el Lic. Francisco Toledo de la Universidad Juárez Autónoma de 

Tabasco, México (comunicación personal). El dimorfismo sexual de esta especie se observa al 

colocar los animales en posición ventral con azul de metileno en la región de la papila genital, si la 

misma presenta una forma más redonda que triangular y una mayor distancia con respecto al ano, 

el individuo probablemente sea una hembra. Siguiendo este criterio se seleccionaron las unidades 

experimentales y luego de registrar su peso y largo total se colocaron en el sistema de peceras. 
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Dado que el mismo cuenta con 12 acuarios, se tuvieron que realizar dos experimentos 

independientes por sexo.  

Al cabo de las tres semanas, se seleccionaron al azar los individuos a sacrificar a las 10 hs y 

16 hs, es decir 3 horas antes del horario en el cual estaban aclimatados a alimentarse y 3 horas 

después de comer. En cada horario los animales fueron procesados tal como se explicó 

previamente y se les extrajo el encéfalo, el cual se dividió en las 3 regiones (Figura 14) y el hígado. 

Los órganos se procesaron para la extracción de ARN total, se los trató con nucleasa de ADN y se 

sintetizaron las primeras cadenas de ADNc. Se realizaron mediciones de expresión génica por la 

técnica de rt-PCR tal como se explicó previamente, utilizando los primers de leptina A y B que se 

detallan en la Tabla 10. Las condiciones de la rt-PCR fueron las mismas que se nombraron 

previamente. Nuevamente, luego de probar distintos constitutivos se decidió utilizar arp como gen 

constitutivo. 

 

Análisis estadístico 

La variable respuesta a utilizar en el análisis se obtuvo tal como se explicó previamente para 

esta técnica y el análisis estadístico utilizado fue ANOVA de un factor. Primero, se realizó un DBA 

bloqueando por replica, sin embargo, para todos los genes y para ambos sexos el bloque resultó no 

significativo. 

 

 

Experimentos de restricción alimentaria por 1 y 4 semanas 

 

Estos experimentos se habían realizado previamente en el laboratorio durante el desarrollo 

de la Tesis doctoral del Dr. Tomás Delgadin. Como ya se contaba con los ADNc sintetizados y 

mantenidos a -20°C, se realizaron únicamente las mediciones y análisis de las rt-PCR. Se habían 

realizado dos experimentos independientes por tiempo de tratamiento (experimentos de 1 semana: 

N= 12, experimentos de 4 semana: N= 24). Luego del periodo de aclimatación, la mitad de los 

animales al azar fueron sometidos a restricción alimentaria total, mientras que el resto fue 

alimentado al 1,5 % del peso promedio inicial de los animales. Luego de 1 o 4 semanas de 

tratamiento según correspondiera, los animales fueron procesados para la extracción de ARN 

durante la mañana, previo a la ingesta de ese día.  

Se contaba con el ADNc proveniente del encéfalo, dividido en 3 regiones (Figura 14), hipófisis 

e hígados de cada individuo. Tal como se explicó previamente, se realizaron mediciones de rt-PCR 

de las leptinas y del receptor de leptina.  
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Análisis estadístico 

Al realizar estos experimentos no se contaba con el método de sexado anteriormente 

nombrado, por lo cual se consideró ambos sexos en el mismo análisis. Con los N0 como variable 

respuesta se realizaron ANOVAs de un factor. 

 

 

Leptina en parejas sometidas a restricción alimentaria  

 

En las parejas analizadas en el Capítulo 1, sometidas a un protocolo de restricción 

alimentaria total, se analizaron los niveles de expresión de las leptinas y su receptor en las tres 

regiones del encéfalo, la hipófisis el hígado y las gónadas, según el resultado obtenido en la 

distribución de estos genes (Capítulo 2, sección 1). Utilizando los ADNc ya sintetizados sumado al 

ADNc obtenido de la gónada no utilizada para histología, la cual se procesó tal como se explicó 

previamente, y los primers de leptina y su receptor se realizó la técnica de rt-PCR tal como se explicó 

previamente. 

 

Análisis estadístico 

 

Una vez calculados los N0 como variable respuesta, se realizaron ANOVAs de un factor para 

cada gen de interés. 

 

 



Materiales y métodos | 71  
 

 

APÉNDICE DE TÉCNICAS 

 

TÉCNICAS HISTOLÓGICAS 

 

Tricrómico de Masson modificado para cortes en parafina 

(Coloración de los testículos del Capítulo 1) 

 

Desparafinación con xilol  

Hidratación con distintos alcoholes etílicos en graduación decreciente 

Agua destilada 

Hematoxilina de Carazzi                             7 min 

Lavado y viraje con agua de corriente 

Fucsina ácida Ponceau de Xilidina            3 min 

Lavado con agua destilada 

Ácido Fosfomolíbdico                                 9 min 

Azul de anilina                                              2 min y medio 

Lavado con agua destilada 

Deshidratación rápida con distintos alcoholes etílicos en graduación decreciente 

Xilol 

Montaje en medio anhidro 

 

Hematoxilina ς Eosina para cortes en parafina 

(Coloración de los ovarios del Capítulo 1) 

 

Desparafinación con xilol 

Hidratación con distintos alcoholes etílicos en graduación decreciente 

Agua destilada 

Hematoxilina de Carazzi                             7 min 

Lavado y viraje con agua de corriente 

Eosina alcohólica                 1 min y medio 

Deshidratación rápida con distintos alcoholes etílicos en graduación decreciente 

Xilol 
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Montaje en medio anhidro 

 

 

TÉCNICAS MOLECULARES 

 

Extracción de ARN total (protocolo de TRIZOL® Reagent modificado) 

(Utilizado en los Capítulos 1 y 2) 

 

A 50 mg de tejido agregar 500 µl TRI Reagent® 

Homogeneizar Bio-Gen Pro 200 

(se puede guardar hasta su uso a -20°C. AL momento de retomar la extracción se descongelan las 

muestras en hielo y los por 3 min en un baño a 37°C) 

Agregar 80 µl de cloroformo 

Vortexear 15 seg 

Centrifugar a 120000g por 15 min a 4°C 

Traspasar la fase acuosa 

Agregar 200 µl de alcohol isopropílico 

Mezclar inmediatamente por inmersión, y luego vortexear 

Incubar en baño a 37°C por 10 min 

Centrifugar a 12000g por 10 min a 4°C 

Descartar el sobrenadante 

Agregar 300 µl de alcohol etílico 75% 

(Se puede conservar a -20°C hasta su uso) 

Centrifugar a 7600g por 5 min a 4°C 

Descartar el sobrenadante  

Secar por 10 min a temperatura ambiente 

Disolver el pellet en un volumen de agua tratada con el inhibidor de ARNasas dietilpirocarbonato 

(DEPC) adecuado según el órgano: regiones del encéfalo y testículo 40 µl, hipófisis 20 µl, ovario e 

hígado 100 µl.  

 

*En aquellos casos en los cuales la síntesis no se realizó inmediatamente a continuación de la 

extracción las muestras se guardaron en este paso por un período menor a 3 meses. 
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Extracción de ADN de geles de agarosa (protocolo cedido por la Dra. Guberman) 

(Utilizado para purificar los productos de PCR previo a la secuenciación, Capítulo 2) 

 

Cortar la banda y colocarla en un eppendorf. Congelarlo a -20 ºC. 

Agregar 150 µl de buffer TE. Romper la agarosa con un embolo y lavar el mismo con 200 µl de buffer 

TE. 

Agregar 350 µl de Fenol saturado en buffer TE. Vortexear. 

Congelar a -80 ºC por 25 mins. 

Una vez descongelado, centrifugar a 13000 rpm por 5 mins. a temperatura ambiente. 

Tomar la fase acuosa y pasarla a otro eppendorf. 

Agregar igual volumen de cloroformo. Vortexear. 

Incubar a temperatura ambiente por 2 mins.  

Centrifugar a 13000 rpm por 5 mins. a temperatura ambiente. 

Tomar la fase acuosa y pasarla a otro eppendorf. 

Agregar 1/10 de la fase acuosa de acetato de sodio (3M, pH 5,2). Mezclar. 

Agregar 3 volúmenes de la fase acuosa de etanol absoluto. Mezclar. 

Incubar a -20 ºC toda la noche. 

Centrifugar a 13000 rpm por 15 mins. a 4 ºC. 

Volcar la fase acuosa y agregar 100 µl de etanol 70º. 

Centrifugar a 13000 rpm por 5 mins. a temperatura ambiente. 

Descartar el alcohol y dejar secar por 10 mins. 

Resuspender en un volumen adecuado de agua destilada. 

 

Buffer TE: Tris base 10mM, EDTA 1mM, pH 8 
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Introducción 

 

ALIMENTACIÓN-REPRODUCCIÓN 

La reproducción es el resultado de la integración de información ambiental y metabólica y 

su transducción en una cascada hormonal que tiene lugar a lo largo del eje encéfalo-hipófisis-

gónada (Muñoz-Cueto, 2013). En particular, la alimentación influye en todos los aspectos de la 

reproducción, ya sea en la determinación del inicio de la pubertad, como en la gametogénesis y en 

la producción de oocitos y espermatozoides viables (Jobling, 2016). En la mayoría de los peces, tanto 

semélparos como iteróparos con uno o varios eventos reproductivos por temporada, la falta de 

alimento tiene un efecto negativo sobre la reproducción. Por ejemplo, hembras de lubina 

subalimentadas presentaron menores niveles de E2 plasmático y un retardo del momento del 

desove con respecto a los controles (Cerdá y col., 1994). En anchoítas hambreadas por 27 días se 

observó una drástica disminución del peso de la gónada y un aumento de la reabsorción de los 

folículos (Hunter y Macewicz, 1985) y en hembras burtoni sometidas a restricción alimentaria por 4 

semanas se obtuvieron menores IGS y menores niveles plasmáticos de E2 que en las controles 

(Grone y col., 2012). En cuanto a los machos, en el bagre africano se observó que 3 semanas de 

restricción alimentaria parcial o total afectaron negativamente la actividad testicular, presentando 

una desorganización de los lóbulos seminíferos y un menor número de las distintas células 

espermáticas (Suchiang y Gupta, 2011). Resultados similares se obtuvieron en tilapias de 

Mozambique sometidas a 4 semanas de hambreado (Pikle y col., 2017). Sin embargo, en un menor 

número de trabajos, se ha reportado ausencia de efecto de la restricción alimentaria, o de una 

subalimentación, sobre ciertos parámetros del eje reproductivo tanto en machos como en hembras 

(Townshend y Wootton, 1984; Frantzen y col., 2004). Esto último refleja que el efecto de la 

restricción alimentaria sobre el eje reproductivo puede ser especie-dependiente o que es necesario 

evaluar el eje en su totalidad para poder concluir sobre su efecto.   

La mayoría de los peces transitan un período natural de ausencia de alimento a lo largo de 

su ciclo de vida, ya sea, por ejemplo, como consecuencia de su comportamiento durante el cuidado 

parental o la reproducción (MacKenzie y col., 1998; Grone y col., 2012; Jobling, 2016), o por la 

escasez de alimento en sus nichos ecológicos (Vigliano y col., 2002). Se ha visto que dichos peces 

pueden soportar grandes períodos de restricción alimentaría, en parte modulando la expresión de 

una variedad de genes asociados con el sistema Gh/Igf1 e incrementando la movilización de 

glucosa, lípidos y aminoácidos de los depósitos de almacenamiento (Navarro y Gutiérrez, 1995; 
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MacKenzie y col., 1998; Wood y col., 2005; Gallibard y col., 2006). En la chanchita se ha estudiado en 

individuos aislados la respuesta del eje somatotrópico luego de 4 semanas de restricción 

alimentaria total (Delgadin y col., 2015). Bajo estas condiciones se observó una reducción en la tasa 

de crecimiento, en el índice hepatosomático y en el área de los hepatocitos de los animales no 

alimentados concomitantemente con alteraciones de la expresión de algunos de los genes claves 

del eje de crecimiento. Sin embargo, el efecto de la restricción alimentaria sobre el eje reproductivo 

no se había estudiado en esta especie hasta el momento de la realización de la presente Tesis. 

 

CARACTERÍSTICAS DE LAS GÓNADAS DE LA CHANCHITA 

Las gónadas de chanchita presentan el mismo patrón que el de la mayoría de los peces 

teleósteos. Son órganos pares, elongados y orientados longitudinalmente al eje mayor del cuerpo, 

que se encuentran localizados en la cavidad abdominal unidos a través de mesenterios al peritoneo 

dorsal. El ovario es del tipo sacular, con una cavidad ovárica y una cápsula que lo rodea (cistovario), 

mide aproximadamente 3 cm de longitud (Tubert y col., 2012) y está asociado a un oviducto corto el 

cual desemboca directamente en el poro urogenital. Al ser una especie iterópara con múltiples 

eventos reproductivos por temporada, en la gónada se pueden observar los distintos estadios de 

maduración folicular, salvo durante los primeros días luego de un desove donde los folículos en 

vitelogénesis tardía resultan escasos (Varela y col., 2017). El testículo de la chanchita es del tipo 

lobular irrestricto y presenta una estructura filiforme y un aspecto triangular u ovalado en cortes 

transversales. El conducto deferente recorre dorsalmente toda la gónada y su luz es continua con la 

de los lóbulos seminíferos (Rey Vázquez y col., 2012). 
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Hipótesis y objetivos  

 
Uno de los principales problemas en la piscicultura es la obtención de buenas tasas de 

reproducción, razón por lo cual muchos estudios se centran en la búsqueda de estrategias que 

permitan controlar la reproducción de las distintas especies. La disponibilidad de alimento es un 

factor que repercute en la reproducción de los vertebrados y además es uno de los parámetros más 

sencillos y económicos de manipular en condiciones de cautiverio. Considerando los antecedentes 

expuestos en la sección introducción y la variabilidad que presentan los peces teleósteos en cuanto 

a sus tipos, estrategias y comportamientos reproductivos, se plantean los siguientes objetivos e 

hipótesis de trabajo: 

 

 

OBJETIVO GENERAL DEL CAPÍTULO: 

Estudiar si la restricción alimentaria prolongada afecta el eje reproductivo de machos y 

hembras de la chanchita.  

