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RESUMEN 

 

El estudio de la modulación de la territorialidad en especies silvestres es 

especialmente adecuado para explorar los mecanismos que subyacen a la 

plasticidad comportamental, por la cual los animales responden a contextos 

ambientales y sociales variables. Las hormonas esteroides son clave en la 

integración de información social, ambiental y del estado interno para ejecutar 

salidas conductuales contexto específicas. Esta tesis reúne dos marcos 

conceptuales (ecológico y neuroendocrinológico individual) para explorar las bases 

hormonales de la agresión territorial de Gymnotus omarorum, un pez eléctrico nativo 

que despliega esta conducta durante todo el año. La agresión territorial que ocurre 

disociada del período reproductivo ofrece la oportunidad de estudiar mecanismos 

de modulación independientes de esteroides gonadales. La agresión territorial no 

reproductiva de G. omarorum ha sido caracterizada en detalle y constituye un 

comportamiento robusto y complejo, el cual media la adquisición de territorios, tanto 

en hembras como en machos. 

En la población estudiada en el ambiente natural, en el período no reproductivo los 

únicos factores que influenciaron el tamaño territorial fueron el tamaño corporal y la 

concentración de O2. En el período reproductivo el sexo se tornó un factor relevante 

para la territorialidad, dado que el tamaño del territorio se relacionó con esteroides 

sexuales dimórficos (17β- Estradiol en hembras y 11-cetotestosterona en machos). 

De manera adicional, en hembras se evidenció la importancia de la maduración 

gonadal sobre el tamaño territorial. Los mecanismos hormonales que subyacen a la 

agresión no reproductiva se exploraron en encuentros diádicos en arenas neutrales 

en el laboratorio. La conducta agonística no presenta diferencias entre sexos, y la 

dominancia depende solamente del tamaño corporal. La agresión territorial fue 

independiente de acciones androgénicas rápidas. Sin embargo, la síntesis rápida 

de estrógenos tiene un rol preponderante, ya que la inhibición de la conversión de 

andrógenos a estrógenos afectó la ocurrencia de los conflictos, la dinámica, 

intensidad y resultado de las contiendas. Con el objetivo de conocer las fuentes 

estrogénicas y posibles precursores de neurosíntesis, se realizó la puesta a punto 
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y cuantificación circulante y cerebral de perfiles esteroideos utilizando la técnica de 

Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa. Los individuos no 

reproductivos presentaron niveles circulantes y cerebrales detectables de 

andrógenos aromatizables (testosterona y androstenediona), no mostraron 

estrógenos circulantes, y presentaron estrona cerebral, lo cual constituye una 

evidencia inequívoca de síntesis cerebral de estrógenos. En suma, G. omarorum 

como único modelo entre los teleósteos, revela que la síntesis cerebral rápida de 

estrógenos tiene un rol protagónico en la modulación de la agresión no reproductiva, 

lo que parece ser una estrategia compartida con aves y mamíferos.   
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INTRODUCCIÓN  

 

Los mecanismos que subyacen a la plasticidad comportamental, por la cual los 

animales responden a contextos sociales y ambientales variables, aún no se 

comprenden cabalmente. Los comportamientos sociales, aunque complejos, 

ofrecen la oportunidad de abordar el estudio de la plasticidad comportamental y la 

riqueza de su modulación. En este sentido, la conducta territorial, como ejemplo de 

conducta social ampliamente extendida en el reino animal, puede aportar 

información sobre cómo los individuos integran claves externas a su contexto 

fisiológico para producir respuestas sociales adecuadas. En base a evidencias que 

sostienen que la conducta agonística media la adquisición y defensa de territorios, 

esta tesis reúne dos marcos conceptuales para explorar las bases neuroendócrinas 

de la agresión territorial de Gymnotus omarorum, un pez eléctrico nativo que 

despliega esta conducta durante todo el año, tanto en hembras como en machos. 

El primer marco conceptual es el ecológico, con la premisa de que al estudiar una 

especie silvestre es posible analizar en poblaciones naturales los mecanismos 

proximales resultantes de las presiones evolutivas que moldearon su conducta 

territorial. El segundo marco conceptual es individual y se centra en el control 

hormonal esteroideo de la conducta agonística de G. omarorum, debido a que las 

hormonas esteroides son clave en la integración de información social, ambiental y 

del estado interno para ejecutar la salida conductual adecuada. Dentro de este 

marco, es mucho lo que se sabe de la modulación hormonal androgénica de la 

agresión reproductiva entre machos, mientras que la agresión no reproductiva está 

mucho menos explorada. Aunar estos estos dos marcos conceptuales en un solo 

estudio es de por sí novedoso, y solo posible por las características especialmente 

ventajosas del modelo utilizado. Intentar que dialoguen y se complementen en sus 

hallazgos es aún más ambicioso y es uno de los principales propósitos de esta tesis.  
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ANTECEDENTES  

 

TERRITORIALIDAD Y CONDUCTA AGONÍSTICA EN EL MARCO DE LA ECOLOGÍA DEL 

COMPORTAMIENTO.  

 

ESPACIALIDAD 

 

La distribución espacial de los animales en la naturaleza resulta de la interacción de 

los individuos con el ambiente y está fuertemente influenciada por la presencia o 

ausencia de alimento, predadores y coespecímenes. En una población, los 

individuos pueden estar agregados espacialmente o mostrar un patrón disperso 

(Brown y Orians 1970). Un patrón disperso no uniforme (irregular) puede deberse a 

la heterogeneidad en las variables ambientales o distribución de recursos relevantes 

para los individuos (Eason et al. 1999; Moorcroft et al. 2006; Thomas y Kunin 1999). 

Asimismo, una distribución irregular puede explicarse por la existencia de conducta 

territorial (Maher y Lott 2000; Morales et al. 2010). La territorialidad garantiza el 

acceso exclusivo a un determinado recurso, lo cual ofrece una ventaja competitiva 

y puede redundar en un aumento de la eficacia reproductiva (Davies y Hartley 1996; 

Grant 1997; Rubenstein y Alcock 2018).  

 

Está ampliamente documentado en muchos vertebrados que los machos durante el 

período reproductivo defienden territorios y evitan la intrusión de otros machos 

mediante despliegues de advertencia, amenaza o agresión física (Armitage 1977; 

Brown 1964; Clarke 1970; Davies 1976; Pröhl 2005; Huang et al. 2011).  Aunque es 

menos frecuente, en algunas especies la defensa territorial puede darse durante 

todo el año tanto en machos como en hembras (Caldwell et al. 1984; Chiver et al. 

2014; Wingfield y Hahn 1994). En estos casos la defensa de un territorio puede 

asegurar el acceso a áreas de forrajeo durante todo el año (Davies et al. 2012).  
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CONDUCTA AGONÍSTICA 

 

La conducta agonística es un comportamiento social ampliamente extendido que 

participa en la resolución de conflictos entre individuos de una misma especie (King 

1973; Archer 1988). Un conflicto puede aparecer por defensa de crías o 

competencia por un recurso limitado como, por ejemplo, espacio, alimento, pareja o 

sitios de apareamiento, cuyo control incrementa el fitness individual (Hardy y Briffa 

2013; Huntingford y Turner 1987; King 1973). Las interacciones agonísticas en 

general siguen las mismas fases estereotipadas, evaluación, contienda y post-

resolución, e incluyen 3 tipos principales de comportamientos: despliegues de 

amenaza, agresión física y despliegues de sumisión (Nelson 2006; Summers y 

Winberg 2006). Durante las interacciones agonísticas diádicas los conflictos se 

resuelven cuando el individuo dominante obtiene el acceso al recurso en disputa y 

el subordinado es excluido del mismo (Briffa y Sneddon 2010; Nelson 2006). 

Cuando el recurso en disputa es el espacio, el territorio es el área de la cual los 

intrusos son excluidos mediante despliegues de advertencia, amenaza o ataques 

(Brown 1975). La evaluación de factores ambientales y sociales que determinan la 

calidad de un territorio se integra con los requerimientos individuales para llegar a 

la decisión de si competir o no por un área. Una vez iniciada la contienda, los 

individuos continúan evaluando los costos y beneficios de continuar compitiendo o 

rendirse, para lo cual integran la información de su propia capacidad de lucha (que 

depende del tamaño corporal y armamento, entre otras cosas), con el valor del 

recurso, que es variable entre individuos dependiendo de su estado reproductivo, 

sexo, residencia, o disponibilidad de recurso. Los factores que influencian la 

capacidad de lucha y la estimación del valor del recurso generalmente presentan 

diferencias sexuales. Incluso en especies con monomorfismo en la capacidad de 

lucha (por ejemplo, por no presentar diferencias en el tamaño corporal entre sexos) 

muchas veces se evidencia que el resultado de las contiendas es sesgado hacia 

uno de los sexos por valorar el recurso de manera asimétrica (por ejemplo, en 

lemures donde las hembras tienen más probabilidad de ser dominantes, Dunham 

2008). 
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La diversidad y complejidad de los despliegues agonísticos en vertebrados han 

generado dificultades para establecer patrones claros que unifiquen los 

mecanismos y causas evolutivas subyacentes (Goodson y Kabelik, 2009). Por esta 

razón, el uso de modelos animales no tradicionales y la exploración multidisciplinaria 

de su comportamiento marcan el rumbo de las investigaciones actuales que intentan 

comprender las bases neuroendócrinas de esta conducta tan extendida en 

vertebrados (Blumstein et al. 2010). La agresión en machos es un comportamiento 

más conspicuo que en hembras, cuya interpretación desde el punto de vista de la 

selección natural es más simple: un aumento de la eficacia reproductiva (Emlen y 

Oring 1977; Shuster y Wade 2003; Trivers 1996). La agresión entre hembras es muy 

extendida, y se ha demostrado en contextos en los cuales las hembras compiten 

por rango, territorios y acceso a pareja, sin embargo, ha sido relegada de las 

investigaciones y es mucho menos lo que se sabe de sus mecanismos proximales 

de control (Rosvall 2011; Cain y Rosvall 2014).  

 

DETERMINANTES DEL TERRITORIO  

 

El estudio de la modulación de la conducta territorial en especies silvestres es 

especialmente adecuado para explorar los mecanismos que subyacen a la 

plasticidad comportamental. En la conducta territorial, los animales primero detectan 

las claves ambientales y sociales que determinan el valor del territorio, luego 

integran esta información con sus requerimientos individuales y capacidad de lucha, 

y finalmente evalúan si competir por un área o no. Por lo tanto, la distribución 

espacial de individuos de una especie territorial aporta información sobre cómo los 

animales integran sus características individuales con factores ambientales y 

sociales. La variación en la habilidad para la obtención y defensa de un territorio 

puede generar diferencias en el tamaño del mismo, ya que características como el 

tamaño corporal, el sexo, y el estado reproductivo determinan la capacidad de lucha 

e influyen sobre la estimación del valor del recurso (Smith y Parker 1976; Hurd 2006; 

Piper et al. 2015; Metcalfe et al. 2016; Nolen et al. 2017). El tamaño corporal se 
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asocia con el tamaño territorial en muchas especies, posiblemente por determinar 

directamente los requerimientos metabólicos. Asimismo, el tamaño corporal 

influencia el resultado de las contiendas agonísticas, y el tamaño territorial (Adams 

2001; Butchart et al. 1999; Elliott 1990; Keeley 2000). En especies que despliegan 

defensa territorial en ambos sexos, las asimetrías en la capacidad de lucha y 

factores motivacionales pueden provocar diferencias sexuales en el tamaño 

territorial. Durante el período reproductivo las asimetrías en el valor del recurso son 

lo más esperable, incluso para las especies con monomorfismo en la capacidad de 

lucha (Alexander 1974). Por ejemplo, en ardillas (Sciurus vulgaris), los machos 

poseen territorios de mayor tamaño que las hembras, a pesar de presentar 

monomorfismo en el tamaño corporal (Wauters y Dhondt 1992). En lagartijas 

(Sceloporus virgatus), las hembras son a menudo más territoriales que los machos 

debido a razones motivacionales (Smith 1985).  

 

 

BASES NEUROENDÓCRINAS DE LA TERRITORIALIDAD Y LA CONDUCTA AGONÍSTICA 

 

HORMONAS ESTEROIDES 

 

Las hormonas esteroides son actores fundamentales en la regulación de todos los 

comportamientos sociales, incluida la agresión. Las hormonas esteroides coordinan 

respuestas conductuales integradas a claves fisiológicas, sociales y ambientales 

(Hirschenhauser y Oliveira 2006; McEwen y Wingfield 2003). La estructura básica 

compartida por los esteroides consta de 3 anillos hexagonales y un pentágono, la 

cual está conservada y es utilizada para señalización interna en todos los 

metazoarios (Pfaff y Joëls 2017). Las variaciones en estructuras asociadas a los 

anillos, o dobles enlaces dentro de ellos dan como resultado diferentes hormonas 

esteroides, que son idénticas entre especies, a diferencia de las hormonas 

peptídicas que tienen variaciones estructurales interespecíficas. Las categorías de 

esteroides pueden ser clasificadas de acuerdo con la estructura química, fuente de 

producción, y funciones fisiológicas. En vertebrados, una categoría son los 
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esteroides sexuales, producidos principalmente por los ovarios y testículos en 

vertebrados. Estos esteroides son los andrógenos, estrógenos y progestágenos. 

Otra categoría son los corticosteroides, producidos principalmente por la corteza 

adrenal o tejido interrenal (en peces y anfibios). Independientemente de la 

clasificación de acuerdo con la fuente, los esteroides pueden producirse en células 

localizadas fuera de las gónadas y adrenales, como el tejido adiposo y el cerebro. 

Algunos esteroides presentan variaciones entre especies; por ejemplo, en peces y 

primates el principal corticosteroide es el cortisol, mientras que en roedores es la 

corticosterona (Adkins-Regan 2005). Otro ejemplo puede ser el caso de la 11-

Cetotestosterona, un andrógeno presente en grandes concentraciones en peces 

teleósteos, y ausente en muchos taxa (Borg 1994). Lo que determina las diferencias 

de producción entre tejidos y diferencias interespecíficas es la variación en la 

expresión de enzimas esteroidogénicas. Las vías de producción y metabolismo 

esteroideo están bien descriptas y se ilustran esquemáticamente en la Figura 1. Las 

vías de síntesis comienzan con el colesterol, que proviene de lipoproteínas 

plasmáticas, y la enzima que sintetiza los esteroides a partir del colesterol es la 

citocromo p450scc. La secreción y concentración de los esteroides se regula 

principalmente por la tasa de síntesis, y metabolismo, ya que el almacenamiento es 

casi nulo. En las vías sintéticas hay reacciones reversibles, y otras irreversibles. Una 

reacción irreversible, foco principal de esta tesis, es la aromatización de andrógenos 

(como la testosterona y androstenediona) por la citocromo p450arom, también 

llamada aromatasa, para producir estrógenos (17β- Estradiol o estrona, abreviados 

como E2 y E respectivamente). Estas hormonas se consideran productos terminales 

en la vía biosintética de hormonas esteroides, así como también algunos 

andrógenos no aromatizables, como la 11-cetotestosterona (Fig. 1).  
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Figura 1: Esquema 
simplificado de vías 
de síntesis de 
esteroides. En rojo 
se ilustran los 

esteroides 
cuantificados en el 
Capítulo III de esta 
tesis. 
 

 

Las hormonas esteroides modulan la conducta a través de dos mecanismos de 

acción. El primero es mediado por receptores intracelulares que actúan como 

factores de transcripción (Fowler et al. 2003; Harding 1992; Micevych et al. 2005). 

En este modo de acción los esteroides actúan como factores “permisivos” pero no 

son por lo general el gatillo de la conducta, y deben estar presentes en altas 

concentraciones y de manera sostenida. Por ejemplo, las hormonas esteroides 

pueden cambiar los umbrales para que otros factores modulen la salida 

comportamental, y así afectar por ejemplo el umbral de respuesta frente al estímulo 

de un co-especimen. El concepto de las hormonas como factores “permisivos” de 

una conducta dependiendo del contexto, se vuelve especialmente importante en la 

consideración de las conductas sociales. A pesar de que el rol de las hormonas 
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esteroides como factores permisivos es el más estudiado, estudios recientes han 

demostrado que existe síntesis local de hormonas esteroides en el cerebro y se ha 

descubierto que también ejercen acciones rápidas mediadas por receptores de 

membrana, similares a las de los neuromoduladores (Remage-Healey 2014).  

 

MODULACIÓN HORMONAL DE LA AGRESIÓN TERRITORIAL 

 

A pesar de que los despliegues de los comportamientos agonísticos presentan un 

alto grado de variabilidad, los circuitos neurales subyacentes a estas conductas, los 

ejes endócrinos que los regulan (ej.: hipotálamo-hipófisis-gonadal) y las hormonas 

involucradas (ej.: andrógenos, estrógenos, neuropéptidos hipotalámicos) se 

encuentran altamente conservados en vertebrados (Goodson 2005). Las áreas del 

cerebro asociadas al control de los comportamientos sociales son un conjunto de 

núcleos interconectados conocido como Red del Comportamiento Social (Social 

Behavior Network, SBN; (Goodson y Kabelik 2009). Más recientemente esta red se 

ha ampliado con la inclusión de áreas del sistema de recompensa, a lo que se 

conoce como la Red de Toma de Decisiones Sociales (Social decision making 

network, (O' Connell y Hofmann 2011; O’ Connell y Hofmann 2012). Los nodos de 

la SBN incluyen la amígdala, el área preóptica (APO) y ventro-medial del 

hipotálamo, el septum lateral, y los núcleos mesencefálicos. Una característica 

común a los nodos de la SBN es poseer receptores de hormonas esteroides y 

neuropéptidos hipotalámicos, lo que señala la relevancia de estas hormonas en la 

regulación de la actividad de esta red (Goodson y Kabelik 2009). Se postula que el 

patrón de activación espacio temporal de los núcleos que componen el SBN difiere 

según la situación conductual en la que se encuentra el animal. De esta manera, 

por ejemplo, los circuitos neurales que gobiernan conductas tan diferentes como la 

agresión y la reproducción poseen elementos neurales compartidos, aunque 

activados en forma diferente dependiendo del contexto.  

 

A mediados del siglo XIX los experimentos pioneros de Berthold (revisado en Soma 

2006) establecieron que un factor testicular (luego descripto como testosterona) 
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promovía las características sexuales secundarias y la agresión en gallos, sentando 

las bases de la endocrinología conductual. El estudio de la regulación endócrina de 

la agresión territorial ha sido mayormente abordado en machos reproductivos, en 

los cuales se ha establecido como principio general que los niveles elevados de 

andrógenos gonadales promueven la agresión (Fig. 2A; revisado en Cunningham et 

al. 2012; Fuxjager et al. 2017). Aunque la testosterona es una hormona fundamental 

en la regulación de la agresión en machos, muchos estudios que hilaron más fino 

demostraron que la relación entre los andrógenos circulantes y la agresión es más 

compleja. Otros factores como la expresión diferencial de receptores, síntesis 

cerebral de esteroides, o el contexto social juegan un papel fundamental en los 

efectos de los andrógenos circulantes en la agresión. En 1990 se demostró por 

primera vez que la aromatización de andrógenos a estrógenos es necesaria para el 

despliegue de agresión en machos de codorniz Coturnix coturnix japonica (Schlinger 

y Callard 1990). Luego se mostró en otras especies que las acciones androgénicas 

sobre la agresión en machos están mediadas en parte por la aromatasa (Fig. 2B; 

revisado en Trainor et al. 2006). Más adelante, dos modelos alternativos ofrecieron 

nuevas miradas sobre la regulación hormonal de la agresión: la agresión en 

hembras (Renn et al. 2012; Rosvall et al. 2012; Rubenstein y Wikelski 2005; Scaia 

et al. 2018), revisado en (Rosvall 2011; Duque-Wilckens y Trainor 2017; Rosvall et 

al. 2019); y la agresión fuera del período reproductivo (revisado en Soma et al., 

2008, 2015).  

