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Resumen

Las conductas agonisticas, ampliamente presentes en animales, surgen cuando
co-especificos compiten por recursos limitados y determinan el acceso a los mismos.
Las bases neuroenddcrinas de estas conductas estan conservadas en vertebrados. La
agresion reproductiva entre machos es promovida por la testosterona (T) gonadal. Sin
embargo, algunas especies exhiben intensa agresién territorial no reproductiva
(ATNR), con bajos niveles de T circulantes. En aves y mamiferos la ATNR esta vinculada
a neurosintesis de estrégenos; otros taxones permanecen sin ser explorados. En peces,
la agresion macho-macho reproductiva es promovida por el principal esteroide sexual
masculino, el andrégeno bioactivo 11-cetotestosterona (11-KT). Utilizamos un modelo
teledsteo ventajoso para abordar los mecanismos de la ATNR, Gymnotus omarorum,
pez eléctrico sexualmente monomérfico, reproductor estacional y territorial, con una
dindmica de contienda bien descrita. La hipdtesis de trabajo sostiene que la ATNR de
G. omarorum es modulada por hormonas esteroides no gonadales. Encontramos que
en el periodo no reproductivo la conducta agonistica entre machos de G. omarorum es
indistinguible de la reportada en diadas intra e inter-sexuales, y que altos niveles de
ATNR se producen pese a los bajos niveles circulantes de andrégenos, ya que la 11-KT
plasmatica no correlaciona con la dominancia ni con los niveles agresidon. Por otra
parte evidenciamos que la ATNR en diadas macho-macho de G. omarorum depende de
la conversién de andrdégenos a estrogenos, dado que la inhibicién de la enzima
aromatasa distorsiona las contiendas y disminuye los niveles de agresiéon de los
individuos tratados. Por ultimo, demostramos que la ATNR de G. omarorum depende
de hormonas esteroides extra-gonadales, ya que la conducta agonistica persiste en
animales castrados. Los resultados obtenidos en esta tesis constituyen la primera
evidencia en teledsteos de un papel critico de la aromatasa en la ATNR, mediando
efectos de hormonas esteroides no gonadales. Esta regulacidon puede constituir una
estrategia general que ha evolucionado en vertebrados con el fin de lograr que con

bajos niveles de esteroides sexuales el comportamiento agresivo sea viable.

Palabras clave: Teledsteo, conducta agonistica no reproductiva, andrégenos,

11-cetotestoterona, aromatasa, estrogeno, castracion.



Abstract

Agonistic behavior, displayed by virtually all organisms, arises from the
competition between co-specific individuals for the access to limited resources. The
neuroendocrine bases of these behaviors are conserved in vertebrates. During the
breeding season, gonadal testosterone (T) stimulates male-male aggression in a broad
range of species. Interestingly, some species exhibit intense non-breeding territorial
aggression (NBTA), regardless low levels of plasmatic T. In mammals and birds, NBTA is
modulated by neurosynthesis of estrogens; its study in other taxa remains unexplored.
In teleost fish, male-male breeding aggression is positively correlated to circulating
levels of androgens, particularly the bioactive teleost androgen, 11-ketotestosterone
(11-KT). This work deals with the weakly electric fish Gymnotus omarorum, an
advantageous teleost model to address the mechanisms of NBTA. G. omarorum is a
sexually monomorphic seasonal breeder, highly aggressive, with a well-described
agonistic behavior. The working hypothesis holds that NBTA of G. omarorum is
modulated by non-gonadal steroid hormones. We found that during the non-breeding
season, agonistic behavior between males of G. omarorum is indistinguishable from
the one reported in intra and inter-sexual dyads; and high levels of NBTA occur despite
low circulating levels of androgens, since 11-KT plasma does not correlate with the
dominance or aggression levels. Furthermore we show that the NBTA in male-male
dyads G. omarorum relies on the conversion of androgens to estrogens, since
inhibition of the aromatase enzyme distorts contests and decreases aggression in
treated animals. Finally, we show that NBTA of G. omarorum depends on extra-
gonadal steroid hormones, since agonistic behavior persists in castrated animals. This
is the first study in a teleost fish to evidence a critical role of the aromatase enzyme on
non-gonadal steroid hormones. This regulation may be a general strategy developed in

vertebrates to secure aggressive behavior despite low levels of sex steroids.

Keywords: Teleost fish, non-breeding agonistic behavior, androgens, 11-

ketotestosterone, aromatase, estrogen, castration.



Introduccidon y antecedentes

Conducta agonistica y agresion

Las interacciones agonisticas estan ampliamente presentes en animales vy
surgen como respuesta a situaciones de conflicto entre individuos de una misma
especie cuando compiten por el acceso a recursos limitados (tales como pareja, sitios
de nidificacién, alimento o refugio) (Austad, 1983; Huntingford and Turner, 1987).
Estas interacciones en general siguen las mismas fases estereotipadas: a) pre-conflicto,
o fase de evaluacién; b) contienda, fase donde ocurren los despliegues agresivos; y c)
post-resoluciéon, a partir de la resolucion del conflicto. Los comportamientos
agonisticos son todos aquellos que se expresan durante un encuentro agonistico y
cumplen tanto funciones de amedrentamiento (ej.: amenaza o agresién) como de
sumision (ej.: respuesta de escape) (King, 1973). Agresidn se define, en este marco,
como los despliegues realizados con intencidn de ocasionar dafio fisico a otro co-
especifico (Nelson, 2006). De esta forma, las conductas agonisticas implican el
establecimiento de relaciones de dominancia y subordinacién entre los contendientes

gue habilitan el acceso al recurso en contienda (King, 1973; Lorenz, 1966).

Bases neuroenddcrinas de los comportamientos agonisticos

Control neural de la agresion

El control del comportamiento social depende de circuitos neurales que se
conocen como la red de comportamiento social (RCS) (social behavior network), y sus
nodos se ubican en areas del cerebro en el prosencéfalo limbico y el mesencéfalo

(Newman, 1999; O’Connell et al., 2013). En mamiferos, la RCS consta de 6 nodos: area



predptica media, septum lateral, hipotdlamo anterior y ventromedial, nucleo de la
estria terminalis, sustancia gris periacueductual y amigdala medial. Estos nodos estan
conectados reciprocamente, tienen receptores de hormonas esteroides en una amplia
gama de taxones (destacando el rol que estas hormonas pueden tener en la regulacién
de la actividad de esta red, y por lo tanto, en los comportamientos sociales) y cada uno
de ellos esta involucrado de distinta forma en los multiples comportamientos sociales
(tales como el comportamiento agresivo o reproductivo). Se ha propuesto que la RCS
integra informacién y produce una respuesta con un patréon espacio-temporal de
actividad neuronal distintivo de acuerdo a cada fenotipo, contexto social, etc.
(Newman, 1999) (Goodson and Kabelik, 2009). Aunque los despliegues
comportamentales (ej.: agonisticos) presentan un alto grado de variabilidad, los
circuitos neurales implicados en la modulacién de las conductas, los ejes enddcrinos
que modulan estas redes neurales (ej.: hipotalamo-hipéfisis-gonadal) y las hormonas
involucradas (ej.: testosterona) se encuentran altamente conservados en vertebrados
(Goodson et al.,, 2005). En aves, se han encontrado homologias con la RCS de
mamiferos: estd compuesta por los mismos nodos (a diferencia de la amigdala medial
que se conoce como el nucleo taeniae) e incluso presentan patrones de activacién
similares en contextos sociales semejantes (Goodson, 2005). Asimismo, en los peces
teledsteos se reconocecen la sustancia gris periacueductal central, el drea pre-éptica y
el hipotdlamo anterior y se ha propuesto que hay nucleos homodlogos a los de la RCS en
mamiferos: el nldcleo supra comisural del telencéfalo ventral se propone homdélogo a la
amigdala, el ndcleo ventral del telencéfalo ventral al septum, el ndcleo tuberal anterior
al hipotdlamo ventromedial (Goodson, 2005). La conservacion de estas areas ofrece un
escenario que habilita realizar estudios que permitan establecer patrones de control

del comportamiento generales en los vertebrados (Goodson and Kabelik, 2009).

Modulacion de la agresién reproductiva

En vertebrados, las conductas agonisticas se observan principalmente en
contexto reproductivo y en contiendas entre machos donde es ampliamente aceptado

gue el principal andrégeno producido por los testiculos, la testosterona (T), promueve



la agresion (Wingfield, 2005). Esto se ha comprobado principalmente por dos tipos de
evidencias. En primer lugar, se ha demostrado que niveles plasmaticos elevados de T
son necesarios para la ocurrencia de agresion; experimentos de castracién (donde se
elimina la principal fuente de T circulante) y reemplazo hormonal han proporcionado
fuerte evidencia en este sentido en reptiles (Moore and Marler, 1987), aves
(Balthazart, 1983; Wingfield and Hahn, 1994) y mamiferos (Vandenbergh, 1971). En
segundo lugar, el patrén temporal de secrecién de T es plastico y varia segun el
contexto social; se ha visto que las interacciones agresivas inducen un aumento de los
niveles plasmaticos de T en los machos entre 10 y 30 minutos luego del encuentro,
favoreciendo la persistencia de la agresion frente a nuevos estimulos (Wingfield et al.,
1990; Wingfield et al.,, 2006). Se plantea que los andrégenos (y las hormonas
esteroides en general) actlan sobre el sistema nervioso central (SNC) modulando la
actividad de sus blancos cuando actian como ligandos para los factores de
transcripcion, lo que se conoce como efectos gendmicos de las hormonas esteroides.
De esta forma las hormonas esteroides modulan la actividad los distintos nodos de la
RCS actuando indirectamente sobre el comportamiento pero no de forma determinista
sobre la ejecuciéon de una conducta (Adkins-Regan, 2005). Estos efectos de las
hormonas esteroides sobre el SNC requieren varias horas (incluso dias) para
desarrollarse y producen cambios persistentes en la fisiologia y el comportamiento

(McCarthy et al., 2009).

Por otra parte, se ha observado que en muchos casos la modulacién hormonal
de la agresion reproductiva tradicionalmente atribuida a los andrdgenos, se debe en
realidad, a su conversién a estrégenos por parte de la enzima aromatasa. Schlinger y
Callard (Schlinger and Callard, 1990) llevaron a cabo los primeros experimentos que
mostraron que niveles circulantes altos de T y de estradiol (E2) promueven el
comportamiento agresivo en la codorniz Coturnix coturnix japonica. Sin embargo, en
esta especie, la agresion disminuye por la administracion de inhibidores de la enzima
aromatasa y blogueantes de receptores de estrogenos (RE) pero no por antagonistas
de los receptores de andrégenos (RA). Asimismo, en mamiferos, se ha demostrado que
los RE nucleares que actian como factores de transcripcién tienen un rol clave la

agresién reproductiva entre machos: ratones knockout del REa muestran una



disminucion de la agresion (Ogawa et al., 1997; Scordalakes and Rissman, 2003) vy el
numero de células positivas de REa en varias regiones del cerebro se correlaciona
positivamente con la agresidon (Trainor et al., 2006). Incluso, han habido algunos
reportes de especies que despliegan agresion reproductiva independientemente de las

hormonas esteroides circulantes (Apfelbeck et al., 2013; landys et al 2013).