 

 

HIPÓTESIS: 

Individuos machos y hembras de chanchita sometidos a una restricción alimentaria 

prolongada presentan una disminución funcional de su eje reproductivo lo cual afecta su 

gametogénesis.  

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Evaluar la histología gonadal de hembras y machos sometidos a restricción alimentaria y 

compararla con la de los animales controles 

2. Evaluar los niveles de mensajeros de hormonas claves relacionadas con la reproducción en 

hembras y machos sometidos a restricción alimentaria y compararlos con la de los animales 

controles 

3. Evaluar los niveles plasmáticos de cortisol y esteroides sexuales de hembras 

y machos sometidos a restricción alimentaria y compararlos con la de los animales controles 
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Resultados 

 

Se trabajó con 23 parejas entre octubre de 2012 y noviembre de 2016. Durante los 

experimentos no se registró mortalidad ni problemas evidentes de salud; sin embargo, como se 

mencionó en la sección de materiales y métodos, se tuvieron que descartar 5 parejas controles y 

una sometida a restricción alimentaria dado que los machos presentaron comportamientos 

agresivos hacia las hembras. Además, se descartó una pareja sometida a restricción alimentaria ya 

que tuvo una puesta durante el período experimental. De esta forma se trabajó con 16 parejas, 8 

alimentadas y 8 no alimentadas (32 individuos en total).  

Se partió de individuos que no presentaban diferencias significativas en su peso (hembras 

control: 22,29 ± 2,39 g vs. hembras tratadas: 24,83 ± 2,76 g / machos control: 32,34 ± 2,79 g vs. 

machos tratados: 33,56 ± 4,04 g) ni en su largo total (hembras control: 9,93 ± 0,35 cm vs. hembras 

tratadas: 10,30 ± 0,41 cm / machos control: 11,34 ± 0,41 cm vs. machos tratados: 11,58 ± 0,50 cm).  

 

 

HEMBRAS 

 

Para los siguientes análisis se descartaron dos hembras de cada tratamiento debido a que 

presentaron signos de estrés cercanos a la fecha de finalización del experimento. Esto se reflejó en 

la inmovilidad de los animales durante la observación de los mismos y en la falta de 

comportamiento de búsqueda del alimento en el horario de ingesta (los animales sometidos a 

restricción alimentaria a pesar de que no recibir alimento se acercaban a la superficie). De esta 

forma con las hembras se trabajó un N= 12 (6 alimentadas vs. 6 no alimentadas). 

 

Parámetros morfológicos 

 

Como primer acercamiento al experimento, se analizaron los parámetros morfológicos de 

los individuos con el fin de evaluar si la restricción alimentaria tuvo algún efecto en los mismos. 

Luego de tres semanas de tratamiento, mientras que las hembras alimentadas parecerían haber 

aumentado su peso corporal, se observó una disminución del mismo en aquellas sometidas a 

restricción alimentaria, lo cual se vio reflejado en un peso final ajustado significativamente menor 

con respecto a los individuos controles (diferencia del 9,87 %, p= 0,0005, Figura 16a). También, los 
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animales tratados presentaron un IHS significativamente menor con respecto a los controles 

(diferencia del 61,46 %, p< 0,0001, Figura 16c). No se observaron diferencias entre los tratámientos 

en el largo total final ajustado (Figura 16b) ni en el IGS (Figura 16d).  

 

 
 

 

Histología gonadal: cuantificación de la proporción de los distintos estadios foliculares 

 

Inicio del experimento 

 

A pesar que en trabajos previos la histología gonadal fue evaluada a distintos tiempos post 

puesta (Tubert y col., 2012; Varela y col., 2017), con el fin de corroborar como se encontraban los 

ovarios al inicio del experimento se decidió analizar la histología gonadal de individuos luego de dos 

días de una puesta bajo las condiciones experimentales descriptas en esta Tesis. Las hembras 

analizadas (N= 2) presentaron un IGS de 1,91 ± 0,35. En la histología ovárica se observó una gran 

preponderancia de folículos perinucleolares, folículos en atresia avanzada, escasos folículos en 

vitelogénesis final y la presencia de folículos post ovulatorios (Figura 17). Estas dos últimas 

características concuerdan con el aspecto característico de un ovario post puesta.  

 

Figura 16. Parámetros morfológicos de hembras alimentadas y no 

alimentadas. Se grafica el peso total (a) y largo total (b) final ajustados, el 

índice hepatosomático (IHS) (c) y el índice gonadosomático (IGS) (d). Tras 

3 semanas de tratamiento, las hembras no alimentadas presentaron un 

menor peso final ajustado y un menor IHS. No se observaron diferencias 

en el largo total final ajustado ni en el IGS. Las líneas punteadas en a) y b) 

indican el peso y largo inicial promedio calculado para el análisis 

estadístico de ANCOVAs. *** p< 0,005.   
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Final del experimento 

 

Al finalizar el experimento se analizó la proporción de los distintos estadios foliculares en los 

ovarios de hembras alimentadas y no alimentadas por tres semanas (Figura 18). En primer lugar, se 

observó que en ambos tratamientos hubo desarrollo folicular durante el período experimental, ya 

que la histología gonadal y la proporción de los estadios foliculares resultaron diferentes a los 

obtenidos a los dos días de una puesta (inicio del experimento, Figura 17). Por ejemplo, en ambos 

casos se observó una elevada proporción de folículos en vitelogénesis final y no se detectaron 

foliculos post ovulatorios, reflejando la reabsorción de los mismos y la ausencia de ovulación 

cercana a los días del final del experimento. A primera vista, no se observaron diferencias 

significativas en ninguno de los estadios analizados. En ambos tratamientos se obtuvo una mayor 

proporción de folículos perinucleolares (alrededor del 38 %) y de fóliculos en vitelogénesis final 

(alrededor del 25 %). Estos resultados concuerdan con el perfil observado en una hembra de esta 

especie a los 10 días post-puesta (Varela y col., 2017). 

 

Figura 17. Proporción de los estadios foliculares en ovarios de hembras dos días después de una puesta. Se 

observa una mayor proporción de folículos perinucleolares (PN), una baja proporción de folículos en vitelogénesis final 

(VF) y la presencia de folículos post ovulatorios (POv). En la figura de la derecha se muestra una microfotografía 

representativa de un corte transversal de un ovario de chanchita a los dos días de una puesta. CN: cromatínico nucleolar; 

AC: alvéolo cortical; VI: vitelogénesis inicial; VM: vitelogénesis media; Atr: atrésicos. 
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Sin embargo, al analizar los datos teniendo en cuenta la época del año en la que se 

desarrollaron los experimentos (verano-otoño-primavera vs. invierno), se observó que el perfil del 

gráfico variaba en la proporción de ciertos estadios foliculares (Figura 19). En base a esto, se 

procedió a analizar los datos a través de un diseño de bloques al azar, por lo cual en la época de 

más calor se trabajó con 4 hembras alimentadas y 3 no alimentadas y en la época de invierno, 2 

alimentadas y 3 no alimentadas. Sin embargo, al no haber considerado este efecto en el diseño 

experimental, el número de réplicas resulta bajo para confiar en el análisis estadístico. A pesar de 

eso, se realizó un DBA para tener indicios de los efectos del tratamiento en el cual resultó 

significativo el factor bloque. Las hembras no alimentadas durante los meses de más calor 

presentaron una mayor proporción de folículos en vitelogénesis final con respecto a los controles 

(p= 0,0491), mientras que, en la época invernal, las hembras alimentadas presentaron mayor 

proporción de folículos en vitelogénesis media con respecto a las nos alimentadas (p= 0,0027).  

Figura 18. Proporción de los distintos estadios 

foliculares en hembras alimentadas y no 

alimentadas por tres semanas. No se observan 

diferencias significativas en ninguno de los 

estadios analizados entre hembras alimentadas 

(barras claras) y hembras no alimentadas (barras 

oscuras). CN: cromatínico nucleolar; PN: 

perinucleolar; AC: alvéolo cortical; VI: 

vitelogénesis inicial; VM: vitelogénesis media; VF: 

vitelogénesis final; Atr: atrésico; POv: folículos 

post ovulatorios. 
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También, se cuantificó bajo microscopio el diámetro de los oocitos en vitelogénesis final solo 

en aquellos casos donde se observaba la vesícula germinal en posición periférica. No se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos, ni siquiera al analizar por la época del año en la cual 

se realizó cada experimento. 

 

 

 Expresión génica 

 

Se midieron por la técnica de PCR en tiempo real los niveles de las dos gonadotrofinas 

hipofisarias y de gnrh1 en el telencéfalo e hipotálamo al cabo de las tres semanas de tratamiento. 

No se obtuvieron diferencias significativas en los niveles de ninguna de las hormonas analizadas 

(Figura 20). Sin embargo, si bien el análisis por la época del año resultó no significativo dado que en 

la medición se obtuvieron algunos outliers, resultando menor el número de muestras analizadas, se 

observó una tendencia diferencial a nivel de lhƽ. Durante el invierno las hembras alimentadas 

parecerían presentar mayores nivles de lhƽ que las no alimentadas, mientras que en la época más 

templada habría una tendencia contraria (Figura 20cɅ y cɅɅ).  

 

 

 

Figura 19. Proporción de los distintos estadios foliculares en hembras alimentadas y no alimentadas por tres 

semanas según la época del año en la cual se realizó el experimento. Se grafica separando según la época del año de 

modo de que resulten más evidentes las diferencias obtenidas. Durante la época de más calor las hembras no alimentadas 

(barras oscuras) presentan una mayor proporción de folículos en vitelogénesis final (VF). Mientras que durante el invierno las 

hembras alimentadas (barras claras) presentan una mayor proporción de folículos en vitelogénesis media (VM). CN: 

cromatínico nucleolar; PN: perinucleolar; AC: alvéolo cortical; VI: vitelogénesis inicial; Atr: atrésico. *0,05>p>0,01; ***p<0,005.  
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Por último, se midió la expresión de igf1 hepático al finalizar el experimento (Figura 21) ya 

que además de su relación con el estado metabólico actúa a nivel de la maduración folicular. Las 

hembras no alimentadas presentaron mayores niveles de expresión génica relativa de esta 

hormona que las alimentadas (p= 0,0145). En este caso resultó no significativo el factor bloque de la 

época del año. 

 

Figura 20. Niveles relativos de expresión génica de las gonadotrofinas y de gnrh1 en telencéfalo e hipotálamo en 

hembras alimentadas y no alimentadas. No se obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los genes medidos. Al 

dividir los valores de lhƽ obtenidos por la época del año se observan tendencias opuestas. u.a.: unidades arbitrarias.  
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Niveles plasmáticos de hormonas esteroideas 

 

En el caso particular de las hembras, no se pudieron analizar los niveles plasmáticos de 

esteroides sexuales ni de cortisol. Esto se debe a que, como se nombró en la sección de materiales y 

métodos, las cuantificaciones se llevaron a cabo en el exterior durante el año 2015, razón por la cual 

todavía no se contaba con todas las replicas realizadas y, sumado a que que en algunas 

extracciones no se obtuvo un volumen adecuado de sangre, el total de individuos que se logró 

analizar resultó bajo.  

 

 

MACHOS 

 

Para los siguientes análisis se descartaron dos machos alimentados debido a que uno 

presentó signos de estrés cercanos a la fecha de finalización del experimento y en el otro, todas las 

mediciones, salvo las morfológicas, resultaron outliers en el análisis. De esta forma se trabajó con un 

N= 14 (6 alimentadas vs. 8 no alimentadas). 

 

 

Parámetros morfológicos 

 

Luego de tres semanas de tratamiento, mientras que los machos alimentados parecerían 

haber aumentado su peso corporal, se observó una disminución del mismo en aquellos sometidos a 

restricción alimentaria lo cual se vio reflejado en un peso final ajustado significativamente menor 

Figura 21. Expresión relativa de igf1 hepático en hembras 

alimentadas y no alimentadas. Tras 3 semanas de 

tratamiento, las hembras no alimentadas presentaron 

mayores niveles relativos de ARN mensajero de igf1 en el 

hígado. u.a.: unidades arbitrarias. * 0,05>p> 0,01.  
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con respecto a los individuos controles (diferencia del 9,41%, p<0,0001, Figura 22a). Los animales 

tratados presentaron, también, un menor crecimiento en el largo, lo cual se vio reflejado en un 

pequeño aumento significatvo del largo total final ajustado en los animales alimentados durante el 

experimento (diferencia del 2,23 %, p= 0,0017, Figura 22b). Además, se obtuvo un IHS 

significativamente menor en los no alimentados con respecto a los individuos controles (diferencia 

del 61,47 %, p= 0,0002, Figura 22c). No se observaron diferencias entre los tratámientos en el IGS 

(Figura 22d).   

 

 
 

  

Histología gonadal: cuantificación de la proporción de los distintos estadios de la 

espermatogénesis 

 

Inicio del experimento 

 

A pesar que en trabajos previos la histología gonadal fue evaluada a distintos tiempos post 

puesta (Rey vázquez y col., 2012; Birba y col., 2015), con el fin de corroborar como se encontraban 

los testículos al inicio del experimento se decidió analizar la histología gonadal de individuos luego 

de dos días de una puesta bajo las condiciones experimentales descriptas en esta Tesis. Los machos 

analizados a los dos días post-puesta (N= 2) presentaron un IGS de 0,12 ± 0,007. En los testículos se 

 Figura 22. Parámetros morfológicos de machos alimentados y no 

alimentados. Se grafica el peso total (a) y largo total (b) final ajustados, el 

índice hepatosomático (IHS) (c) y el índice gonadosomático (IGS) (d). Tras 3 

semanas de tratamiento, los machos no alimentados presentaron un menor 

peso y largo total final ajustados, y un menor IHS. No se observaron 

diferencias en el IGS. Las líneas punteadas en a) y b) indican el peso y largo 

inicial promedio calculado para el análisis estadístico de ANCOVAs. * 0,05>p> 

0,01; *** p<0,005.   
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observó una gran preponderancia de células en mitosis y en meiosis, abundancia de tejido 

conectivo intersticial y escasos espermatozoides residuales tanto en los lóbulos seminíferos como 

en el ducto espermático (Figura 23). 