 

La agresión en hembras es prevalente en muchas especies, y, además de la bien 

documentada agresión maternal (Mayer y Rosenblatt 1987; Smiley et al. 2019), las 

hembras pueden competir por rango jerárquico, territorios o acceso a pareja 

(revisado en Rosvall 2013). En particular la agresión territorial en hembras ha sido 

reportada en peces, reptiles, aves y mamíferos (revisado en Duque-Wilckens y 

Trainor 2017). Tanto la testosterona como los estrógenos pueden incrementar la 

agresión en hembras (Rubenstein y Wikelski 2005; Scaia et al. 2018; Woodley y 

Moore 1999), revisado en (Rosvall et al. 2019), aunque el efecto de los estrógenos 
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sobre la agresión puede variar, dependiendo del subtipo de receptor involucrado 

(Clipperton-Allen et al. 2010; Clipperton-Allen et al. 2011). 

 

 
Figura 2: Vías por las cuales los esteroides sexuales pueden modular la conducta 
agonística en machos. A- La testosterona gonadal actúa directamente en el cerebro. B- La 
testosterona gonadal se aromatiza a 17β-estradiol en el cerebro. C- La DHEA adrenal se 
convierte en testosterona y 17β-estradiol en el cerebro. D- La testosterona y el 17β-estradiol 
se producen de novo en el cerebro a partir del colesterol.  
El cambio de una señalización circulante (A y B), a una producción cerebral local (C y D) 
usualmente se acompaña de un cambio en los mecanismos de acción esteroideos; es decir, 
de acciones lentas genómicas en A y B, a acciones rápidas no genómicas en C y D.  
Modificado de (Jalabert et al., 2018). 
CHOL=colesterol; PREG=pregnenolona; DHEA=dehidroepiandrosterona; 
AE=androstenediona; T=testosterona; E2=17β-estradiol. 

 

La agresión territorial fuera del período reproductivo ha sido reportada en diversas 

especies y constituye un paradigma ideal para estudiar la neuromodulación de la 

agresión con independencia del factor gonadal (Logan y Wingfield 1990; Jasnow et 

al. 2000; Hau et al. 2004). La agresión territorial en este período (en el que las 

gónadas regresadas sintetizan niveles muy bajos de esteroides) es independiente 

de la T circulante (Logan y Wingfield 1990; Hau et al. 2004; Soma et al. 2008a). De 
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hecho, la castración no disminuye la conducta agresiva territorial en varias especies 

(Wingfield 1994; Pinxten et al. 2000). Se ha observado incluso que los machos de 

estas especies no aumentan los niveles de T en interacciones agresivas cuando se 

le presenta un intruso dentro de su territorio fuera del período reproductivo 

(Wingfield y Monk 1994; Wingfield et al. 2006). El mantenimiento de la agresividad 

en el período no reproductivo, con bajos niveles plasmáticos de esteroides sexuales, 

puede ser explicado por al menos dos mecanismos que involucran igualmente a las 

hormonas esteroides (Wingfield et al. 2001). a- Precursores inertes de esteroides 

son sintetizados en los órganos periféricos y convertidos a hormonas esteroides 

bioactivas en el cerebro. En aves se encontraron elevadas concentraciones 

plasmáticas de dehidroepiandrosterona (DHEA, un precursor adrenal de hormonas 

esteroides) y la capacidad de metabolizarlo a nivel central (Fig. 2C). El tratamiento 

con DHEA aumenta la agresividad (Soma et al. 2008b) y sus niveles plasmáticos 

correlacionan con la agresividad en machos (Hau et al. 2004). b- Síntesis de novo 

de esteroides sexuales en el cerebro a partir del colesterol, independientemente de 

las gónadas y otros tejidos periféricos (Fig. 2D). Este proceso fue reportado en 

mamíferos (Tsutsui et al. 2000) y aves (Soma et al. 2008b; Pradhan et al. 2010). 

Los estrógenos sintetizados en el cerebro tienen un rol preponderante en la 

regulación de la agresión no reproductiva en machos, actuando mayormente a 

través de mecanismos rápidos (Demas et al. 2007; Tsutsui y Yamazaki 1995; Soma 

et al. 2000). En machos de aves y mamíferos que despliegan agresión no 

reproductiva, el tratamiento con E2 promueve rápidamente la agresión (Trainor et al. 

2007; Trainor et al. 2008; Heimovics et al. 2015; Laredo et al. 2013; Merritt et al. 

2018), revisado en (Heimovics et al. 2015), mientras que la inhibición aguda de la 

aromatasa disminuye los niveles de agresión no reproductiva en machos de aves y 

peces (Soma et al. 2000; Jalabert et al. 2015). La regulación de la agresión no 

reproductiva en hembras ha sido abordada en pocas especies. En modelos de aves 

hay evidencia que apoya el involucramiento de la DHEA y testosterona circulantes 

(Gill et al. 2007; Hau et al. 2004), mientras que en el hámster dorado la agresión no 

reproductiva es independiente de las hormonas ováricas (Fleming et al. 1988). En 

el hámster siberiano, las hembras no reproductivas a pesar de exhibir bajos niveles 
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de hormonas gonadales, despliegan agresión de manera robusta asociada a un 

aumento de la sensibilidad cerebral al E2 (Rendon et al. 2017; Scotti et al. 2007). 

Por lo tanto, mientras que los efectos rápidos de los estrógenos han sido 

documentados en la agresión no reproductiva de machos, actualmente no está claro 

si este tipo de modulación ocurre en hembras no reproductivas.  

 

GYMNOTUS OMARORUM  COMO MODELO PARA ESTUDIAR LAS BASES 

NEUROENDÓCRINAS DE LA AGRESIÓN  

 

La agresión territorial disociada del período reproductivo se ha reportado en 

diversos taxa, incluyendo aves (Logan y Wingfield 1990; Gwinner et al. 1994; 

Wingfield y Monk 1994; Soma et al. 1999), mamíferos (Caldwell et al. , 1984; Jasnow 

et al. 2000; Demas et al. 2007), reptiles (Moore y Marler, 1987), y peces (Batista 

et al. 2012; Vullioud et al. 2013). Estas especies ofrecen la oportunidad de estudiar 

cómo las variables ambientales y características individuales se relacionan con el 

tamaño territorial, aún en ausencia de hormonas gonadales. El pez eléctrico 

Gymnotus omarorum despliega el único ejemplo conocido hasta el momento en 

teleósteos de agresión territorial intra- e inter-sexual durante todo el año. Se 

caracteriza por no presentar dimorfismo sexual morfológico ni electrofisiológico y 

por ser un reproductor estacional (Richer-de-Forges et al. 2009). Es una especie 

autóctona abundante, por lo que es posible implementar estudios de la ecología del 

comportamiento directamente en poblaciones naturales. Es una especie 

ampliamente utilizada como modelo neuroetológico, cuyo nombre homenajea a 

Omar Trujillo-Cenoz y Omar Macadar, los dos pioneros que iniciaron el estudio de 

los peces eléctricos en Uruguay, quienes lideraron investigaciones sobre la 

anatomía fisiología y biofísica de la electrogeneración. Al igual que todos los peces 

eléctricos sudamericanos, G. omarorum emite una descarga eléctrica (DOE) de 

manera continua, que forma parte de un sistema sensorial activo 

(electrogeneración/electrorrecepción). Asimismo, modificaciones en la frecuencia y 

la forma de onda de la DOE constituyen señales de comunicación, utilizadas en los 

comportamientos sociales.   
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La agresión territorial no reproductiva de G. omarorum es un comportamiento 

robusto que se desencadena en una arena neutral por la presencia de un 

coespecimen tanto en machos como en hembras (Batista et al. 2012). La conducta 

agonística no reproductiva de G. omarorum ha sido descripta en detalle, e incluye 

un florido repertorio de despliegues locomotores y eléctricos (Fig. 3). Los conflictos 

presentan una fase de evaluación muy corta, luego de la cual los individuos 

muestran una escalada agresiva que termina cuando el subordinado deja de atacar 

y huye (Batista et al. 2012; Zubizarreta et al. 2015). Los subordinados señalizan su 

sumisión eléctricamente utilizando tres tipos de señales de manera secuencial: 

interrupciones de la DOE, aumentos transitorios de la frecuencia de la DOE con 

distorsión de la forma de onda (chirps), y por último una disminución sostenida de 

la frecuencia basal de la DOE luego de la resolución del conflicto (Batista et al. 2012; 

Perrone y Silva 2018; Silva et al. 2013). Una vez que el estatus de 

dominancia/subordinación se establece, no se revierte y el pez dominante excluye 

al subordinado del territorio de manera mantenida (Perrone et al. 2019), 

constituyendo un claro ejemplo en que la conducta agonística media la adquisición 

y defensa del territorio.  
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Figura 3: Esquema representativo de la conducta agonística no reproductiva en Gymnotus 
omarorum. Dinámica de los encuentros agonísticos territoriales. Los conflictos presentan 
tres fases; 1- Evaluación: desde la apertura de la compuerta a la ocurrencia del primer 
ataque; 2- Contienda: desde la ocurrencia del primer ataque hasta la resolución (el 
subordinado se retira y no vuelve a atacar); C- Post-resolución: se analizan 10 minutos 
luego de la resolución del conflicto. Se ilustran las señales eléctricas de comunicación: 
Interrupción de la descarga del órgano eléctrico (DOE), chirp, y ranking de frecuencia de la 
DOE (el dominante mantiene una frecuencia mayor que el subordinado luego de la 
resolución del conflicto).  
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En esta inusual conducta agonística territorial no reproductiva, el resultado de una 

contienda depende del tamaño corporal, y el sexo no impacta en la probabilidad de 

ser dominante (Batista et al. 2012). La agresión territorial no reproductiva de G. 

omarorum es independiente de hormonas gonadales, ya que la gonadectomía no 

afecta la conducta agonística no reproductiva en machos (Jalabert et al. 2015). Esto 

demuestra que los bajos niveles de andrógenos gonadales circulantes que 

presentan estos animales no reproductivos no son necesarios para la ocurrencia de 

esta conducta. El rol de los estrógenos extra-gonadales se confirmó en machos, 

donde la inhibición a corto plazo de la aromatasa provoca una distorsión de la 

dinámica de las contiendas, una disminución de los niveles de agresión/sumisión y 

una dificultad para la resolución del conflicto (Jalabert et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3: Gymnotus omarorum como modelo para estudiar las bases neuroendócrinas de 
la agresión territorial no reproductiva.  
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HIPÓTESIS, ESTRATEGIA DE INVESTIGACIÓN Y OBJETIVOS 

 

PUNTOS DE PARTIDA  

 

Gymnotus omarorum es una especie especialmente ventajosa con la que hemos 

construido un modelo para analizar las bases neuroendócrinas de la agresión 

territorial. La agresión de G. omarorum es desplegada en hembras y machos todo 

el año, y su estudio es abordable tanto en poblaciones naturales como en el 

laboratorio.  

 

La territorialidad en vertebrados se ha estudiado mayormente durante el período 

reproductivo y se acepta que el espaciamiento de los individuos resultante es 

influenciado por características sexualmente dimórficas como son el tamaño 

corporal y las hormonas gonadales. En la especie sexualmente monomórfica G. 

omarorum sabemos que la conducta agonística media la adquisición de territorios 

en el laboratorio en el período no reproductivo, cuando el tamaño corporal es el 

único predictor del resultado de las contiendas. Asumiendo que la distribución y 

tamaño de territorios de G. omarorum en la naturaleza también se establecen y 

mantienen por interacciones agonísticas, este modelo ofrece la oportunidad de 

estudiar el espaciamiento en el hábitat natural y de analizar factores individuales 

determinantes del tamaño territorial y sus variaciones estacionales.  

 

La aromatización de andrógenos a estrógenos ha sido reportada como moduladora 

de la agresión entre machos reproductivos en muchas especies, mientras que el rol 

de los estrógenos en la regulación de la agresión en hembras reproductivas es 

variable. La neurosíntesis de estrógenos ha sido reportada como un elemento 

fundamental en la expresión de agresión no reproductiva en aves y mamíferos. Para 

avanzar en la comprensión del control neuroendócrino de la agresión, y dado que 

los estrógenos son hormonas clave en las hembras, G. omarorum surge como un 

modelo ideal para evaluar el rol de los neuroestrógenos en la subestimada agresión 

intrasexual femenina, particularmente no reproductiva, en la que se minimiza el 
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factor gonadal. En machos no reproductivos de esta misma especie, la dominancia 

y los niveles de agresión son dependientes de la aromatasa. Es relevante evaluar 

si la dependencia estrogénica es generalizable a hembras no reproductivas, así 

como analizar en los dos sexos las fuentes esteroideas que mantienen la 

territorialidad no reproductiva.  

 

En base a los puntos de partida se proponen las siguientes hipótesis: 

 

HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

1. En poblaciones naturales la territorialidad en Gymnotus omarorum es 

expresada todo el año. En período no reproductivo el tamaño territorial es 

sexualmente monomórfico y depende del tamaño corporal. En período 

reproductivo el tamaño territorial depende de variables sexualmente 

dimórficas.  

 

2. En el período no reproductivo la agresión territorial es mantenida por 

neurosíntesis de estrógenos en ambos sexos. 

 

ESTRATEGIA DE INVESTIGACIÓN 

 

Las hipótesis se pusieron a prueba de manera multidisciplinaria, analizando la 

territorialidad en el hábitat natural, utilizando abordajes conductuales-

farmacológicos, y de cuantificación hormonal.  

La hipótesis de trabajo #1 fue plausible de ser abordada porque Gymotus omarorum 

es una especie silvestre que ofrece la oportunidad de estudios en su ambiente 

natural. La elección de la aproximación en el campo respondió a la necesidad de 

aumentar el número de trabajos de plasticidad comportamental en la naturaleza 

debido al valor de estos modelos. La complejidad del abordaje de campo implica a 

su vez ventajas y desventajas. Por un lado, es la opción óptima ya que en el 

ambiente natural están presentes las presiones evolutivas y el contexto ecológico 
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completo donde se desarrolla la defensa territorial. La mayor desventaja del 

abordaje de campo en el caso de G. omarorum es la imposibilidad de la observación 

directa de los individuos debido a las características del hábitat, que en este trabajo 

se sustituye por la estimación de los tamaños territoriales mediante la detección 

eléctrica individual.   

Al ser el primer estudio de estas características en G. omarorum, inicialmente se 

buscó caracterizar la población y las variables ambientales relacionadas a la 

distribución de los individuos. Luego, se pusieron a prueba predicciones derivadas 

de estudios previos de laboratorio durante el período no reproductivo. Las 

características de la agresión territorial no reproductiva en el laboratorio generaron 

la predicción que los territorios fueran sexualmente monomórficos y que el tamaño 

corporal correlacionara con el tamaño territorial. En contraposición, en el período 

reproductivo se predijo la aparición de dimorfismo sexual en los factores que 

impactan en el tamaño territorial. En el estudio de campo se evidenció la 

estacionalidad en los determinantes de los territorios, que podría resumirse como el 

dimorfismo sexual en el período reproductivo y el monomorfismo en el período no 

reproductivo.  

La hipótesis de trabajo #2 se abordó con farmacología conductual y cuantificación 

hormonal. Testear la necesidad de la vía estrogénica o androgénica en la expresión 

de agresión territorial se justificó en dos conjuntos de evidencias: a- existen cambios 

rápidos de esteroides asociados a las conductas sociales, y b- la aromatasa está 

involucrada en la regulación de la agresión no reproductiva. Si un pico de 

andrógenos o estrógenos es necesario para el despliegue de la conducta, la 

predicción es que antagonizar la vía responsable provocará una distorsión de la 

agresión. Un pico de andrógenos puede actuar directamente sobre receptores de 

andrógeno (acción directa), o provocar concomitantemente un pico de estrógenos 

(acción indirecta). Por otro lado, un pico de estrógenos se puede generar también 

por la activación de la aromatasa a partir de andrógenos presentes en condiciones 

basales. Para disecar la acción rápida androgénica directa se utilizó un bloqueante 

competitivo de los receptores de andrógeno (CYP, acetato de ciproterona), y la vía 

estrogénica se disecó mediante un inhibidor de la aromatasa (FAD, fadrozole). Para 
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poner a prueba las predicciones se realizaron encuentros diádicos entre hembras 

no reproductivas en la estación experimental del IIBCE. Los grupos tratados 

consistieron en la inyección de CYP o FAD a los dos individuos de la díada una hora 

previa a la contienda, y se compararon con contiendas control inyectadas con 

vehículo. 

Una vez probado que la síntesis de estrógenos estaba involucrada en el despliegue 

de agresión no reproductiva el paso siguiente fue a- determinar el posible precursor 

circulante; b- buscar estrógenos cerebrales o esteroides que pudieran oficiar de 

sustrato de neuroestrógenos; y c- evaluar si existía evidencia de neurosíntesis en 

condiciones basales. Para esto era fundamental desarrollar un método de 

cuantificación que permitiera medir múltiples hormonas en una misma muestra a 

nivel individual, y que permitiera la cuantificación simultánea de los niveles 

circulantes y cerebrales. Con este objetivo, se comenzó el desarrollo de la técnica 

de Cromatografía Gaseosa acoplada a Espectrometría de Masa (GC-MS) en el 

equipo institucional del IIBCE, pero no se alcanzó la sensibilidad y repetibilidad 

necesaria para la cuantificación en muestras problema de animales no 

reproductivos. Como segunda aproximación, realicé una pasantía en el laboratorio 

de Kiran Soma en la University of British Columbia, donde concreté la puesta a punto 

de un método de extracción para muestras de cerebro de Gymnotus, con posterior 

cuantificación por Cromatografía Líquida asociada a Espectrometría en tándem 

Masa/Masa (LC-MS/MS). Mediante este método se realizaron las cuantificaciones 

de los niveles basales de plasma y cerebro anterior de hembras y machos no 

reproductivos colectados en el ambiente natural.  

 

OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS  

 

De la hipótesis de trabajo #1 se desprende el siguiente objetivo general y los 

siguientes objetivos específicos a abordar de acuerdo con la estrategia: 
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I. Analizar en la naturaleza en período reproductivo y no reproductivo el 

tamaño territorial individual de Gymnotus omarorum, la distribución de los 

individuos en la población y los factores determinantes. 

 

I.A. Caracterizar el hábitat de G. omarorum, el patrón de distribución de la especie 

y las características poblacionales.  

I.B. Evaluar los factores ambientales que impactan en la distribución de los 

individuos. 

I.C. Evaluar las variables individuales que influyen en el tamaño de los territorios.  

I.D. Evaluar las diferencias estacionales en el tamaño de los territorios y sus 

determinantes. 

 

De la hipótesis de trabajo #2 se desprenden los siguientes objetivos generales y 

específicos a abordar de acuerdo con la estrategia: 

 

II. Estudiar la relevancia de la vía estrogénica y androgénica rápida en la 

regulación de la agresión territorial no reproductiva en hembras de Gymnotus 

omarorum. 