Modulacion de la agresion no reproductiva

Aunque numerosas especies de vertebrados exhiben altos niveles de agresion
Unicamente en el periodo reproductivo, se ha reportado que otras especies de
vertebrados defienden agresivamente sus territorios durante todo el afio. La expresién
de agresion territorial no reproductiva (ATNR), cuando las génadas estan en reposo y
los niveles de hormonas esteroides circulantes son bajos, impone un desafio a los
paradigmas tradicionales donde la T gonadal cumple un rol fundamental en la
modulacion de la misma. En algunas especies de aves, se ha estudiado en profundidad
la regulacion de agresidn territorial durante el periodo no reproductivo y su relacién
con hormonas esteroides. En estos modelos, se plantea que la territorialidad durante
el periodo no reproductivo deberia ser independiente de la T plasmatica ya que en
este periodo los machos presentan testiculos pequefios y los niveles de T circulante
son bajos en comparacion con los del periodo reproductivo (Wingfield and Hahn,
1994). Esto es esperable, ya que niveles altos de T pueden acarrear dramaticos costos,
como por ejemplo, aumento de la tasa metabdlica basal, disminucién de los depdsitos
de grasa, inhibicion del sistema inmunolédgico, asi como la inducciéon del
comportamiento reproductivo en momentos inapropiados, mientras que, durante el
periodo no reproductivo, la disponibilidad de alimentos y la temperatura son bajas
(Wingfield et al.,, 2006). De esta forma, se postula que los mecanismos
neuroenddcrinos podrian haber evolucionado para favorecer el mantenimiento de la
agresién en contextos no reproductivos, eludiendo los costos deletéreos de la alta T
circulante (Soma, 2006). En este sentido, numerosos estudios demuestran que la ATNR
en aves (Gwinner et al., 1994; Logan and Wingfield, 1990; Soma and Wingfield, 1999;
Wingfield, 1994; Wingfield et al., 1997), mamiferos (Caldwell et al., 1984; Demas et al.,



2007; Jasnow et al., 2000) y reptiles (Moore and Marler, 1987) persiste incluso después
de la castracién, indicando que en el periodo no reproductivo la agresidon es

independiente de las hormonas gonadales.

Wingfield y colaboradores (Wingfield et al., 2001) explican el mantenimiento de
la ATNR con niveles plasmaticos bajos de esteroides sexuales por al menos dos

mecanismos:

1) precursores esteroideos inertes son sintetizados en los érganos periféricos y
convertidos a hormonas esteroides bioactivas en el cerebro. En aves y mamiferos se ha
demostrado que los andrégenos y estréogenos pueden sintetizarse localmente en el
cerebro a partir de precursores esteroideos extra gonadales, tales como
dehidroepiandrosterona adrenal (DHEA) (Demas et al.,, 2007; Soma and Wingfield,
2001; Soma et al., 2008). Las aves Melospiza melodia, presentan elevadas
concentraciones plasmaticas de DHEA vy la capacidad de metabolizarlo a nivel central
(ya que expresan las enzimas esteroidogénicas apropiadas para ello) y la

administracion de DHEA aumenta la agresividad (Soma et al., 2008).

2) sintesis de novo de esteroides sexuales en el cerebro a partir del colesterol,
independientemente de las génadas y otros tejidos periféricos, proceso reportado en
mamiferos (Tsutsui et al., 2000) y aves (Tsutsui and Yamazaki, 1995; Tsutsui et al.,

2003).

Al igual que en el periodo reproductivo, los estrégenos han sido relacionados
con la regulacién de la ATNR en aves aunque probablemente su origen no sea gonadal
(Hau et al., 2000; Schlinger et al., 1992; Soma and Wingfield, 1999; Soma et al., 1999;
Soma et al., 2000b; Soma et al., 2000a). En M. melodia, la actividad de la aromatasa
cambia en regiones especificas del cerebro y correlaciona positivamente con Ia
agresion (Soma et al., 2003); la inhibicion de esta enzima reduce significativamente la

expresion de ATNR (Soma and Wingfield, 1999; Soma et al., 1999); y los efectos de esta



inhibicidon son revertidos por la administracion exégena de E2 (Soma et al., 2000b;
Soma et al., 2000a). Ademas de los tradicionales efectos a largo plazo de las hormonas
esteroides sobre la modulacién de la agresidn, las hormonas esteroides pueden ejercer
efectos rdpidos no-gendmicos, que estan mediados, al menos en parte, por acciones
sobre receptores unidos a la membrana plasmética (Wehling and Losel, 2006) o por la
modulacion alostérica de receptores para diversos neurotransmisores (Pinna et al.,
2006). De esta forma, los estrogenos han demostrado ser potentes neuroesteroides
con efectos rapidos en aves y mamiferos (Balthazart et al., 2006; Cornil et al., 2006;
Charlier et al., 2011; Pradhan et al., 2008; Pradhan et al., 2010; Remage-Healey et al.,
2010; Taziaux et al., 2007; Woolley, 2007) y pueden aumentar rdpidamente el
comportamiento agresivo y la sefializacion intracelular en las regiones del cerebro
asociadas con el comportamiento social con cursos de tiempo que difieren entre los
periodos reproductivo y no reproductivo (Heimovics et al., 2012; Trainor et al., 2007;
Trainor et al, 2008). Las vias de sefalizacion pasan de ser mecanismos
predominantemente gendmicos (con efectos en > 30 minutos) en el periodo
reproductivo, a principalmente no-gendmicos (<30 minutos) en el periodo no
reproductivo (Heimovics et al., 2012; Heimovics et al., 2015; Trainor et al., 2007;
Trainor et al., 2008). En conjunto, estos resultados incentivan a explorar en otros
taxones si la regulacién estrogénica de la agresidn no reproductiva es una

caracteristica general en vertebrados.

Modulacion esteroidea de la agresion reproductiva en machos teledsteos

En los peces teledsteos, al igual que en otros taxones, los estudios de la
modulacidon neuroenddcrina de la agresion se han limitado a machos y al periodo
reproductivo donde se observa que las hormonas esteroides juegan un rol
preponderante en la modulacién de la agresién. En particular, el principal esteroide
sexual vinculado a la agresion reproductiva en machos de teledsteos es el andrégeno
bioactivo (no aromatizable) 11-cetotestosterona (11-KT) (Borg, 1994). La adquisicidén
de un territorio en Sparisoma viride produce un incremento en los niveles de T asi

como los de 11-KT (Cardwell and Liley, 1991). En varias especies de ciclidos los niveles



de 11-KT plasmaticos en machos aumentan en respuesta a un intruso (Hirschenhauser
et al.,, 2004) y son mayores en dominantes que en subordinados (Morandini et al.,
2014; Oliveira et al., 1996; Ramallo et al., 2014), asi como la administracidon exégena de
andrégenos produce un aumento en los niveles de agresion desplegada en encuentros
macho-macho (revisado en (Gongalves and Oliveira, 2010)). En la agresion
reproductiva entre machos de Astatotilapia burtoni, los individuos dominantes tienen
mayores niveles plasmaticos de andrdégenos que los subordinados (Parikh et al., 2006);
la castracién disminuye los niveles de Ty 11-KT, provocando un descenso en los niveles
de agresién (Francis et al.,, 1992); y los niveles de agresién se correlacionan
positivamente con los niveles de transcriptos de receptores de andrégenos en el
cerebro (Maruska and Fernald, 2010). En Amatitliana Nigrofasciata el bloqueo de los

receptores de androgenos disminuye la agresidn (Sessa et al., 2013).

Por otra parte, existen muy pocos reportes de estudios sobre ATNR en
teledsteos (Batista et al., 2012; Vullioud et al., 2013) y no se han explorado auln sus

mecanismos neuroenddcrinos subyacentes.

Gymnotus omarorum como modelo neuroetoldgico para el estudio de la

agresion en vertebrados

Los peces eléctricos tienen la capacidad de generar y detectar campos
eléctricos para la electrolocalizacién asi como para la comunicacion social. La Descarga
del Organo Eléctrico (DOE) posee informacién que los individuos emplean en distintos
contextos sociales (Stoddard, 2006). Durante las interacciones sociales, estos animales
despliegan conductas con componentes locomotores y eléctricos conspicuos vy
facilmente cuantificables, lo que los hace modelos ventajosos para el estudio de las
bases neuroenddcrinas de la conducta. Gymnotus omarorum (Richer-de-Forges et al.,
2009) es un pez eléctrico autéctono de descarga débil que habita en zonas litorales de
cuerpos de agua dulce (fig. 1). Es una especie territorial, solitaria, con alta fidelidad al

sitio e intolerancia a la presencia cercana de co-especificos (L. Zubizarreta,



comunicacion personal), sin dimorfismo sexual morfoldgico ni electrofisiolégico y que

presenta reproduccién estacional (Batista, 2011).

Ll
Fig. 1- Ejemplar de la especie G. omarorum. Foto: Pablo Vaz.

La presente tesis se desarrolld en el marco de una linea de trabajo
neuroetoldgica que ha descrito el comportamiento social de esta especie y su
neuromodulacién. La descripcién de la conducta agonistica de G. omarorum, permitié
identificar que es la Unica especie conocida de teledsteos que presenta agresidn intra e
inter-sexual, tanto en periodo reproductivo como no reproductivo. Las observaciones
previas del grupo establecieron que en periodo no reproductivo, la resolucién del
conflicto esta determinada por asimetrias de tamano y es independiente del sexo de
los individuos. Es decir, en esta especie la diferencia de peso es un buen predictor de la
dominancia, el contendiente de mayor tamafo seria el vencedor de una diada cuando
la diferencia de peso es mayor al 5% (Batista et al., 2012). Esta especie exhibe una
dindmica de contienda bien descrita donde se pueden distinguir las 3 fases
caracteristicas del encuentro agonistico delimitadas por parametros locomotores
conspicuos (fig. 2). Como resultado del combate, se establecen marcadas relaciones de
dominancia y subordinacién. La sumisién en G. omarorum se manifiesta por la retirada
del subordinado y por la emisidn de sefiales eléctricas distintivas que constituyen
despliegues de subordinacion de facil cuantificacion (Batista et al., 2012; Perrone,
2012; Silva et al., 2013). Las sefiales eléctricas sociales transitorias (SES) emitidas por

subordinados se basan en modificaciones de la amplitud y frecuencia de la DOE.
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Durante las contiendas, comunmente se producen SES de dos tipos, interrupciones de
la DOE llamados offs, y aumentos abruptos y breves en la frecuencia de la DOE
llamados chirps (fig.2) (Batista et al., 2012). Una vez que se establece la dominancia en
la post-resolucién, el subordinado también sefializa su estatus produciendo un
descenso de la frecuencia basal de la DOE respecto a si mismo en el pre-conflicto y

respecto a su contendiente en la post-resolucion (Perrone, 2012; Silva et al., 2013).

1er ataque Resolucion del conflicto
30.5s 147 s ,, 600s

| // |

Pre-conflicto conflicto . Post-resolucion
1e§ off 1erlchirp
Off Chirp
HH&HWHWWHW | MW}H 01V
100 ms

Fig. 2- Dinamica de la contienda (arriba). SES (abajo). Modificado de Batista et al., 2012.

En suma, G. omarorum es un excelente modelo para el estudio de los

mecanismos neuroenddcrinos de la ATNR en vertebrados.