 

a) 

 

 

 

 

 

 

 

b)                                                                              c) 

 

 

 

 

 

 

Final del experimento 

 

Al finalizar el experimento se analizó la proporción de los distintos estadios de la 

espermatogénesis y de células de Leydig en los testículos de machos alimentados y no alimentados 

por tres semanas a través del software CpCe (Figura 24). Se observó que en ambos tratamientos 

hubo desarrollo de la espermatogénesis durante el período experimental ya que la histología 

gonadal y la proporción de los estadios espermáticos resultaron diferentes a los obtenidos a los dos 

días de una puesta (inicio del experimento, Figura 23).   

Figura 23. Proporción de los estadios de la espermatogénesis en los testículos de machos dos días después de una 

puesta. Se obtuvo una mayor proporción de células en mitosis y meiosis. En la microfotografía representativa (a) se 

observan escasos espermatozoides residuales dentro de los lóbulos seminíferos y en el conducto espermático (*) y 

abundancia de tejido conectivo intersticial visibilizado tras realizarse el tricrómico de Masson. Mitosis: espermatogonias A 

+ espermatogonias B; Meiosis: espermatocitos primarios + espermatocitos secundarios; Esda: espermátidas; Ezoides; 

espermatozoides. En (c) se grafica la proporción de células de Leydig medidas.  
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A pesar de que los machos de ambos tratamientos no presentaron variaciones en el IGS, se 

observó una clara diferencia en la histología de los testículos entre los animales alimentados 

diariamente y los sometidos a restricción alimentaria (Figura 24a, b). A simple vista, se puede 

observar que los lóbulos seminíferos de los animales no alimentados presentaron en su interior una 

mayor cantidad de espermatozoides, mientras que los lobulos de animales alimentados 

presentaron un gran número de espermatocitos primarios y secundarios (células en meiosis). Esta 

observación se evidenció al analizar la proporción de los distintos tipos celulares (Figura 24c). Los 

machos sometidos a restricción alimentaria presentaron una proporción de espermatozoides 

significativamente mayor (27,94 vs. 15,69 %, p< 0,0001), pero una menor proporción de células en 

meioisis (25,57 vs. 43,62 %, p= 0,0120) en comparación con los machos alimentados. No se 

observaron diferencias en los otros estadios analizados ni en las células de Leydig.  

 

 

 
 

 

 

  

Figura 24. Histología gonadal de machos alimentados y no alimentados por tres semanas. Microfotografías 

representativas de un corte de testículo coloreado con tricrómico de Masson de un macho alimentado (a) y uno no 

alimentado (b), en el cual se observa una mayor cantidad de espermatozoides en los lóbulos seminíferos. Se gráfica la 

proporción de los distintos tipos celulares de la línea espermática (c) y de células de Leydig (d) en los testículos de machos 

alimentados y no alimentados. Los machos no alimentados (barras violetas oscuras) presentan una mayor proporción de 

espermatozoides (Ezoides), pero una menor de células en meiosis que los machos alimentados (barras violetas claras). No 

se obtuvieron diferencia en ninguno de los otros tipos celulares medidos. Mitosis: espermatogonias A + espermatogonias B; 

Meiosis: espermatocitos primarios + espermatocitos secundarios; Esda: espermátidas. *0,05>p>0,01; ***p< 0,001.  
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En el caso de los machos, también se analizó si la época del año en la cual se realizó el 

experimento modificaban los resultados obtenidos al analizar todas las unidades experimentales 

juntas. En este caso el factor bloque resultó no significativo y no se observó cambio alguno en el 

perfil de los gráficos (datos no mostrados). 

 Por último, se evaluó la abundancia de espermatozoides en los conductos espermáticos de 

los individuos de los distintos tratamientos. Todos los conductos de los testículos de los machos no 

alimentados se encontraban con gran cantidad de espermatozoides, mientras que esto no fue 

observado en los individuos alimentados. Ante esta observación se cuantificó la cantidad de 

espermatzoides/µm2 en distintas microfotografías representativas a través del software Image Pro 

Plus. Se obtuvo una mayor densidad espermática en los machos no alimentados respecto a los 

alimentados (p= 0,0095, Figura 25). 

 

 

 

 

 

Expresión génica 

 

También se midieron por la técnica de PCR en tiempo real lo niveles de las dos 

gonadotrofinas hipofisarias y de gnrh1 en el telencéfalo e hipotálamo al cabo de las tres semanas de 

tratamiento. Los machos no alimentados presentaron mayores niveles de fshƽ con respecto a los 

individuos controles (p= 0,0102, Figura 26d). No se observaron diferencias significativas en la 

expresion de lhƽ ni de gnrh1 del telencéfalo o del hipotálamo (Figura 26). 

Figura 25.  Densidad de espermatozoides en el ducto 

espermático. Los machos no alimentados presentaron 

un mayor número de espermatozoides maduros por 
µm

2
 en la luz de los conductos espermáticos. Las 

cuantificaciones del número de espermatozoides y de 

las áreas se realizaron con el software Image Pro Plus.  

**0,01>p>0,005. Los inserts en cada barra 

corresponden a microfotografías representativas de la 

densidad de los espermatozoides dentro de los 

respectivos ductos. Barra = 5 µm. 
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Se midió, también, la expresión del igf1 hepático ya que además de su relación con el estado 

metábolico se ha descripto que presenta un rol importante en la espermatogénesis. Los machos no 

alimentados presentaron niveles significativamente menores de igf1 que los alimentados (p= 

0,0072) (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Niveles de expresión génica de gnrh1 y gonadotrofinas en machos alimentados y no alimentados. Se 

observa que los machos no alimentados presentaron mayores niveles de expresión relativa de fshƽ con respecto a los 

alimentados (d). No se observaron diferencias significativas en ninguna de las otras hormonas medidas. u.a.: unidades 

arbitrarias. * p< 0,05 

 

 

Figura 27. Niveles de expresión génica de igf1 hepático en 

machos alimentados y no alimentados. Los machos no 

alimentados presentaron menores valores de expresión de este 

gen. u.a.: unidades arbitrarias. **0,01> p < 0,005. 
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Niveles plasmáticos de hormonas esteroideas 

 

 Por último, se midieron los niveles plasmático de cortisol y de esteroides sexuales por la 

técnica de ELISA (Figura 28). En cuanto al cortisol, considerada la hormona del estrés en peces, al 

igual que la mayoría de los vertebrados, (Wendelaar Bonga y col.,1995), no se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos, probablemente debido a la alta variabilidad 

observada. Los machos no alimentados presentaron menores niveles plasmáticos de 11-ceto 

testosterona que los alimentados (p= 0,0352) (Figura 28c). No se obtuvieron diferencias significativas 

en los niveles de testosterona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Niveles plasmáticos de esteroides en machos 

alimentados y no alimentados. Se midió por la técnica de 

ELISA los niveles plasmáticos de cortisol y los principales 

andrógenos en peces: testosterona y 11-ceto testosterona (11-

KT). Se observó que los machos no alimentados presentaron 

menores niveles plasmáticos de 11-KT. No se observaron 

diferencias significativas en ninguna de las otras dos hormonas 

medidas. * p< 0,05 
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Discusión 
 

En este capítulo se estudió el efecto de la restricción alimentaria prolongada sobre el eje 

reproductivo de machos y hembras de la chanchita realizando distintos análisis a nivel histológico, 

de expresión génica y niveles plasmáticos de hormonas esteroideas. En base a la bibliografía 

consultada sobre otros peces teleósteos, se propuso como hipótesis de trabajo que individuos 

machos y hembras de chanchita sometidos a una restricción alimentaria prolongada presentan una 

disminución funcional de su eje reproductivo afectando su gametogénesis. Sin embargo, el conjunto de 

los resultados obtenidos en esta Tesis llevó a rechazar la hipótesis planteada. 

 

 

CONSIDERACIONES DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

El diseño experimental realizado consistió en aislar a cada pareja a los dos días de una 

puesta y durante un período de 3 semanas someterlas a restricción alimentaria total o alimentarlas 

al 1,5 % de su peso corporal promedio inicial. En este diseño se decidió mantener a la pareja junta 

durante los tratamientos principalmente para mantener el estímulo reproductivo. A pesar de 

mantenerlos juntos, se analizó estadísticamente a hembras y machos por separado. Como se 

nombró en los resultados, algunos individuos mostraron signos de estrés cercanos a la fecha de 

finalización del tratamiento; por lo tanto, si se hubiera analizado a la pareja como unidad 

experimental, en este caso se debería haber eliminado del análisis a toda la pareja. Esto por un lado 

complejizaría la interpretación del análisis estadístico y aumentaría considerablemente el número 

de animales a utilizar (contrariamente a lo sugerido Guidelines on the care and the use of ɲsh in 

research, teaching and testing, Canadian Council on Animal Care, 2005). Resulta importante recordar 

que los casos en los cuales resultó evidente que algún comportamiento afectaba a la pareja en su 

totalidad, la misma sí fue eliminada de los análisis (como el caso de agresividad hacia las hembras 

por parte de algunos machos). Al analizar cada sexo por separado se consideró al otro individuo 

como parte de la Ɉvariabilidad otorgada por el ambienteɉ por lo cual, si hubo algún factor no 

considerado, eso generó Ɉruidoɉ en el análisis y disminuyó la potencia de las pruebas estadísticas. 

También, hay que tener en cuenta que, al provenir los animales del campo, se desconoce la edad de 

los mismos lo cual es un factor que afecta la gametogénesis y producción hormonal (Van 

Eenennaam y Doroshov, 1998; Fishelson, 2003). Si bien se trabajó con animales que inicialmente 

presentaban pesos y largos totales semejantes, lo cual permite inferir que presentaban edades 

similares, esto fue otro factor no controlado que pudo haber afectado directamente las variables 
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analizadas. Al disminuir la potencia de la prueba puede ocurrir que diferencias pequeñas entre los 

grupos no sean detectadas, sin embargo, genera una mayor confianza en las diferencias halladas.  

Dado que bajo las condiciones experimentales planteadas tanto hembras como machos 

controles ingirieron siempre todos los pellets suministrados, aparentaron haber aumentado de 

peso (no se realizó un análisis estadístico específico para evaluarlo) y presentaron un desarrollo de 

su gametogénesis (evidenciado al comparar la histología y proporción celular al final y al comienzo 

del experimento), se puede considerar que las condiciones de los acuarios y el mantenimiento de 

las parejas fueron adecuadas para el objetivo planteado. Se decidió mantener a las parejas sin sus 

larvas debido a que esta especie presenta cuidado biparental que se extiende por 

aproximadamente 20 días luego de que las larvas comienzan a nadar (Tubert y col., 2012). En 

estudios previos realizados en la chanchita, se observó un efecto negativo de la presencia de las 

larvas, y por ende del cuidado parental, sobre la síntesis de esteroides sexuales en hembras, lo cual 

afectó la foliculogénesis de las mismas (Ramallo y col., 2017). Esta relación negativa entre la 

presencia de las larvas y la gametogénesis ya se había reportado para el cíclido tilapia de 

Mozambique (Smith y Haley, 1987) y en general para peces teleósteos (Smith y Wootton, 1985). Otra 

consideración que se analizó al momento de diseñar el experimento fue la cantidad de alimento a 

suministrar a los animales controles. Se decidió administrarles una cantidad de pellets comerciales 

correspondientes al 1,5 % de su peso corporal inicial. Como se describió en la figura 

correspondiente, los animales fueron modificando su peso a lo largo del período experimental, sin 

embargo, se prefirió no ajustar la cantidad de alimento al peso para evitar el estrés por manipuleo 

fuera del agua que se sabe que afecta diferencialmente a los individuos.  

Se optó por realizar 3 semanas de tratamiento luego de dos días de una puesta debido a 

que se había reportado que esta especie puede reproducirse cada 29,4 ± 16,2 días (Rey Vázquez y 

col., 2012), por lo cual se consideró que a los 23 días post puesta era esperable que los animales ya 

estuvieran preparados para otro evento reproductivo. Esta decisión conllevaba a que las parejas 

tratadas se encontraran durante 3 semanas bajo un protocolo de restricción alimentaria total. Es 

importante resaltar que ninguno de los individuos con los que se trabajó murió por inanición o 

problemas de salud. Más aún, durante este período el peso corporal de los peces disminuyó 

aproximadamente 9,5 % con respecto al peso inicial, porcentaje mucho menor que el considerado 

como punto de no retorno por otros autores (Yamamoto y col., 2011). El tiempo de tratamiento y la 

disminución del peso obtenida resultaron ser semejantes o menores a lo publicado para otras 

especies. Por ejemplo, la trucha común (Salmo trutta, Salmoniformes) sometida a 49 días de 

restricción alimentaria total disminuyó un 17,3 % su peso corporal inicial (Bayir y col., 2011), 

mientras que hembras del pez cíclido burtoni sometidas a 4 semanas de restricción alimentaria 

bajaron 9,11 % su peso corporal (Grone y col., 2912). Sin embargo, la diminución del peso corporal 
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frente a una situación de hambreado parecería no ser una regla general para todas las especies ya 

que, por ejemplo, hembras del salmón plateado sometidas a 8 semanas de restricción alimentaria 

no presentaron disminución alguna de su peso corporal (Yamamoto y col., 2011). Esto refleja una 

movilización diferencial de las reservas energéticas entre las especies. Al comparar con resultados 

previos de nuestro laboratorio, chanchitas aisladas hambreadas por 4 semanas presentaron una 

disminución de 5,1% con respecto a su peso corporal inicial (Delgadin y col., 2015) condición que 

resultó ser reversible frente a una realimentación (Delgadín y col., 2018). Si bien este porcentaje fue 

menor, los animales con los que se trabajó previamente presentaban un LT de 1,5-2 cm menos que 

los de esta Tesis. Todo esto, sumado a que los individuos tratados presentaron desarrollo de la 

gametogénesis, permite considerar que las condiciones del tratamiento no resultaron perjudiciales 

para esta especie. 