 

II.A. Caracterizar la agresión territorial no reproductiva entre hembras de Gymnotus 

omarorum. 

II.B. Evaluar el rol de la vía estrogénica en la agresión territorial no reproductiva en 

la agresión intrasexual de hembras no reproductivas. 

II.C. Evaluar el rol de la vía androgénica en la agresión territorial no reproductiva en 

la agresión intrasexual de hembras no reproductivas. 

 

III. Estudiar los perfiles esteroideos cerebrales y circulantes basales de 

adultos no reproductivos 
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III.A. Poner a punto un método de cuantificación de esteroides que permita la 

cuantificación simultánea de múltiples hormonas en plasma y cerebro a nivel 

individual en animales no reproductivos 

III.B. Caracterizar el perfil esteroideo plasmático de hembras y machos no 

reproductivos. Realizar la comparación sexual. 

III.C. Caracterizar el perfil esteroideo cerebral de hembras y machos no 

reproductivos. Realizar la comparación sexual. 

III.D. Comparar los niveles hormonales plasmáticos entre plasma y cerebro.  
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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

 

La introducción y antecedentes de esta tesis dieron lugar a un Ensayo en el Boletín 

de la Sociedad Zoológica del Uruguay (Aceptado).  

Los resultados organizan en los siguientes capítulos. El Capítulo I, que corresponde 

al Objetivo general I, se centra en el estudio de la estacionalidad en los 

determinantes de los tamaños territoriales en una población natural de Gymnotus 

omarorum. Este capítulo ha dado lugar a un artículo publicado en PLOSone titulado 

“Seasonal and social factors associated with spacing in a wild territorial electric fish” 

por L. Zubizarreta, L. Quintana, D. Hernández, F. Texeira de Mello, M. Meerhoff, R. 

Honji, R. Guimarães, A. Silva (Anexo 1). El Capítulo II, que corresponde al Objetivo 

general II, tiene como piedra fundamental la descripción exhaustiva de la agresión 

territorial no reproductiva en hembras, y luego sobre la conducta abona a la hipótesis 

de la neurosíntesis de estrógenos en el mantenimiento de la agresión femenina. La 

primera parte del Capítulo II compone un artículo publicado en Journal of 

Physiology-Paris que presenta el modelo de agresión territorial no reproductiva de 

G. omarorum titulado “Building the case for a novel teleost model of non-breeding 

aggression and its neuroendocrine control” por L. Quintana, L. Zubizarreta, C.  

Jalabert, G. Batista, R. Perrone, A. Silva (Anexo 2). La segunda parte del Capítulo 

II dio lugar al artículo publicado en Physiology and Behavior titulado “The estrogenic 

pathway modulates non-breeding female aggression in a teleost fish” por L. 

Zubizarreta, A. Silva, L. Quintana (Anexo 3). El Capítulo III, que corresponde al 

Objetivo general III, presenta el proceso de puesta a punto de un método de 

extracción para realizar un perfil hormonal en cerebro y plasma de animales no 

reproductivos primero por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de 

masa (realizado en el IIBCE, Uruguay, Anexo 4), y luego por cromatografía líquida 

acoplada a espectrometría de masa (realizado en el laboratorio de Kiran Soma en 

la University of British Columbia, Canadá). Una vez descripta la puesta a punto la 

técnica, los resultados de la cuantificación de cerebro y plasma por LC-MS/MS en 

hembras y machos colectados en la naturaleza se presentan en la segunda parte 

del Capítulo III. Estos resultados han sido presentados en un seminario del grupo 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928425716300316
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928425716300316
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de Behavioral Neuroscience en la UBC y en el II Congreso Nacional de Biociencias, 

y componen un manuscrito en preparación cuyos autores son L. Zubizarreta, C. 

Jalabert, C. Ma, A. Silva, KK. Soma, y L. Quintana. En el Capítulo IV se presenta la 

discusión general, parte de la cual ha dado lugar a una revisión publicada en 

Frontiers in Endocrinology, “A Teleost Fish Model to Understand Hormonal 

Mechanisms of Non-breeding Territorial Behavior” por L. Quintana, L. Zubizarreta y 

A. Silva (Anexo 5). Por último, en el Capítulo V se describen las perspectivas 

derivadas de esta tesis, que componen 2 líneas de investigación de proyección 

postdoctoral.  
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CAPÍTULO I. ESTACIONALIDAD EN LOS FACTORES QUE IMPACTAN 

EN EL TAMAÑO DE LOS TERRITORIOS EN LA NATURALEZA 

 

I. Analizar en la naturaleza en período reproductivo y no reproductivo el 

tamaño territorial individual, la distribución de los individuos en la población 

y los factores determinantes. 

 

I.A. Caracterizar el hábitat de G. omarorum, el patrón de distribución de la especie 

y las características poblacionales.  

I.B. Evaluar los factores ambientales que impactan en la distribución de los 

individuos. 

I.C. Evaluar las variables individuales que influyen en el tamaño de los territorios.  

I.D. Evaluar las diferencias estacionales en el tamaño de los territorios y sus 

determinantes. 

 

MÉTODOS 

 

Área de estudio y estaciones de muestreo  

El trabajo de campo se realizó en la Laguna de los Cisnes, Uruguay (205 ha, 34° 

48′ S, 55° 18′ W), que consiste en un sistema dulceacuícola de tres partes 

interconectado (profundidad máxima 5 m) (Fig. I.1A, (Marroni et al. 2014)). 

Gymnotus omarorum es la única especie de pez eléctrico presente en el área de 

estudio. La zona litoral de la laguna está cubierta por una franja de macrófitas (5-40 

m ancho) que cubren el área de muestreo (Fig. I.1B). Entre las raíces de las plantas 

acuáticas se encuentran típicamente los individuos de G. omarorum en su fase de 

reposo (Richer-de-Forges et al. 2009). 
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Figura I.1: Área de estudio y método de muestreo. A. El sitio de estudio se localiza en 
Maldonado, Uruguay, en la Laguna de los Cisnes. B. La zona litoral de la laguna está 
cubierta por vegetación acuática que crean una mata extensa que constituye el área de 
muestreo. C. Unidad de censo ilustrando los sitios individuales. La localización de los peces 
en los sitios individuales se llevó a cabo mediante un censo eléctrico (Estudio 1). Una vez 
que se localiza un individuo, en el sitio se toman medidas de la concentración de O2 disuelto 
en agua, temperatura y la frecuencia de la DOE. En el Estudio 2, los sitios individuales se 
volvieron a visitar siguiendo la misma secuencia, se colectaron los peces y se tomaron las 
características individuales. 
 

Siguiendo a Quintana et al. (2004), quien describió el período reproductivo de los 

peces eléctricos en esta región de diciembre a febrero (verano), los datos se 

colectaron en diciembre, correspondiendo al período reproductivo temprano antes 

de la aparición de los alevines (Quintana et al. 2004), y de junio a agosto (invierno, 

período no reproductivo).  

 

Muestreo  

El área de muestreo fue homogénea en cuanto a profundidad, distancia a la orilla y 

composición de vegetación. El área de muestreo se dividió en transectas 

adyacentes denominadas unidades de muestreo (Fig. I.1B, C; definidas más 

adelante), las cuales fueron estudiadas en diferentes días sin repetir sitios. El 

muestreo se realizó durante el día, que corresponde a la fase de reposo de la 

especie (Migliaro et al. 2018), y se llevó a cabo en dos etapas: la primera (Estudio 

1) durante la mañana (0800-1200h), y la segunda (Estudio 2) durante la tarde (1300-

1800h). 
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Estudio 1: Censo eléctrico y variables ambientales.  

Con el objetivo de obtener la distribución espacial de los individuos, realizamos un 

censo eléctrico durante la fase de reposo de los animales. Se midió la distancia de 

cada individuo con su vecino más cercano (DNN por su significado en inglés 

distance to the nearest neighbor) tanto en el período reproductivo como en el no 

reproductivo. La DNN se utilizó como una estimación del tamaño de territorio. Si 

bien este es un abordaje simplificado, los animales que presentan agresión territorial 

despliegan una disminución en la defensa territorial a medida que la distancia al 

centro del territorio aumenta (Adams 2001; Brown y Orians 1970). Este estudio se 

realizó durante la fase de reposo de G. omarorum, y la especie muestra fidelidad al 

sitio, lo que hace pensar que probablemente se encuentren en el centro de sus 

territorios en el momento que se realiza el censo eléctrico. El censo eléctrico se llevó 

a cabo localizando los individuos con un amplificador de audio conectado a un par 

de electrodos, como fue descripto previamente (Silva et al. 2003) y los individuos se 

localizaron por sus DOEs cuando el sonido alcanza su mayor amplitud (el rango de 

detección es 60 cm). Debido a que la frecuencia de la DOE se incrementa frente a 

un estímulo novedoso (respuesta de novedad, revisado en (Moller 1995)), se realizó 

el monitoreo de la frecuencia para asegurarse que el pez permanece sin perturbarse 

mientras se miden los parámetros en el Estudio 1. Para realizar el censo eléctrico, 

se vadeó en zigzag dentro de la vegetación, hasta 1.2 m de profundidad, y se 

detectaron cuidadosamente los individuos uno por uno, procurando no acercarse. 

Una vez que un pez fue localizado en un sitio individual, se marcó el camalote que 

está encima de él (Fig. I.1C). En cada sitio, a 30 cm de profundidad, se midió la 

conductividad del agua, la concentración de Oxígeno disuelto en agua (O2, mg/l) y 

la temperatura (T, ºC), utilizando un TDSu Testr 3, Cole Parmer para la 

conductividad, y OxyWard, Handy Polaris para O2 y T. Una vez colectadas las 

medidas fisicoquímicas, se registró la frecuencia de la DOE in situ durante 10 s, 

mediante dos electrodos localizados cerca el pez, y conectados a un amplificador 

en la orilla de la laguna (World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL. DAM-50, 

AC-coupled). Luego de la amplificación, la señal se capturó utilizando la tarjeta de 

audio de una laptop, y se almacenó para ser analizada más adelante. Para corregir 
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el efecto de la temperatura sobre la frecuencia de la DOE se corrigieron los valores 

a una temperatura de 20°C utilizando el valor 1.5 de Q10 calculado para peces 

eléctricos = Q10 = DOEfreq x T / DOEfreq x (T + 10) (Dunlap et al. 2000; Silva et al. 

2007).  

La medida de parámetros fisicoquímicos y frecuencia de la DOE se llevó a cabo en 

todos los sitios individuales en un mismo día de muestreo, lo que constituye una 

unidad de censo. Una unidad de censo se definió como el área que comprende a 

todos los individuos detectados antes de las 12 AM, o el área donde se detectó un 

grupo de peces rodeado por al menos 6 m de agua no habitada por individuos de la 

especie (Fig. I.1C). El Estudio 1 se realizó tanto en el período reproductivo como en 

el período no reproductivo.  

 

Estudio 2: Cuantificación de variables individuales. 

No solamente los factores ambientales, también las características individuales 

como las morfométricas y fisiológicas pueden influenciar la distribución espacial y 

tener variaciones estacionales. Por lo tanto, basados en el Estudio 1, 

caracterizamos las variables individuales de los peces colectados en los dos 

períodos y analizamos su relación con la distribución espacial. Los sitios individuales 

se visitaron por segunda vez, y se colectó cada pez localizado bajo el camalote 

marcado utilizando una red, sin perturbar los sitios cercanos. Debido a que la 

calderineada perturba mucho la vegetación en el sitio, si el primer intento no es 

exitoso luego se reporta el sitio como no-recuperado. Una vez pescados, los 

individuos se pesaron, se midieron, se sacrificaron por decapitación rápida y las 

gónadas se inspeccionaron visualmente para determinar el sexo. En el período 

reproductivo los peces se anestesiaron inmediatamente luego de la captura por 

inmersión en una solución de eugenol (1.2 mg/l, disuelto previamente en alcohol 

70%) y se realizó la extracción de sangre de la vena caudal con una jeringa 

heparinizada antes de los 3 min de captura, que es el rango de tiempo usualmente 

utilizado para evitar la respuesta de estrés por manipulación (Dunlap et al. 2000b; 

Fox et al. 1997; Salazar y Stoddard 2008). La sangre se colocó en tubos que se 

mantuvieron en hielo en el campo, más tarde se centrifugaron en el laboratorio 
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(3000rpm, 10 min), y el plasma se almacenó a -80 ºC. Las gónadas fueron 

disecadas, almacenadas en hielo seco y pesadas en el laboratorio para calcular el 

índice gonadosomático (GSI = [peso gónada / peso corporal] x 100 (Anderson et al. 

1983).  

 

Cuantificación hormonal  

En hembras reproductivas se cuantificaron los niveles de 17-β Estradiol (E2) y en 

machos reproductivos los niveles de 11-Cetotestosterona (11-KT) mediante 

inmunoensayos (ELISA) utilizando kits comerciales (IBL International, Hamburgo, 

Alemania para E2 y Cayman Chemical Company, MI, USA para 11-KT). Los análisis 

se realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante y en cada ensayo 

se corrió una curva estándar. En todos los casos las muestras se corrieron en 

duplicado y el análisis se llevó a cabo en las muestras que presentaron coeficientes 

de variación menores a 20% (Sink et al., 2008). La variación intraensayo fue 3.95 % 

para el E2 (límite de detección: 25 pg/ml) y 6.2 % para la 11-KT (límite de detección: 

1.56 pg/ml). Para establecer las diluciones de trabajo adecuadas (1:2 para el E2 de 

hembras reproductivas y 1:30 para la 11-KT de machos reproductivos) se realizaron 

tres diluciones piloto (4 muestras por sexo). Los ensayos se validaron con 

estándares aportados por el kit.  

 

Análisis de datos y estadística  

Todos los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad D'Agostino y Pearson. 

Si los datos se ajustan a una distribución gaussiana, se analizaron con pruebas 

paramétricas; de lo contrario se utilizaron pruebas no paramétricas. Los análisis 

paramétricos, no-paramétricos y las regresiones lineales simples se realizaron con 

PAST (Hammer et al. 2001), y los modelos lineales generalizados (GLM) y pruebas 

binomiales se realizaron con el R (R Core Team 2012) usando la interfaz RStudio. 

El análisis de datos se realizó en tres etapas. En una primera etapa se exploró la 

heterogeneidad ambiental utilizando datos del Estudio 1. Las variables ambientales 

(O2 y T) se compararon entre estaciones por la prueba U de Mann-Whitney. Para 

analizar la heterogeneidad de O2 y T se calculó el coeficiente de variación (CV, 
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SD/media*100) para cada unidad de censo y luego se calculó la media y SD para 

cada período. Finalmente, se realizaron regresiones lineales entre DNN y contenido 

de O2 y la frecuencia de la DOE y contenido de O2 en los dos períodos (Fig. I.2).   

En la segunda etapa de análisis, que involucró la captura de peces, exploramos qué 

factores morfométricos y fisiológicos correlacionaban con DNN en período no 

reproductivo y reproductivo. El set de datos para este análisis se obtuvo en el 

Estudio 2. Las características individuales (tamaño corporal, y frecuencia de la 

DOE), la DNN, y DNN normalizado por la longitud corporal se compararon entre 

sexos dentro de cada período mediante la prueba de t (Tabla I.1). Debido a que el 

peso y la longitud corporal están fuertemente relacionados (R = 0.91, N = 47), y al 

hecho de contar con más datos de longitud que de peso, utilizamos la longitud como 

indicador de tamaño corporal en los análisis. La longitud corporal, DNN y la 

frecuencia de la DOE se compararon estacionalmente utilizando la prueba de t en 

hembras y machos juntos. 

Para examinar el efecto de las características individuales (ver más adelante) sobre 

la DNN como variable dependiente utilizamos modelos lineales generalizados 

(GLM; (Zuur et al. 2007)), analizando los dos períodos por separado. En el período 

reproductivo, inicialmente se corrió un modelo con la longitud corporal, frecuencia 

de la DOE y sexo como variables independientes. Debido a que el modelo no fue 

significativo, se corrieron los dos sexos por separado. Para hembras se analizaron 

las variables independientes longitud corporal, frecuencia de la DOE y E2 circulante, 

mientras que en machos las variables fueron la longitud corporal y la frecuencia de 

la DOE (Tabla I.2). Para el período no reproductivo el modelo incluyó hembras y 

machos juntos y las variables independientes fueron la longitud corporal, frecuencia 

de la DOE y sexo (Tabla I.3).  

Para seleccionar el GLM más parsimonioso, utilizamos el comando bestglm 

(McLeod y Xu 2011), para un máximo de tres variables simultáneas y se 

consideraron las interacciones de segundo orden. Los modelos iniciales fueron 

simplificados mediante el método paso a paso (stepwise), y utilizando el Criterio de 

Información de Akaike (AIC) para comparar entre modelos alternativos. Esto permite 

evitar la sobreparametrización y así llegar al modelo más parsimonioso para las 
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variables evaluadas. La selección del modelo más parsimonioso tomó en cuenta el 

criterio AIC y el número y significancia estadística de los parámetros estimados. Se 

descartaron los modelos con una mejora en el AIC cuyos parámetros estimados no 

fueron significativos. Todos los modelos se sometieron al análisis de residuos para 

comprobar los supuestos de normalidad y homocedasticidad (McCullagh y Nelder 

1989). 

La etapa final de análisis tuvo como objetivos tres puntos. El primero fue evaluar 

con mayor detalle el impacto de caracteres sexualmente dimórficos (tamaño 

gonadal y esteroides sexuales) sobre la DNN particularmente durante el período 

reproductivo (Fig. I.3). Para esto se comparó estacionalmente la DNN y la DNN 

relativa al tamaño corporal en hembras y machos por separado. Además, para 

analizar la importancia del desarrollo gonadal en el espaciamiento individual, 

realizamos regresiones lineales entre DNN vs el IGS, y DNN vs peso corporal – 

peso gonadal, en hembras y machos. El segundo punto fue analizar si la 

concentración de O2, además de influenciar es espaciamiento, mostraba asociación 

con variables morfológicas y fisiológicas (IGS, DOEfreq, niveles de E2). El tercer 

punto fue establecer si la distribución de individuos por sexo difería de una 

distribución al azar, y para esto utilizamos una prueba Binomial (Conover 1971). 

Para el análisis el pez focal fue considerado solamente si el vecino más cercano se 

capturó y su sexo de confirmó. La proporción de sexos esperadas para una 

distribución al azar se deduce de la proporción empírica observada en cada 

temporada (Fig. I.4). 

 

RESULTADOS  

 

En los dos períodos, los individuos de Gymnotus omarorum se encontraron 

típicamente entre las raíces de las matas de vegetación a una profundidad de ~ 30 

cm, en el área litoral tanto en verano como en invierno (Fig. I.1B). El camalote 

Eichhornia crassipes dominó el área tanto a nivel subacuático como aéreo, 

representando el 86% de la biomasa subacuática total. La vegetación asociada se 

compuso de las especies sumergidas Egeria densa y Miriophyllum aquaticum, la 
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flotante Salvinia auriculata, y las enraizadas y emergentes Ludwigia elegans e 

Hydrocotyle criptocarpa. La misma composición de vegetación se observó a lo largo 

del año, aunque la cobertura fue mayor en el período reproductivo.  