Hipdtesis y objetivos

Las bases neurales de la conducta agonistica estan conservadas en vertebrados;
el estudio de sus mecanismos neuroendécrinos subyacentes se ha enfocado
mayormente en el periodo reproductivo donde se ha relacionado a hormonas
esteroides de origen gonadal, particularmente a andrégenos. La agresidén que ocurre
disociada del periodo reproductivo desafia el paradigma tradicional e impone explorar
mecanismos alternativos. En aves y mamiferos se describe agresion fuera del periodo
reproductivo vinculada a estrégenos y a la neurosintesis de esteroides (Soma and
Wingfield, 2001; Soma et al., 2008; Soma et al., 2008), mientras que el estudio en otros
taxones permanece aun sin explorarse. En peces, los estudios de la modulacién de la
agresion estan limitados al periodo reproductivo, donde numerosos antecedentes
evidencian un control de la agresién mediado por el andrégeno bioactivo 11-KT
(Francis et al., 1992; Morandini et al., 2014; Oliveira et al., 1996; Oliveira et al., 2001).
Sin embargo, esto no ha sido estudiado aun en contexto no reproductivo. G.
omarorum ofrece una oportunidad Unica para examinar la regulacion neuroenddcrina
de la agresion territorial no reproductiva e identificar estrategias comunes que pueden

haber surgido tempranamente en la evolucion de los vertebrados.

Este trabajo se propone explorar las bases enddcrinas de la agresién territorial
no reproductiva en peces teledsteos. En este marco nos planteamos la siguiente

hipdtesis:

La agresion territorial no reproductiva de Gymnotus omarorum es modulada por

hormonas esteroides no gonadales



Objetivos generales:

- Explorar los posibles mediadores hormonales esteroideos de la agresion territorial no

reproductiva en teledsteos.

- Evaluar si las hormonas esteroides gonadales son necesarias para la expresién de

agresion territorial no reproductiva en teledsteos.

Objetivos Especificos:

i) Evaluar la conducta agonistica no reproductiva entre machos de G. omarorum vy su

correlacion con la 11-KT circulante.

ii) Evaluar la accion de un inhibidor de la enzima aromatasa sobre contiendas diddicas

no reproductivas entre machos de G. omarorum.

iii) Evaluar la persistencia de la agresidén territorial no reproductiva luego de la

reseccion quirudrgica de los testiculos.

Estrategia de investigacion

El hecho de que la influencia de las hormonas en la agresidn suele presentar
dimorfismo sexual, impone restringir el estudio de los mecanismos a un sexo (Nelson,
2006). Dado que los antecedentes en teledsteos son mayormente en machos, en esta

tesis se trabajé unicamente con machos para favorecer comparaciones.

Como punto de partida, fue necesario el desarrollo de un protocolo de cirugia
gue permitiera identificar el sexo de los individuos y la realizacién de la gonadectomia
previo al desarrollo de los experimentos conductuales. De la misma forma, fue
necesario poner a punto metodologias de cuantificacion de hormonas esteroides en la
especie, para poder determinar los niveles plasmaticos de 11-KT en machos
dominantes y aislados asi como en individuos castrados para confirmar la correcta
realizacion de la gonadectomia. Todos los experimentos se realizaron fuera del periodo

reproductivo evaluando la conducta agonistica en diadas de machos (sexo



previamente confirmado por inspeccion gonadal) con una diferencia de peso entre 5y

20%.

Los resultados de esta tesis se organizaron en tres capitulos que abordan,

respectivamente, los tres objetivos especificos de este trabajo:

1- Caracterizacion de la conducta agonistica macho-macho de G. omarorum. En
primer lugar se describi6 la conducta agonistica macho-macho (eléctrica y
locomotora). En segundo lugar, con el fin de evaluar si el sexado afecta el
comportamiento, se compararon las contiendas macho-macho de individuos sexados
antes del encuentro frente a las contiendas macho-macho en individuos intactos
previamente realizadas por el grupo de trabajo. Debido a la importancia de la 11-KT en
peces, inicialmente se evalud la existencia de una correlacién entre los niveles de 11-
KT y la dominancia, la tasa de ataques del dominante y el peso de los individuos. Por
ultimo, con el fin de evaluar los efectos de la composicién por sexo de la diada sobre la
conducta agonistica, se realizé un analisis en diadas intra e inter-sexuales (con datos

disponibles en un banco de archivos).

2- Para evaluar el tipo de hormona esteroide involucrada en el control de la
ATNR, se realizaron contiendas donde los individuos de mayor tamafio (dominante
esperado) fueron pre-tratados con un inhibidor de la enzima aromatasa, fadrozole

(FAD) o vehiculo, mientras que los de menor tamafio recibieron vehiculo.

3- Para evaluar si las hormonas esteroides gonadales son necesarias para la
expresion de ATNR, se enfrentaron diadas de machos adultos gonadectomizados y se
evalud su conducta agonistica en comparacién con la observada en diadas control (en

las que se realiza el acto quirurgico sin reseccién de génada).



Materiales y métodos

Animales

Utilizamos un total de 54 machos adultos de G. omarorum (Richer-de-Forges et
al., 2009) (longitud de 15 a 25 cm y peso de 8,9 a 44,5 g). Debido a que esta especie es
sexualmente monomorfica, el sexo fue identificado por inspeccién gonadal. Todos los
experimentos se llevaron a cabo durante el periodo no reproductivo (mayo-agosto)

(Silva et al., 2003).

Los peces fueron colectados en la Laguna del Cisne (34°51’S, 55°07°'W),
Maldonado, Uruguay, utilizando un detector eléctrico compuesto por dos electrodos
de registro conectados a un parlante que transforma la sefial eléctrica emitida por el
pez en un sonido (Silva et al., 2003). Para evitar la experiencia de interacciones
agonisticas recientes (Hsu et al, 2006), los animales fueron alojados en
compartimentos individuales dentro de grandes piscinas al aire libre (500 L). Estas
piscinas estaban bajo fotoperiodo natural (de LD 10:14 a 11:13 LD), temperatura (10,4
+ 3,5 °C), y conductividad (<200 mS/cm) segun las caracteristicas ambientales
naturales descritas por (Silva et al., 2003), y cubiertas por plantas acuaticas traidas de
la laguna. En cada compartimento individual se proporcioné un refugio. Los peces

fueron alimentados ad libitum con Tubifex tubifex.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con el reglamento de uso de
animales en la investigacion y el protocolo experimental fue aprobado por el Comité
de Etica del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE)

(Resolucion 10/05/2012).

Comportamiento

Se evalud el comportamiento agonistico de G. omarorum en encuentros
diddicos entre machos durante el periodo no reproductivo en los diferentes grupos

experimentales. Cincuenta y cuatro machos (identificados mediante inspeccion



gonadal quirurgica) fueron asignados aleatoriamente a una diada respetando una
diferencia de peso del 5-20% entre los contendientes. Como el resultado de la
contienda en G. omarorum depende de las asimetrias de tamafio entre los
contendientes (Batista et al., 2012), podemos identificar el dominante esperado (pez
grande) y el subordinado esperado (pez pequefio) de la diada. Las diadas fueron
asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes grupos experimentales: diadas
tratadas con fadrozole (diadas FAD, n=8), diadas tratadas con solucién salina (diadas
salino, n=8), diadas gonadectomizados (diadas GDX, n=5) y diadas control con cirugia
sin reseccion de gonada (diadas SHAM, n=6). Realizamos los encuentros diadicos entre
individuos de estos grupos experimentales, evaluamos el comportamiento agonistico
(resultado de la contienda, la dinamica de la contienda, la agresion, y los niveles de
subordinacion), y comparamos entre los grupos experimentales: diadas FAD frente
diadas salino y diadas GDX frente diadas SHAM. Este disefio experimental asegurd que:
a) todos los grupos experimentales se compusieran de peces abarcando el mismo
rango de tamafo; b) los peces fueran asignados aleatoriamente a una diada en la que
la diferencia de peso entre los contendientes nos permitiera predecir el resultado
esperado; y c¢) cada pez fuera utilizado sélo una vez para evitar los efectos de la

experiencia anterior.

Las diadas fueron colocadas en la estacién de registro conductual como se
describe en Silva et al., (2007) que permito el registro simultdneo de video y eléctrico,
control de fotoperiodo, temperatura del agua, conductividad y pH. La estacidon
conductual consta de 4 tanques experimentales (55 x 40 x 25 cm), cada uno dividido al
medio por una compuerta de vidrio removible (fig. 3). En este disefio, los individuos
estan imposibilitados de atacarse pero no se encuentran aislados eléctricamente.
Todos los experimentos fueron llevados a cabo durante la noche, en oscuridad, con
iluminacion de LED infrarrojos (Kingbright L-53F3BT; 940 nm) por encima de los
tanques. Los experimentos fueron filmados con una camara de video sensible al
infrarrojo (SONY CCDlris, Montevideo, Uruguay) a través del fondo de vidrio del
tanque. El registro de la DOE de los peces en libre movimiento es detectada por dos
pares de electrodos de alambre de cobre fijos a las paredes de los tanques que se

conectan a dos amplificadores de alta impedancia de entrada (1 MQ) (FLA-01; Cygnus



Technologies Inc., Delaware Water Gap, PA, EE.UU.). Las imagenes y sefales eléctricas
son capturadas por una tarjeta de video (Pinnacle Systems, PCTV-HD pro stick) y

almacenadas en la computadora para su posterior analisis.

Los encuentros agonisticos se realizaron bajo protocolo de compuerta (fig. 3),
donde se utilizé una arena simple (sin comida ni refugio). Los peces se colocaron al
mismo tiempo en cada uno de los compartimentos de igual tamano 2 h antes del
experimento, lo que proporciona los mismos recursos (territorio y residencia) para
cada individuo (Batista et al., 2012). La compuerta de vidrio se retiré 10 minutos
después del anochecer, y los peces se separaron 10 minutos después de la resolucién

del conflicto. Los peces dominantes y subordinados se retiraron del tanque.
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Figura 3. Protocolo de compuerta. Los individuos se encuentran en la misma pecera separados por una

|

compuerta quedando imposibilitados de atacarse (izquierda). Luego de la remocion de la misma los
peces quedan expuestos y comienza la pelea (derecha). Tomado de Batista 2011.

Cirugia basica: inspeccion gonadal quirurgica

Todos los peces utilizados se sometieron a una cirugia basica para la
identificacion del sexo por inspeccién gonadal. Los peces se alojaron individualmente
en tanques interiores de 20x30x20 cm al menos 24 h antes de la cirugia para la
aclimatacién al nuevo entorno. Los individuos fueron anestesiados por inmersién con
2-fenoxietanol 0,075%, y durante la intervencion se les proporciond ventilacion a
través de las branquias con la misma dosis de anestesia. Mediante una pequena
incision lateral se realizo la identificacién visual del sexo gonadal (bajo lupa). Luego de
la sutura quirdrgica, los peces recibieron tratamiento antiséptico topico con solucién
de nitrato de plata, 1%, y antibidtico al agua con amoxidal, 250ul/L. Después de la
cicatrizacidn completa y la estabilizacién de peso corporal, los peces fueron devueltos

a los alojamientos exteriores.
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Procesamiento de datos

Los despliegues locomotores y eléctricos fueron analizados sin conocimiento de
los grupos experimentales y tratamientos. Siguiendo a Batista et al, (2012),
identificamos las tres fases caracteristicas de los encuentros agonisticos: (1) Fase de
pre-conflicto: desde el tiempo 0 (remocién de la compuerta) a la ocurrencia del primer
ataque (latencia al primer ataque); (2) Fase de contienda: desde la aparicién del primer
ataque a la resolucidon del conflicto (duracién del conflicto); y (3) la fase post-
resolucién: 10 minutos después de la resolucion del conflicto. La resolucién del
conflicto se define como el momento en que observamos tres retiradas consecutivas
sin respuesta por parte de uno de los peces. Este criterio define inequivocamente el
estatus de subordinado; en los peces que se consideraron subordinados (de acuerdo a
este criterio) no mostraron cambios de su estado en los siguientes 10 min. de
interaccion. Se consideran ataques los empujes y mordidas. Se calculd la tasa de
ataques, dividiendo el numero de ataques por la duracion de la fase en segundos,

como un indicador de los niveles de agresion (Black-Cleworth, 1970).