 

 

PARÁMETROS MORFOLÓGICOS 

 

 En el análisis de los parámetros morfológicos se observó una reducción en el peso y en el 

IHS tanto de hembras como machos sometidos a restricción alimentaria. En ambos casos resultó 

llamativa la similitud en los porcentajes disminuidos en ambos sexos, siendo cercana a 9,5 % para el 

peso corporal y de 61,46 % para el IHS. Al no haber obtenido diferencias en el IGS se puede 

considerar que la disminución del peso se debe a la disminución en masa de otros órganos y tejidos 

no relacionados con la reproducción, como por ejemplo el hígado, la grasa abdominal y el tejido 

muscular. El IHS es ampliamente utilizado como indicador del estado nutricional de los peces, por lo 

cual era de esperar observar una disminución del mismo luego de 3 semanas de restricción 

alimentaria total en la chanchita. Estos resultados están en concordancia con lo publicado para 

otras especies: en tilapia de Mozambique el índice disminuyó un 46 % luego de dos semanas de 

hambreado (Uchida y col., 2003), y en el híbrido lubina estriada (Morone chrysops X Morone saxatilis, 

Eupercaria) un 71 % luego de 3 semanas de restricción alimentaria (Picha y col., 2008). Sin embargo, 

en machos y hembras de lenguado, si bien se observa una tendencia a una diminución en los 

animales no alimentados, no se observaron diferencias significativas en este índice tras 15 días de 

tratamiento (Mechaly y col., 2011).  

La disminución en el IHS obtenida podría deberse a un menor número de hepatocitos y/o a 

una reducción en el tamaño de los mismos. En individuos aislados de chanchita se observó que el 

hambreado de 4 semanas redujo significativamente el tamaño de los hepatocitos (Delgadin y col., 

2015). En este trabajo no se evaluó si variaba el número de hepatocitos, sin embargo, en un estudio 

realizado en ratas se observó que una dieta restringida por 3 semanas puede inducir apoptosis en 
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el hígado (Grasl-Kraupp y col., 1994). En un trabajo previo llevado a cabo en el laboratorio, se 

analizaron hígados de algunos de los individuos con los que se trabajó en esta Tesis (N= 6) 

observándose una disminución del área de los hepatocitos de alrededor del 66 % y, en machos, 

también un mayor número de células apoptóticas (positivas a caspasa 3 activada), lo cual reflejaba 

un mayor número de células en apoptosis (Karp, 2014).  

En cuanto al largo total, en los machos se observó una diferencia significativa debido a un 

crecimiento en la talla de los animales controles, mientras que en las hembras las mediciones 

resultaron similares. Esta diferencia entre los sexos puede deberse a que la gametogénesis en los 

vertebrados es un proceso con un alto gasto energético, particularmente en las hembras (Grone y 

col., 2012); por lo cual, para lograr observar un crecimiento somático, las mismas necesitarían más 

tiempo, o bien ingerir mayor cantidad de alimento a fin de que se oriente el exceso de energía al 

crecimiento somático.  

El IGS es ampliamente utilizado como indicador del estado reproductivo de los animales. En 

esta Tesis no se vieron diferencias ni en machos ni en hembras luego de 3 semanas de restricción 

alimentaria. La falta de diferencias en el IGS frente al hambreado ya se había reportado en otras 

especies, como por ejemplo en el lenguado (Mechaly y col., 2011), en el bagre africano (Suchiang y 

Gupta, 2011), en machos de tilapia de Mozambique (Pikle y col.,2017), entre otros. Sin embargo, éste 

no fue el caso de hembras burtoni las cuales luego de 4 semanas de restriccion alimentaria 

presentaron menores IGS que las controles (Grone y col., 2012). Cabe aclarar que esta última 

especie es incubadora bucal, por lo tanto durante las dos semanas de cuidado parental no se 

alimentan y, se sabe que el eje reproductivo se encuentra inhibido, comenzando el desarrollo 

gonadal luego de este período (Kuwamura, 1986). En esta Tesis, se observó en hembras alimentadas 

y no alimentadas un aumento del IGS al final del experimento con respecto al del día dos post-

puesta, reflejando un desarrollo folicular durante ese periodo. Con el objeto de sacrificar el menor 

número de individuos posibles y dado que estudios previos en hembras y machos de chanchita se 

había estudiado la histología y el IGS en distintas etapas de ciclo reproductivo, se decidió analizar 

únicamente dos parejas para el día 2 post-puesta. En estos estudios se observó que el IGS de 

hembras es significativamente mayor en el estadio de pre-puesta, que disminuye luego de un 

evento reproductivo, y que a los 10 días post-puesta comienza a aumentar (Tubert y col., 2012; 

Varela y col., 2017). Tal como se esperaba, los IGS obtenidos en esta Tesis al final de las 3 semanas 

de tratamiento son semejantes a los reportado como pre-puesta mientras que el del comienzo del 

experimento es semejante al reportado para el de hembras con larvas eclosionadas 

(aproximadamente 72 hs pos fecundación). El IGS en machos no mostró diferencias entre el día 2 y 

el final del experimento, ni, como ya se mencionó, entre machos alimentados y no alimentados. 

Maruska y col., (1996) consideran que este índice es útil para reflejar cambios en el tamaño 
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testicular al comparar machos en etapa reproductiva con otros en regresión, pero que el mismo no 

resulta eficiente para diferenciar animales en una misma etapa reproductiva ya que no correlaciona 

con los picos de máxima producción espermática. Un trabajo previo realizado en machos de 

chanchita evaluó el IGS en distintas etapas del ciclo reproductivo (pre-puesta y 1, 3, y 8 días post 

puesta) sin observar diferencias en ninguno de las etapas analizadas (Birba y col., 2015). Sin 

embargo, en concordancia con lo planteado por Maruska y col., (1996), en chanchita se observaron 

diferencias en el IGS entre la época más templada y el invierno, lo cual correlacionó positivamente 

con la actividad reproductiva de estos peces (Rey Vazquez y col., 2012). Esto último puede ser la 

causa de la variabilidad observada en el IGS en esta Tesis. En conclusión, de la falta de diferencia en 

el IGS de machos y hembras se pueden considerar que las gónadas de los individuos de ambos 

tratamientos estarían preparadas para otro evento reproductivo, aunque esto debe ser verificado 

con su correspondiente histología. 

 

 

EJE REPRODUCTIVO 

 

A diferencia de lo reportado para otras especies, los resultados de esta Tesis muestran que 

la restricción alimentaria no afectó negativamente la gametogénesis de los animales. 

A primera vista, las hembras no alimentadas por 3 semanas presentaron la misma 

proporción de los distintos folículos que las hembras control dado que el perfil del gráfico resultó 

llamativamente similar. La comparación con el día dos post-puesta permite concluir, al igual que con 

el IGS, que las hembras de ambos tratamientos presentaron desarrollo folicular durante ese 

periodo. Esto se evidencia porque al final del experimento se observó una gran proporción de 

folículos en vitelogenésis final. La ausencia de foliculos post ovulatorios reflejan la falta de ovulación 

espontanea cercana a los días del final del experimento. Si bien no se evaluó la cantidad de 

proteínas de los folículos o la viabilidad de los mismos, se calculó el diametro de los folículos 

maduros que presentaban la vesícula germinal ya polarizada. Al no observar diferencias entre los 

tratamientos en los diametros y por ende en el tamaño de los mismos, se puede considerar que la 

vitelogénesis no se alteró. Otro resultado importante obtenido es la falta de diferencia en la 

proporción de folículos atrésicos. Como se describió en la sección de introducción, se reportó para 

juveniles y adultos de otras especies de peces teleósteos que la falta de alimento prolongado 

provoca atresia de los folículos y reabsorción de los mismos (Hunter y Macewicz, 1985; Bromley y 

col., 2000; Yamamoto y col., 2011) generando un efecto negativo sobre el eje reproductivo. 

Al analizar los datos con mayor profundidad se observó que la época del año pudo haber 

enmascarado un efecto de la restricción alimentaria sobre la foliculogénesis. Si bien se suele 
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considerar que los animales se aclimatan a las condiciones de cautiverio, en particular al 

fotoperiodo constante, parecería que, en hembras, a diferencia de los machos, quedaría alguna 

Ɉmemoriaɉ de las condiciones anuales en su hábitat natural. Si bien la prueba estadística para 

ciertos estadios resultó significativa, se consideraron para la conclusión como tendencias dado que 

el número de unidades experimentales fue bajo. Parecería que en la época de más calor las 

hembras no alimentadas presentaron una mayor proporción de folículos en vitelogénesis final con 

respecto a las controles. Por lo cual en estas condiciones habría un efecto positivo sobre la 

foliculogénesis. Se debería aumentar el número de réplicas durante los meses de primavera-verano-

otoño y diseñar un experimento específico para poder concluir sobre lo mismo.  

La ausencia de diferencias en la expresión génica de gnrh1 y de las gonadotrofinas de 

hembras alimentadas y no alimentadas está en concordancia con los resultados recién descriptos. 

Llamativamente, los perfiles obtenidos de lhƽ al separar por la época del año reflejan lo observado 

por histología. En peces teleósteos se considera que Lh actúa principalmente en la maduración final 

de los oocitos y en la ovulación (Patiño y Sullivan, 2002; Gen y col., 2003; Planas y Swanson, 2008) y 

en particular en chanchita se observó una expresión significativamente mayor de lhƽ en hembras 

pre-puesta (Varela y col., 2017). Teniendo en cuenta esto, sería lógico esperar que si en la época de 

más temperatura las hembras no alimentadas tienen una mayor proporción de folículos maduros 

presenten a la vez una mayor expresión de lhƽ. Por lo observado en bibliografía, frente a un 

hambreado los niveles de gonadotrofinas suelen acompañar el estado de las gónadas. En el salmón 

plateado luego de 17 semanas de restricción alimentaria se obtuvo un desarrollo folicular tardío y 

un incremento de la atresia folicular junto con un menor contenido de Fsh hipofisario (en este 

trabajo no evaluaron Lh) (Yamamoto y col., 2011). Por otro lado, hembras del pez limón 

subalimentadas presentaron un menor peso de los ovarios y un menor tamaño de los folículos, 

concomitantes con una menor expresión de ambas gonadotrofinas (Higuchi y col., 2017). 

En hembras de peces teleósteos se reportó que Igf1 presenta un rol estimulatorio en las 

distintas etapas de la foliculogénesis (Berishivili y col., 2006; Reinecke y col., 2010). Los resultados de 

esta Tesis mostraron que las hembras bajo restricción alimentaria presentaron mayor expresión de 

igf1 hepático con respecto a las controles, hecho que no se correlacionó con la histología gonadal. 

Una falta de relación entre la maduración folicular y los niveles plasmáticos de Igf1 fueron, también, 

reportados en la trucha ártica (Frantzen y col., 2004). Una posibilidad es que la correlación esté dada 

con los niveles de igf1 gonadal. En esta Tesis no se evaluó la expresión de esta hormona, ni de su 

receptor en gónadas, resultado que podría haber ayudado a comprender este escenario. Es 

interesante destacar en trabajos previos donde las hembras fueron sometidas a restricción 

alimentaria por 4 semanas pero sin la presencia de un macho, los niveles de IGF1 no mostraron 

diferencia al final del experimento. Esto sugiere, de alguna manera que el estímulo reproductivo 
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(presencia de macho) modifica la expresión de Igf1.que , a diferencia de las hembras mantenidas en 

parejas y sometidas a restricción alimentaria en esta Tesis,  en un trabajo previo llevado a cabo en el 

laboratorio realizado con hembras aisladas de chanchita hambreadas por 4 semanas, no se 

registraron diferencias en la expresión de igf1 hepático con respecto a los controles, los que se 

alimentaron al 1,5 % de su peso corporal (Delgadin y col., 2015). Esto sugiere que, de alguna 

manera, la presencia de un macho tiene un efecto sobre la síntesis de esta hormona fundamental 

en el eje de crecimiento somático, como así en la reproducción.  

Los resultados obtenidos son claramente diferentes en machos en donde los análisis de 

histología, expresión génica y niveles plasmáticos de esteroides sexuales permiten concluir que la 

restricción alimentaria tuvo un efecto positivo sobre el eje reproductivo. A diferencia de las 

hembras, los resultados obtenidos no son dependientes de la época del año en la cual se realizaron 

los experimentos ya que el bloqueo por este factor resultó en todos los casos no significativo, y, 

además, no se observaron variaciones en los perfiles de los gráficos. Esto indicaría un dimorfismo 

sexual en la susceptibilidad a las condiciones de cautiverio. 

Al comparar la histología testicular y la proporción de las células espermáticas al inicio y al 

final del experimento, se observó que en ambos tratamientos durante las tres semanas se estimuló 

la espermatogénesis. Este hecho se reflejó en que la proporción de células en mitosis disminuyó, 

mientras que aumentó en gran medida la de espermatozoides. A los dos días post-puesta se 

observó que el conducto espermático se encontraba relativamente vacío o con escasos 

espermatozoides residuales. Los machos no alimentados presentaron una mayor proporción de 

espermatozoides tanto en los lóbulos seminíferos como en la luz del ducto espermático y una 

menor proporción de células en meioisis. No se observaron diferencias en ninguno de los otros 

estadios analizados. Este último dato es importante dado que en estudios realizados en el bagre 

africano (Suchiang y Gupta, 2011) y en el pez cíclido tilapia de Mozambique (Pikle y col., 2017) se 

observó que ante 3 semanas y 12 días de hambreado, respectivamente, los machos presentaron 

una mayor proporción de espermatozoides, pero una drástica disminución de espermatogonias, 

espermatocitos y espermátidas. Esto, sumado a que los lóbulos seminíferos presentaron una 

distorsión en sus bordes con casi la degeneración total de la membrana basal, permitió suponer 

una supresión de la actividad reproductiva. Ambos resultados junto a los obtenidos en la chanchita 

sugieren que el aumento en el número de espermatozoides sería un resultado general frente al 

hambreado. Sin embargo, en esta Tesis se puede concluir que los machos se encontrarían en 

condiciones de comenzar un nuevo ciclo reproductivo.  