Como es esperado en la región subtropical, la temperatura y concentración de O2 

del agua mostraron diferencias estacionales. La temperatura del agua fue más alta 

en el período reproductivo (27.3 ± 0.1 ºC, N = 36 vs 11.3 ± 0.5 ºC, N = 60; p = 1 exp-

4, prueba U de Mann Whitney), mientras que la concentración de O2 fue menor en 

el período reproductivo en comparación con el no reproductivo (5.6 ± 0.9 mg/l, N = 

36, vs 8.4 ± 0.4 mg/l, N = 65; p = 4 exp-3, prueba U de Mann Whitney). Por el 

contrario, la conductividad del agua no presentó modificaciones estacionales y se 

mantuvo < 150 µS/cm a lo largo del año.  

 

ESTUDIO 1: DISTRIBUCIÓN ESPACIAL Y VARIABLES AMBIENTALES 

 

La Etapa 1 de análisis tuvo como objetivo relacionar datos ambientales con el 

espaciamiento y la frecuencia de la DOE de los peces individualizados por censo 

eléctrico. Los peces se localizaron en la parte central de la mata de vegetación, y 

no se detectaron en los bordes cerca del agua abierta (Fig. I.1C). En las dos 

temporadas los peces mostraron una distribución uniforme, no agregados con otros 

coespecímenes. La distribución de DNNs fue asimétrica, con un sesgo con moda 

en los 150 cm (Fig. I.2A). El valor medio de DNN fue significativamente mayor en el 

período reproductivo que en el no reproductivo (230 ± 15 cm, prueba de t, T = 5.9, 

p = 1 exp-4, N = 47 vs 140 ± 7 cm, N = 73). 

La temperatura del agua medida en los sitios individuales dentro de cada unidad de 

censo mostró baja variabilidad (CV medio T período reproductivo = 2.0 ± 2.4 %, CV 

medio T período no reproductivo = 6.5 ± 5.5 %). La concentración de O2 presentó 

una alta variabilidad dentro de cada unidad de censo (CV medio O2 período 

reproductivo = 20.4 ± 9.3 %, CV medio O2 período no reproductivo = 25.9 ± 14.6 %). 

Por lo tanto, exploramos si el O2 contribuye al patrón espacial. Durante el período 

reproductivo, la concentración de O2 medida en los sitios individuales presentó un 

rango de 0 a 15 mg/l y un sesgo positivo (Fig. I.2B, verde), con alta frecuencia de 
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valores de concentración bajos (moda en 1 mg/l). Sin embargo, durante el período 

no reproductivo, la distribución de los niveles de O2 presentó un sesgo hacia la 

izquierda, y mostró una moda en 11 mg/l (Fig. I.2B, gris).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2: Distribución espacial basada en variables 
ambientales (Estudio 1). El período reproductivo se 
representa en verde, y el no reproductivo en gris; la 
superposición de las dos estaciones se ilustra en verde 
oscuro. A. Distribución de frecuencias de distancia al 
vecino más cercano (DNN, en cm). B. Distribución de 
frecuencias de concentración de oxígeno (en mg/l) 
medido a 30 cm de la superficie en cada sitio individual. 
(DNN, en cm). C. Regresión lineal entre DNN y 
concentración de O2 en los sitios individuales 
(transformado con Log). Período reproductivo: R2 = 0.44, 
p = 1 exp -4, N = 35, período no reproductivo: R2 = 0.21, 
p = 1 exp-4, N = 50. D. Regresión lineal entre la 
frecuencia de la DOE y la concentración de O2 en los 
sitios individuales. Período reproductivo: R2 = 0.47, p = 
5 exp-4, N = 22. Período no reproductivo: R2 = 1 exp-3, 
p = 0.54, N = 39. 
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La relación entre los niveles de O2 y DNN fue significativa y positiva tanto en el 

período reproductivo (R2 = 0.44, p = 1 exp -4, N = 31, Fig. I.2C verde) como en el 

período no reproductivo (R2 = 0.21, p = 1 exp -4, N = 50, Fig. I.2C gris). De manera 

interesante, los niveles de O2 presentaron una relación positiva con la frecuencia de 

la DOE durante el período reproductivo, pero la relación no fue significativa en el 

período no reproductivo (reproductivo: R2 = 0.47, p = 5 exp -4, N = 22, Fig. I.2D 

verde; no reproductivo: R2 = 1 exp -3, p = 0.54, N = 39, Fig. I.2D gris). 

 
 

ESTUDIO 2: DISTRIBUCIÓN ESPACIAL BASADA EN CARACTERÍSTICAS INDIVIDUALES  

 

La segunda etapa de análisis exploró el impacto de las variables morfométricas y 

fisiológicas individuales sobre la DNN en las dos temporadas. El 71% de los peces 

registrados en el Estudio 1 fueron recuperados en el Estudio 2. No se encontraron 

diferencias sexuales en el tamaño corporal, la frecuencia de la DOE, DNN, ni la DNN 

relativa al tamaño corporal. La falta de diferencias sexuales se mantuvo tanto en 

período no reproductivo, como en reproductivo (Tabla I.1). Durante la temporada 

reproductiva, las hembras presentaron niveles circulantes de E2 con una media de 

293.7 ± 97.7 pg/ml y los machos una media de 11-KT 399.1 ± 140.9 pg/ml. El tamaño 

corporal medio fue mayor en el período reproductivo (p = 1 exp-4, test de t, T = 6.6, 

N repro = 28, N no repro = 53). Además, la frecuencia de la DOE corregida por 

temperatura fue más alta (p = 1 exp-4, test de t, T = 18.8, N repro = 30, N no repro = 36), 

DNN fue mayor (p = 1 exp-4, test de t, T = 5.6, N repro = 31, N no repro = 46) y DNN 

relativo (DNN/longitud corporal) fueron también mayores durante el período 

reproductivo (p = 9 exp-3, test de t, T = 2.7, N repro = 30, N no repro = 46). 

Los factores que influencian DNN se evaluaron por separado en los dos períodos. 

En el período reproductivo, el GLM inicial incluyó hembras y machos juntos con 

tamaño corporal, frecuencia de la DOE, y sexo como parámetros independientes no 

arrojó resultados significativos, por lo que luego se corrieron modelos para cada 

sexo por separado. En hembras se incluyó el E2 circulante además del tamaño 

corporal y la frecuencia de la DOE como variables explicativas del DNN. Se 
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obtuvieron dos modelos significativos equivalentes según el criterio de AIC (Tabla 

I.2). En el modelo con mejor ajuste (modelo 1), el DNN mostró una relación 

significativa positiva con los niveles de E2 y una relación negativa marginal con la 

frecuencia de la DOE. En el modelo 2, el único parámetro que correlacionó 

significativamente con el DNN fue el E2 circulante. 

 

Tabla I.1: Comparación sexual de las características individuales y la distancia al vecino 
más cercano en las dos temporadas (Estudio 2). Variables individuales: Longitud corporal 
y frecuencia de la DOE corregida por temperatura. Distancia al vecino más cercano (DNN 
en cm), y DNN relativo (DNN/longitud corporal). Los valores se expresan como medias ± 
error estándar de la media (SEM), y las comparaciones estadísticas se hicieron con la 
prueba de t.  
 

 

En machos no encontramos correlación entre las variables independientes 

evaluadas y el DNN. Aunque los andrógenos no se incluyeron en el GLM por bajo 

N, es destacable que la 11-KT mostró una tendencia positiva en una regresión lineal 

simple con el DNN, si bien el número de datos fue bajo para alcanzar poder 

estadístico. En el período no reproductivo las variables individuales no mostraron 

diferencias sexuales, y por ende se incluyeron hembras y machos juntos en el 

modelo para predecir el DNN. Exploramos si el sexo, tamaño corporal y frecuencia 

 Tamaño corporal (cm) Frecuencia DOE temp DNN (cm) DNN / longitud corporal 

  ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 

A- 

Reproductivo  

22.4 ± 0.5 

n = 13 

24.5 ± 0.9 

n = 15 

41.0 ± 1.1 

n = 13 

39.3 ± 0.9 

n = 17 

220 ± 20    

n = 13 

230 ± 30 

n = 18 

9.8 ± 0.8 

n = 13 

9.9 ± 1.4 

n = 17  

♀ vs ♂ p = 0.2 ♀ vs ♂ p = 0.3 ♀ vs ♂ p = 0.8 ♀ vs ♂ p = 0.9 

B- 

No-reproductivo  

16.9 ± 0.9 

n = 26 

17.4 ± 0.8 

n = 27 

20.0 ± 1.2 

n = 18 

19.3 ± 0.95 

n = 18 

113 ± 10 

n = 23 

120 ± 10 

n = 23 

7.0 ± 0.6 

n = 23 

7.8 ± 0.7 

n = 23 

♀ vs ♂ p = 0.7 ♀ vs ♂ p = 0.6 ♀ vs ♂ p = 0.5 ♀ vs ♂ p = 0.4 
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de la DOE predicen el DNN, y encontramos que la única variable significativa fue el 

tamaño corporal, que correlacionó positivamente con DNN (Tabla I.3).  

 

Tabla I.2: Modelos lineales generalizados que presentaron el mejor ajuste para explicar la 
distancia al vecino más cercano (DNN) en hembras durante el período reproductivo, con 
datos obtenidos en el Estudio 2. El intercepto y las variables explicativas se expresan como 
medias (desvío estándar). Para cada parámetro, el valor se muestra en negrita si es 
significativo (p<0.05), en itálica si es marginal (p<0.1), y como NS si no mostró significancia 
estadística. El Modelo 1 y Modelo 2 no presentaron diferencias significativas con respecto 
al criterio de información de Akaike (AIC).  
 

Modelo Intercepto E2 circulante DOE freq N P modelo R2 ajustado AIC 

M1 452 (141) 0.14 (0.03) -0.51 (2.7) 13 0.02 0.44 20.24 

M2 188 (18) 0.1 (0.04) NS 13 0.03 0.31 22.21 

 

 

Tabla I.3: Modelos lineales generalizados que presentaron el mejor ajuste para explicar la 
distancia al vecino más cercano (DNN) en los dos sexos durante el período no reproductivo, 
con datos obtenidos en el Estudio 2. El intercepto y la variable explicativa se expresa como 
media (desvío estándar). El valor del parámetro significativo se muestra en negrita (p<0.05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Para evaluar posibles diferencias sexuales en las características de los territorios 

realizamos la Etapa 3 de análisis. Comparamos el tamaño territorial relativo entre 

temporadas y evaluamos la relación entre variables individuales y ambientales. Si 

bien el DNN absoluto y relativo fue mayor en el período reproductivo en los dos 

sexos, cuando se analizaron hembras y machos por separado se evidenció que la 

Intercepto Tamaño 

corporal 

N P modelo R2 ajustado AIC 

36.4 (34) 5.2 (2) 48 0.01 0.11 79.75 
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diferencia estacional en el DNN relativo es solo significativa en hembras (hembras: 

reproductivo 9.8 ± 0.8, N = 13 vs no reproductivo 7.0 ± 0.6, N = 23; prueba de t, T = 

2.7, p = 0.01, machos: reproductivo 9.9 ± 1.4, N = 17 vs no reproductivo 7.5 ± 0.7, 

N = 22; prueba de t, T = 1.4, p = 0.12, Fig. I.3A). En concordancia con los resultados 

del GLM, en período reproductivo el tamaño corporal no mostró asociación con el 

DNN en ninguno de los sexos (hembras: p = 0.8, R2 = 7 exp-3, N = 13. Machos: p = 

0.7, R2 = 0.01, N = 15; Fig. I.3B). Con respecto a la importancia relativa de la 

madurez gonadal en el espaciamiento, encontramos que el IGS fue 

significativamente mayor en el período reproductivo en hembras (Hembras: 1.1 ± 

0.22 % N = 9 vs 0.6 ± 0.09 % N = 11; p = 0.02, prueba de t, T = 2.3. Machos: 0.24 ± 

0.03 % N = 10 vs 0.23 ± 0.03, N = 16; p = 0.87, prueba de t, T = 0.3); y el IGS mostró 

la esperada relación positiva con el E2 circulante en hembras reproductivas (p = 2 

exp-3, R2 = 0.76, N = 9, datos no mostrados). El IGS presentó una relación positiva 

con el DNN solamente en hembras reproductivas (Hembras: p = 1 exp-3, R2 = 0.8, 

N = 9. Machos: p = 0.14, R2 = 0.25, N = 10, Fig. I.3C); y DNN no mostró relación 

significativa con el peso corporal luego de la sustracción del peso gonadal 

(Hembras: p = 0.7, R2 = 0.02, N = 9. Machos: p = 0.6, R2 = 0.03, N = 10; Fig. I.3D). 

Más aún, el contenido de O2 del agua presentó una relación positiva con el E2 

circulante de las hembras reproductivas (p = 0.03, R2 = 0.41, N = 11, Fig. I.3E) y el 

O2 mostró una relación marginal con el IGS de hembras (p = 0.08, R2 = 0.5, N = 7, 

datos no mostrados); mientras que los niveles de 11-KT en machos no presentaron 

asociación con la concentración de O2, aunque el n fue pequeño para realizar la 

regresión (N = 5, Fig. I.3E).  
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Figura I.3: Aparición del dimorfismo sexual durante el período reproductivo  
Las gráficas muestran valores para hembras (paneles de la izquierda, representados como 
cuadrados) y machos (paneles de la derecha, representados como círculos); el color verde 
indica período reproductivo y el gris no reproductivo. Los datos fueron obtenidos en el 
Estudio 2 (Etapa de análisis 3).  
A- Distancia relativa al vecino más cercano (DNN en cm / longitud corporal en cm). Los 
puntos representan valores individuales, y la línea horizontal en A y B representa la media 
y las barras de error representan el error estándar de la media. * indica la significancia 
estadística (p < 0.05) prueba de t. B- Regresión lineal entre tamaño corporal (cm) y DNN 
(cm) en el período reproductivo. Hembras: p = 0.8, R2 = 7 exp-3, N = 13; machos p = 0.7, 
R2 = 0.01, N = 15. C- Regresión lineal entre GSI y DNN (cm) en el período reproductivo. 
Hembras: p = 1 exp-3, R2 = 0.8, N = 9; machos: p = 0.14, R2 = 0.25, N = 10. D- Regresión 
lineal entre peso corporal – peso gonadal (g) y DNN (cm) en el período reproductivo. 
Hembras: p = 0.7, R2 = 0.02, N = 9. Machos: p = 0.6, R2 = 0.03, N = 10. E- Regresión lineal 
entre concentración de O2 (mg/l) y E2 (pg/ml) en hembras reproductivas: p = 0.03, R2 = 0.41, 
N = 11. La misma relación se muestra para la 11-KT en machos reproductivos sin el ajuste 
estadístico debido al pequeño tamaño de muestra (N = 5).  
 

En el período reproductivo los individuos presentaron una distribución por sexos 

significativamente distinta del azar. El porcentaje de hembras con otra hembra como 

vecina más cercana fue significativamente menor que el esperado por azar (p = 

0.03, N = 11; prueba Binomial, Fig. I.4A), y el porcentaje de hembras con un mecho 

como vecino más cercano fue significativamente mayor que el esperado por azar (p 

= 0.04, N = 16; prueba Binomial, Fig. I.4A). Por el contrario, en el período no 

reproductivo la configuración espacial de sexos en la población fue al azar. La 

probabilidad de tener una hembra como vecina más cercana no fue diferente de la 

esperada por azar tanto si el pez focal era hembra como si era macho (hembras: p 

= 0.82, N = 20; machos: p = 0.12, N = 15; prueba Binomial Fig. I.4B).  

 

 

 
 
Figura I.4: Estacionalidad en la distribución espacial de los 
sexos (datos obtenidos en Estudio 2). Sexo del vecino más 
cercano (expresado en porcentaje) cuando el pez focal es 
una hembra o un macho, en período reproductivo (A, arriba), 
y en período no reproductivo (B, abajo). La línea punteada 
representa el porcentaje esperado de tener una hembra 
como vecino más cercano si la distribución fuera al azar, de 
acuerdo con la proporción sexual empírica (41% en el 
período reproductivo y 50.9% en el período no reproductivo). 
* indica la significancia estadística (p < 0.05) de acuerdo con 
una prueba binomial. 
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DISCUSIÓN 

 

En este estudio se examinaron las diferencias estacionales y sexuales en los 

determinantes del tamaño territorial en un pez teleósteo que presenta agresión 

territorial durante todo el año. Encontramos que Gymnotus omaroum en su 

ambiente natural posee una distribución espacial consistente con territorialidad 

tanto en período reproductivo como en no reproductivo, y que la concentración de 

oxígeno correlacionó positivamente con el tamaño del territorio en las dos 

estaciones. También mostramos que: a- en el período no reproductivo el tamaño del 

territorio fue sexualmente monomórfico y determinado parcialmente por el tamaño 

corporal de los individuos; y b- en el período reproductivo aparece el dimorfismo 

sexual en el tamaño territorial relativo y sus determinantes. En este capítulo se 

cumplieron los Objetivos específicos I.A-D y los resultados refrendaron la hipótesis 

de trabajo 1. 

 

El tamaño corporal se asocia fuertemente con atributos fisiológicos y ecológicos en 

muchas especies (ej. home range y tasa metabólica), y es clave para entender cómo 

los animales hacen uso del ambiente (Brown et al. 2004; Peters 1983; White et al. 

2007; Woodward et al. 2005). La distribución de individuos de diferente tamaño 

puede ser influenciada por las interacciones sociales, como por ejemplo, la defensa 

territorial (Allen et al. 2006). Estas ideas, postuladas inicialmente para analizar 

interacciones interespecíficas (Violle et al. 2012), se pueden aplicar en la 

interpretación de individuos dentro de una misma especie, como es el caso de este 

estudio. Aquí evidenciamos que el tamaño corporal predice DNN en el período no 

reproductivo, pero no durante el reproductivo (Tablas I.2 y I.3). Esto sugiere que 

durante la época reproductiva existen otros aspectos (fisiológicos, conductuales, 

motivacionales) que pueden anteponerse al tamaño corporal influenciando el 

tamaño del territorio.   

 

El contenido de O2 es una variable fisicoquímica limitante en ambientes acuáticos, 

y la hipoxia se ha relacionado con la mortalidad de peces (La y Cooke 2011). Es 
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interesante que Gymnotus ha sido reportado como tolerante a un amplio rango de 

concentraciones de O2, y puede sobrevivir en ambientes hipóxicos (Crampton 

1998). Gymnotus tiene la capacidad de tomar aire de la superficie y posee 

adaptaciones metabólicas que compensan posibles daños que la hipoxia puede 

causar (Moraes et al. 2002). En este estudio los sitios individuales mostraron 

concentraciones de O2 que correlacionaron con el tamaño territorial en los dos 

períodos (Fig. I.2C). Este resultado sugiere que mayores niveles de O2 podrían 

permitir a los peces defender territorios de mayor tamaño debido a un incremento 

en la capacidad de respiración aeróbica. Es interesante que la concentración de O2 

correlacionó positivamente con la frecuencia de la DOE solamente durante el 

período reproductivo, cuando la frecuencia de la DOE fue significativamente más 

alta y el contenido de O2 más bajo que el período no reproductivo (Fig. I.2). Este 

resultado es consistente con el requerimiento metabólico de la emisión de la DOE 

(Markham et al. 2016), que puede ser especialmente demandante en el ambiente 

hipóxico del verano.  

 

ESPACIAMIENTO EN PERÍODO NO REPRODUCTIVO: DEPENDENCIA DEL TAMAÑO 

CORPORAL E INDEPENDENCIA DEL SEXO  

 

La territorialidad durante todo el año ha sido examinada en teleósteos mayormente 

en especies de arrecifes de coral (por ejemplo, Stegastes fuscus (Osório et al. 