Identificamos las sefiales eléctricas transitorias emitidas por los subordinados:
offs (interrupciones DOE), chirps (aumentos bruscos en la frecuencia basal de la DOE)
(Batista et al, 2012), y el estatus de jerarquia de la DOE (disminucién de la frecuencia
basal de la DOE después de la resolucion del conflicto exhibida por el subordinado)
(Silva et al., 2013). Se estimé la latencia al primer off y primer chirp, el tiempo hasta el
primer off o chirp después de la aparicién del primer ataque, y se calculd la tasa de off
y chirp (por separado para la contienda y la post-resolucién) dividiendo el numero de
offs y chirps producidos en cada fase por la duracién de la fase correspondiente en
segundos. Para la medicidn del estatus de jerarquia de la DOE se calculd la media de la
frecuencia de la DOE en dominantes y subordinados durante las fases de pre-conflicto
y post-resolucion. Para ello, se tomaron grabaciones del registro eléctrico (10-60s) de
ambas fases, y se determind el intervalo medio de la DOE en cada muestra utilizando
el software Clampfit (AXON, 10.0.0.61). Con estos valores se calculé la frecuencia
basal de la DOE (frecuencia = 1/intervalo) en el pre-conflicto y la post-resolucién. Para

comparar entre grupos experimentales, se calculé la magnitud de cambio de la



frecuencia basal de la DOE entre las fases (indice post-resolucién de la DOE), obtenido
como la diferencia entre la frecuencia de la DOE post-resolucion y la frecuencia de la

DOE pre-conflicto normalizado a la frecuencia de la DOE pre-conflicto.

Determinaciones hormonales

Se midieron los niveles circulantes de 11-KT utilizando un kit de inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) (Cayman Chemical Co.) con métodos previamente validados
en una especie emparentada de peces eléctricos (Dunlap et al., 2011; Gavassa et al.,
2011; Gavassa et al., 2012; Salazar and Stoddard, 2009). Los peces se anestesiaron por
inmersion con 2-fenoxietanol en el agua (0,075%) y luego se tomaron muestras de
sangre de la vena caudal utilizando jeringas y agujas heparinizadas (25G) en un tiempo
menor a 3 min. para evitar los cambios hormonales por efecto de la manipulacion (Fox
et al., 1997; Pottinger and Moran, 1993). Posteriormente, cada muestra se centrifugd a
7000 rpm durante 10 min., y el plasma fue almacenado a -20 °C hasta el momento del
ensayo. Las hormonas esteroides fueron triplemente extraidas del plasma (110 pl por
muestra) utilizando hexano:acetato de etilo (90:10) (440 ul por muestra), se
evaporaron en un bafio de agua a 40 °C y se reconstituyeron con el buffer
proporcionado por el kit. Se utilizaron muestras estandar de concentraciones
conocidas que se procesaron utilizando el mismo protocolo de extraccidn aplicada a
muestras de plasma de los peces para calcular el porcentaje de recuperacion (95%).
Las concentraciones hormonales de las muestras se ajustaron teniendo en cuenta el
porcentaje de recuperacion calculado en el ensayo. Todas las muestras se analizaron
por duplicado utilizando una placa de 96 pocillos (siguiendo las instrucciones del
fabricante) y leidas en un espectrofotémetro a 412 nm (Varioskan Flash, Thermo
Scientific). La especificidad del kit esta descrita por el fabricante en el manual de
instrucciones del kit. Los limites de deteccion para el ensayo fueron 1,4 pg / ml, y la

variacion intra-ensayo fue de 10%.

La cuantificacion de 11-KT se realizé en machos dominantes y aislados para
evaluar el rol del 11-KT en la ATNR y en machos GDX para evaluar la eficacia de la

castracion.



Analisis estadistico

Todos los datos comportamentales, eléctricos y hormonales se analizaron con
pruebas no paramétricas: prueba pareada de Wilcoxon para muestras pareadas (para
variables del mismo pez o de contendientes en una diada), prueba U de Mann-Whitney
(para grupos independientes), y andlisis de varianza de Kruskal Wallis (para el anélisis
de datos provenientes de 3 grupos independientes o mas). Por esta razon, los datos se
expresan como mediana + desviacion absoluta de la media (MAD). Utilizamos pruebas
de Fisher para evaluar cambios en el resultado de la contienda en los grupos
experimentales. En la prueba de Fisher, la hipdtesis nula es que los peces grandes
ganan la contienda, mientras que la hipétesis alternativa es que los peces grandes no
ganan la contienda (incluyendo no sélo las contiendas ganadas por los peces chicos,
sino también a las contiendas sin resolver).Para estudiar la relacién entre el peso

corporal y los niveles de 11-KT se realizd una regresion lineal.



Capitulo 1: Agresion territorial no reproductiva entre

machos

Objetivos generales:

- Explorar los posibles mediadores hormonales esteroideos de la ATNR entre machos

de G. omarorum.

Objetivos Especificos:

i) Evaluar la conducta agonistica no reproductiva entre machos de G. omarorum y su

correlacion con la 11-KT.

Materiales y métodos especificos

Los resultados presentados en este capitulo provienen de tres cuerpos de
datos: a) experimentos conductuales; b) mediciones hormonales, ambos realizados ad
hoc para poner a prueba la hipdtesis de esta tesis; y c) datos conductuales de archivo
previamente publicados (Batista et al 2012) que se utilizaron para realizar un anélisis
de la influencia del sexo en los diferentes parametros de la contienda y para contrastar

con los resultados obtenidos en a).
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Caracterizacion de la conducta agonistica entre machos y evaluacion de posible
correlacion con niveles de 11-KT

Para caracterizar la conducta agonistica no reproductiva macho-macho de la
especie se realizaron experimentos conductuales con machos previamente sexados.
Para ello, las diadas macho-macho (n = 6) fueron sometidas a enfrentamientos
agonisticos utilizando el protocolo de compuerta y se procedié al analisis de los
despliegues locomotores y eléctricos de acuerdo con los detalles metodoldgicos
presentados en el capitulo de materiales y métodos generales. Posteriormente, para
evaluar si el sexado afecta el comportamiento agonistico, se compararon las
contiendas macho-macho de individuos sexados antes del encuentro frente a las
contiendas macho-macho en individuos intactos previamente realizadas por el grupo

de trabajo.

Por ultimo, para estudiar la existencia de una correlacién entre los niveles de
11-KT y la dominancia, la tasa de ataques del dominante y el peso de los individuos, se
realizaron mediciones hormonales de 11-KT plasmatica en machos dominantes
(muestras obtenidas 1 hora después de la interaccién agonistica) y en machos aislados
(muestras obtenidas luego de 2 semanas sin interaccidon). Las muestras fueron
procesadas de acuerdo con los detalles metodoldgicos presentados en el capitulo de
materiales y métodos generales. Los marcos temporales en los que se realizaron las
mediciones hormonales fueron disefiados tomando en cuenta a lo reportado en otras
especies de teledsteos. Debido a que los dominantes de una interaccidon presentan un
pico de aumento en los niveles de 11-KT entre 30 min. y 2 h. después del encuentro
agonistico (Oliveira et al., 2001) y que frente al aislamiento social los individuos
manifiestan un descenso en los niveles de andrégenos (T y 11-KT) (Oliveira et al.,
1996), consideramos estos extremos con el fin de hacer mds posible encontrar

diferencias entre los grupos.



Resultados

Caracterizacion de la conducta agonistica entre machos

Todas las diadas macho-macho (sexadas previamente al encuentro) exhibieron
interacciones agonisticas que resultaron en el establecimiento de relaciones de
dominancia y subordinacién estables: los peces mas grandes resultaron dominantes en
5 de 6 contiendas. Los conflictos registrados exhibieron las tres fases caracteristicas del
encuentro agonistico (fig. 4): (1) una fase de pre-conflicto (latencia al primer ataque =
25 + 21,5 s); (2) una fase de contienda (duracién del conflicto = 113 + 52 s),
caracterizado por el despliegue de comportamientos agresivos por ambos
contendientes, y la emision de la primera seiial eléctrica de sumisidn (off); y (3) una
fase de post-resolucién, que se caracteriza por comportamientos agresivos
desplegados Unicamente por dominantes y la emisién de los dos tipos de SES (chirps 'y

offs) por los subordinados.
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Figura 4: Conducta agonistica macho-macho. A. Estructura temporal de encuentros agonisticos en G.
omarorum. Se muestran las medianas de las duraciones de las fases (expresadas en segundos)
relacionadas con la aparicién las sefiales eléctricas de subordinacién. B. Diagrama de caja de la
frecuencia de la DOE para dominantes y subordinados (en las fases del conflicto). En la post-resolucién
los subordinados (blanco) disminuyen significativamente la frecuencia de la DOE respecto a si mismos
en la pre-contienda y respecto a los dominantes (gris) en la post-resolucién. *p < 0,05, NS = no
significativo, test pareado de Wilcoxon, n = 6.
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Después de la resolucién, no se observé una reversion de la relacion de
dominacia, y se establecid el estatus de jerarquia de la DOE entre dominantes y
subordinados. Como se muestra en la fig. 4, en la fase de pre-conflicto la frecuencia
basal de la DOE de ambos contendientes no eran significativamente distintas (test
pareado de Wilcoxon, n = 6, p = 0,3), mientras que en la post-resolucién la frecuencia
basal de la DOE de los subordinados fue significativamente menor que la de los
dominantes (test pareado de Wilcoxon, n = 6, p = 0,03). Los peces subordinados
disminuyeron significativamente su frecuencia basal de la DOE después de la contienda
(test pareado de Wilcoxon, n = 6, p = 0,046), mientras que los dominantes no
mostraron diferencias significativas en la frecuencia basal de la DOE entre la pre y post
contienda (test pareado de Wilcoxon, n = 6, p = 0,56). Por otra parte, se realizd la
comparacion de las contiendas macho-macho intacto frente a macho-macho
previamente sexados. Como se muestra en la fig. 5, en las contiendas macho-macho
de individuos previamente sexados al igual que en las contiendas macho-macho de
individuos intactos, el pez de mayor tamafio fue el individuo que resulté dominante de
la contienda en el 83,3% de los encuentros (prueba Fisher, p = 0,77). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en la latencia al primer ataque
(test de Mann-Whitney U, n = 6, p = 0,94) y la duracién del conflicto (test de Mann-
Whitney U, n = 6, p = 0,94) (fig. 5), ni en la tasa de ataques de dominantes (test de
Mann-Whitney U, n=6, p = 0,94) y subordinados (test de Mann-Whitney U, n =6, p =
0,48) (fig. 5).
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Correlacion de la conducta con los niveles de 11-KT

Los machos dominantes de G. omarorum luego del encuentro agonistico
mostraron niveles plasmaticos de 11-KT bajos aunque variables y sin diferencias
significativas respecto a los de machos aislados (test de Mann-Whitney U, n =5, p =
0,31) (fig. 6). Es interesante destacar que no se observo correlacion significativa entre
los niveles de agresién y los de 11-KT, ya que valores muy variables de la tasa de
ataques de los dominantes (de 0,036 a 0,20) exhibieron valores similares de 11-KT (de
63 a 82 pg/ml). Por otra parte, no se encontré correlacion entre los niveles plasmaticos

de 11-KT y el peso de los individuos (n = 10, p = 0,34, fig. 6).
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Figura 6: Niveles plasmaticos de 11-KT segun el contexto social y la condicién corporal. A.
Representacion en diagrama de caja de los niveles de 11-KT en machos sin interaccion social (gris) vy
machos que resultan dominantes en una contienda (blanco)durante el periodo no reproductivo. NS =
no significativo, test U de Mann-Whitney, n = 5. B. Correlacién de los niveles plasmaticos de 11-KT y el
peso de los individuos. Regresidn lineal, R2 = 0,0042, p = 0,34, no significativo, n = 10.