Si bien se observó una menor proporción de células en meiosis en los animales no 

alimentados, dado el perfil del gráfico se podría pensar que las mismas ya maduraron a 

espermatozoides. ¿Esto refleja una aceleración en la espermatogénesis ante la restricción 
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alimentaria, o, por el contrario, refleja que los individuos controles ya comenzaron otro ciclo de 

espermatogénesis? Para contestar esto se analizó la densidad espermática en los ductos de los 

animales de ambos tratamientos. Como se indicó en la introducción, los espermatozoides maduros 

se liberan del cisto, migran y se acumulan en el ducto espermático hasta el momento en el cual 

ocurre la liberación de los mismos (Billard y Takahashima, 1983; Schulz y Nóbrega, 2011). Se obtuvo 

una mayor densidad espermática, de casi el doble, en los ductos de los animales no alimentados. 

Esto indicaría la mayor producción de espermatozoides por parte de estos animales, o que los 

mismos ya estarían en un segundo ciclo espermatogénico. De cualquier modo, ambos resultados 

mostraron un efecto positivo del hambreado sobre la espermatogénesis. En un estudio realizado en 

lubinas al comienzo de la madurez sexual se pudo recolectar de los animales subalimentados un 

mayor volumen de espermatozoides maduros, los cuales a la vez presentaron mayor motilidad que 

los de los controles (Escobar y col., 2014). En esta Tesis, no se evaluó la motilidad o la calidad de las 

gametas producidas. Sería interesante estudiar en chanchita la capacidad fecundante de estos 

espermatozoides y la viabilidad de la progenie bajo estas condiciones experimentales.  

En cuanto a la expresión génica, se observó que los machos no alimentados presentaron 

niveles significativamente mayores de fshƽ. Resultados semejantes se obtuvieron en la lubina 

durante la fase de espermiación de su primer ciclo reproductivo los cuales se encontraban 

alimentados a menor dosis que las controles (Escobar y col., 2016). Dado los resultados histológicos, 

hubiese sido esperable un incremento de lhƽ, ya que en los vertebrados la misma se encuentra 

sobre-expresada en los estadios finales de la maduración (Planas y Swanson, 1995), los resultados 

obtenidos pueden interpretarse de diversas maneras. Como se nombró en la introducción, en los 

teleósteos, las células de Leydig también presentan receptores para Fsh (Ohta y col., 2007; García-

Lopez y col., 2008), por lo cual el pico de DHP relacionado con la espermiación (Schulz y col., 2010) 

podría ocurrir a través de esta gonadotrofina. Otro análisis posible es que el pico de lhƽ haya sido 

anterior a las 3 semanas, por lo cual al momento del análisis de los mensajeros este aumento no se 

detectó y sí se observó el aumento de fshƽ característico del comienzo de un ciclo espermatogénico, 

y que en este momento el incremento de Lh se vea a nivel de la proteína, ya sea en contenido 

hipofisario, o en los niveles plasmáticos. Teniendo en cuenta esto último, hay que considerar que en 

esta Tesis no se cuantificaron los niveles de los receptores de las gonadotrofinas gonadales, lo cual 

podría haber ayudado a comprender el escenario. En el lenguado se observó que 15 días de 

hambreado incrementaron los niveles de expresión génica de fshƽ y lhƽ, concomitantemente con un 

aumento de kisspeptina 2 y de su receptor en el hipotálamo (Mechaly y col., 2011). En los últimos 

años se ha empezado a considerar a kisseptina como un importante link entre el estado nutricional 

y la reproducción en peces (Mechaly y col., 2011; Escobar y col., 2016). Se ha observado que el 

sistema de kisspeptina se afecta por el estado nutricional de los animales (Volkoff, 2016) mostrando 
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un incremento de sus niveles frente al hambreado o a menores dosis de alimento (Escobar y col., 

2016).  

A pesar de que se observó un incremento en los niveles de una de las gonadotrofinas, no se 

obtuvieron diferencias en los niveles de expresión de gnrh1 ni en telencéfalo ni en el hipotálamo. La 

falta de diferencias en la variante hipofisiotrópica de GnRH frente al hambreado ya había sido 

observado en ratas adultas (Bergendahl y col., 1992). Los resultados obtenidos en esta Tesis pueden 

entenderse al considerar que Fsh presenta una regulación multifactorial (Chang y col., 2009). La 

regulación de la expresión de Fsh puede darse también a través de otros neuropéptidos como NPY 

y kisspeptina y por los niveles de esteroides sexuales y de otras hormonas gonadales como activina 

B (Yaron y col., 2003). Por otra parte, Grone y col., (2012) reportaron un aumento del receptor tipo 2 

de gnrh en el hipotálamo de hembras burtoni sometidas a restricción alimentaria por 4 semanas. En 

experimentos futuros sería interesante analizar los niveles de otros neuropéptidos y de los 

receptores de gnrh dado que permitiría obtener un panorama más amplio del comportamiento de 

todos los componentes del eje reproductivo en situaciones de hambreado. 

Los machos no alimentados de la chanchita presentaron menores niveles de igf1 hepático 

que los animales controles. En dos especies de cíclidos africanos se reportó la falta de variación en 

la expresión de igf1 hepática frente a hambreados prolongados (Pierce y col., 2007; Gao y col., 2011). 

Más aún, resultados similares se detectaron en chanchitas aisladas hambreadas por 4 semanas 

(Delgadin y col., 2015). Específicamente en peces se sabe que Igf1, al igual que Igf2 y 3 están 

ampliamente relacionados con la reproducción (Reinecke, 2010). En machos se ha propuesto que 

Igf1 tanto gonadal como plasmático, derivado del hígado, mantendría la acción de 11-KT en la 

espermatogénesis (Nader y col., 1999; Reinecke, 2010). En peces teleósteos 11-KT cumple una 

función en el comienzo de la proliferación y diferenciación de las espermatogonias y disminuye en 

la espermiación (Schulz y col., 2010). Los machos no alimentados de esta especie también 

presentaron menores niveles de 11-KT plasmáticos, reflejando una posible estrecha relación entre 

los mismos. Una relación positiva entre 11-KT e Igf1 plasmático también se reportó para el salmón 

keta previo a la migración (Onuma y col., 2009). Los niveles hormonales obtenidos en esta Tesis 

estarían acordes a lo observado histológicamente.  

En peces el cortisol es considerado la principal hormona relacionada con el estrés crónico 

(Wendelaar Bonga y col.,1995). Sin embargo, en esta Tesis no se obtuvieron diferencias en los 

niveles de este esteroide entre los animales alimentados y no alimentados. Esto podría 

interpretarse como que las condiciones del hambreado no resultaron estresantes para los animales, 

quizás debido a que es una situación habitual en su ambiente natural (Vigliano y col., 2002; Almirón 

y col., 2015). Si bien en la chanchita no se ha observado diferencia en los niveles plasmático de 

cortisol a lo largo del ciclo reproductivo (Birba y col., 2015), otros trabajos han mostrado un 
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aumento en los niveles plasmáticos de esta hormona en machos próximos a la espermiación 

(Castranova y col., 2005; Scott y col., 1984). Es de destacar que en la medición de los esteroides de 

los animales controles se obtuvo una gran variabilidad la cual podría ser consecuencia de la propia 

variabilidad individual (Kempenaers y col., 2008; Williams, 2008) o de que los individuos se 

encuentren en distinto momento de la espermatogénesis (Kindler y col., 1989; Liley y col., 1986; 

Scott y col., 1984). La variabilidad en los animales no alimentados fue menor, reflejando que los 

mismos se encontrarían en situaciones semejantes de su ciclo espermatogénico. 

En la Figura 29 se resumen los resultados obtenidos para machos comparando los valores 

obtenidos en los animales no alimentados con respecto a los alimentados.  

 

 

 

 

 

 

 En resumen, considerando: (i) la proporción de las células espermáticas halladas en los 

lóbulos seminíferos y la densidad de espermatozoides en los conductos espermáticos en los 

distintos tratamientos; (ii) que los niveles de 11-KT aumentan durante la espermatogénesis, hasta el 

momento de la espermiación en el cual disminuyen; (iii) que a nivel reproductivo se considera que 

Igf1 actúa en conjunto con 11-KT; (iv) que, Fsh está más relacionada con el comienzo de la 

espermatogénesis; (v) y que en especies iteróparas con varios ciclos reproductivos por temporada la 

espermatogénesis se da como un ciclo constante en el cual se van superponiendo las distintas 

fases; se puede plantear que a las 3 semanas de tratamiento, los machos sometidos a restricción 

alimentaria se encontraban al final de la fase de espermiación, mientras que los controles en la fase 

meiótica (Figura 30).  

 

Figura 29. Esquema resumen de los resultados obtenidos para 

machos de chanchita bajo un protocolo de restricción 

alimentaria prolongado. Se muestran los resultados histológicos, 

de expresión génica y niveles plasmáticos de esteroides. Los 

machos no alimentados presentaron mayores niveles de ƽ-fsh y de 

espermatozoides tanto en el lóbulo como en el conducto 

seminífero y menores niveles de igf1 hepático y de 11-KT 

plasmáticos. 
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En conclusión, a pesar de la hipótesis de trabajo planteada, no se observó efecto negativo de 

la falta de alimento sobre la reproducción de la chanchita. Mientras que en las hembras parecería 

que el efecto de la restricción alimentaria sobre el eje reproductivo es dependiente de la época del 

año en la cual se realizó el experimento, en los machos se podría concluir que el tratamiento aceleró 

la espermatogénesis. Se podría considerar que en ambos hubo una disminución de sus reservas 

energéticas y un redireccionamiento de sus energías en pos del desarrollo gonadal. Si bien los 

resultados obtenidos resultan contradictorios con los publicados para otras especies de teleósteos, 

las diferencias con otros peces pueden deberse a los diseños experimentales realizados, a que 

muchos de los trabajos se realizaron con animales inmaduros entrando a su primer ciclo 

reproductivo, y/o a cuestiones propias de cada especie. Si bien la chanchita presenta una relación 

filogenética cercana con tilapia y burtoni, éstos presentan un cuidado parental muy diferente lo cual 

puede repercutir en la relación que cada uno presenta entre el estado metabólico y un nuevo ciclo 

reproductivo. Los resultados de este capítulo de Tesis representan el primer trabajo sobre 

alimentación y reproducción realizado en un pez cíclido americano. 

Figura 30. Esquema de las fases del ciclo espermatogénico. En los peces se puede describir una fase proliferativa 

caracterizada por una preponderancia de células en mitosis (espermatogonias A y B), una fase meiótica con abundancia de 

células en meiosis (espermatocitos 1 y 2) y la maduración final en donde ocurre la esperimiogénesis, la cual se continua con 

la liberación de los espermatozoides a la luz de los lóbulos semíníferos y acumulación en el conducto espermático 

(espermiación). En el esquema se resalta con los colores la superposición de las distintas fases. Dado los resultados 

obtenidos en esta Tesis, se ubicó a los distintos grupos experimentales dentro del ciclo. Los machos alimentados 

presentaron mayor proporción de células en meioisis y mayores niveles de igf1 y 11-KT, se los ubicó al final del ciclo dado 

que presenatron espermatozoides tanto en la luz como en el conducto. Los machos no alimentados se ubicaron al final de 

la esperimiación dado los altos niveles de espermatzoides hallados coherentes con la baja en igf1 y 11-KT y por los mayores 

niveles de Fsh los cuales podrían indicar un comienzo de otra fase proliferativa. 
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En mamíferos, se han planteado dos hipótesis alternativas para explicar las diferencias 

observadas del efecto de la disponibilidad de alimento sobre el comportamiento reproductivo. La 

Ɉhipótesis de combustible metabólicaɉ postula que los individuos, principalmente las hembras, 

Ɉrenuncianɉ a la reproducción cuando se enfrentan a la privación de alimentos e invierten sus 

recursos limitados en conductas no asociadas con la reproducción, principalmente en la 

supervivencia (Wade y Schneider, 1992; Wade et al., 1996). Por otro lado, la Ɉhipótesis de 

reproducción a cualquier costoɉ establece que los individuos, tanto hembras como machos, 

continúan reproduciéndose o incrementando su comportamiento reproductivo cuando se 

enfrentan a la privación de alimentos (Boonstra y col., 2001; Ferkin, 2017). Teniendo en cuenta esto, 

se podría proponer que hembras y machos de chanchita se comportan según las predicciones de la 

segunda hipótesis.  
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Sección 1: caracterización 

Introducción 

 

Investigar sobre péptidos en modelos biológicos no clásicos, los cuales suelen no tener su 

genoma secuenciado, implica una etapa previa fundamental que consiste en la identificación y 

caracterización de los mismos para luego poder estudiar su respuesta frente a distintas situaciones 

fisiológicas. Más aún si se trabaja con especies de peces teleósteos, que como se mencionó 

previamente presentan una altísima diversidad, muchas características de los distintos péptidos no 

resultan extrapolables. Estos estudios son importantes ya que conocer en profundidad el sistema 

de interés, sienta las bases que luego permitirán plantear distintas preguntas y el diseño de los 

posteriores protocolos experimentales.  