2006)). En este estudio evaluamos la distribución espacial de una especie 

subtropical dulceaquícola y encontramos que la distribución durante el invierno es 

consistente con territorialidad. ¿Por qué Gymnotus defiende territorios durante el 

período no reproductivo? La adquisición y el mantenimiento de los territorios es 

mediado por la conducta agonística (Börger et al. 2008). En particular, reportes 

previos de encuentros diádicos en el laboratorio demuestran que Gymnotus 

omarorum exhibe conducta agonística no reproductiva que media la adquisición del 

territorio (Perrone et al. 2019) y que el tamaño corporal es el principal determinante 

de la dominancia en una contienda (Batista et al. 2012). 
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La producción de la DOE impone un costo metabólico alto (Markham et al. 2016), 

que puede requerir una necesidad de forrajeo adicional. En línea con esto, 

encontramos que los peces de mayor tamaño tienen territorios más grandes en los 

dos sexos (Tabla I.3). El tamaño corporal es sexualmente monomórfico en esta 

especie, y los experimentos en el laboratorio muestran que el inicio de las 

contiendas y la determinación de la dominancia en la resolución del conflicto no 

tiene sesgo por sexo (Batista et al. 2012). En este estudio confirmamos que 

hembras y machos no reproductivos poseen territorios sin dimorfismo sexual de 

tamaño en su ambiente natural (Tabla I.1), probablemente para hacer frente a los 

requerimientos energéticos que no se espera que sean diferentes entre sexos fuera 

del período reproductivo.  

Los peces eléctricos utilizan señales eléctricas de comunicación como parte de su 

repertorio comportamental. Dado que la DOE codifica información como tamaño 

corporal y estado fisiológico (Caputi y Budelli 2006; Caputi y Budelli 1995; Gavassa 

et al. 2011, 2012; Pedraja et al. 2016), los individuos podrían mantener los límites 

territoriales por evaluación remota de la DOE de sus vecinos. La frecuencia de la 

DOE señaliza el estatus de dominancia luego de la resolución del conflicto cuando 

los peces se mantienen confinados, pero no cuando se les da la posibilidad de 

distanciarse (Perrone et al. 2019). Por lo tanto, la predicción era que no existiera 

asociación entre la frecuencia de la DOE y el tamaño de los territorios en el campo, 

como se confirmó con nuestros datos (Tabla I.3). La señalización del estatus de 

dominante por medio de la frecuencia de la DOE podría ser necesario para reforzar 

la sumisión cuando un individuo subordinado es incapaz de escapar del pez 

dominante como sucede en condiciones de laboratorio donde existe confinamiento. 

Sin embargo, con la densidad poblacional observada en este estudio, la dominancia 

eléctrica no es esperada.  
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ESPACIAMIENTO EN PERÍODO REPRODUCTIVO: LA APARICIÓN DE DIMORFISMO 

SEXUAL EN LOS DETERMINANTES DEL TERRITORIO  

 

Mientras que la competencia por oportunidades reproductivas es por lo general 

sexualmente dimórfica, la competencia por recursos no reproductivos es 

usualmente similar entre hembras y machos (Tobias et al. 2012; West-Eberhard 

1983). Más aún, muchas especies que despliegan territorialidad en hembras y 

machos muestran monomorfismo sexual en el tamaño corporal y en las 

características de sus señales de comunicación (Odreitz y Sefc 2015; Tobias et al. 

2011; Whittingham et al. 1992). En concordancia con este patrón, en este estudio 

encontramos que durante el período reproductivo tanto el tamaño territorial como el 

tamaño relativo del territorio no mostraron diferencias sexuales, lo que es un 

paralelismo con el monomorfismo en tamaño corporal (Tabla I.1). Sin embargo, en 

el período reproductivo el tamaño corporal no predice el tamaño territorial (Fig. I.3B), 

lo que sugiere que otros factores aparte del tamaño corporal influencian la 

adquisición de recursos y su mantenimiento.  

 

Un análisis con más detalle (Etapa 3) mostró que, aunque no existen diferencias 

sexuales en el tamaño relativo del territorio, estas diferencias emergen cuando se 

realiza una comparación estacional. Las hembras parecen utilizar territorios 

relativamente más grandes en el período reproductivo que en el no reproductivo 

(Fig. I.3A). Este resultado puede ser interpretado en el contexto del gasto 

metabólico. El IGS de las hembras fue mayor en el período reproductivo, y 

correlacionó positivamente con la concentración plasmática de E2. Más aún, el IGS 

fue un predictor excelente del tamaño territorial en hembras (Fig. I.3C). Esto sugiere 

que las hembras reproductivas podrían establecer territorios mayores con relación 

a su tamaño corporal para hacer frente a los requerimientos de forrajeo impuestos 

por la maduración ovárica. En línea con esto, el E2 circulante correlacionó 

positivamente con el tamaño territorial en hembras (Tabla I.2), resultado arrojado 

por los dos modelos significativos en hembras reproductivas. Por otro lado, la 

influencia de la frecuencia de la DOE sobre el tamaño territorial es menos confiable, 
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dada su correlación marginal solamente en uno de los modelos de hembras 

reproductivas.  

Las hormonas esteroides son moduladores relevantes de la plasticidad 

comportamental (Oliveira 2009); y orquestan respuestas fisiológicas integradas y 

respuestas conductuales a claves sociales (Hirschenhauser y Oliveira 2006; 

McEwen y Wingfield 2003). En hembras, el hecho de que tanto el IGS como el E2 

correlacionaron con el tamaño territorial, combinado con reportes de que el E2 

promueve la agresión en hembras (Albert et al. 1990; Rendon et al. 2017; Scaia 

et al. 2018), sugiere que el E2 gonadal modula la conducta territorial en G. 

omarorum. Hipotetizamos que la secreción de E2 integra los requerimientos 

metabólicos de las hembras reproductivas con el ambiente social, a través de la 

expresión de conducta territorial. Una mirada con más detalle a la relación entre la 

concentración de O2 y las características individuales de las hembras, muestra que 

los niveles de O2 correlacionan positivamente con el E2 circulante (Fig. I.3E) y 

marginalmente con el IGS. Estos datos nos llevan a especular que las hembras 

compiten por territorios con mayor contenido de O2, que les darán la ventaja de 

afrontar mejor los procesos energéticamente costosos. En machos identificamos 

una tendencia positiva entre niveles circulantes de 11-KT y tamaño de territorio, la 

cual a pesar de no tener significancia estadística es esperada debido a la 

documentada relación entre andrógenos y territorialidad en machos (Monaghan y 

Glickman 1992; Nelson 2005; Simon y Lu 2006). 

El hecho que el tamaño corporal sea mayor en el período reproductivo que en el no 

reproductivo probablemente responda al crecimiento corporal inherente a la historia 

de vida de G. omaroum. Sin embargo, no podemos asumir que la población 

permanece incambiada demográficamente. Aunque este estudio no tuvo como 

objetivo realizar un seguimiento estacional de la población, las diferencias en 

tamaños entre estaciones podrían reflejar cambios demográficos. Los peces adultos 

de mayor tamaño podrían desplazar a los más pequeños no solo para forrajear los 

territorios más valiosos, sino para acceder a sitios donde su descendencia tenga 

mayor probabilidad de sobrevivencia, como se observa, por ejemplo, en el cíclido 

Lobochilotes labiatus (Kohda et al. 2008). 
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La motivación por la defensa territorial en el período reproductivo puede involucrar, 

no solo el valor del territorio per se (tamaño, contenido de O2), sino también el sexo 

del vecino más cercano. Los resultados presentados en la Figura I.4 sugieren 

que G. omarorum puede evaluar las características de los territorios y utilizar esta 

información para cambiar de posiciones estacionalmente. En invierno, los peces 

tienen un vecino más cercano distribuido al azar con respecto al sexo, mientras que 

en verano es más probable que el vecino más cercano sea del sexo opuesto (Fig. 

I.4). Esta evidencia apoya la idea que el sexo del vecino más cercano se convierte 

en un fator relevante para el valor del territorio, solamente durante el período 

reproductivo. Esto puede ser considerado un buen ejemplo de plasticidad 

comportamental, por la cual los individuos responden diferente al mismo estímulo 

social (en este caso el sexo del vecino más cercano), dependiendo de las 

variaciones de su estado fisiológico (hormonas sexualmente dimórficas).  

 

COMENTARIO FINAL 

 

Gymnotus omarorum ofrece la oportunidad de analizar los cambios estacionales en 

la territorialidad que se mantiene todo el año. Los resultados de este capítulo 

refrendaron la hipótesis de trabajo 1, que postulaba: En poblaciones naturales la 

territorialidad en Gymnotus omarorum es expresada todo el año. En período no 

reproductivo el tamaño territorial es sexualmente monomórfico y depende del 

tamaño corporal. En período reproductivo el tamaño territorial depende de variables 

sexualmente dimórficas. Mostramos que en el período no reproductivo los únicos 

factores que influenciaron el tamaño territorial fueron el tamaño corporal y la 

concentración de O2. Por el contrario, en el período reproductivo el sexo se tornó un 

factor relevante para la territorialidad: a) el sexo de los vecinos es relevante; b) el 

tamaño del territorio se relacionó con las hormonas gonadales en los dos sexos, lo 

que era esperado en machos pero reportado por primera vez en hembras; y c) las 

hembras reproductivas poseen territorios relativamente más grandes que las 

hembras no reproductivas, lo que refleja demandas metabólicas particularmente 

altas relacionadas a la maduración de los ovocitos.  
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CAPÍTULO II. VÍAS ESTEROIDEAS QUE MODULAN LA AGRESIÓN NO 

REPRODUCTIVA 

 

II. Estudiar la relevancia de la vía estrogénica y androgénica rápida en la 

regulación de la agresión territorial no reproductiva en hembras de Gymnotus 

omarorum. 

 

II.A. Caracterizar la agresión territorial no reproductiva entre hembras de Gymnotus 

omarorum. 

II.B. Evaluar el rol de la vía estrogénica en la agresión territorial no reproductiva en 

la agresión intrasexual de hembras no reproductivas 

II.C. Evaluar el rol de la vía androgénica en la agresión territorial no reproductiva en 

la agresión intrasexual de hembras no reproductivas 

 

MÉTODOS 

 

Animales 

 

Se utilizaron hembras adultas de Gymnotus omarorum (Richer-de-Forges et al. 

2009) de 15 a 26 cm de longitud y 9 a 60 g de peso; capturadas en el campo y 

alojadas en el IIBCE durante 4 a 5 semanas antes de los experimentos. Todos los 

experimentos se realizaron durante el período no reproductivo (A. Silva et al., 2003). 

Los peces se alojaron en compartimientos individuales (40x40x60 cm) colocados en 

tanques exteriores de mayor tamaño (120x120x50 cm, 500 L). Estos tanques 

exteriores poseen vegetación acuática traída de la laguna, y están sometidos a 

condiciones naturales de fotoperíodo (de LD 10:14 a LD 11:13), temperatura (10.41 

± 3.48 °C), y régimen de lluvias. Para conservar las condiciones similares a las del 

hábitat natural, se mantuvo la conductividad por debajo de 200 μS/cm (Silva et al. 

2003). Dentro de cada alojamiento individual, se colocó un refugio por pez, y se 

alimentó ad libitum con Tubifex tubifex. Los experimentos se realizaron de acuerdo 
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con la regulación para el uso de animales y el protocolo de experimentación fue 

aprobado por la comisión de ética del IIBCE (Resolución CEUA IIBCE 004/05/2016).  

 

Manipulaciones farmacológicas 

 

Evaluación de la efectividad del acetato de ciproterona 

 

El acetato de ciproterona (CA, por sus siglas en inglés cyproterone acetate) fue 

previamente reportado como bloqueante efectivo de los receptores de andrógeno 

en peces teleósteos (Dey et al. 2010; Remage-Healey y Bass 2004). Sin embargo, 

como es la primera vez que se usó en Gymnotus omarorum, y antes de utilizarlo 

como posible bloqueante de la conducta agonística femenina, se confirmó la 

inocuidad del vehículo y su acción inhibidora efectiva en la especie. Para eso, se 

utilizó el CA en experimentos preliminares para asegurar su poder bloqueante de 

un rasgo dependiente de acción androgénica previamente reportado (Ardanaz et al. 

2001). La DOE de G. omarorum tiene una forma de onda multifásica con 4 

componentes (V1 - V4, Trujillo-Cenóz et al. 1984). Luego de un tratamiento de 15 

días con implantes subcutáneos de testosterona, la amplitud de V4 aumenta 

consistentemente en individuos adultos machos y hembras, resultando en un 

aumento significativo del índice amplitud V4 / amplitud V3 (AV4/AV3, Ardanaz et al. 

2001). Se implantó un pellet de silastic subcutáneo conteniendo una dosis de 

testosterona de 100 μg/gpc a 22 individuos adultos no reproductivos. También se 

preparó una solución de CA (8 μg/μl, Sigma, C3412) utilizando como vehículo aceite 

mineral (Droguería Industrial Uruguaya). Los animales implantados se dividieron en 

dos grupos: un grupo control (n = 12) que recibió diariamente la inyección 

intraperitoneal de aceite mineral durante 15 días y el grupo tratado (n = 10), que 

recibió diariamente la inyección intraperitoneal de CA (20 μg/gpc) por 15 días. Los 

volúmenes efectivamente inyectados se ajustaron por el tamaño corporal y variaron 

entre 22.5 a 150 μl. Se registró la forma de onda de la DOE de acuerdo a Pouso et 

al. (2010). Tal como era esperado, se observó un aumento significativo del índice 

de amplitud de la DOE AV4/AV3 en el grupo tratado a los 15 días del implante 
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respecto al día del implante (t-test pareado, p = 0.006, n = 12, Fig. II.1A), mientras 

que en el grupo control no se observó un aumento de este índice (t-test pareado, p 

= 0.8, n = 10, Fig. II.1B). Este resultado demuestra la efectividad de CA como 

bloqueante de acciones androgénicas G. omarorum, como fuera previamente 

reportado en otras especies de teleósteos. Para verificar la inocuidad del aceite 

mineral, se comparó el comportamiento locomotor y eléctrico en hembras 

inyectadas con el mismo volumen de PBS (n=6) y aceite mineral (n=6). Los 

despliegues locomotores fueron cuantificados en una ventana temporal de 2 min, 

60 min después de la inyección. El porcentaje de tiempo en movimiento no fue 

diferente entre las hembras inyectadas con PBS y con aceite (prueba de U Mann 

Whitney, p = 0.2, nOIL = 6, nPBS= 6). La frecuencia basal de la DOE fue calculada 

para cada animal 60 min luego de la inyección (ver más abajo) y no fue diferente 

entre las hembras tratadas con PBS y aceite mineral (prueba de U Mann Whitney, 

p = 0.57, nOIL = 6, nPBS= 6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.1: Prueba de la efectividad del antagonista de receptores de andrógeno acetato 
de ciproterona (CA) en Gymnotus omarorum A. Animales implantados con testosterona (T) 
y sometidos a una inyección diaria de aceite mineral (n=12) durante 15 dias, presentaron 
un cambio esperado en la forma de onda de la DOE (Ardanaz et al., 2001), donde se 
observa un aumento en la amplitud del componente V4 en comparación con el dia 1, que 
se evidencia como un incremento en el índice V4/V3. B. Animales implantados con 
testosterona (T) y sometidos a una inyección diaria de CA (n=10) durante 15 dias, no 
mostraron diferencias significativas en la amplitud de V4.  

 

Experimentos conductuales: manipulación de la vía androgénica y 

estrogénica 
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Para evaluar el efecto de la manipulación aguda de la vía androgénica sobre la 

conducta agonística, se administró CA en forma intraperitoneal (a partir de una 

solución de almacenamiento a una concentración de CA de 2 μg/μl disuelta en 

aceite mineral para alcanzar una dosis de 10 μg/gbw) a ambos individuos de díadas 

hembra-hembra 60 min antes del encuentro agonístico. Para asegurar un bloqueo 

efectivo, se utilizó esta dosis que es superior a la previamente reportada en 

teleósteos  (Remage-Healey y Bass 2004).  

Para evaluar el efecto de la manipulación aguda de la vía estrogénica sobre la 

conducta agonística, se administró el inhibidor de la aromatasa fadrozole (FAD, 

Sigma F3806) en forma intraperitoneal (a partir de una solución de almacenamiento 

a una concentración de FAD de 10 μg/μl disuelta en aceite mineral para alcanzar 

una dosis de 20 μg/gbw) a ambos individuos de díadas hembra-hembra 60 min 

antes del encuentro agonístico. FAD ha sido previamente reportado como eficaz 

bloqueante de la aromatasa en teleósteos en general (Gonçalves et al. 2007; 

Huffman et al. 2013) y en esta especie en particular (Jalabert et al. 2015).  

El grupo control para estos experimentos consistió en díadas hembra-hembra 

inyectadas con un volumen equivalente de PBS 60 min antes del encuentro 

agonístico. El sexo de las contendientes se determinó por inspección quirúrgica un 

mes antes del encuentro agonístico (grupo FAD y control) siguiendo a (Jalabert et al. 

2015), o por inspección gonadal en los animales eutanizados post-registros 

conductuales por inmersión en una solución de eugenol de 8mg/l (grupo CA). 

 

Experimentos conductuales: registro 

 

Se registró la conducta agonística en díadas hembra-hembra de G. omarorum con 

una asimetría de peso entre contendientes de 7-20% del peso corporal en tres 

grupos: díadas control (n=8), díadas tratadas con FAD (n= 10) y díadas tratadas con 

CA (n=7). En primer lugar, se realizó la caracterización del encuentro agonístico 

tomando en cuenta la ocurrencia del encuentro, el establecimiento o no del estatus 

dominante-subordinada, la dinámica del encuentro, los niveles de agresión y de 
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sumisión; y esos parámetros fueron luego comparados con los obtenidos en las 

díadas tratadas con FAD o CA.   

Las díadas se registraron en una estación de registro conductual con control de 

temperatura, conductividad del agua y fotoperíodo, que permite el registro 

simultáneo de video filmación y de los despliegues eléctricos siguiendo a Silva et al. 

(2007)). Esta estación consiste en 4 peceras de 55 × 40 × 25 cm divididas en dos 

compartimientos iguales por una compuerta removible. Por respeto a los hábitos 

nocturnos de la especie, todos los experimentos se realizaron en la fase oscura con 

iluminación por paneles de infrarroja (Kingbright L- 53F3BT; 940 nm) ubicados arriba 

de las peceras. Los experimentos se filmaron con una video cámara sensible a la 

luz infrarroja (SONY CCDIris) a través del vidrio inferior de la pecera. Las señales 

eléctricas emitidas por los individuos en libre movimiento fueron detectadas por dos 

pares de electrodos ortogonales fijados a las paredes de las peceras de registro y 

conectados a amplificadores de alta impedancia de entrada (1 MΩ, FLA-01; Cygnus 

Technologies Inc.). Las imágenes y las señales eléctricas fueron adquiridas por una 

tarjeta de video (Pinnacle Systems, PCTV-HD pro stick) y almacenadas en la 

computadora para posterior análisis. Se utilizó un protocolo conductual de arena 

neutral sin enriquecimiento ni refugios, en la que se colocó cada individuo en uno 

de los compartimientos 2 horas antes del encuentro agonístico para asegurar 

recursos equivalentes a ambas contendientes siguiendo a  Batista et al. (2012). Los 

tratamientos farmacológicos se realizaron 1 hora antes de levantar la compuerta, la 

compuerta se levantó 10 min después del comienzo de la fase de oscuridad, y los 

animales fueron separados 10 min después de que se resolviera el conflicto. 