Discusion

Gymnotus omarorum pertenece a un género de peces eléctricos sudamericanos
de descarga débil que viven en agua dulce y son altamente agresivos (Black-Cleworth,
1970). Cualquier tipo de comportamiento social en los peces eléctricos de descarga
débil incluye despliegues eléctricos y locomotores distintivos. G. omarorum presenta
intensa ATNR en diadas intra e inter-sexuales, donde podemos identificar con precisién
las fases del encuentro agonistico, la emergencia de un estatus de dominancia y
subordinacion, niveles de agresidon y una secuencia ordenada de SES de sumisién
(Batista et al., 2012; Silva et al., 2013; Zubizarreta et al., 2012; Zubizarreta et al., 2015).
Los resultados obtenidos en el cuadro 1 indican que la conducta agonistica desplegada
en las contiendas territoriales de G. omarorum no estd sesgada por el sexo de los

contendientes.

El abordaje de los mecanismos neuroenddcrinos de la modulaciéon de la
conducta agonistica impone restringir el estudio de sus mecanismos subyacentes de
forma separada por sexo ya que esta reportado que los efectos de las hormonas sobre
la agresion difieren entre sexos y contextos enddcrinos. De la misma forma, un mismo

comportamiento puede estar modulado de forma diferencial dependiendo de la época
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del afio, el estadio de la vida y el escenario fisioldgico de los individuos (Nelson, 2006).
En este estudio nos enfocamos en la conducta agonistica macho-macho y sus
mecanismos neuroendécrinos, y en primer lugar caracterizamos la conducta
agonistica. Cuando nos enfocamos en la agresidn entre machos, encontramos que
todas las diadas macho-macho testeadas (n = 6) presentaron una dindmica de
contienda (fig. 4) similar a la reportada previamente en esta especie en diadas intra e
inter-sexuales (Batista et al., 2012). Los encuentros entre machos exhiben las mismas
caracteristicas en el comportamiento agonistico (estructura del encuentro, dinamica
de contienda, niveles de agresion, sumisidn eléctrica) a las descritas anteriormente por
Batista et al., 2012. En las diadas macho-macho, después de la resolucion del conflicto
no se observé una reversién de la relacién de dominancia, y se establecié estatus de
jerarquia de la DOE entre dominantes y subordinados (Fig. 4), como se observéd
previamente en esta especie en diadas intra e inter-sexuales (Batista et al., 2012;
Perrone, 2012; Silva et al., 2013). Por otra parte, las diadas que fueron sexadas previo
al encuentro no presentaron diferencias significativas en la latencia al primer ataque,
duracion del conflicto, tasas de ataques de dominantes y subordinados en
comparacion con diadas de machos intactos. Asimismo, en las contiendas macho-
macho de individuos sexados previamente, al igual que en las contiendas macho-
macho de individuos intactos, el pez de mayor tamano fue el individuo que resultd
dominante del encuentro en la mayoria de los encuentros. De esta forma, en las diadas
entre machos sexados previo al encuentro resulta posible predecir la dominancia de
una diada por asimetrias de tamano cuando los individuos tienen una diferencia de
peso mayor al 5% como fue demostrado previamente por (Batista et al., 2012). El
haber encontrado que no existen diferencias significativas en los parametros
conductuales entre las diadas de machos intactos y las diadas de machos sexadas
previo al encuentro, indica que el protocolo de sexado, que implica cirugia vy
recuperacién, no influye sobre la conducta agonistica de G. omarorum. Este resultado
avala la utilizacién de cirugia de sexado previo al encuentro con el fin de identificar el
sexo de los individuos y de esta forma, poder elegir el sexo de los contendientes. Esto
resulta particularmente importante cuando nos encontramos ante la necesidad de
trabajar con un sexo, en la busqueda de los mecanismos neuroenddcrinos, y en

particular las vias esteroideas, que subyacen la conducta agonistica.



El comportamiento agresivo entre machos se ha estudiado tradicionalmente
durante el periodo reproductivo, donde ha sido ampliamente relacionado con niveles
plasmaticos altos de andrégenos en todas las clases de vertebrados. La 11-KT es el
principal andrégeno bioactivo en teledsteos y se ha reportado anteriormente como la
principal hormona esteroidea promotora de la agresidn en contextos reproductivos ya
que correlaciona positivamente con el estatus de dominancia (Morandini et al., 2014;
Oliveira et al., 1996; Parikh et al., 2006; Ramallo et al., 2014). Sin embargo, la ATNR en
G. omarorum no se asocid a un aumento en los niveles de 11-KT circulantes, lo que
indica que el andrégeno sexual endégeno mads importante en teledsteos no parece
estar involucrado en la regulacién de la agresién de G. omarorum fuera del periodo
reproductivo. Nuestros datos muestran que los niveles de andréogenos basales a
posteriori de las contiendas no muestran diferencias significativas de aquellos de
animales aislados, a diferencia de lo reportado en otras especies de teledsteos donde
las interacciones agonisticas en el periodo reproductivo producen un aumento en los
niveles circulantes de 11-KT (Oliveira et al., 2001), fendmeno que aumenta la
probabilidad de resultar dominante en un siguiente encuentro frente a otro oponente
(Oliveira et al. 2009) lo que tiene un valor adaptativo en el mantenimiento de una
elevada motivacion agresiva frente a un ambiente con potenciales desafios sociales
(Wingfield et al., 1990). Asimismo, ni la territorialidad (los despliegues locomotores de
dominancia) ni el estatus obtenido correlacionan con los valores de los niveles
hormonales. Los niveles plasmaticos de 11-KT de machos dominantes fueron variables,
aunqgue bajos, exhibiendo valores similares a los reportados durante el periodo no
reproductivo en estudios preliminares en esta especie (Batista 2011), en la especie
simpdatrica de peces eléctricos de descarga débil Brachyhypopomus gauderio (Dunlap
et al., 2011) y en los peces de arrecife de coral, Stegastes nigricans (Vullioud et al.,
2013). Asimismo, los resultados aqui obtenidos, son consistentes con los encontrados
en aves que despliegan agresién no reproductiva con bajos niveles de andrégenos
circulantes (Wingfield and Hahn, 1994) y sugieren que la agresidon en G. omarorum es

independiente de los niveles plasmaticos de 11-KT.



Cuadro 1. La eleccion de la agresion inter-sexual masculina como modelo etolégico

La conducta agonistica surge como respuesta a
situaciones de conflicto entre individuos de la misma
especie mediando el acceso a un recurso en
contienda. Se han utilizado modelos matematicos
adaptados de la teoria de juegos, que consideran los
costos y beneficios asociados a la lucha, para
entender los factores que determinan la resolucion
de los conflictos animales (Maynard Smith, 1974).
Durante las luchas, los individuos realizan
evaluaciones de la relacién costo-beneficio por el
recurso en contienda. De esta forma, las asimetrias
en la capacidad de lucha y el valor del recurso
determinan que el individuo con la menor relacion
entre estos parametros se retirara y su contendiente
resultara el ganador del combate (Dugatkin and
Ohlsen, 1990; Dugatkin and Biederman, 1991; Parker
and Rubenstein, 1981). En especies sexualmente
monomorficas, la capacidad de lucha entre machos y
hembras no deberia ser asimétrica ya que depende
directamente del tamafio corporal, de las reservas
energéticas y/o tamafio del armamento (ej.:
ornamentos) (Smith and Parker, 1976). Asimismo,
cuando ademas no hay asimetrias entre sexos en el
valor asignado al recurso, se predice que no habra
dimorfismo sexual en la conducta agonistica
(Clutton-Brock, 1989). Esto es dificil de demostrar en
periodo reproductivo, aun en
dimorfismo sexual, dado que es imposible asumir

ausencia de

que en ese momento las motivaciones de ambos
sexos sean simétricas.

Gymnotus omarorum presenta agresion territorial
durante todo el afio (Silva et al 2013). Como es una
especie sexualmente monomarfica, es esperable que
no presente diferencias en la capacidad de lucha
Fuera del periodo
ademas, es predecible que el valor del recurso sea

entre sexos. reproductivo,
simétrico para ambos sexos. En este sentido, el
protocolo experimental utilizado garantiza que no
existan diferencias en el valor del recurso en
contienda en cuanto a territorio y residencia, ya que
los individuos son colocados simultdneamente en
territorios de igual tamafio constituidos por un
volumen agua sin acceso a alimento ni refugios. Este
ventajoso modelo etoldgico permitié probar que G.
omarorum exhibe intensa agresion en diadas macho-
macho, macho-hembra y hembra-hembra; y que el
resultado de la contienda no presenta diferencias
entre sexos. Esto fue demostrado por Batista et al.,
2012, quienes mostraron que ni el sexo de los
individuos, ni la composicidn sexual de la diada son
predictores del resultado de la contienda, siendo la

\_ asimetria en el tamafio corporal la Unica variable

predictora. Aun asi, podria haber un sesgo por sexo
en la inversion energética que realizan los individuos
en la contienda, lo cual podria estar reflejado en
diferencias en la motivacion y dinamica de la
contienda y en los niveles de agresidon segun la
composicion de la diada. En este estudio, se
compararon datos de archivo de contiendas macho-
macho, macho-hembra y hembra-hembra para
explorar posibles diferencias en los parametros
conductuales que caracterizan la motivacion y
dindmica de la contienda (latencia al primer ataque,
duracion del

conflicto, tasa de ataques del

subordinado, tasa de ataques del dominante).