En el caso particular de leptina, debido a que la secuencia primaria aminoacídica de la 

misma presenta una baja identidad entre los distintos teleósteos y entre estos y los mamíferos 

(Denver y col., 2011; Gorissen y Filk, 2014), la comparación de la estructura tridimensional resulta la 

única herramienta que permite corroborar la identidad de esta hormona (Gorissen y Filk, 2014; 

Londraville y col., 2014). Todas las leptinas de vertebrados descriptas hasta el momento presentan 

una estructura tridimensional de 4 ʰ-hélices y dos cisteínas en la misma región, que forman un 

puente disulfuro responsable de la estabilización de la estructura terciaria de esta hormona (Huisin 

y col., 2006; Denver y col., 2011). Dado el gran desarrollo de la biología molecular y en particular de 

los métodos de secuenciación a gran escala, hoy en día se cuenta con un gran número de 

secuencias descriptas. Mientras que los tetrápodos presentan un único gen, la mayoría de los peces 

teleósteos presentan dos genes parálogos que codifican para dos variantes de leptina, 

denominadas leptina A y B, o leptina 1 y 2 en la anguila europea y en la japonesa (Morini y col., 

2015), las cuales se consideran que surgieron durante la duplicación total del genoma ocurrida al 

comienzo del linaje de los peces teleósteos (3R) (Londraville y col., 2017). En algunas especies 

tetraploides, como salmónidos y carpas, se han descripto 4 variantes, subtipos de la A y B, 

generadas tras la ronda de duplicación génica propia de estos linajes (4R) (Rønnestad y col., 2010; 

Angotzi y col., 2013). Sin embargo, en algunos tetraodontiformes, como en el pez globo, se ha 

encontrado una única copia del gen de leptina en sus genomas (Gorissen y Filk, 2014). Se ha 

propuesto que la diferencia en el número de genes presentes en este clado con respecto a lo que 
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ocurre en otros teleósteos, observado también para otras hormonas como kisspeptina (Shahjahan y 

col., 2010) sería consecuencia de una drástica reducción de sus genomas en su historia evolutiva 

(Denver y col., 2011).  

En cuanto al receptor de leptina, como se mencionó en la introducción general, éste 

pertenece a la superfamilia de receptores tipo citoquina I. En la mayoría de los peces teleósteos, al 

igual que en el resto de los vertebrados, se ha descripto un único receptor para leptina/s el cual 

puede presentar formas truncadas o solubles generadas por splicing alternativo (Rønnestad y col., 

2010; Gong y col., 2013; Shpilman y col., 2014). Sin embargo, en la anguila europea, en la japonesa 

(Morini y col., 2015) y en arowana asiática (Scleropages formosus, Osteoglossiformes) (Londraville y 

col., 2017) se han encontrado dos genes para el receptor de leptina denominados LEPRa y LEPRb. Se 

ha propuesto que estas dos variantes del receptor surgieron durante la 3R y que LEPRb se perdió 

tempranamente en el linaje de los teleósteos (Morini y col., 2015), posiblemente luego de la 

divergencia de los osteoglosomorfa. En las especies tetraploides también se han descripto dos 

receptores, sin embargo, se propone que estos surgieron durante la 4R (Angotzi y col., 2016). 

Esta variabilidad encontrada en el número de copias del gen de leptina y de su receptor en 

los peces teleósteos se resume en la Figura 31. 

 

  

Figura 31. Representación esquemática del número de genes de leptina y del receptor de leptina en vertebrados 

mandibulados. En la figura se presenta un resumen de lo reportado en distintos trabajos en cuanto al número de genes de 

leptina y su receptor presentes en los distintos grupos de vertebrados mandibulados. Se destaca la gran variabilidad que 

presentan los peces teleósteos dada la tercera ronda de duplicación total del genoma (3R) y las posteriores 

tetraploidizaciones, reducciones del genoma y pérdida de una de las variantes del receptor posiblemente luego de la 

divergencia de los osteoglosomorfos. 2R: segunda ronda de duplicación total del genoma. (Adaptado de Gorissen y Filk, 

2014). 
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Por otro lado, como se describió en la introducción, los peces teleósteos presentan al menos 

dos variantes de GnRH. En nuestro laboratorio se obtuvieron previamente la secuencia completa de 

gnrh2 (GenBank N° de acceso: HQ444961.1) y de gnrh3 (GenBank N° de acceso: HQ444962.2). Si bien 

por cercanía filogenética y por estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ (Pandolfi y col., 

2005), se consideraba que la chanchita presentaba una tercera variante con la secuencia 

característica de seabream gnrh1, ésto no se había podido corroborar, hasta la realización de esta 

Tesis, por no contar con la secuencia nucleotídica/aminoacídica completa.  

 

 

LA HIPÓFISIS DE LOS PECES TELEÓSTEOS 

 

La hipófisis en una glándula endócrina presente en todos los vertebrados (Sower, 2015) que 

se localiza en la región ventral del cerebro. Embriológicamente se la puede dividir en la 

neurohipófisis (NH), región neurohemal, y en la adenohipófisis (AH), región glandular. A su vez, 

ambas se pueden subdividir en diferentes regiones. Dentro de la NH se encuentra la eminencia 

media (sistema de capilares sanguíneos por donde viajan los productos de secreción de las 

neuronas hipofisiotrópicas hacia la AH) y la pars nervosa (constituida principalmente por terminales 

nerviosas). A la AH se la puede dividir en pars tuberalis, porción más anterior de la glándula y hasta 

el momento solo descripta en tetrápodos; pars distalis (PD), region de mayor tamaño y lugar donde 

se localizan las células productoras de la mayoría de las hormonas hipofisarias; y pars intermedia 

(PI), porción más relacionada con la NH y ausente en aves y algunos mamíferos (Norris, 2007).  

Sin embargo, la hipófisis de peces teleósteos presenta ciertas diferencias con la de los 

tetrápodos que hacen de estos animales buenos modelos para estudios en neuroendocrinología. En 

particular, la NH está conformada por un tallo infundibular anterior y posterior, los cuales contactan 

al hipotálamo con la hipófisis, y se engrosan en sus extremos más distales interdigitando todas las 

regiones de la AH, en particular la PI donde las interdigitaciones son más profundas (Ball y Baker, 

1969) (Figura 32). De esta forma, los axones de las neuronas hipofisiotrópicas llegan desde sus 

núcleos hasta la NH y regulan las hormonas hipofisarias a través de contactos sinápticos entre las 

terminales nerviosas y las células adenohipofisarias, generando una acción directa sobre las células 

secretoras, o a través de la liberación de los factores en las porciones más internas de la hipófisis, 

reduciendo las distancias de difusión entre estos y sus células blanco (Cerdá-Reverter y Canosa, 

2009). Otras diferencias con los tetrápodos son la ausencia de una división anatómica entre la PD y 

la PI y la subdivisión de la PD en dos regiones, una anterior la pars distalis rostral y una más 

posterior la pars distalis proximal. Una característica interesante es que en teleósteos se encontró 

que las células productoras de las distintas hormonas hipofisarias están localizadas y restringidas a 





Capítulo 2 sec. 1 | 109  
 

resultados, una regulación neurovascular entre el hipotálamo y la hipófisis debería también 

considerarse posible en peces teleósteos.  
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Objetivos  

 

Considerando que el interés central de esta Tesis es estudiar la relación entre la 

alimentación y la reproducción en la chanchita, que leptina en mamíferos actúa como link entre el 

estado metabólico y la reproducción, y que Gnrh es una de las principales hormonas relacionadas 

con este último proceso, se plantea para el comienzo de este capítulo los siguientes objetivos: 

 

OBJETIVO GENERAL DE LA SECCIÓN:  

Caracterizar y evaluar la distribución de los transcriptos de los genes de leptina A, leptina B y 

el receptor de leptina de chanchita. Obtener, también, la secuencia del ARN mensajero de gnrh1. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

1. Secuenciar las regiones codificantes de los transcriptos de leptina A, leptina B, el receptor de 

leptina y de gnrh1. Predecir la secuencia primaria aminoacídica de los mismos y comparar 

estas secuencias con las publicadas en otras especies de vertebrados y en particular de 

peces teleósteos.  

2. Predecir la estructura tridimensional de LepA y LepB. 

3. Evaluar la distribución de la expresión de lepA, lepB y el receptor de leptina en distintos 

órganos de hembras y machos. 
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Materiales y métodos  

Resumen de la sección 
 

 

Se inició la caracterización de las leptinas y del receptor de leptina de la chanchita a través 

del estudio de la secuencia aminoacídica de las mismas, predichas luego de obtener las secuencias 

nucleotídicas de sus ARN mensajeros. También, se describió la secuencia de Gnrh1, dado que era 

importante para el desarrollo de esta Tesis y resultaba ser la única variante aún no caracterizada en 

esta especie. Para esto: 

Á Se secuenciaron parcial o totalmente los transcriptos de interés 

Á Se predijo la secuencia aminoacídica de los mismos y se realizaron distintos análisis 

como búsqueda de regiones conservadas, alineamientos, estudios de identidad y similitud con 

secuencias ortólogas y parálogas de otros vertebrados, análisis filogenético y modelado de la 

estructura tridimensional de estas hormonas. Estos análisis permitieron corroborar la identidad de 

las secuencias obtenidas. 

Luego, se evaluó la distribución génica de las leptinas y del receptor en diferentes órganos y 

tejidos de hembras y machos con el fin de conocer la distribución de los mismos en esta especie y 

poder plantear futuras mediciones. Estos estudios se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR en 

tiempo real. 

Por último, en base a los resultados obtenidos en el punto anterior se realizaron 

inmunohistoquímicas con el fin de identificar los tipos celulares que sintetizan las leptinas. Dado los 

resultados obtenidos a nivel de la hipófisis se decidieron realizar dobles inmunofluorescencias entre 

leptina y la hormona somatolactina con el objeto de evaluar la presencia de contactos entre las 

mismas y poder hipotetizar sobre una posible regulación directa. 
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Resultados 

 

 

SECUENCIACIÓN DE LOS TRANSCRIPTOS: gnrh1, LEPTINA A, LEPTINA B Y EL 

RECEPTOR DE LEPTINA  

 

Gnrh1 

 

En primer lugar, se amplificó un fragmento parcial de 221 pb por PCR usando primers 

diseñados a partir de secuencias de regiones conservadas del ADNc de gnrh1 de diferentes peces 

teleósteos filogenéticamente relacionados. Luego de corroborar su identidad, se diseñaron primers 

específicos con el fin de realizar nuevas PCRs y tras ensamblar todos los resultados obtener la 

secuencia codificante completa. 

La secuencia completa de gnrh1 obtenida para chanchita (Figura 33, número de acceso al 

GenBank: KP677901.1) consistió en 379 nt excluyendo la cola de poliA. Más en detalle, la secuencia 

contiene 49 nt en la región 5Ʌ no traducible (UTR, del inglés untranslated region), 285 nt en la región 

codificante y 54 nt en el extremo 3Ʌ UTR, donde se observó el típico motivo de poliadenilación 

AATAAA 22 nt río arriba del inicio de la cola de poliA. El servidor utilizado para predecir la secuencia 

aminoacídica marcó como posible inicio de la traducción una metionina que generaba un péptido 

señal de 30 aa. Sin embargo, al evaluar los largos de los péptidos señal de la variante Gnrh1 de 

peces teleósteos publicados en la base de datos del protein NCBI, se observó que los mismos 

presentan una secuencia más corta. En ese mismo marco de lectura en la secuencia de chanchita se 

observó otra metionina que podría generar un péptido señal de 22 aa, mismo largo que el descripto 

para los Cichliformes. Por esta razón, se optó por presentar esta última metionina como sitio de 

inicio de la traducción, la cual genera una preprohormona de 94 aminoácidos (aa). Los siguientes 10 

aa corresponden al péptido maduro de Gnrh, el cual presentó la misma secuencia aminoacídica que 

la descripta para la variante sea bream Gnrh1 (Tabla 11). Inmediatamente a continuación, se observó 

la señal de amidación (G), gracias a la cual el péptido maduro de GnRH se encuentra amidado en su 

extremo carboxilo terminal, y un sitio dibásico de clivaje (KR) que separa al péptido maduro de Gnrh 

del péptido Gap. La estructura obtenida de Gnrh + GKR + Gap es la misma que se describió para 

todas las variantes de GnRH en los vertebrados. 
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Figura 33: Secuencia nucleotídica y secuencia aminoacídica deducida de Gnrh1 de chanchita. En la secuencia 

nucleotídica se indica en letra minúscula la región 5Ʌ y 3Ʌ no traducibles y en letra mayúscula los distintos codones de la región 

codificante. En la secuencia aminoacídica se resalta en letra verde el decapéptido de Gnrh, y en letra negrita los aa 

correspondientes a Gap. Entre ambas secuencias se observa la señal de amidación (G) y el sitio de clivaje (KR), resaltados en 

negro. A la derecha aparece el número correspondiente al último nucleótido (nt), o último aminoácido (aa) de cada fila. En 

recuadro rojo se resalta el codon de inicio (ATG) y la respectiva metionina y subrayadado en rojo se señala otro posible codón 

de inicio de la traducción predicho por el servidor utilizado. E típico motivo de poliadenilación aparece subrayado y el * indica 

el codón de finalización de la traducción (TGA). 

 

Chanchita            Q H W S Y G L S P G 

Mammals Q H W S Y G L R P G 

Guinea-Pig Q Y W S Y G V R P G 

Chicken-I Q H W S Y G L Q P G 

Frog ɀTrp Q H W S Y G L W P G 

Sea Bream Q H W S Y G L S P G 

Pejerrey/Medaka Q H W S F G L S P G 

Herring Q H W S H G L S P G 

Catfish Q H W S H G L N P G 

Whitefish Q H W S Y G M N P G 

Stickleback Q H W S Y G L N P G 

Coelacanth Q Y W S Y D L R P G 

Elephant Shark Q H W S I D N R P 

  

 

 

Tabla 11: Secuencias aminoacídicas de GnRH1 de vertebrados 

caracterizadas hasta el momento. En verde se destaca la 

secuencia del decapéptido de Gnrh1 obtenida para la chanchita. 

En un recuadro aparte se presentan los distintos tipos de la 

variante de GnRH1 caracterizados para vertebrados según la 

revisión de Roch y col., 2014. Al comparar las secuencias se 

observa que la obtenida en esta Tesis corresponde con la de Sea 

bream. 
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Se corroboró la identidad de esta secuencia realizando una búsqueda en el servidor protein 

BLAST del NCBI, descartando de la misma el péptido señal. Éste arrojó como resultados secuencias 

de Gnrh1 de distintos peces teleósteos, observándose un porcentaje de identidad entre 82 y 92% 

(con e-values muy bajos alrededor de e-60) con otras secuencias de Cichliformes y entre 

aproximadamente 50 y 75 % con la de otros peces teleósteos. Análisis más profundos sobre la 

secuencia obtenida de Gnrh1 y la de las otras dos variantes de Gnrh se describen en el capítulo 3. 