 

Procesamiento de datos 

 

Siguiendo a Batista et al. (2012), se identificaron las tres fases del encuentro 

agonístico: 1) evaluación, entre el momento en que se levanta la compuerta y la 

ocurrencia del primer ataque; 2) el conflicto, entre la ocurrencia del primer ataque y 

la resolución del conflicto; y 3) la post-resolución, registrada hasta 10 min después 

de la resolución del conflicto. La resolución del conflicto se definió como el momento 
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en que se observe la tercer retirada sucesiva de un pez sin devolver ataques. Este 

criterio define sin ambigüedades y sin reversión el estatus subordinado. Si luego de 

20 min, las díadas no entraban en conflicto, se calificaban como “díadas sin 

interacción agonística”. Si luego de 20 min de conflicto, no se alcanzaba el 

establecimiento del estatus dominante-subordinada, las díadas se calificaban como 

“díadas con conflicto no resuelto”. 

Para calcular la frecuencia de ataques, se dividió el número de ataques por el tiempo 

considerado en segundos. Se identificaron los despliegues eléctricos de sumisión 

previamente descriptos en el comportamiento agonístico de la especie: 

interrupciones, chirps y rango de frecuencia basal (Batista et al. 2012; Perrone y 

Silva 2018). Se calculó la frecuencia de chirps e interrupciones dividiendo el número 

de eventos por el tiempo considerado en segundos. Para evaluar la sumisión 

eléctrica, se determinó la frecuencia media de dominantes y subordinadas antes del 

conflicto y luego de la resolución en segmentos de registro 10-60 s utilizando el 

software Clampfit (Axon, 10.0.0.61). Para comparar la diferencia de frecuencia basal 

de la DOE entre contendientes, se calculó la relación de frecuencias entre 

subordinados y dominantes (índice S/D) de tal manera que un valor ˂1 indica que 

la frecuencia basal de la DOE del dominante es superior a la de la subordinada.  

 

Estadística 

 

Para analizar el efecto del CA sobre la forma de onda de la DOE de individuos 

tratados con implantes de testosterona, se utilizó el test de t pareado comparando 

el índice AV4/AV3 en el mismo individuo entre el día 0 y el día 15 post-tratamiento.  

Dado que los datos comportamentales no cumplieron los requisites de 

homocedasticidad, se analizaron con tests no paramétricos:  test pareado de 

Wilcoxon para variables pareadas en el mismo pez o díada; y prueba U de Mann-

Whitney para variables independientes con datos provenientes de peces diferentes. 

Por esta razón, los datos se expresan como mediana ± rango intercuartil. El test de 

Fisher de dos colas se utilizó para comparar la proporción de díadas que resolvieron 

el conflicto en díadas control y tratadas con FAD.  
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RESULTADOS  

 

AGRESIÓN TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA EN HEMBRAS 

 

Las díadas hembra-hembra de G. omarorum desplegaron una robusta conducta 

agonística luego de levantar la compuerta en la arena (Fig. II.2). Todas las díadas 

se enfrentaron en conflictos agresivos, y todas las díadas resolvieron sus conflictos 

con el establecimiento de un claro estatus dominante-subordinada. La hembra de 

mayor tamaño resultó dominante en 6 de los 8 encuentros del grupo control. La 

conducta agonística presentó las fases características previamente descriptas para 

esta especie: 1) una corta fase de evaluación con una latencia al primer ataque= 

34.8 ± 8.8 s, n = 8); 2) una fase de conflicto con una duración=273 ± 85.6 s, n = 8), 

y 3) una fase post-resolución (Fig. II.2A). La fase de conflicto presentó despliegues 

agresivos que fueron más frecuentes en dominantes que en subordinadas 

(frecuencia de ataque, test pareado de Wilcoxon, p = 0.008, n = 8, Fig. II.2B) pero 

fuertemente correlacionados entre contendientes (R2 = 0.8, p = 0.003, n = 8).  

Durante las fases de conflicto y post-resolución, las subordinadas emitieron señales 

eléctricas de sumisión (frecuencia de interrupciones 0.02 ± 0.005, n = 8; y frecuencia 

de chirps 0.025 ± 0.01, n = 8). Luego de la resolución, se estableció un ranking de 

frecuencias de la DOE como se observa en la Fig. II.2C. En la fase de evaluación, 

la frecuencia basal de la DOE no difería entre contendientes. Previo al conflicto, los 

contendientes no mostraron diferencias en su frecuencia de la DOE (mediana del 

índice S/D = 1.01), mientras que en la fase de post-resolución la frecuencia basal 

de la DOE de las dominantes era mayor que la de las subordinadas (mediana del 

índice S/D = 0.6; índice S/D pre-conflicto vs índice S/D post-resolución: test pareado 

de Wilcoxon, p = 0.016, n = 7, Fig. II.2C).  
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Figura II.2: Caracterización de la conducta agonística territorial no reproductiva en 
hembras. A. Encuentros diádicos en hembras despliegan las tres fases características de 
la conducta agonística. Las señales de sumisión comienzan a emitirse durante la fase de 
contienda, y continúan durante la post-resolución (n=8 díadas control). B. Los individuos 
que resultaron dominantes mostraron mayores niveles de agresión que los subordinados. 
C. El estatus de dominancia/subordinación se expresa mediante un ranking de frecuencia 
de la DOE. Las frecuencias se compararon realizando un índice Subordinado/Dominante 
freqDOE (S/D freqDOE). Los valores de este índice se ubicaron cercanos a 1 antes de los 
conflictos, y fueron significativamente menores luego de la resolución.  

 

Con el objetivo de explorar en detalle posibles diferencias entre sexos, se realizó 

una comparación de la dinámica, niveles de agresión y sumisión de contiendas 

diádicas intrasexuales macho-macho y hembra-hembra. Como se observa en la 

Tabla II.1 las díadas no presentaron diferencias sexuales en ninguno de los 

parámetros analizados: latencia a la primer interrupción, duración de la contienda, 

latencia la primer chirp, tasa de ataques del dominante, tasa de ataques del 

subordinado, tasa de interrupciones, tasa de chirps. Por lo tanto, las díadas de 

machos y de hembras comparten el mismo repertorio conductual que incluye 

despliegues de agresión, y una secuencia de tres señales de sumisión.  
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Tabla II.1: Comparación de la conducta agonística entre hembras y machos de contiendas 
diádicas intrasexuales.  

 

Díada Latencia 
interrupción 

Duración 
conflicto 

Latencia 
Chirp 

Tasa ataques 
dominante 

Tasa ataques 
subordinado 

Tasa 
interrupciones 

Tasa 
chirps 

Macho-macho 
38 

(20) 
78 

(21) 
172 

(102) 
0.21 

(0.16) 
0.11 

(0.05) 
0.02 

(0.02) 
0.05 

(0.043) 

Hembra-hembra 
78 

(49) 
152 
(97) 

426 
(132) 

0.11 
(0.025) 

0.07 
(0.046) 

0.01 
(0.01) 

0.003 
(0.003) 

Comparación  0.11 1 0.6 0.4 0.3 0.7 0.3 

Comparación entre contiendas macho-macho y hembra-hembra. La identificación del sexo 
fue realizada luego del experimento conductual. Las contiendas entre machos y entre 
hembras no presentaron diferencias significativas en: las decisiones del subordinado 
(latencia primer interrupción, p = 0.11; duración del conflicto, p = 1; latencia al primer chirp, 
p = 0.6), ni en la intensidad de los despliegues de agresión (tasa de ataques del dominante, 
p = 0.4, tasa de ataques del subordinado, p = 0.3), ni en la intensidad de los despliegues 
de sumisión (tasa de interrupciones, p = 0.7, tasa de chirps, p = 0.3). Comparaciones 
estadísticas realizadas con el test de U de Mann-Whitney. 

 

MODULACIÓN HORMONAL DE LA AGRESIÓN: INHIBICIÓN AGUDA DE LA AROMATASA  

 

Para indagar la existencia de efectos rápidos de estrógenos en la expresión de la 

agresión territorial no reproductiva femenina, se comparó la conducta agonística de 

díadas hembra-hembra control con díadas hembra-hembra en las que ambas 

contendientes fueron tratadas con FAD. La principal acción que la inhibición en 

agudo de la aromatasa tuvo sobre la conducta agonística fue una significativa 

disminución de la agresión. Como se muestra en la Fig. II.3A, las 8 díadas control 

se enfrentaron en conflictos agresivos en menos de 28 s y todas ellas resolvieron 

los conflictos por establecimiento del estatus dominante-subordinada en menos de 

156 s. En cambio, solo 7 de las 10 díadas tratadas con FAD se enfrentaron en 

conflictos agresivos, y solo 5 de esas 7 resolvieron el conflicto por establecimiento 

del estatus dominante-subordinada, lo que es significativamente distinto que en la 

situación control (resolución del conflicto: test de Fisher, p=0.035, nFAD = 10, nCTRL 
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= 8). Las otras dos díadas que se enfrentaron en conflicto no lograron resolverlo en 

menos de 20 min (Fig. II.3A). Por otra parte, el tratamiento con FAD provocó un 

aumento en la latencia al primer ataque con respecto al grupo control (prueba U de 

Mann-Whitney, p = 0.014, nFAD = 7, nCTRL= 8; Fig. II.3B) y se observó un importante 

descenso en los niveles de agresión en las díadas tratadas con FAD que se 

enfrentaron en conflicto respecto a las díadas control. La frecuencia de ataques que 

desplegaron las dominantes tratadas con FAD durante la fase de conflicto fueron 

significativamente menores que en díadas control (prueba U de Mann-Whitney, p = 

0.019, nFAD = 5, nCTRL = 8; Fig. II.3C), así como la frecuencia de ataques desplegadas 

por las subordinadas (prueba U de Mann-Whitney, p = 0.006, nFAD = 5, nCTRL = 8; 

Fig. II.3D). 

En suma, se observó un llamativo efecto decremental sobre la agresión desplegada 

en las díadas tratadas con FAD respecto a las díadas control que probablemente 

dé cuenta de la disminución del porcentaje de díadas en las que se resolvió el 

conflicto. Sin embargo, estos impactantes efectos del tratamiento agudo con FAD 

no se acompañaron de modificaciones en la emisión de señales eléctricas de 

subordinación. La frecuencia de interrupciones y chirps en las subordinadas 

tratadas con FAD no resultaron diferentes que las emitidas por las subordinadas de 

díadas control (interrupciones: prueba U de Mann-Whitney, p =0.9, nFAD = 7, nCTRL 

= 8; chirps: prueba U de Mann-Whitney, p =0.3, nFAD = 7, nCTRL = 8). Asimismo, el 

rango de la frecuencia basal de la DOE establecido entre dominantes y 

subordinadas tratadas con FAD fue indistinguible del establecido en díadas control. 

Es decir, el índice S/D de la frecuencia basal de la DOE post-resolución fue inferior 

que antes del conflicto en díadas tratadas con FAD, lo que refleja una supremacía 

en la frecuencia de la DOE de las dominantes respecto a las subordinadas (índice 

S/D pre-conflictoFAD vs índice S/D post-resoluciónFAD: test pareado de Wilcoxon, p = 

0.06, n = 5). No solo el índice S/D de frecuencia de la DOE disminuyó luego de la 

resolución como en las díadas control, sino que sus valores no resultaron diferentes 

entre díadas tratadas con FAD y controles ni en la fase pre-conflicto (prueba U de 

Mann-Whitney, p = 0.84, nFAD = 5, nCTRL = 7) ni en la de post-resolución (prueba U 

de Mann-Whitney, p = 0.11, nFAD = 5, nCTRL = 7). Las díadas tratadas con FAD 
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tampoco mostraron diferencias en su actividad locomotora 1 h después del 

tratamiento justo antes del levantamiento de la compuerta con respecto a las díadas 

control (prueba U de Mann-Whitney, p = 0.28, nFAD = 20, nCTRL = 16). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.3: Efectos de la inhibición aguda de la 
aromatasa sobre la agresión no reproductiva en 
hembras. A. En las díadas tratadas con fadrozole 
(FAD) se observa una menor ocurrencia de conflicto 
que en las díadas control, y solamente 5 díadas 
tratadas resuelven el conflicto y establecen el estatus 
de dominancia/subordinación. B. La latencia al primer 
ataque en las díadas tratadas con FAD fue 
significativamente mayor. C. Las hembras que 
resultaron dominantes desplegaron menor tasa de 
ataques en comparación con las díadas control. D. 
Las subordinadas presentaron menores niveles de 
agresión en las díadas tratadas con FAD en 
comparación con las díadas control.  
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MODULACIÓN HORMONAL DE LA AGRESIÓN: INHIBICIÓN AGUDA DEL RECEPTOR DE 

ANDRÓGENOS 

 

Con el fin de analizar, si además de la modulación estrogénica, los andrógenos 

ejercían una acción rápida sobre la agresión territorial no reproductiva femenina de 

G. omarorum, se comparó la conducta agonística de díadas hembra-hembra control 

con díadas hembra-hembra en las que ambas contendientes fueron tratadas con 

CA. El bloqueo en agudo de los receptores de andrógenos no tuvo efectos 

evidenciables sobre el encuentro agonístico en díadas hembra-hembra. No se 

observaron efectos del tratamiento con CA ni en el enfrentamiento al conflicto, ni en 

la latencia al primer ataque, ni en los niveles de agresión de dominantes y 

subordinadas cuando se compararon con las díadas control (latencia al primer 

ataque: prueba U de Mann-Whitney, p = 0.56, nCA = 7, nCTRL = 8; frecuencias de 

ataque de las dominantes; prueba U de Mann-Whitney, p = 0.67, nCA = 7, nCTRL = 8; 

frecuencias de ataque de las subordinadas: prueba U de Mann-Whitney, p = 0.09, 

nCA = 7, nCTRL = 8). Las subordinadas de las díadas tratadas con CA no se 

diferenciaron de las subordinadas control en la frecuencia de emisión de 

interrupciones (prueba U de Mann-Whitney, p =0.45, nCA = 7, nCTRL = 8), ni de chirps 

(prueba U de Mann-Whitney, p =0.25, nCA = 7, nCTRL = 8). El rango de frecuencias 

basales de la DOE fue establecido en la post-resolución de los encuentros 

agonísticos de díadas tratadas con CA de la misma manera que en díadas control 

(índice S/D pre-conflictoCA vs índice S/D post-resoluciónCA: test pareado de 

Wilcoxon, p = 0.016, n = 7). No solo el índice S/D de frecuencia de la DOE disminuyó 

luego de la resolución como en las díadas control, sino que sus valores no resultaron 

diferentes entre díadas tratadas con CA y controles ni en la fase pre-conflicto 

(prueba U de Mann-Whitney, p = 0.38, nCA = 7, nCTRL = 7) ni en la de post-resolución 

(prueba U de Mann-Whitney, p =, 0.38, nCA = 7, nCTRL = 7).  
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DISCUSIÓN 

 

Este es el primer reporte sobre la evaluación del control hormonal de la agresión no 

reproductiva en hembras de un teleósteo. Mostramos que a- las hembras no 

reproductivas de Gymnotus omarorum despliegan conducta territorial de manera 

robusta, b- la agresión depende de la modulación rápida de la aromatasa, revelando 

la importancia del efecto estrogénico a corto plazo, y c- los andrógenos no presentan 

modulación rápida sobre esta conducta. En este capítulo se cumplieron los 

Objetivos específicos II.A-C y los resultados abonaron a la hipótesis de trabajo 2: 

en el período no reproductivo la agresión territorial es mantenida por neurosíntesis 

de estrógenos en ambos sexos. 

 

La agresión territorial de G. omarorum ha sido reportada previamente tanto en 

machos como en hembras, con la característica de no presentar un sesgo sexual 

en el resultado de las contiendas (Batista et al., 2012). Sin embargo, para 

aproximarse a la modulación hormonal de esta conducta, es imperativo analizar la 

agresión en hembras en detalle de manera separada a la de machos. De hecho, 

una misma salida conductual puede estar basada en mecanismos que sean 

diferentes entre sexos (revisado en (De Vries 2004)). Un ejemplo bien estudiado es 

el comportamiento parental de machos y hembras de ratones de la pradera, que es 

similar entre sexos, aunque su base neural es sexualmente dimórfica (diferente 

inervación vasopresinérgica en áreas reguladoras, revisado en (De Vries 2004)). En 

este trabajo, las hembras de G. omarorum mantuvieron contiendas agresivas y 

escaladas durante el período no reproductivo, compitiendo por un cuerpo de agua 

como recurso. Luego de una corta evaluación, las contiendas se inician y se 

resuelven en menos de 5 minutos. La hembra de mayor tamaño resulta dominante, 

la sumisión se señaliza mediante señales eléctricas sociales, y la dominancia se 

despliega por la exclusión activa de la subordinada del territorio adquirido a la vez 

que se establece un ranking de frecuencia de la DOE, como fue previamente 

reportado (Batista et al. 2012; Perrone y Silva 2018; Zubizarreta et al. 2015). La 

agresión territorial no reproductiva de G. omarorum es extremadamente robusta y 
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mantiene sus características independientemente del sexo, en encuentros diádicos 

control, y en animales sexados con inspección quirúrgica (Tabla II.1; Batista et al. 

2012; Comas et al. 2019; Jalabert et al. 2015; Perrone et al. 2019; Perrone y Silva 

2018; Zubizarreta et al. 2015).  

 

LA AGRESIÓN TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA EN HEMBRAS ES INDEPENDIENTE DE 

LA ACCIÓN DIRECTA DE ANDRÓGENOS 

 

La conversión en el cerebro del precursor circulante adrenal DHEA en esteroides 

sexuales activos (andrógenos y estrógenos) ha sido reportado como el principal 

mecanismo de mantenimiento de la agresión no reproductiva en aves y mamíferos 

(revisado en (Soma et al. 2015)). En este estudio, para explorar el rol de los 

esteroides sexuales en la agresión no reproductiva en hembras de G. omarorum, 

como primera aproximación realizamos manipulaciones farmacológicas de la vía 

adrogénica. Las acciones androgénicas rápidas han sido reportadas en rodajas de 

hipocampo murino, donde los andrógenos promueven cambios en la morfología de 

las espinas dendríticas que son mediados por receptores que ejercen acciones no 

genómicas (Soma et al. 2018). Asimismo, las acciones rápidas no genómicas de los 

andrógenos han sido descriptas en distintos tipos celulares (revisado en (Davey y 

Grossmann 2016; McEwen y Milner 2017)). En el pez Lythrypnus dalli se postula 

que la agresión territorial depende de las acciones androgénicas rápidas, ya que la 

conducta aumenta su intensidad luego de 2 horas de la administración del 

andrógeno no aromatizable 11-KT (Pradhan et al. 2014). El Acetato de Ciproterona 

es un antagonista de los receptores de andrógeno, incluyendo los que median 

acciones rápidas (Kim et al. 2007) y fue efectivo en G. omarorum ya que bloqueó el 

cambio inducido por andrógenos en la forma de onda de la DOE (Fig. II.1). Sin 

embargo, el bloqueo rápido de los receptores de andrógeno no influenció la 

dinámica de la agresión no reproductiva, los niveles de agresión, ni el 

establecimiento de la dominancia. Estos resultados sugieren que, si los andrógenos 

estuvieran involucrados en el mantenimiento de la agresión no reproductiva en 

hembras, su acción probablemente sea mediada por un mecanismo genómico, y 
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por lo tanto será evidenciada en un marco temporal más largo. En machos de G. 

omarorum la gonadectomía no afecta la agresión no reproductiva, lo que permite 

descartar el rol de los andrógenos como moduladores a largo plazo (Jalabert et al. 