Con el fin de evaluar los efectos de la composicion
por sexo de la diada sobre la conducta agonistica, se
realizé un andlisis en diadas intra e inter-sexuales
(con datos disponibles en un banco de archivos). Se
utilizaron encuentros

datos conductuales de

agonisticos entre individuos intactos (sexo
identificado post mortem) de la base de datos del
grupo de trabajo y previamente publicados con otros
fines (Batista et al, 2012). Se seleccionaron 16 diadas
en las que el peso individual se ubicara en el rango 8-
45 gr y con diferencias de peso intra-diada en el
rango 5-20%: macho-macho (n = 6), macho-hembra
(n = 5), hembra-hembra (n = 5). Los encuentros
agonisticos en individuos intactos fueron realizados
bajo el mismo protocolo de compuerta utilizado en
la presente tesis. Los parametros conductuales
latencia al
tasa de ataques del

subordinado, tasa de ataques del dominante.

analizados fueron: primer ataque,

duracién del conflicto,

Como se muestra en la fig. cuadro 1, las diadas
macho-macho, diadas hembra-hembra, y diadas
hembra-macho no

presentaron diferencias

significativas en los parametros conductuales
evaluados: latencia al primer ataque (test Kruskal-
Wa”isl Nmacho-macho = 61 Nmacho-hembra = 51 Nhembra-hembra =
5, p = 0,6), duracién del conflicto (test Kruskal-Wallis,
Nmacho-macho = 61 Nmacho-hembra = 5: Nhembra-hembra = 5! p=
0,36), tasa de ataques de los dominantes (test
KrUSkaI-Wa”isl Nmacho-macho = 61 Nmacho-hembra = 5:
Nhembra-hembra = 2, P = 0,76), tasa de ataques de los
subordinados (test Kruskal-Wallis, Nmacho-macho = 6,

Nmacho-hembra = 5, Nhembra-hembra = 5, p= 0163)-
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La agresion territorial de G. omarorum constituye un
claro ejemplo de agresion territorial no sesgada por
sexo. Como fuera demostrado previamente, el sexo
de los individuos no influye en el resultado de la
contienda (Batista et al 2012). En este estudio se
suma la confirmacién de que la motivacion y los
niveles de agresion exhibidos por los contendientes
en las luchas no dependen de la composicidon por
sexo de las diadas. El andlisis de la conducta
agonistica nos da informacidn acerca de las tomas de
decision de los contendientes. La latencia al primer
ataque, que refleja el tiempo de evaluacion
necesario y la motivaciéon que sustenta la opcion de
comenzar la fase de injuria fisica, exhibié valores
similares en diadas macho-macho, macho-hembra y
hembra-hembra. Tampoco se encontraron
diferencias segin la composiciéon de la diada en la
duraciéon de la contienda, pardmetro que estd
determinado por el animal cuyos costos exceden los
beneficios y decide mostrar subordinacion al rendir
el recurso en disputa. Finalmente, los niveles de
agresion, que se ha demostrado dependen de los
niveles de agresion del contendiente en la escalada
de la fase de conflicto (Zubizarreta et al., 2015), no
presentan diferencias significativas ni en dominantes
ni en subordinados entre las diadas de diferente
composicidon. Los resultados obtenidos en este
cuadro indican que en condiciones de experiencia
previa similar y fuera de contexto reproductivo, la
latencia al primer ataque, la dindmica de la
contienda y los niveles de agresién de las contiendas
territoriales no estan sesgados por el sexo de los
peces.

Aungue machos y hembras pueden exhibir patrones
comportamentales  similares, los mecanismos
(enddcrinos y neurales) subyacentes al control del
comportamiento son distintos entre sexos (Earley
and Hsu, 2013). Esto impone restringir el estudio de
los mecanismos neuroenddcrinos de la conducta
agonistica a un solo sexo. Las contiendas territoriales
inter-sexuales son frecuentes, sin embargo, el
estudio de sus mecanismos neuroenddcrinos resulta
complejo dadas las asimetrias en la fisiologia de los
contendientes. Por otra parte, la agresion entre
hembras, documentada en forma cada vez mas
frecuente, abre escenarios neuroenddcrinos
novedosos y el estudio de su modulacién en esta
especie esta actualmente en curso. Por ultimo, la
agresion  macho-macho ofrece un escenario
tradicional en el estudio de sus mecanismos
neuroenddcrinos. Dado que en la agresion
intrasexual masculina se encuentran la mayoria de
los antecedentes en teledsteos, y luego de haber
demostrado que no es comportalmente diferente de
la agresidn intersexual ni intrasexual femenina, el
trabajo experimental de esta tesis se ha centrado en
la agresidn territorial no reproductiva macho-macho
de G. omarorum.




Capitulo 2: Modulacion de la actividad aromatasa

Objetivos generales:

- Explorar los posibles mediadores hormonales esteroideos de la ATNR entre machos

de G. omarorum.

Objetivos Especificos:

ii) Evaluar la accion de inhibidores de la enzima aromatasa sobre contiendas diadicas

entre machos de G. omarorum.

Materiales y métodos especificos

Modulacion farmacolégica

Para analizar las bases neuroenddcrinas de la ATNR de G. omarorum se evalué
la modulacion de la via estrogénica, mediante el uso de un inhibidor de la enzima
aromatasa, fadrozole (FAD), en diadas macho-macho antes de someterlos al mismo
protocolo de comportamiento descrito anteriormente. FAD es un inhibidor efectivo de
la actividad de la aromatasa (enzima que cataliza la conversion de andrégenos a
estrégenos) en peces teledsteos y otros vertebrados (Gongalves et al., 2007; Huffman

et al., 2013; Wade et al.,, 1994). Teniendo como referencia el protocolo validado en
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cilcidos por (Huffman et al., 2013), el FAD (SIGMA, cédigo, F3806), fue preparado en
una soluciéon madre de 10 pg/ulL en etanol absoluto y posteriormente almacenada a -
20 °C. El dia antes del experimento, la solucion de FAD se diluyé en PBS y se almacend
a 4 °C. Una hora antes del encuentro agonistico, se administr6 FAD por via
intraperitoneal (20 pg/gramos de peso corporal) al potencial dominante (el macho mas
pesado de la diada), mientras que el potencial subordinado recibié solucién salina
(mismo volumen que FAD, IP). Como grupo control, se utilizaron diadas en el que
ambos individuos fueron inyectados IP con solucidon salina. Los experimentos

conductuales de FAD y control se realizaron simultaneamente.

Para evaluar si el FAD produce efectos sobre la locomocion se calculé el indice
de movimiento. Para ello se midié la relacién del tiempo en movimiento y el tiempo
inmovil para los individuos tratados con FAD vy los inyectados con salino de una misma
diada antes del encuentro. Las mediciones se tomaron 5 min. después del anochecer

durante 5 min. (hasta la apertura de la compuerta).

Resultados

Como se muestra en la fig. 7, la

.. . s . 100 -
administracion de FAD al potencial = Control
p=0,06 Bl FAD

dominante 1 h antes del encuentro alterd 80 -

el resultado de la contienda. Mientras que 60

en 6 de 8 diadas control el pez grande
40 -
tratado con solucién salina resultd
20 -

Pez grande dominante (%)

dominante, esto sucedio en sélo en 2 de 8

diadas FAD, (prueba de Fisher, p = 0,06). 0

Figura 7: Efectos del FAD sobre el resultado de la
contienda. El pez tratado con FAD (gris) resulta
dominante en un porcentaje menor de los
encuentros respecto a los controles (blanco). p =

En las restantes 6 diadas las contiendas
resultaron no resueltas (3 casos) o con el
animal mas pequefio como dominante (3 006, pruebadeFisher, n = 8.

casos) (tablal).
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Tabla 1: Efectos del FAD sobre el resultado de la contienda.

Total de
diadas dominante

Pez grande

Pez chico
dominante

No resuelve Peso predice

dominancia

Control 8 6

1 6/8

FAD 8 2

3 2/8

La administracion de FAD también
disminuyé la tasa de ataques de los peces
grandes tratados en comparaciéon a los
controles (test de Mann-Whitney U, n = 8,
p = 0,048, fig. 8), pero no tuvo efecto
sobre la tasa de ataques del pez chico
(test de Mann-Whitney U, n =8, p = 0,87),
en la latencia al primer ataque (test de
Mann-Whitney U, n = 8, p = 0,74, fig. 9), o
en la duracion del conflicto (test de

Mann-Whitney U, n =8, p = 0,39).

JControl

0,20 5 B FAD

0,154

Tasa de ataques (ataques/s

-0,05

Figura 8: Efectos del FAD sobre los niveles de
agresion de las interacciones agonisticas.
Representacion en diagrama de caja de la tasa
de ataques de los animales tratados con FAD
(gris) en encuentros diddicos en comparacion a
los tratados con salino en diadas control
(blanco). Los peces tratados con FAD (gris)
disminuyen significativamente los ataques
respecto a los controles *p < 0,05, Mann-
Whitney U test, n = 8.

Por otra parte, la administracion de FAD no tuvo ningun efecto sobre la

locomocién (test de Mann-Whitney U, n = 8, p = 0,4, fig. 9), ni sobre la iniciativa al

primer atague (prueba de Fisher, p = 0,64, fig. 9)
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Figura 9: Efectos del FAD sobre las contiendas.
12 L Control Representacién en diagrama de caja que muestra
NS que los individuos tratados con FAD (gris) no
mostraron diferencias significativas en: A. latencia
al primer ataque, B. iniciativa al ataque y C. indice
de movimiento, respecto a los individuos tratados
con salinos en diadas controles (blanco). NS = no
significativo, Mann-Whitney U test, n = 8.
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Discusion

Los mecanismos que modulan la agresién durante el periodo no reproductivo
se han abordado principalmente en aves y mamiferos, donde los estrégenos juegan
claramente un papel modulador clave (revisado en (Heimovics et al., 2013; Soma et al.,
2008; Trainor and Nelson, 2012). La dependencia de la ATNR de los estrégenos se
probd realizando tratamientos crénicos con inhibidores de la aromatasa en aves
silvestres, lo cual disminuia la agresién en pocos dias, efecto que era revertido por el
reemplazo con E2 (Soma et al., 2000b). Estudios adicionales han sugerido que este
efecto puede darse apenas transcurridas 24 del tratamiento (Soma et al., 2000a). Por
otra parte, los antecedentes de la modulacién estrogénica de la agresién en peces se

restringen exclusivamente al periodo reproductivo donde encontramos algunos
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antecedentes que coindicen con lo encontrado en este trabajo. En A. burtoni, los
estrogenos regulan la agresién reproductiva entre machos (Huffman et al., 2013;
O'Connell and Hofmann, 2012), mientras que en la agresién no reproductiva no se
encuentran antecedentes. Los resultados obtenidos en este capitulo, mostrando que la
inhibicidn de la inhibicién de la aromatasa produjo importantes efectos los encuentros
agonisticos diddicos en machos de G. omarorum, constituyen la primera evidencia de
un papel critico de la via estrogénica en la ATNR en peces teledsteos. En este sentido,
FAD produjo una distorsiéon del comportamiento agonistico y la dominancia ya no pudo
predecirse por asimetrias en el tamaio (fig 7), a diferencia de lo reportado en la
caracterizacion de la conducta en individuos intactos de la especie (Batista et al.,
2012). La inhibicion de la aromatasa también produjo una disminucién significativa en
los niveles de agresion en los individuos tratados (fig. 8), lo que puede estar
directamente relacionado a la afectacion del resultado de la contienda. Estos
resultados coindicen con los encontrados en A. burtoni, donde los machos tratados
con FAD también disminuyen los ataques contra sus contendientes, aunque en un
contexto reproductivo (Huffman et al., 2013). Si bien algunos trabajos plantean que
resulta improbable que los principales efectos de los andrégenos en el
comportamiento agresivo de peces reproductivos dependan de la aromatizacién de T
por la fuerte evidencia que relaciona la accidn directa de la T con la agresidn
(Goncgalves and Oliveira, 2010) este es un tema que se encuentra en debate. Ademas,
la accién de los andrégenos y estrégenos sobre la modulacion de la agresién
reproductiva entre machos de teledsteos presenta algunos resultados contradictorios
en distintas especies. Por un lado, en A. burtoni los niveles de agresién correlacionan
con la expresidon de aromatasa cerebral y la inhibicién de esta enzima disminuye la
agresion (Huffman et al., 2013) y el blogueo de los RA no tiene efecto en la agresion,
mientras que ésta se ve disminuida por antagonistas de RE (O'Conell and Hofmann
2012). Por otra parte, en Amatitliana Nigrofasciata el bloqueo de los RA, pero no el de
los RE, disminuye la agresion (Sessa et al., 2013) siempre en contexto reproductivo.
Los resultados de esta tesis confirman una inhibicion de la agresién no reproductiva
producida por la disminucién de la produccidn de estrégenos, resultado que concuerda
con lo reportado en la modulacién de la agresién no reproductiva en mamiferos y aves

(Heimovics et al., 2013).