 

Leptina A y leptina B 

 

Tras el ensamblado de los fragmentos secuenciados, se obtuvo una secuencia parcial de 

leptina A, correspondiente a la región codificante, de 353 nucleótidos, los cuales se traducen en 117 

aa (Figura 34). Al comparar con otras secuencias de peces filogenéticamente cercanos, se deduce 

que en la misma faltaron secuenciar aproximadamente 39 aa (117 nt, considerando el péptido 

señal) de la región 5Ʌ codificante y 5 aa (18 nt, incluyendo el codón de terminación) de la región 3Ʌ 

codificante. En esta región, los aa faltantes corresponden a uno de los primers utilizado para 

secuenciar. Como se explicó en materiales y métodos, esto se debe a que dada la dificultad en la 

obtención de la secuencia completa y la gran variabilidad que presenta la región 3Ʌ UTR de leptina A 

de los peces teleósteos, se optó por diseñar un primer que se una a los últimos nucleótidos de la 

región codificante la cual resulta ser más conservada. Del análisis de la secuencia obtenida y de la 

estructura tridimensional predicha (Figura 39) se pueden reconocer características conservadas de 

esta hormona como la presencia de 4 Ƽ-hélices (la predicción de la hélice A y D no se encuentra 

completa debido a la secuenciación de un fragmento parcial) y una de las cisteínas en la posición 71 

entre la hélice C y D.  

Se determinó la identidad de la misma al realizar una búsqueda en el servidor protein BLAST 

del NCBI. Éste arrojó como resultados secuencias de leptina A de peces teleósteos, siendo las 

correspondientes a los Cichliformes las que presentaron mayor porcentaje de identidad (83-88 %, e-

values cercanos a e-70). 
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Figura 34: Secuencia parcial nucleotídica y secuencia aminoacídica deducida de leptina A de chanchita. En la secuencia 

nucleotídica se indican los distintos codones de la región codificante obtenida y en la secuencia aminoacídica los aminoácidos 

deducidos utilizando el código de una letra. A la derecha de ambas aparece el número correspondiente al último nucleótido 

(nt), o último aminoácido (aa) de cada fila. En recuadro celeste se remarca una de las cisteínas conservadas que presenta 

leptina y con una línea negra se indican los aa involucrados en las ʰ-hélices según la predicción de la estructura 

tridimensional realizada con el programa I-TASSER (Figura 39).   

 

En el caso de leptina B se obtuvo una secuencia parcial de la región codificante de 316 

nucleótidos, los cuales se traducen en 104 aa (Figura 35). Al comparar con otras secuencias de peces 

filogenéticamente cercanos, se deduce que en la misma faltaron secuenciar aproximadamente 46 

aa (138 nt, considerando el péptido señal) de la región 5Ʌ codificante y 6 aa (21 nt, incluyendo el 

codón de terminación) de la región 3Ʌ codificante. Al igual que lo explicado para leptina A, estos 21 nt 

faltantes corresponden al primer utilizado para la secuenciación. En la secuencia obtenida y de la 

estructura tridimensional predicha (Figura 39) se pueden también reconocer características 

conservadas de esta hormona como la presencia de 3 Ƽ-hélices (la predicción de la hélice D no se 

encuentra completa y no se obtuvo la hélice A) y una de las cisteínas en la posición 65 entre la hélice 

C y D.  

Se determinó la identidad de la misma al realizar una búsqueda en el servidor protein BLAST 

del NCBI. Nuevamente, éste arrojó como resultados secuencias de leptina B de peces teleósteos, 

siendo las correspondientes a los Cichliformes las que presentaron mayor porcentaje de identidad 

(74 -75%, e-values cercanos a e-40). 
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Figura 35: Secuencia parcial nucleotídica y secuencia aminoacídica deducida de leptina B de chanchita. En la secuencia 

nucleotídica se indica los distintos codones de la región codificante obtenida y en la secuencia aminoacídica los aminoácidos 

deducidos utilizando el código de una letra. A la derecha de ambas aparece el número correspondiente al último nucleótido 

(nt), o último aminoácido (aa) de cada fila. En recuadro celeste se remarca una de las cisteínas conservadas que presenta 

leptina y con una línea negra se indican los aa involucrados en las ʰ-hélices según la predicción de la estructura 

tridimensional realizada con el programa I-TASSER (Figura 39).   

 

A continuación, se realizaron distintas aproximaciones que permitieron estudiar en detalle la 

identidad de las secuencias obtenidas. En primer lugar, se realizó un alineamiento múltiple con 

distintas secuencias de leptina de vertebrados con el objetivo de reconocer si, además de las 

cisteínas, las mismas presentan otros aminoácidos conservados y en particular si estos se 

encuentran presentes en las secuencias de leptina obtenidas en esta Tesis (Figura 36). Tal como ya 

se describió, se observó que en todos los vertebrados estudiados se identifican dos cisteínas 

conservadas las cuales participarían en la formación de un puente disulfuro propio de la estructura 

terciaria de esta hormona. Se observó que en la secuencia de leptina A de los peces teleósteos de 

origen más tardío, incluyendo la secuencia de chanchita, la primer cisteína conservada se encuentra 

corrida una posición hacia el extremo N-terminal con respecto a la de los otros teleósteos, a su 

correspondiente paráloga y a la de los sarcorpterigios. De las 4 hélices que presenta leptina, la 

región que corresponde a la hélice A parecería ser la más variable entre los vertebrados. En la 

secuencia de aa que formarían parte de la hélice B se encontró que todos los vertebrados 

estudiados presentan aminoácidos hidrofóbicos en las mismas 3 posiciones. En la región que 

correspondería a la hélice C se observó la mayor conservación en los aa presentando todas las 

secuencias una leucina (L), un ácido aspártico (D) y una glutamina (Q) en la misma posición, salvo 

esta última en la secuencia de leptina A de medaka. En esta hélice también se observaron 3 

posiciones con aa hidrofóbicos en todos los vertebrados analizados y otra con aa polares sin carga, 

salvo en la leptina 1 de anguila. En la hélice D se observaron 4 posiciones de aa hidrofóbicos y una 
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de aminoácidos positivos (salvo en la leptina B del pez cebra) y otra de negativos (en la secuencia de 

leptina B de chanchita no se llegó a secuenciar los nucleótidos correspondientes a este aa). 

 

 

Figura 36: Alineamiento múltiple de las secuencias de leptina de vertebrados. El alineamiento se realizó con el servidor 

MUSCLE. En verde se destacan las filas en las cuales se encuentran las secuencias parciales obtenidas de leptina de 

chanchita. En celeste se destacan las cisteínas características y conservadas de las leptinas de los vertebrados. En amarillo se 

destacan distintas posiciones de alineamiento con aminoácidos que presentan las propiedades fisicoquímicas conservadas. Y 

en naranja se indican las posiciones conservadas de los aminoácidos en todos los vertebrados analizados. Ɉ-Ɉ representa un 

gap en el alineamiento. 

 

Si bien al realizar una búsqueda en el protein BLAST la misma predijo cuál de las dos 

secuencias obtenidas correspondía al parálogo A y cuál al B, con el alineamiento recién presentado 
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se realizó un análisis filogenético para evaluar, desde otro acercamiento, en que clado se agrupaban 

las leptinas de chanchita. Se realizó un análisis de máxima parsimonia con 500 iteraciones (Figura 

37) y se observó la presencia de dos grandes grupos: uno conformado por las secuencias de los 

peces teleósteos y otro por las de los peces actinopterigios no teleósteos y la de los sarcopterigios, 

con la salvedad de la secuencia de leptina 2 de anguila que apareció dentro de este último grupo. Es 

de destacar que leptina A de chanchita se encuentra en el mismo clado que la leptina A de los otros 

teleósteos de origen más tardío analizados (clasificados dentro de Ovalentaria y Perciformes) con un 

bootstrap de 100. Mientras que lo mismo se obtuvo para leptina B con un bootstrap de 98. Este 

análisis reconfirmo la identidad de las secuencias de leptinas obtenidas en esta Tesis. 

 

 

Con el alineamiento obtenido, también, se evaluaron los porcentajes de identidad y similitud 

entre pares de secuencias. Se observó entre todos los vertebrados porcentajes bajos de identidad y 

similitud (resumidos en la Figura 38, para los valores obtenidos ver Tabla anexa a esta sección) y en 

Figura 37: Análisis filogenético de las leptinas de los vertebrados. Se realizó un análisis filogenético de máxima 

parsimonia con un bootstrap de 500. En verde se destacan las secuencias de chanchita y con un círculo rojo el valor de las 

iteraciones correspondiente a cada clado en el que aparecen las secuencias de chanchita. Se obtuvo que la secuencia que 

se consideraba como el parálogo A de chanchita, así como la respectiva de B, se agruparon dentro de los 

correspondientes clados.  
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particular entre mamíferos y peces teleósteos. Como ya había sido descripto en algunas 

publicaciones, se observó baja identidad y similitud entre las secuencias parálogas de leptina de una 

misma especie de teleósteo, siendo los valores más altos los obtenidos al comparar las dos 

secuencias de anguila. Leptina A y leptina B de chanchita presentaron un porcentaje de identidad de 

21,2 % y de similitud de 48,2 %, siendo de los valores más altos de los teleósteos analizados. En 

particular, para la secuencia de leptina A de chanchita se encontraron los mayores porcentajes 

tanto de identidad como de similitud con la secuencia de leptina A del mero, mientras que para la 

leptina B, esto se observó con la secuencia de tilapia. 
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Figura 38. Porcentajes de identidad y similitud de las secuencias de leptina para distintas especies de vertebrados. Se 

grafican los intervalos de identidad (A) y similitud (B) para pares de secuencias. Se utiliza un código de colores que se detalla 

al costado de cada cuadro. En el nombre de las especies se resalta con negro las secuencias de leptina A y B de chanchita. 

 

Como último paso para caracterizar y corroborar la identidad de las secuencias de leptina A 

y B obtenidas para chanchita, se predijo la estructura tridimensional parcial de las mismas y se 

comparó con la de humanos hallada en la base de datos del Protein Data Bank (PDB) (Código de 

identidad: 1AX8, Human obesity protein, leptin) (Figura 39). Si bien las secuencias de leptina A y B se 

encuentran incompletas, al compararlas con la de humanos se puede observar que las mismas 

presentan una estructura global muy similar. En ambas leptinas de chanchita se observan 3 ʰ-

hélices, que por lo obtenido del alineamiento se puede deducir que corresponden a las hélices B, C 

y D. Además, el programa I-TASSER al realizar las predicciones alinea las estructuras 

tridimensionales predichas con las que se encuentran en la base de datos del PDB, generando una 

lista de 10 estructuras con mayor similitud estructural. Para ambas leptinas la mayor similitud 

encontrada fue con la correspondiente a la leptina humana (1AX8). 
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Figura 39. Estructura tridimensional parcial predicha de leptina A y B de la chanchita. En la figura se muestran los 

modelos tridimensionales obtenidos para la secuencia de leptina A y B utilizando el servidor I-TASSER y la estructura 

tridimensional cristalizada de leptina de humanos. Aunque resultan parciales, en las mismas se puede observar una 

estructural global similar. 

 

 

Receptor de leptina 

 

Tras el ensamblado de todos los fragmentos secuenciados, se obtuvo una secuencia parcial 

del receptor de leptina correspondiente a la región codificante, desde el inicio del marco abierto de 

lectura. La misma consistió en 3042 nucleótidos, los cuales se traducen en 1014 aa (Figura 40). La 

secuencia obtenida presentó un posible péptido señal de 26 aa, una región extracelular de 784 aa, 

una región de un solo paso transmembrana de 23 aa (entre el aa 785 y el 807) y un segmento de la 

región intracelular de 207 aa del cual falta secuenciar gran parte del mismo (aproximadamente 126 

aa según comparaciones con otras secuencias). En la región extracelular se predijeron y 

reconocieron dominios característicos y conservados de los receptores de leptina entre los 

vertebrados: 3 dominios tipo fibronectina III (en las posiciones 199 ɀ 291 aa, 486 ɀ 575 aa y 686 ɀ 

772 aa), dos motivos triptófano/serina (WSXWS) (en las posiciones 281-285 aa y 571-575 aa), un 

dominio tipo inmunoglobulina C2 (en las posiciones 298 - 372 aa) el cual presenta dos residuos de 

cisteína conservados. En esta región también se identificó el sitio de reconocimiento y unión a 

leptina el cual se encuentra entre el 377 y 585 aa. Se predijeron aa que intervienen en el contacto 

entre dominios, característicos de los receptores tipo citoquina, los cuales acercarían espacialmente 

el primer y el segundo dominio tipo fibronectina (P199, P262, M280 y P286, P550, G567). En la región 

intracelular se predijeron dos motivos box 1 y box 2 donde interactúan las quinasas de la familia JAK, 
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particularmente JAK2, entre el 813 ɀ 822 aa y el 853 ɀ 859 aa y se identificaron dos residuos tirosina 

en las posiciones 956 y 976. 

Se determinó la identidad del mismo al realizar una búsqueda en el servidor protein BLAST 

del NCBI. Éste arrojó como resultados secuencias del receptor de leptina de peces teleósteos, 

siendo las correspondientes a los Cichliformes las que presentaron mayor porcentaje de identidad 

(82 -83%, e-values de 0).  
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Figura 40: Secuencia parcial nucleotídica y aminoacídica deducida del receptor de leptina de la chanchita. En la 

secuencia nucleotídica se indica los distintos codones de la región codificante obtenida y en la secuencia aminoacídica los 

aminoácidos deducidos en el código de una letra. A la derecha de ambas aparece el número correspondiente al último 

nucleótido (nt), o último aminoácido (aa) de cada fila. Entre corchetes aparece la secuencia predicha del péptido señal. Con 

un subrayado simple se indican los 3 dominios tipo fibronectina III, con un subrayado doble el dominio tipo inmunoglobulina 

C2 en el cual se indicó con círculos azules los dos residuos de cisteína conservados, y con un recuadro verde el sitio de 

reconocimiento a leptina. En un rectángulo con bordes rosas se resaltan los 2 motivos triptófano/serina (WSXWS) que 

presenta esta secuencia. Con círculos rojos se indican los aa que intervienen en el contacto entre dominios de fibronectina III. 