2015). En el pez Stegastes nigricans, que presenta territorialidad durante todo el 

año, los niveles de andrógenos circulantes durante el período no reproductivo son 

bajos, y no muestran cambios luego de un encuentro agonístico, aunque el bloqueo 

a largo plazo de los receptores de andrógeno disminuye la agresión en machos pero 

no en hembras (Ros et al. 2014; Vullioud et al. 2013). Por lo tanto, en G. omarorum 

aún queda explorar si existe un efecto androgénico a largo plazo sobre la agresión 

no reproductiva en hembras y machos, independientemente de la fuente de 

producción.  

 

LA AGRESIÓN TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA EN HEMBRAS DEPENDE DE LA SÍNTESIS 

DE ESTRÓGENOS 

 

Los estrógenos han sido postulados como elementos clave en la regulación de la 

agresión no reproductiva en modelos de aves y mamíferos. Estudios pioneros en 

aves muestran que la inhibición a largo plazo de la aromatasa reduce la agresión 

no reproductiva, y la conducta se recupera mediante el tratamiento con E2 (Soma 

et al. 2000; Soma et al. 1999). En este trabajo con enfocamos en el rol de la vía 

estrogénica en la agresión no reproductiva en hembras de G. omarorum utilizando 

la inhibición aguda de la aromatasa, y mostramos que los estrógenos tienen un rol 

preponderante en la regulación de esta conducta. Se observó una disminución 

general en la motivación para el despliegue de agresión, evidenciado por un 

aumento en la latencia al primer ataque, y una disminución en el porcentaje de 

díadas que alcanzaron la resolución del conflicto (Fig. II.3). Estos resultados son 

similares a los reportados en machos de G. omarorum, donde los potenciales 

dominantes no logran resolver los conflictos y alcanzar la dominancia cuando se les 

administra el inhibidor de la aromatasa (Jalabert et al. 2015). Interesantemente, el 

tratamiento con el inhibidor de aromatasa, a pesar de afectar la intensidad de la 

agresión no modifica la señalización eléctrica, lo que sugiere que el sistema 
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electrogenerador no es sensible a los efectos rápidos de los estrógenos. Nuestros 

resultados sumados a los reportes de la modulación por estrógenos en machos 

abonan a la hipótesis de la vía estrogénica como un modulador clave en la agresión 

no reproductiva, actuando a través de mecanismos rápidos en G. omarorum. Los 

efectos rápidos de los estrógenos de origen cerebral han sido reportados como 

subyacentes a la agresión no reproductiva en aves y mamíferos (Heimovics et al. 

2015; Rendon et al. 2017; Soma et al. 2000; Trainor et al. 2007, 2008). Se ha 

mostrado que la magnitud de los efectos rápidos sobre la conducta dependen de la 

expresión de receptores de estrógeno en áreas clave del cerebro social, a mayor 

expresión más sensibilidad (Merritt et al. 2018). Es interesante que la agresión en 

hembras puede aportar mecanismos de regulación novedosos y sexualmente 

dimórficos. Estudios de tejido cerebral de aves canoras in vitro muestran que el E2 

provoca una disminución rápida (10 min.) de la actividad enzimática que convierte 

DHEA en esteroides sexuales activos, y este efecto es más pronunciado en 

hembras que en machos (Pradhan et al. 2008). Las hembras del hámster Siberiano 

despliegan altos niveles de agresión no reproductiva, y en este período presentan 

bajos niveles circulantes de E2 que se acompañan de un aumento estacional en la 

expresión de receptores de estrógeno en áreas cerebrales asociadas a la agresión 

(Rendon et al. 2017). Los peces teleósteos emergen como modelo ventajoso para 

esta aproximación ya que presentan actividad aromatasa excepcionalmente alta 

que muestra tanto plasticidad estacional como dimorfismo sexual (revisado en 

(Diotel et al. 2010)). 

 

COMENTARIO FINAL 

 

Los resultados de este capítulo abonan a la hipótesis de trabajo 2 que postula: En 

el período no reproductivo la agresión territorial es mantenida por neurosíntesis de 

estrógenos en ambos sexos. Mostramos por primera vez en hembras de teleósteo 

que la agresión no reproductiva depende de la producción de estrógenos. En las 

hembras de Gymnotus omarorum es necesaria la síntesis rápida de estrógenos para 

desplegar conducta agonística territorial, mantener los niveles normales de 
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agresión, y alcanzar la resolución del conflicto. Los resultados de este estudio, junto 

con los reportes en machos de esta misma especie y trabajos previos en aves y 

mamíferos, resaltan la importancia de la acción rápida de los estrógenos en el 

control de la agresión no reproductiva, y sugiere fuertemente la existencia de 

estrategias comunes entre especies.   
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CAPÍTULO III. CARACTERIZACIÓN DE LOS PERFILES ESTEROIDEOS 

CIRCULANTES Y CEREBRALES DE ANIMALES NO REPRODUCTIVOS 

 

III. Estudiar los perfiles esteroideos cerebrales y circulantes basales de 

adultos no reproductivos 

 

III.A. Poner a punto un método de cuantificación de esteroides que permita la 

cuantificación simultánea de múltiples hormonas en plasma y cerebro a nivel 

individual en animales no reproductivos 

III.B. Caracterizar el perfil esteroideo plasmático de hembras y machos no 

reproductivos. Realizar la comparación sexual. 

III.C. Caracterizar el perfil esteroideo cerebral de hembras y machos no 

reproductivos. Realizar la comparación sexual. 

III.D. Comparar los niveles hormonales entre plasma y cerebro.  

 

MÉTODOS 

 

Colecta de muestras  

 

Las muestras de plasma y cerebro provienen de hembras y machos adultos (n = 11 

por sexo), capturados durante el período no reproductivo (en el mes de junio del 

2018) en la Laguna de los Cisnes, Maldonado, Uruguay. La colecta de muestras se 

realizó durante la fase de reposo de los animales, y el método de captura (descripto 

en el Capítulo 1) consiste en localizar los individuos con un detector y utilizar un 

calderín para levantar la vegetación y el pez. Inmediatamente luego de la captura 

los individuos se anestesiaron sumergiéndolos en una solución con eugenol (1.2 

mg/l, previa disolución en alcohol 70%). Para minimizar el tiempo entre captura y 

colecta de muestras se utilizó una mesada flotante, donde se midió el largo de los 

individuos y se realizó la extracción de sangre de la vena caudal con una jeringa 

heparinizada. Las muestras que sobrepasaron los 3 min de extracción no formaron 

parte del estudio, y se reservaron para el desarrollo metodológico. Al cabo de 3 
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minutos se finalizó la extracción de sangre y se decapitó para evitar que la respuesta 

de estrés afecte los niveles hormonales basales (Dunlap et al. 2000; Fox et al. 1997; 

Salazar y Stoddard 2008). La sangre se conservó en hielo hasta la hora de 

centrifugación en el laboratorio (aproximadamente 5 horas). Luego de la 

decapitación se transportó el cráneo en hielo hasta la orilla, y se extrajo el cerebro 

que fue rápidamente congelado en hielo seco en polvo, y almacenado en hielo seco 

hasta la llegada al laboratorio. El tiempo entre la decapitación y el congelado del 

cerebro siempre fue menor a 90 seg. Luego se extrajeron las gónadas, que se 

almacenaron en hielo seco. Una vez en el laboratorio se determinó el peso de las 

gónadas y el peso corporal. Para calcular el índice gonadosomático se sumó el peso 

de las gónadas al peso corporal, y el índice se calculó de la siguiente manera: [peso 

gonadal / peso corporal] x 100. La sangre se centrifugó (3000rpm, 10 min) y el 

plasma se almacenó a -80, junto con los cerebros correspondientes.   

 

Disección de cerebros 

 

Se disecó cerebro anterior que incluye nodos de la RCS (O’Connell y Hofmann 

2012): área preóptica (POA), hipotálamo anterior, hipotálamo ventromedial, septum 

lateral, stria terminalis, entre otras. En la disección se excluyeron el cerebelo y el 

tectum óptico, por no tener un rol preponderante en la regulación de las conductas 

sociales. Asimismo, se excluyó la hipófisis, que en G. omarorum usualmente se 

separa del cerebro al momento de su extracción ya que queda inserta en la fosa 

hipofisaria. La disección se llevó a cabo sobre una placa de metal congelada y 

rodeada de hielo seco, bajo lupa. Los cerebros congelados a -80 se montaron en 

tissue tek, y se fijaron a la placa por su superficie dorsal, exponiendo la superficie 

ventral. El corte se realizó en el plano coronal como se indica en la Figura 

III.1 (siguiendo a Pouso et al. 2017), con una cuchilla de crióstato caliente.  Luego 

de realizar el corte coronal, la pieza se montó nuevamente sobre tissuetek, 

apoyando la superficie caudal a la placa, para resecar el cerebelo, y el téctum óptico 

bilateralmente (líneas punteadas, Fig. III.1B). Los sectores disecados se colocaron 
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en viales de polipropileno de 2 ml (Sarstedt AG y Co.) y se almacenaron a -80°C 

hasta su procesamiento.   

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura III.1: Disección de cerebro anterior 
de Gymnotus omarorum para posterior 
cuantificación de esteroides por LC-MS/MS.  
A- El primer corte se realizó en el plano 
coronal, como indica la línea punteada. B- 
La figura representa la vista desde la cara 
rostral en el lugar del primero corte. Luego 
de realizar el corte coronal, la pieza se 
apoyó por la superficie caudal, para resecar 
el cerebelo, y el téctum óptico 
bilateralmente, como indican las líneas 
punteadas. Modificado de (Pouso et al. 
2017) 

 

 

 

Desarrollo del método de extracción 

 

La interferencia (supresión o potenciación) es un fenómeno que ocurre cuando la 

eficiencia de ionización del analito de interés es modificada por la ionización de otros 

analitos provenientes de la matriz biológica. Cuando esto ocurre, disminuye la 

capacidad de detección del analito de interés, y por ende su cuantificación. En 

especial, el tejido cerebral posee gran contenido lipídico, lo que provoca 

interferencia. Por lo tanto, para la cuantificación de este tipo de muestras es 

necesario separar los esteroides de sustancias que interfieren utilizando extracción 

líquido-líquido o extracción en fase sólida (Appelblad y Irgum 2002; Taves et al., 

2011). En la puesta a punto del método de extracción el primer aspecto que se 

abordó fue la evaluación de la interferencia por tratarse de un factor limitante de la 

cuantificación, que aumenta a mayor cantidad de tejido. La interferencia se evaluó 
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cuantificando el porcentaje de señal de los estándares internos en muestras con 

tejido biológico en relación con la señal de los mismos estándares en viales sin tejido 

(expresado gráficamente como % Área blanco). De esta manera, si el valor es 

<100% existe supresión, y si es >100% hay potenciación. Los estándares internos 

son esteroides deuterados preparados en 50% Metanol HPLC (progesterona-d9, 

cortisol F-d4, DHEA-d6, testosterona-d5, 17β-estradiol-d4; C/D/N Isotopes Inc., 

Pointe-Claire, Canada). 

En una segunda etapa, la pérdida de esteroides en el proceso de extracción se 

evaluó en los diferentes protocolos comparando la señal (Área) de estándares 

internos en una solución de MeOH (blanco) sometidos al proceso de extracción.  

 

Extracción de esteroides  

 

Los esteroides se extrajeron de muestras de cerebro y plasma utilizando un 

protocolo que consistió en una extracción líquido-líquido seguida por una extracción 

en fase sólida (Fig. III.2). El protocolo que se detalla a continuación es el resultado 

final de un desarrollo metodológico que se muestra en la primera sección de 

resultados. El tejido (25 mg aproximadamente) o plasma (25 µl) se colocó en viales 

de 2 ml (Sarstedt AG y Co.) y a cada uno se le agregó 5 beads de cerámica 

(diámetro 1.4 mm, Fisher Scientific). Se utilizaron estándares internos para evaluar 

y corregir: a- el porcentaje de recuperación (en caso de pérdida por procedimiento) 

y b- la interferencia provocada por la matriz en cada muestra. A cada vial se agregó 

50 μL de estándares internos (se agregaron a los viales con los que se construyen 

los puntos de la curva de calibración y a las muestras). A los viales se les agregó 1 

ml de Etilacetato HPLC y las muestras se homogeneizaron utilizando un bead mill 

homogenizer a 4 m/s durante 30 s (Omni International Inc., Kennesaw, GA). Luego 

las muestras se centrifugaron a 16,100g durante 5 min, y 1 mL del sobrenadante se 

transfirió a tubos de vidrio de borosilicato (VWR International). Este paso se repitió 

una vez más. A los tubos que contienen 2 ml de Etilacetato se les agregó 500ul de 

agua miliQ, se vortexeó durante 16 s y se centrifugó a temperatura ambiente 3200g 

durante 1 min. El sobrenadante se retiró y colocó en un tubo de vidrio, y el Etilacetato 
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se secó en speedvac a 60°C durante 45 min. Luego del secado, se resuspendió en 

el pellet 500 ul de Metanol HPLC y se agitó con un vortex durante 20 segundos. A 

esta muestra resuspendida se le realizó una extracción en fase sólida (SPE). Las 

columnas C18 (Waters) se acondicionaron sucesivamente con 3 ml de Hexano 

HPLC, 3 ml de Acetona HPLC y 3 ml de MeOH HPLC. Se sembraron los 500 ul de 

muestra resuspendida en MeOH en las columnas y se colectó en un tubo de vidrio. 

Se eluyó la muestra en 2 ml de MeOH HPLC. Los 2.5 ml de eluido se secaron en 

speedvac durante 50 min a 60°C. La muestra se resuspendió en 55 ul de MeOH 

25%, se aplicó vortex por 5 seg y se centrifugó a 3200g durante 1 min. El 

sobrenadante se transfirió a un tubo de 0.6ml, que se centrifugó a 16100g por 2 min. 

Se tranfirió 50 ul de sobrenadante al inserto (Agilent, Santa Clara, CA), que se 

colocó dentro de un vial y se conservó a -20 °C hasta el día siguiente en el que se 

inyectó. 

Todo el material de vidrio se limpió previamente con MeOH de calidad HPLC. 

 

Las muestras se procesaron en paralelo con los blancos y las curvas de calibración. 

Las curvas de calibración se construyeron utilizando estándares de referencia 

certificados (Cerilliant Co., Round Rock, TX) preparados en metanol HPLC al 50%. 

Los rangos correspondientes a los diferentes estándares en las curvas de 

calibración fueron 0.2 a 1000 pg para la testosterona y la estrona, 0.4 a 1000 pg 

para la androstenediona y la 11-cetotestosterona, 0.8 a 1000 pg para el cortisol, la 

progesterona y el 17β-Estradiol, y 20 a 10,000 pg para la dehidroepiandrosterona.  
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Figura III.2: Preparación de muestras de cerebro y plasma de Gymnotus omarorum para posterior 
cuantificación por LC-MS/MS. 

 

Análisis de esteroides por LC-MS/MS 

 

Los esteroides se cuantificaron utilizando un sistema Sciex QTRAP 6500 UHPLC-

MS/MS como fue descripto previamente (Tobiansky et al. 2017). Las muestras se 

transfirieron a un autoinyector refrigerado (15°C). Luego, 45 μL de la muestra 

preparada previamente se inyectó en un sistema Nexera X2 UHPLC (Shimadzu 

Corp., Kyoto, Japan), pasó a través de un filtro KrudKatcher ULTRA HPLC 

(Phenomenex, Torrance, CA) seguido de una columna Poroshell 120 HPH C18 (2.1 
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mm) y separada mediante una columna Poroshell 120 HPH C18 (2.1 x 50 mm; 2.7 

μm; a 40°C) utilizando fluoruro de amonio diluido en agua MilliQ 0.1 mM (fase móvil 

A) y Metanol HPLC (fase móvil B, FMB). The flow rate was 0.4 mL/min. El protocolo 

fue el siguiente: Durante la carga, la FMB fue del 10% durante 0.5 min, luego desde 

los 0.6 a los 4 min el gradiente correspondió en un 42%a la FMB, y presentó una 

rampa que finalizó en el 60% hasta los 9.4 min. Desde los 9.4 a los 9.5 min el 

gradiente fue del 60-70% FMB, y se aplicó una rampa que finalizó en el 98% de 

FMB a los 11.9 min. Finalmente se lavó la columna desde los 11.9 a los 13.4 min 

con una FMB al 98%. Luego se volvió a la condición inicial de FMB al 10% durante 

1 min. La duración total de la corrida fue de 14.9 min.  

 

Tabla III.1: Parámetros utilizados en el análisis de los diferentes esteroides por LC-

MS/MS.  

Esteroide Modo de 

Ionización 

Tiempo de 

retención (min) 

Cuantificador 

m/z 

Calificador 

m/z 

Progesterona  ESI + 10.34 315.2→97.0 315.2→109.1 

Pg-d9 ESI + 10.31 324.2→100.0 - 

Cortisol ESI + 3.91 363.3→121.2 363.3→327.1 

F-d8 ESI + 3.88 367.2→121.1 - 

Dehidroepiandrosterona ESI + 8.51 271.1→253.0 271.1→213.2 

DHEA-d6 ESI + 8.43 277.1→219.2 - 

Androstenediona  ESI + 7.15 287.2→97.2 287.2→109.1 

Testosterona  ESI + 7.96 289.0→97.0 289.0→109.1 

11-Cetotestosterona ESI + 4.16 303.2→121.0 303.2→259.2 

T-d5 ESI + 7.88 294.0→100.0 - 

17β-Estradiol ESI - 7.41 271.0→145.0 271.0→143.0 

Estrona ESI - 7.31 269.0→145.0 269.0→143.0 

E2-d4 ESI - 7.35 275.0→147.0 - 

Se muestra el modo de ionización positiva o negativa; los tiempos de retención, y las 
transiciones iónicas para cada esteroide y estándar interno.  
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Abreviaturas: Pg, Progesterona; F, Cortisol; DHEA, Dehidroepiandrosterona; T, 
Testosterona; E2, 17β-Estradiol; ESI, ionización electrospray. 
 

 

La aguja de inyección fue lavada externamente con isopropanol 100% antes y 

después de cada inyección. 

Se monitorizaron las reacciones de transición iónica masa/carga (m/z); para cada 

esteroide se utilizaron 2 transiciones (iones cuantificador y calificador) y para cada 

estándar interno deuterado se utilizó una única transición (Tabla III.1). Las 

concentraciones de los esteroides se adquirieron en un cuadrupolo triple en tándem 

con un espectrómetro de masa Sciex 6500 Qtrap (Sciex LLC, Framingham, MA) en 

modo de ionización electrospray positivo para todos los esteroides excepto la 

estrona y el 17β-estradiol, que fueron adquiridos en un modo de ionización 

electrospray negativo (Figura III.3). La masa (expresada en pg) de cada esteroide 

se calcula como el área bajo la curva corregido por el área de estándar interno 

correspondiente a esa misma muestra. De esta manera se normaliza la señal para 

corregir interferencia o pérdida por procedimiento. 