Es de notar que el bloqueo de la via estrogénica no tuvo efecto sobre la
locomocidén o en aspectos vinculados al estado motivacional de los animales (como la
iniciativa al ataque o la latencia al primer ataque). Estos resultados sugieren que el uso
del inhibidor de la aromatasa no inhibe la actividad general y la motivacién, sino que
las vias estrogénicas estan involucradas en la regulacién de aspectos concretos del
comportamiento agresivo, , un comportamiento que sirve para multiples funciones y
que estd regulado de una manera compleja (revisado en (Adkins-Regan, 2005)).
Nuestros datos apoyan el supuesto de que en machos de G. omarorum la conversién
de andrdgenos a estrégenos es necesaria para la expresién completa de la conducta
agresiva. Este avance hace muy interesante el estudio en hembras, que en peces
normalmente tienen mas E2 que en machos, abordaje que estd actualmente en curso

por el grupo de trabajo.

Los efectos de la inhibicion de la aromatasa pueden tanto reducir la sintesis de
estrogenos asi como aumentar su sustrato androgénico. Aunque no podemos
descartar que los efectos de la inhibicién de la aromatasa sobre la conducta agresiva
puedan estar dados por el aumento de los andrégenos, la literatura sugiere que es la
disminucion del estrégeno lo que causa la afeccién de la conducta agonistica. Cuando
la actividad de aromatasa es bloqueada con FAD en machos reproductivos de A.
burtoni, los niveles de T aumentan y los niveles de E2 disminuyen (Huffman et al.,
2013), pero manipulaciones de los RA no tienen efecto sobre la agresidon mientras que
el blogueo de los RE disminuye la agresidon (O'Connell y Hofmann, 2012). Los préximos
estudios en G. omarorum estardn orientados a evaluar si los bloqueantes de RE o RA

modulan la ATNR para determinar con mayor precisién la via involucrada.

Existe clara evidencia de que las hormonas esteroides, ademds de su papel
tradicional como ligandos para los factores de transcripcién, pueden ejercer efectos
rapidos no-gendmicos. Estos ultimos efectos estan probablemente mediados, al menos
en parte, por las acciones sobre los receptores unidos a la membrana plasmatica
(Wehling and Losel, 2006) o por la modulacion alostérica de receptores de
neurotransmisores (Pinna et al., 2006). Se ha encontrado que los efectos no-
gendomicos del E2 sobre la conducta agresiva pueden ser mas prominentes durante el

periodo no reproductivo, mientras que los efectos gendmicos del E2 sobre la agresién



pueden ser mas importantes durante el periodo reproductivo (Heimovics et al., 2012;
Heimovics et al., 2015; Trainor et al., 2007; Trainor et al.,, 2008). Los resultados
observados en esta investigacion mostraron un efecto muy significativo en el
comportamiento agresivo de G. omarorum después de una hora de una sola
administracion de FAD. Esto sugiere que los mecanismos subyacentes pueden implicar
mecanismos rapidos no-gendmicos de sefializacidon (Cornil and Charlier, 2010) mas que
una via gendmica. Los efectos rapidos no-gendmicos de los estréogenos sobre la ATNR
han sido reportados en mamiferos y aves (revisado en (Trainor and Nelson, 2012). En
machos de M. melodia, la inhibicién aguda (24 h.) de la aromatasa disminuye la
agresion (Soma et al., 2000b), mientras que la administracion exdgena de E2 la
aumenta rapidamente (20 min.) (Heimovics et al., 2015). Estudios en G. omarorum
para evaluar si E2 puede aumentar rdpidamente la agresién en el periodo no
reproductivo, y mediar la recuperacién de los efectos del FAD, estan actualmente en

curso.



Capitulo 3: Agresion macho-macho y hormonas

gonadales

Objetivos generales:

- Evaluar si las hormonas esteroides gonadales son necesarias para la ATNR entre

machos de G. omarorum.

Objetivos Especificos:

iii) Evaluar la persistencia de la ATNR luego de la reseccidn quirurgica de los testiculos.

Materiales y métodos especificos

Gonadectomia

Para identificar la fuente de hormonas esteroides involucradas en la ATNR se
evaluo el comportamiento agonistico en ausencia de hormonas esteroides gonadales,
en experimentos comportamentales en diadas de machos castrados. Los testiculos
fueron extraidos a través de una pequefia incisidon lateral utilizando el procedimiento
gue se describe para la cirugia de sexado. El cuidado posquirurgico también se realiz
como se ha descrito mas arriba. Para asegurarse de que los niveles de esteroides

circulantes habian disminuido, en los encuentros diadicos se utilizaron machos
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castrados al menos un mes después de la cirugia. Las contiendas diadicas en GDX

(ambos contendientes castrados) se compararon con las contiendas en diadas SHAM

(ambos contendientes con cirugia sin reseccién de génadas). Los encuentros GDX y

SHAM se realizaron simultdaneamente. El éxito de la remocién de las génadas fue

confirmado mediante la cuantificacion de los niveles plasmaticos de 11-KT en GDX

frente a individuos SHAM mediante el procedimiento descrito en Materiales vy

métodos generales.

Resultados

Todas las diadas GDX exhibieron
conducta agonistica que resulté en el
establecimiento de relaciones de
dominancia-subordinacién estables. Las
diadas GDX no mostraron diferencias
significativas en la dindmica de la contienda
(locomotoras y eléctricas) (fig.10) con
respecto a las diadas SHAM. La efectividad
de la castracidon se confirmdé ya que los
niveles plasmaticos de 11-KT en machos
GDX fueron significativamente mas bajos
gue en los machos SHAM (test de Mann-
Whitney U, ngpx= 9, nsyam= 10, p = 0,002),
disminuyendo los niveles circulantes de 11-

KT promedialmente en un 88% (fig. 11).
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Figura 11: Efectividad de la gonadectomia evaluada
por niveles androgénicos plasmaticos post
quirargicos. Representacion en diagrama de caja de
los niveles de 11-KT que resultaron menores en
machos gonadectomizados (GDX) respecto a los
controles (SHAM). *p < 0.05, prueba U de Mann-
Whitney, n = 5.
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muestra en la fig. 12, el estatus de contendientes, sefalizado por la frecuencia de la

DOE en la post resolucién. Los subordinados
jerarquia de la DOE de peces disminuyen la frecuencia descarga de la DOE

respecto a los dominantes, *p < 0,05, prueba U de
dominantes y subordinados se Mann-Whitney, nSHAM = 6, nGDX = 5, tanto en
diadas SHAM (blanco) como gonadectomizadas
(GDX, gris), NS = no significativo, test de Mann-
Whitney U, nNSHAM = 6, nGDX = 5.

cuantificd por el indice post-resolucién
de la DOE, que fue de alrededor de 0 en
dominantes (lo que indica que los
dominantes no cambiaron su frecuencia basal de la DOE en la post-resolucién) y
negativa para los subordinados (indicando que los subordinados disminuyeron su
frecuencia basal de la DOE después de la resolucién de la contienda). Tanto las diadas
SHAM como las GDX mostraron el estatus de jerarquia de la DOE en post-resolucion
entre dominantes y subordinados (test de Mann-Whitney U, dominantesyam Vs.
subordinadosyam, N=6, p=0,041; dominantegpx vs. subordinadogpyx, N=5, p=0,032). Por
otra parte, el cambio de la frecuencia basal de la DOE en la post-resolucion no fue
diferente entre dominantes GDX y SHAM (test de Mann-Whitney U, nsyam=6, Ngpx= 5,
p=0,5), o entre subordinados GDX y SHAM (test de Mann-Whitney U, nSHAM = 6,
nGDX =5, p=0,18).

Como se muestra en la fig. 13, la castracion no afectd el resultado de la
contienda. El pez mas grande fue dominante en 5 de las 6 diadas SHAM y en 5 de las 5
diadas GDX (prueba de Fisher, p = 0,34). Del mismo modo, las diadas GDX no
mostraron diferencias con las diadas SHAM en ninguno de los parametros
conductuales medidos: a) latencia al primer ataque (test de Mann-Whitney U, nsyam=

6, nepx= 5, p=0,79, fig. 13); b) duracion del conflicto (test de Mann-Whitney U, nsyam=



6, ngpx= 5, p=1, fig. 13); c) tasa de ataques del pez grande (test de Mann-Whitney U,
Nsiam= 6, Nepx= 5, p=0,42, fig. 13).; d) tasa de ataques del pez chico (test de Mann-
Whitney U, nsyam= 6, ngox= 5, p=0,54, fig. 13); e) latencia al primer off (test de Mann-
Whitney U, nsyam= 6, ngpx= 5, p=0,53); f) tasa de offs conflicto (test de Mann-Whitney
U, nsham= 6, nNepx= 5, p=0,26); y g) tasa de offs en la post-resolucion (test de Mann-

Whitney U, nsyam= 6, Ngpx= 5, p=0144)
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Discusion

El comportamiento agresivo entre machos, tradicionalmente estudiado durante
el periodo reproductivo, ha sido relacionado con altos niveles de andrégenos de origen

gonadal en todas las clases de vertebrados. En este contexto, la castracion elimina la



principal fuente de T circulante, y resulta en una disminucion o pérdida de la agresion,
proporcionando pruebas de que las hormonas gonadales son esenciales para la
agresion en vertebrados en contextos reproductivos (Balthazart, 1983; Francis et al.,
1992; Nelson, 2005; Wingfield et al., 1990; Wingfield and Hahn, 1994). También se ha
realizado castracidn en especies que muestran agresion durante el periodo no
reproductivo, para probar si las gédnadas en reposo y los bajos niveles plasmaticos de
hormonas esteroides son necesarios para sostener este tipo de agresiéon. Se ha
demostrado que en el periodo no reproductivo la agresion puede ocurrir después de la
castracién, en aves (Gwinner et al., 1994; Logan and Wingfield, 1990; Soma and
Wingfield, 1999; Wingfield, 1994; Wingfield et al., 1997), mamiferos (Caldwell et al.,
1984; Demas et al., 2007; Jasnow et al., 2000) y reptiles (Moore y Marler, 1987).En
concordancia, nuestros resultados muestran que las diadas GDX exhiben
comportamiento agonistico indistinguible de diadas SHAM, estableciendo relaciones
de dominancia de acuerdo a las asimetrias de peso como se describe anteriormente
para la especie (Batista et al., 2012). Las diadas GDX siguieron las fases caracteristicas
del encuentro agonistico y mostraron un patrén temporal de despliegues locomotores
y eléctricos sin diferencias a las diadas SHAM. En un andlisis exhaustivo de este
comportamiento agonistico (fig. 13), no se encontraron diferencias significativas en
lalatencia al primer ataque, niveles de agresidn ni tiempo en el que se establece la
subordinacion (latencia al primer ataque, duracién del conflicto, tasa de ataques del
pez dominante, tasa de ataques del pez subordinado). Asimismo, el repertorio de
sefiales eléctricas sociales utilizadas en la comunicacién agonistica no fue diferente
entre animales GDX y SH (latencia al primer off, tasa de off conflicto, tasa de off post-
resolucién, estatus de jerarquia de la DOE luego de la resolucidn). Este estudio
demuestra por primera vez en un pez teledsteo la independencia de la ATNR de las

hormonas esteroides gonadales.