En recuadro naranja se indica la región transmembrana, en amarillo los motivos de unión JAK2 y con circulo violetas los 

residuos tirosina fosforilables.  

 

A continuación, se realizó un alineamiento múltiple con distintas secuencias del receptor de 

leptina de vertebrados el cual se utilizó para realizar el análisis filogenético (Figura 41) y el calculó de 

los porcentajes de identidad y similitud entre pares de secuencias (Figura 42). En el análisis 

filogenético de máxima parsimonia con 500 iteraciones se puede observar la presencia de dos 

grandes grupos: uno conformado por las secuencias de los peces teleósteos y otro por las de los 

sarcopterigios y condirctios. Se observó que la secuencia del receptor de leptina de chanchita se 

encuentra en el mismo clado que la correspondiente de tilapia con un bootstrap de 100.  

 

 

Figura 41. Análisis filogenético del receptor de leptina de los vertebrados. Se realizó un análisis filogenético de 

máxima parsimonia con un bootstrap de 500. En verde se destaca la secuencia de chanchita y con un círculo rojo el valor 

de las iteraciones correspondiente a cada clado en el que aparece la secuencia de chanchita. Ésta se agrupó con las 

respectivas secuencias de peces teleósteos, y más específicamente con los cichliformes.  
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En cuanto a los porcentajes de identidad y similitud entre pares de secuencias calculados 

para el receptor de leptina en vertebrados, se observaron porcentajes bajos para los mismos 

(resumidos en la Figura 42, para los valores obtenidos ver Tablas anexa a esta sección) y en 

particular entre sarcopterigios y peces teleósteos. Los valores más altos obtenidos fueron al 

comparar las secuencias de xenopus con clawed frog. El receptor de leptina de chanchita presentó 

porcentajes de identidad cercanos a 25,8% y de similitud cercanos a 35% con respecto a las 

secuencias de mamíferos analizadas. Los mayores porcentajes los obtuvo con la secuencia 

correspondiente de tilapia del Nilo, siendo 83,82% y 86,55%, respectivamente. 
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Figura 42. Porcentajes de identidad y similitud de las secuencias del receptor de leptina para distintas especies de 

vertebrados. Se grafican los intervalos de identidad (A) y similitud (B) para pares de secuencias. Se utiliza un código de 

colores que se detalla al costado de cada cuadro. En el nombre de las especies se resalta con negro las secuencias de 

chanchita. 

 

 

DISTRIBUCIÓN DE LOS TRANSCRIPTOS DE LEPTINA A, LEPTINA B Y DEL 

RECEPTOR DE LEPTINA 

 

Se realizó la distribución del transcripto de leptina A, leptina B y del receptor de leptina en 

diferentes órganos y en el tejido adiposo tanto en individuos machos como en hembras. Se 

diseñaron primers específicos para PCR en tiempo real los cuales amplificaban una región de 98 pb 

para leptina A (entre el final de la hélice A y el inicio de la hélice B), de 86 pb para leptina B (entre la 

región media de la hélice C y D y el final de la hélice D), de 122 pb para el receptor de leptina (entre 

la región transmembrana y la secuencia intermedia de la box 1 y 2 de JAK2, correspondiente a la 

región intracelular). La expresión de ƽ-actina fue similar en todas las muestras analizadas. 

Leptina A (Figura 43) se expresa en las tres regiones del encéfalo, observándose una 

tendencia a una mayor expresión en el encéfalo medio-posterior en ambos sexos. También, se 

detectó expresión en hígado, tejido adiposo y gónadas, siendo muy baja la expresión de leptina A en 

el ovario (aproximadamente 100 veces menor a la medida en otros órganos). En la hipófisis solo se 

detectaron mensajeros en los machos. Se repitió la medición en otras hipófisis provenientes de dos 
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hembras distintas y en ninguna de las mediciones se detectó amplificación de lepA. En el gráfico se 

observa la ausencia de error estándar en los niveles de mensajero del hígado en ambos sexos y del 

tejido adiposo en machos, lo cual se debe a que en uno de los ejemplares analizados no pudo 

detectarse expresión.  

 

 

 

Figura 43. Expresión génica relativa de leptina A en distintos órganos y tejidos de machos y hembras de chanchita. En 

los gráficos se observan ciertas diferencias en la expresión relativa de leptina A entre ambos sexos, como ser la no detección 

de expresión en la hipófisis de hembras y los bajos niveles detectados en el ovario con respecto a los otros órganos 

analizados (insert en figura). En ambos sexos se observa que la mayor expresión relativa de leptina A parecería encontrarse 

en el encéfalo medio y posterior (enc. med-post). Los niveles de mensajero leptina A y actina se midieron por la técnica de 

PCR en tiempo real (n= 2). Se grafica la media de la expresión relativa ± S.E.M. u.a.: unidades arbitrarias.  

 

En cuanto a la distribución de leptina B (Figura 44), se observa igual distribución en órganos 

y tejidos entre machos y hembras. Nuevamente se detectó niveles de mensajero en las tres 

regiones del encéfalo y también en gónadas y tejido adiposo de ambos sexos. En las condiciones de 

PCR en tiempo real realizadas, no fue posible medir expresión en hipófisis ni en hígado de machos o 

hembras. Se repitieron las mediciones en hipófisis e hígado de dos machos y dos hembras más sin 

detectar amplificación.  
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 Figura 44. Expresión génica relativa de leptina B en distintos órganos y tejidos de machos y hembras de chanchita. En 

los gráficos se observa expresión en los mismos órganos y tejidos al comparar entre machos y hembras. No se detectó 

niveles de mensajero en la hipófisis o en el hígado para ninguno de los dos sexos. Los niveles de mensajero leptina B y actina 

se midieron por la técnica de PCR en tiempo real (n=2). Se grafica la media de la expresión relativa ± S.E.M. u.a.: unidades 

arbitrarias. 

 

 Por último, el receptor de leptina se expresa en todos los órganos analizados tanto en 

machos como en hembras (Figura 45), resultando llamativo los niveles de mensajeros detectados en 

la hipófisis en ambos sexos (donde parecería haber más del doble de expresión con respecto a los 

otros órganos analizados).  

 

 

Figura 45. Expresión génica relativa del receptor de leptina en distintos órganos y tejidos de machos y hembras de 

chanchita. En los gráficos se observa el mismo perfil de expresión relativa entre ambos sexos. Resulta llamativa la elevada 

expresión detectada en la hipófisis de ambos sexos. Los niveles de mensajero del receptor de leptina y de actina se midieron 

por la técnica de PCR en tiempo real (n= 2). Se grafica la media de la expresión relativa ± S.E.M. enc. med-post: encéfalo 

medio y posterior, u.a.: unidades arbitrarias. 
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INMUNODETECCIÓN DE LEPTINA  

 
En base a los resultados obtenidos de la distribución de los transcriptos y con la idea de 

identificar los tipos celulares que expresan leptina en la chanchita se realizaron IHQ en los distintos 

órganos.  

En primer lugar, se estudió la especificidad del anticuerpo utilizado mediante una 

electroforesis en un gel SDS-PAGE seguido por la técnica de Western blot. Se observó una única 

banda que se encontraba entre las bandas de 15 y 25 kDa del marcador de peso molecular, la cual 

no se detectó en la calle en la que se omitió la incubación con el anticuerpo primario (Figura 46). 

Como control positivo se corrió en paralelo células BeWo las cuales expresan leptina humana 

(Masuzaki y col., 1997). Se obtuvo una banda entre 35 y 40 kDa que correspondería al dímero de 

leptina.  

 

 

 

En cada IHQ realizada se llevó a cabo un control negativo de omisión de anticuerpo primario 

en secciones continuas a las incubadas con el anticuerpo Y20. En todos los casos se observó 

ausencia de marca ante el revelado (tal como se presenta en cada figura). 

Debido a la detección de mensajeros de ambas leptinas en las tres regiones del encéfalo se 

comenzó realizando IHQ contra leptina en cortes transversales y parasagitales del cerebro que 

presentaban la hipófisis unida. No se obtuvo inmunomarca en ninguna región del encéfalo (salvo en 

algunos cortes en los cuales se observaron pocas fibras aisladas, resultados no mostrados). Sin 

embargo, se detectó una alta densidad de fibras inmunoreactivas (-ir) en la neurohipófisis asociada 

a la pars intermedia (Figura 47), lugar donde se sintetizan y secretan la hormona melanocito 

estimulante y la hormona Sl.  

Figura 46. Control de especificidad del anticuerpo 

Y20 utilizado en las IHQ. Se realizó una electroforesis 

en un gel SDS-PAGE seguido por la técnica de Western 

blot. En el gel se observa una banda que 

correspondería al dímero de leptina en la línea celular 

de placenta humana. Mientras que en la chanchita se 

detectó una única banda entre 15 y 25 kDa que 

representaría el monómero de leptina. Esta banda no 

se detectó en el control negativo de omisión del 

anticuerpo primario. En la composición de esta imagen 

se invirtieron los tonos con respecto a lo obtenido al 

revelar. Para visualizar el marcador se fotografió al gel 

con luz clara. Ac: anticuerpo.   
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Figura 47. Inmunohistoquímica contra leptina en la hipófisis de chanchita. En la figura se muestran microfotografías 

representativas de la inmunomarca de leptina obtenida (a-b) en la pars Intermedia de la adenohipófisis. En c) se muestra el 

control negativo por omisión del anticuerpo primario en el cual no se observa inmunomarca. Todas las figuras están 

orientadas con la región anterior hacia la izquierda, para mayor claridad, sólo se marcan en la figura a) las 3 regiones de la 

adenohipófisis. PDR: pars distalis rostral; PDP: pars distalis proximal: PI: pars intermedia.  

 

A continuación, se procedió a realizar IHQ en el hígado y las gónadas de la chanchita. En el 

hígado se realizó IHQ en cortes provenientes de animales alimentados o de animales sometidos a 

restricción alimentaria por un período de 3 semanas (Figura 48). Se observa claramente que los 

hígados provenientes de animales alimentados presentan hepatocitos de mayor tamaño. La 

inmunomarca más intensa obtenida fue en las células glandulares correspondientes al páncreas 

exocrino, donde se observa el citoplasma perinucleolar claramente marcado (Figura 48g, h). Si bien 

parecería que los hepatocitos se encuentran inmunomarcados, específicamente los de los animales 

no alimentados, al comparar la intensidad de color obtenido con respecto a los controles de 

omisión del anticuerpo primario, este parecería corresponder a una marcación inespecífica. 
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Figura 48. Inmunohistoquímica de leptina en el hígado de la chanchita. En la figura se muestran microfotografías 

representativas de la inmunomarca de leptina obtenida en hígados provenientes de animales alimentados (a, d y g) y de 

animales sometidos a restricción alimentaria (b, e y h). Se observa una clara inmunomarcación en las células 

correspondientes al páncreas exócrino. En la columna de la derecha (c, f, i) se muestra el control negativo por omisión del 

anticuerpo primario en el cual se puede observar que las células del páncreas exocrino no presentan inmunomarcación de 

leptina. * indica los centros melanomacrofágicos los cuales presentan color por el pigmento que contienen (Haaparanta y 

col., 1996).  

 

En cuanto a la IHQ realizada en las gónadas, se pudo detectar una clara inmunomarcación 

de leptina en las células foliculares de todos los estadios presentes en el ovario y en el ooplasma 

principalmente en los folículos en vitelogénesis inicial y media (Figura 49). No se obtuvieron 

resultados en el testículo debido a que la técnica mostró mucha inespecificidad, la cual no pudo ser 

bloqueada. 
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Figura 49. Inmunohistoquímica de leptina en ovario 

de la chanchita. En la figura se muestran 

microfotografías representativas de la inmunomarca de 

leptina en el ooplasma (a) (por ejemplo, el folículo en 

vitelogénesis inicial indicado con la flecha) y en las células 

foliculares en todos los estadios observados de 

maduración de los folículos (c-f). ev: envoltura vitelina; 

PV: placas de vitelo. En b y g) se muestra el control 

negativo por omisión del anticuerpo primario en el cual 

no se observa inmunomarca. 
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Conclusión general 
 

En esta Tesis se plantearon las siguientes hipótesis: 

 

Capítulo 1: individuos machos y hembras de chanchita sometidos a una restricción 

alimentaria prolongada presentan una disminución funcional de su eje reproductivo lo cual 

afecta su gametogénesis.  

  

Los resultados obtenidos muestran que, en esta especie, el hambreado no tuvo un efecto 

negativo sobre el eje reproductivo de machos y hembras, por lo cual se rechaza la hipótesis 

planteada. En particular en machos, la restricción alimentaria aceleró la espermatogénesis, mientras 

que en hembras no se detectó efecto del hambreado sobre el eje reproductivo, aunque se observó 

una dependencia con la época del año en la que se realizaron los experimentos.  

 

Capítulo 2: Leptina A presenta una estrecha relación con la alimentación en chanchita, 

actuando como señal del estado energético tanto a nivel hepático como central. 

 

En una primera etapa se caracterizaron los parálogos de leptina y su receptor. Ambas 

hormonas presentaron la misma estructura tridimensional que la descripta en humanos y una 

distribución diferencial en los distintos órganos, sugiriendo, por su localización, que leptina A sería 

la variante relacionada con la regulación energética, mientras que leptina B con la reproducción. 

Para el receptor se predijeron y reconocieron dominios característicos y conservados de la 

superfamilia de receptores tipo citoquina I y en particular de los receptores de leptina. Este receptor 

se encuentra ampliamente distribuido en todos los órganos analizados y en particular presentan 

una elevada expresión en la hipófisis. Por inmunohistoquímica se detectó que las células foliculares 

de todos los estados de la foliculogénesis y los oocitos en vitelogénesis temprana son 

inmunorreactivos a leptina. Por último, por doble inmunofluorescencia se observaron fibras de 

leptina-ir inervado la pars intermedia cercanas a las células productoras de somatolactina. 
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