Los experimentos de comportamiento que utilizan animales castrados son
fiables Unicamente si el procedimiento quirdrgico asegura la gonadectomia bilateral
completa, ya que incluso pequenios remanentes de gdnadas son suficientes para
secretar niveles plasmaticos normales de hormonas esteroides (Almeida et al., 2014).

Puesto que esto es especialmente importante en el periodo no reproductivo, en



nuestro estudio sdlo utilizamos diadas GDX en las que los niveles plasmaticos de 11-KT
luego de la contienda eran por lo menos 85% mas bajos que en los individuos SHAM; y
solo se utilizaron animales GDX en encuentros agonisticos al menos un mes después
de la cirugia, para evitar posibles efectos de niveles circulantes de hormonas

esteroides gonadales residuales.



Discusion general, conclusiones y perspectivas

Los principales resultados obtenidos en esta tesis permitieron alcanzar los

objetivos especificos planteados:

i) La conducta agonistica entre machos de G. omarorum no se diferencia de la
previamente reportada en diadas intra e inter-sexuales en la especie y no se asocia a

los niveles plasmaticos de 11-KT.

ii) La ATNR en contiendas diadicas entre machos de G. omarorum depende de

la conversion de andrégenos a estrégenos.

iii) La fuente esteroidea que sustenta la ATNR de G. omarorum no es gonadal.

La ocurrencia de la agresién no reproductiva ha desafiado el paradigma
tradicional de los andrégenos gonadales como moduladores universales de la agresion.
Los estudios sobre la ATNR en aves y mamiferos han proporcionado una profunda
comprensién sobre los mecanismos subyacentes a la regulacién de la agresién no
reproductiva que se sostiene fundamentalmente por neurosintesis de estradiol
(Charlier et al., 2011; Heimovics et al.,, 2012; Heimovics et al., 2015; Pradhan et al.,
2008; Pradhan et al., 2010; Trainor et al., 2007; Trainor et al., 2008). Para entender si
este control estrogénico no gonadal de ATNR representa una estrategia general entre
los vertebrados, es importante identificarlo en otras clases de vertebrados,
particularmente en los teledsteos (que es el grupo mas antiguo y mds diverso de
vertebrados). Los peces son un excelente grupo para el estudio de los mecanismos por
los cuales las hormonas modulan la expresion del comportamiento agresivo en
vertebrados ya que presentan un SNC mas sencillo y de facil manipulacion. El sistema
neuroenddcrino estd bien conservado entre los vertebrados y es probable que los
peces compartan semejanzas en los mecanismos de la accion hormonal sobre el

comportamiento con otros vertebrados.



Gymnotus omarorum constituye un excelente modelo para el estudio de los
mecanismos neuroenddécrinos de ATNR en vertebrados. Es importante destacar que
este modelo ha sido construido sobre las caracteristicas adaptativas sobresalientes de
una especie silvestre autdctona y en base a mds de 30 afios de experiencia en el
trabajo con peces eléctricos en el pais. La caracterizacién de las propiedades
morfoldgicas y funcionales de su capacidad electrocomunicativa (Lorenzo et al., 2001;
Caputi et al., 2005; Lorenzo et al., 2006; Silva et al., 2002; Silva et al., 2008), junto con
la descripcion de sus comportamientos sociales (Batista et al.,, 2012) y de su
neuromodulacién (Perrone et al.,, 2010; Silva et al.,, 2013; Zubizarreta et al., 2012;
Zubizarreta et al., 2015), han permitido forjar un modelo experimental
excepcionalmente ventajoso y de gran potencial para el estudio de la regulaciéon
neuroenddcrina de la agresion en vertebrados: el modelo de agresion territorial de G.
omarorum, Unico ejemplo de agresién exclusivamente territorial no reproductiva en

teledsteos.

Sobre la base de los resultados de esta tesis se puede afirmar que la ATNR de G.
omarorum es independiente de las hormonas esteroides gonadales al demostrar que:
a) los niveles plasmaticos del principal andrégeno bioactivo en teledsteos (11-KT) no
correlacionan con el estatus de dominancia o con la agresion medida en las contiendas
macho-macho (cap. 1); y b) la conducta agonistica perdura en forma indistinguible
entre machos SHAM y castrados (cap. 3). Ambas evidencias son consistentes al sefalar
que la produccién de hormonas esteroides gonadales no es necesaria para la

manifestacion de ATNR en esta especie.

En forma complementaria, los resultados obtenidos en esta tesis permitieron
comprobar, por primera vez en teledsteos, que se producen altos niveles de agresién
en el periodo no reproductivo a pesar de los bajos niveles circulantes de hormonas
sexuales gonadales (cap. 1) a la vez que aporta la primera evidencia de un papel critico
de la aromatasa en la regulacion de la ATNR en peces teledsteos, mediando efectos en
la sintesis de hormonas esteroides no gonadales (cap. 2). Se puede especular,
entonces que la neurosintesis de esteroides, ya sea de novo o a partir de precursores
inactivos, puede constituir una estrategia general que ha evolucionado en varios

vertebrados con el fin de hacer que el comportamiento agresivo disociado de un



contexto reproductivo sea viable, en ausencia de altos niveles de esteroides sexuales
en sangre. En multiples estudios de aves y mamiferos se ha explicado cémo puede
producirse agresidon de forma independiente de las gdnadas, y asi evitar los costos
potenciales de altos niveles de andrégenos circulantes en el periodo no reproductivo
(Wingfield et al., 2006). Dos de estos incluyen la hipdtesis del neuroesteroide y la
hipdtesis del precursor circulante (Wingfield and Soma, 2002; Wingfield et al., 2006),
ambos deben ser explorados en teledsteos. Existen extensos reportes sobre la
expresion de las principales enzimas esteroidogénicas en el cerebro teledsteos,
incluyendo la aromatasa, lo que permitiria la biosintesis de las hormonas esteroides,
incluso directamente a partir del colesterol (revisado en Diotel et al., 2011). En los
peces cebra, Danio rerio, la enzima CYP17, que sintetiza la DHEA, ha sido identificada
en otros sitios ademas de las génadas, incluyendo el cerebro, el rifidn, el higado, las
branquias y el intestino, lo que sugiere que en teledsteos la DHEA puede ser secretada
por estos organos (Wang and Ge, 2004). En este sentido, los estrégenos han
demostrado ser potentes neuroesteroides con efectos rdpidos en la conducta de aves
y mamiferos (Balthazart et al., 2006; Cornil et al., 2006; Charlier et al., 2011; Pradhan
et al., 2008; Pradhan et al., 2010; Remage-Healey et al., 2010; Taziaux et al., 2007;
Woolley, 2007). Para probar esta posibilidad en G. omarorum, seria interesante
explorar la expresidn cerebral de las enzimas necesarias para la esteroidogénesis por
técnicas de hibridacidon in situ, por ejemplo, asi como testear la actividad de la

aromatasa cerebral y su posible correlacién con la agresién.

Las fronteras en el estudio de los mecanismos neuroenddcrinos de la agresion
actualmente se encuentran en la exploracion de la estacionalidad de la modulacién de
esta conducta. Los estudios mas recientes pretenden entender cdmo el mismo cortejo
comportamental (la agresién) se produce en escenarios fisioldgicos tan distintos y por
lo tanto, cdmo los sistemas de control del comportamiento se adaptan a contextos
hormonales diferentes. Se propone que las hormonas esteroides pueden afectar el
comportamiento tanto por mecanismos gendmicos como no-genémicos y que el
balance entre estos 2 mecanismos de accién tan distintos depende del estado
enddcrino. Se plantea que; a) en momentos en los que los niveles plasmaticos

hormonales son elevados (periodo reproductivo), la neurosintesis de esteroides es



baja y el principal mecanismo modulador de la agresién seria gendmico; b) en
momentos en los que los niveles circulantes de esteroides son bajos (periodo no
reproductivo) la neurosintesis de esteroides es alta y el principal mecanismo regulador
de la agresidon seria no-gendmico (Heimovics et al 2015). Por otra parte, existen
evidencias que sefialan que la importancia relativa de andrdgenos y estrégenos en la
modulacion de la agresiéon puede cambiar estacionalmente (Soma et al., 2000b). Los
resultados obtenidos en esta tesis indican que la ATNR es independiente de los niveles
circulantes de 11-KT, y al mismo tiempo, sugiere que es regulado por E2. Dado que
ambos esteroides sexuales dependen del sustrato androgénico T en las vias
esteroidogénicas, seria interesante explorar los mediadores hormonales de la agresiéon
de G. omarorum durante el periodo reproductivo para evaluar la estacionalidad del

control de la agresion.
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for the study of neuroendocrine control of non-breeding territorial aggression. 8th

International Conference on Hormones, Brain And Behavior, Liege, Belgium.

Jalabert, C., Quintana, L., Silva, A. 2013. Gonadectomized individuals exhibit
territorial aggression in the weakly electric fish Gymnotus omarorum. Argentinian

Society of Neuroscience. Cérdoba, Argentina.

Silva, A., Quintana, L., Perrone, R., Zubizarreta, L., Batista, G., Jalabert, C. 2012.
Agresion territorial no reproductiva en el pez eléctrico Gymnotus omarorum. Punto de
partida para la exploracién de los mecanismos neuroenddécrinos subyacentes. XIV

Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias. Maldonado, Uruguay.

Desarrollos experimentales

Técnicas de mediciones hormonales: partiendo de datos preliminares
realizados por Batista 2011, en el marco de esta maestria se realizd la puesta a punto
del protocolo de medicion hormonal por técnicas de ensayo de inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) y radioinmunoanalisis (RIA) en G. omarorum. Para ello
contamos con asesoramiento de la Dra. Ana Meikle y la Msc. Paula Pessina del
Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria, Universidad de la

Republica.

Procedimiento quirurgico: El desarrollo de la presente tesis permitido el

establecimiento del protocolo de sexado necesario para la identificacion del sexo en



esta especie monomorfica. La incorporacion de esta técnica en la Unidad Bases

Neurales de la Conducta resulta un importante aporte ya que constituye un protocolo

de procedimiento basico que actualmente se realiza previo a todos los experimentos.

Financiacion

La presente tesis contd con diversas fuentes de financiacién que hicieron

posible su realizacién:

Fondo Clemente Estable Modalidad | Agencia Nacional de Investigacién e
Innovacion (ANIl) FCE_1 2011 1 6180 "Bases hormonales de la agresion
territorial no reproductiva”. Responsables: Ana Silva / Laura Quintana. 2013-

2015.

Fondo Clemente Estable Modalidad IIl ANII FCE_3_2013_1 100495 "Rol de las
hormonas esteroides en el control de la agresidn territorial no reproductiva de

Gymnotus omarorum”. Responsable: Cecilia Jalabert. 2014-2015.
Beca de posgrado nacional, ANII. 2014-2015.

PEDECIBA alicuota

PEDECIBA, pasantias locales. Recibi financiaciéon para la realizacion de una
pasantia de capacitacién en Técnicas Radioinmunoensayo en el Laboratorio de
Técnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica. Bajo

la supervision de la Dra. Ana Meikle. 2013.
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