Todos los blancos estuvieron por debajo del estándar menos concentrado en la 

curva de calibración. El porcentaje de recuperación se evaluó para plasma y cerebro 

por separado, comparando muestras con una concentración conocida es 

estándares (spiked) con muestras sin la adición de estándares (unspiked). La 

precisión se evaluó midiendo la señal de un control de calidad de concentración 

conocida en neat solution (Tabla III.2). La precisión se evaluó comparando 5 réplicas 

del control de calidad entre diferentes corridas (variación intrer-ensayo) y en la 

misma corrida (variación intra-ensayo) (Tabla III.2).  
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Figura III.3: Cromatograma representativo de los iones cuantificadores de los esteroides 
analizados. La muestra es una mezcla de esteroides estándar de referencia certificados 
(100 pg para todos los esteroides excepto el DHEA que es 1000 pg). A- Se muestran los 
esteroides ionizados en el modo electrospray positivo. B- Se muestran los esteroides 
ionizados en el modo electrospray negativo. La intensidad está expresada en conteos por 
segundo (cps).    
 

 

Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico fue realizado con GraphPad Prism versión 6.00 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA). Un valor se consideró no-detectable si se encuentra por 

debajo del estándar menos concentrado de la curva de calibración. Cuando los 

valores detectables dentro de un grupo fueron >20%, los valores faltantes se 

estimaron por el método de imputación por regresión utilizando el recurso web 

Metlmp (Wei et al., 2018). Por el contrario, cuando los valores faltantes de un grupo 

fueron <20%, a los no detectables se les asignó el valor de 0. 

Cuando fue necesario, los datos se transformaron con Log., previamente al análisis 

de normalidad. La comparación entre las diferentes hormonas en los perfiles 

circulantes y cerebrales dentro de cada sexo se analizaron con un ANOVA de una 
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vía de medidas repetidas. Los análisis se siguieron con el test de Tukey de 

comparaciones múltiples, y en el texto se muestran los valores de p corregidos. Las 

comparaciones de cada esteroide entre hembras y machos se realizaron por el test 

de t. Las comparaciones de un mismo esteroide dentro de cada sexo se realizaron 

con el test de t pareado. El criterio de significancia para todos los análisis 

estadísticos fue p < 0.05. Las gráficas se expresan como media ± error estándar de 

la media, y se muestran los valores sin transformar. 

Para la comparación entre los niveles de esteroides en cerebro y plasma se asumió 

que 1ml de plasma pesa 1 g. Para evaluar la fuente de producción hormonal se 

calculó la diferencia entre las concentraciones plasmáticas y cerebrales para cada 

individuo. La relación entre los esteroides sexuales cerebrales se exploró mediante 

correlaciones lineales tomando en cuenta pares de hormonas que forman un 

binomio sustrato-producto. Para las regresiones lineales las concentraciones se 

expresaron en nM, con el objetivo de comparar entre diferentes esteroides. 

 

Tabla III.2: Recuperación en diferentes matrices y precisión del ensayo.  

 % Recuperación            % de Variación 

Esteroide Neta 

 

Plasma 

(25µL) 

Cerebro 

(25 mg) 

Intra-ensayo Inter-ensayo 

Progesterona  - - - 13.6 14.5 

Cortisol 113.8 110.2 107.6 33.5 46.7 

Dehidroepiandrosterona 131.5 89.9 117.6 15.5 21.8 

Androstenediona 110.4 114 87.5 10.8 10.8 

Testosterona 102 100.5 96.9 15.2 19.7 

11-Cetotestosterona 75.9 135.3 93.3 33.3 33.3 

17β-estradiol 114.8 90.1 76.7 8.2 8.3 

Estrona 112 85.9 96.2 5.3 5.3 

 

Nota: Las muestras fueron spikeadas con 2 pg para todos los esteroides excepto DHEA 

(20 pg). La progesterona presentó efecto matriz, que provocó una potenciación e inhabilitó 

el cálculo de % de recuperación. 
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RESULTADOS  

 

DESARROLLO DEL MÉTODO DE EXTRACCIÓN DE HORMONAS ESTEROIDES PARA 

POSTERIOR CUANTIFICACIÓN POR LC-MS/MS 

 

En una primera aproximación a la técnica de extracción se evaluó si existe 

interferencia (supresión o potenciación) de la señal de estándar interno. Para esto 

se calculó el % de señal de estándar interno en las muestras extraídas en relación 

con la señal en muestras extraídas sin tejido biológico (% Área blanco). El primer 

método que se ensayó fue uno que ya estaba validado para muestras de plasma y 

tejido cerebral de la especie Melospiza melodia (gorrión) y en ratas (Heimovics et al. 

2018; Tobiansky et al. 2017). El método consiste en la extracción líquido-líquido con 

Acetonitrilo (ACN) y Hexano (HEX). El tejido se homogeneiza con Acetonitrilo y el 

sobrenadante se mezcla con Hexano. Posteriormente, se remueve el HEX y la 

fracción que contiene los esteroides (ACN) se seca y se reconstituye en metanol 

para su inyección en el LC-MS/MS. En las muestras de plasma (5 y 10 µl) este 

método de extracción fue efectivo en eliminar la interferencia en todas las estirpes 

esteroideas, evidenciándose niveles mayores de supresión a mayor volumen de 

muestra, aunque la diferencia no es relevante (Fig. III.4). Sin embargo, la extracción 

líquido-líquido con ACN y HEX no fue efectiva en eliminar la interferencia en el tejido 

cerebral, y los esteroides que se vieron más afectados fueron los andrógenos. Como 

muestra la Figura III.5 se constató una supresión del 80% en la T-D5 y la DHEA, 

aun utilizando la menor cantidad de tejido (0.5 mg). Para tener una referencia, el 

telencéfalo de G. omarorum pesa 20 mg aproximadamente, por lo que este método 

de extracción no es adecuado para el tejido cerebral de G. omarorum. 
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Figura III.4: Extracción líquido-
líquido con Acetonitrilo y Hexano 
en muestras de plasma. El % Área 
blanco representa el porcentaje 
de área de la señal de cada 
estándar interno extraído con 
muestra biológica con respecto al 
área del mismo estándar extraído 
sin muestra biológica. Se 
utilizaron dos volúmenes de 
plasma (5 y 10 µl). La línea 
punteada indica cuando el área 
del estándar interno es igual con 
en la extracción y sin muestra 
biológica (0% de interferencia).  
 

 

Figura III.5: Extracción líquido-
líquido con Acetonitrilo y Hexano 
en muestras de cerebro. El % Área 
blanco representa el porcentaje de 
área de la señal de cada estándar 
interno extraído con muestra 
biológica con respecto al área del 
mismo estándar extraído sin 
muestra biológica. Se utilizaron 3 
cantidades de tejido (0.5, 0.75 y 
1.5 mg). La línea punteada indica 
cuando el área del estándar 
interno es igual en la extracción 
con y sin muestra biológica (0% de 
interferencia).  

 

 

Como la extracción líquido-líquido no fue efectiva en eliminar la interferencia en los 

andrógenos, se pasó a probar la extracción en fase sólida (SPE), que es más 

potente en purificar muestras. Se ensayaron dos métodos diferentes de SPE. En el 

método de SPE rápida se utilizan columnas de C18 acondicionadas con Hexano, 

Acetona y MeOH. El tejido se homogeneiza con Acetonitrilo y el sobrenadante se 

seca, y se resuspende en MeOH  

para sembrar. En esta SPE, las columnas se utilizan como filtro, por lo que los 

esteroides resuspendidos en MeOH se siembran en la columna y se recogen en el 
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eluído agregando más MeOH. A continuación, el eluído se seca y se resuspende en 

MeOH para la inyección en el LC-MS/MS. El segundo método de SPE lenta consiste 

en utilizar las columnas C18 acondicionadas con MeOH y H2O para capturar los 

esteroides. El tejido se homogeneiza con MeOH 84% y el sobrenadante se mezcla 

con 5 ml de H2O para sembrar. La muestra se siembra, luego se realiza una elución 

de interferencia con MeOH 40%, y los esteroides retenidos en la columna se eluyen 

finalmente con MeOH 90%. A continuación, el eluído se seca y se resuspende en 

MeOH para la inyección en el LC-MS/MS. Cuando comparamos estos dos métodos 

de extracción, podemos ver que el rápido es más efectivo en eliminar la 

interferencia, ya que para todas las cantidades de tejido y los 3 estándares 

analizados presentó menores niveles de supresión que la SPE lenta (Fig. III.6). En 

la Figura III.6 se puede apreciar como aumenta la supresión a medida que se 

incrementa la cantidad de tejido, y esto ocurre en todas las estirpes esteroideas en 

mayor o menor medida, siendo los andrógenos los más afectados. Como el objetivo 

era cuantificar en el cerebro anterior, que tiene un peso aproximado de 30 mg, fue 

necesario seguir aumentando la eficiencia en la eliminación de interferencia. 

 

 

Figura III.6: Extracciones en fase sólida en muestras de cerebro. A- SPE rápida. B- SPE 
lenta. El % Área blanco representa el porcentaje de área de la señal de cada estándar 
interno extraído con muestra biológica con respecto al área del mismo estándar extraído 
sin muestra biológica. Se utilizaron 3 cantidades de tejido (0.75, 1.5 y 2.25 mg). La línea 
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punteada indica cuando el área del estándar interno es igual en la extracción con y sin 
muestra biológica (0% de interferencia).  

 

Se conservó la SPE rápida y se acoplaron 3 extracciones líquido-líquido diferentes 

previas a la SPE (Acetonitrilo/Hexano, Etilacetato/H2O, Etilacetato+Hexano/H2O). 

Como se observa en la Figura 7, acoplar una extracción líquido-líquido con ACN y 

HEX previo a la SPE rápida no elimina la supresión de los andrógenos, que continúa 

siendo del 40% de la señal (Fig. III.7A vs B). Por otro lado, el agregado de 

extracciones líquido-líquido con Etilacetato (EA) y H2O previo a la SPE sí eliminan 

de mejor manera la supresión, y para las dos estirpes androgénicas la más eficaz 

fue la que no incorporó HEX al EA (Fig. III.7C vs D). Incorporar HEX al EA provoca 

una mayor supresión del Estrógeno también (Fig. III.7D). En suma, de las diferentes 

combinaciones la que dió los mejores resultados en cuanto a la eliminación de la 

interferencia fue la de Etilacetato/H2O acoplada a una SPE rápida.  
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Figura III.7: Extracciones en fase sólida acopladas a protocolos de extracción líquido-
líquido en muestras de cerebro. A- SPE rápida. B- Extracción líquido-líquido con Acetonitrilo 
y Hexano, luego del secado del ACN se resuspende en MeOH y se realiza una SPE rápida. 
C- Extracción líquido-líquido con Etilacetato y H2O, luego del secado del H2O se 
resuspende en MeOH y se realiza una SPE rápida. D- Extracción líquido-líquido con 
Etilacetato + Hexano y H2O, luego del secado del H2O se resuspende en MeOH y se realiza 
una SPE rápida. El % Área blanco representa el porcentaje de área de la señal de cada 
estándar interno extraído con muestra biológica con respecto al área del mismo estándar 
extraído sin muestra biológica. Se utilizaron 2 cantidades de tejido (0.75 y 2.25 mg). La línea 
punteada indica cuando el área del estándar interno es igual en la extracción con y sin 
muestra biológica (0% de interferencia).  
 
 

Como el objetivo fue cuantificar en muestras de cerebro anterior esto impone un 

compromiso ya que cuanto mayor es la cantidad de tejido, mayor es la supresión. 

Esto fuerza a realizar protocolos de extracción eficientes que purifiquen la muestra 

para eliminar la interferencia de la matriz, pero cuanto mayor es esta purificación 

hay más riesgo de pérdida de los esteroides de interés. Para avanzar en un 

protocolo de extracción optimizado, se continuó con cantidades de tejido cerebral 

de 20 mg y se evaluó además de la interferencia, la pérdida de estándar 

(comparando las áreas de los estándares sin muestra biológica sometidos a 

extracciones en los diferentes protocolos). La extracción líquida de EA/H2O 

acoplada a SPE rápida probó ser efectiva en eliminar la interferencia de todas las 

estirpes esteroideas en muestras de hasta 2.25 mg. Sin embargo, este protocolo es 

largo y más costoso que las extracciones líquidas debido al uso de columnas C18, 

por lo que a continuación se ensayaron combinaciones de extracciones líquidas. Se 

realizó una extracción líquida con EA/H2O, una extracción líquida con ACN/HEX 

seguida de un secado y resuspensión en EA al que se extrajo nuevamente con H2O, 

y por último, una extracción líquida con EA/H2O seguida de un secado y 

resuspensión en ACN al que se extrajo nuevamente con HEX (Fig. III.8). En la 

comparación de las tres extracciones no se verificaron grandes diferencias en la 

pérdida de estándares por procedimiento, ya que el área de los estándares fue 

similar entre los diferentes protocolos (Fig. III.8A). Si se comparan los niveles de 

supresión en los tres protocolos se evidencia la eficacia de las dos extracciones 

líquidas en comparación con una única extracción, donde la supresión fue mucho 
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mayor (Fig. III.8B). Las dos extracciones líquidas dobles fueron similares en cuanto 

a la eliminación de la interferencia, siendo la de ACN/HEX primero un poco mejor 

que la otra. Es de notar que con los protocolos de extracción líquida ningún esteroide 

superó el 80% de señal respecto al blanco, por lo que se optó por continuar por el 

camino del protocolo líquido EA/H2O acoplado a SPE rápida.      

 

 

 

Figura III.8: Protocolos de extracción líquido-líquido en muestras de 20 mg. de cerebro. Se 
ilustran 3 protocolos de extracción líquida: Primero, con EA/H2O, segundo, una extracción 
líquida con ACN/HEX seguida de un secado y resuspensión en EA al que se extrajo 
nuevamente con H2O, y por último, una extracción líquida con EA/H2O seguida de un 
secado y resuspensión en ACN al que se extrajo nuevamente con HEX. A- Evaluación de 
la pérdida de estándares internos por los procedimientos de extracción. Se muestra la señal 
(áreas de los estándares) en una solución blanco (MeOH sin muestra biológica). B- El % 
Área blanco representa el porcentaje de área de la señal de cada estándar interno extraído 
con muestra biológica con respecto al área del mismo estándar extraído sin muestra 
biológica. La línea punteada indica cuando el área del estándar interno es igual en la 
extracción con y sin muestra biológica (0% de interferencia).  
 

 

La Figura III.9 muestra los resultados de las extracciones líquidas con Etilacetato y 

H2O. En primer lugar, se puede apreciar que el acoplamiento de una SPE provoca 

pérdida de estándares ya que la señal es mayor con el protocolo que implica solo la 

extracción líquida con EA/H2O (Fig. III.9A). Por otro lado, el protocolo que tiene la 

menor pérdida de estándares no es eficaz en eliminar la interferencia en las 

muestras con 20 mg. de tejido cerebral (Fig. III.9B). En la comparación entre los dos 
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protocolos con SPE asociados se evidencia que el secado y resuspensión con 

MeOH no afecta mayormente la pérdida de estándar (Fig. III.9A), ya que algunos 

esteroides incluso tienen una señal mayor que el protocolo donde se siembra 

directamente el EA en la SPE. Los niveles de interferencia fueron similares para 

todos los esteroides, menos para la T y el E2, donde el protocolo que involucra 

secado del EA y posterior resuspensión en MeOH para el SPE presentó menos 

interferencia (Fig. III.9B). 

 

 

 

Figura III.9: Protocolos de extracción líquido-líquido con Etilacetato y acopladas a 
extracciones en fase sólida en muestras de 20 mg. de cerebro. Se ilustran 3 protocolos de 
extracción: Primero, con EA/H2O, segundo, una extracción líquida con EA/H2O seguida de 
un secado y resuspensión en MeOH que se extrajo nuevamente con SPE rápida, y por 
último, una extracción líquida con EA/H2O cuya fracción de EA que se extrajo nuevamente 
con SPE rápida. A- Evaluación de la pérdida de estándares internos por los procedimientos 
de extracción. Se muestra la señal (áreas de los estándares) en una solución blanco (MeOH 
sin muestra biológica). B- El % Área blanco representa el porcentaje de área de la señal de 
cada estándar interno extraído con muestra biológica con respecto al área del mismo 
estándar extraído sin muestra biológica. La línea punteada indica cuando el área del 
estándar interno es igual en la extracción con y sin muestra biológica (0% de interferencia).  
 

 

Habiendo seleccionado el protocolo de SPE con EA y H2O con secado, 

resuspensión en MeOH y una SPE rápida, el paso siguiente fue poner a prueba 

dicho protocolo incrementando la cantidad de tejido. Como muestra la Figura III.10, 

los niveles de supresión fueron mínimos para todas las estirpes esteroideas, y la 

interferencia no se incrementó con la cantidad de tejido. 
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Figura III.10: Extracción líquido-
líquido con Etilacetato y H2O 
acoplada a extracción en fase 
sólida rápida con cantidades 
crecientes de tejido cerebral. El % 
Área blanco representa el 
porcentaje de área de la señal de 
cada estándar interno extraído 
con muestra biológica con 
respecto al área del mismo 
estándar extraído sin muestra 
biológica. Se utilizaron 3 
cantidades de tejido (2, 10 y 20 
mg). La línea punteada indica 
cuando el área del estándar 
interno es igual en la extracción 

con y sin muestra biológica (0% de interferencia).  
 

 

PERFIL HORMONAL CIRCULANTE DE ADULTOS NO REPRODUCTIVOS  

 

Se cuantificaron 8 esteroides (progesterona, androstenediona, 

dehidroepiandrosterona, testosterona, 11-cetotestosterona, estrona, 17-β estradiol 

y cortisol) en plasma de hembras y machos adultos de Gymnotus omarorum en 

período no-reproductivo, representados en la Figura III.11. Las hembras 

presentaron una media de niveles circulantes de: cortisol 5.2 ± 2.1 ng/ml, 

androstenediona 0.15 ± 0.03 ng/ml, y testosterona 0.15 ± 0.03 ng/ml. Como ilustra 

la Figura III.11, los niveles de cortisol fueron un orden de magnitud mayores que las 

otras hormonas. La comparación de los niveles circulantes de AE y la T mostró que 

no presentan diferencias significativas (t-test pareado, p = 0.85; t=0.1943 df=10, Fig. 

III.11A). El análisis estadístico se realizó también expresando las concentraciones 

en nM, y arrojó el mismo resultado (datos no mostrados). Los machos presentaron 

una media de niveles circulantes de: cortisol 2.9 ± 0.7 ng/ml, androstenediona 0.03 

± 0.01 ng/ml, testosterona 0.2 ± 0.006 ng/ml, y 11-cetotestosterona 0.01 ± 0.001 

ng/ml. Al igual que en hembras, los niveles de cortisol fueron mayores que el resto 

de las hormonas. La comparación de los niveles circulantes en machos mostró un 
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efecto significativo del tipo de esteroide (F (1.96, 19.6) = 13.5, p < 0.001; Fig. 

III.11B). En la comparación post hoc la 11-KT presentó menor concentración que la 

AE (p = 0.001), y menor que la T (p = 0.03). La T y la AE no mostraron diferencias 

significativas. El análisis estadístico se también realizó expresando las 

concentraciones en nM, y arrojó el mismo resultado (datos no mostrados).  En el 

contexto de la caracterización de los niveles hormonales es importante resaltar el 

dato negativo; ni hembras ni machos presentaron niveles circulantes detectables de 

progesterona, 17-β estradiol, estrona y dehidroepiandrosterona. Las hembras, a 

diferencia de los machos, no mostraron niveles detectables de 11-KT. El límite de 

detección es diferente para cada uno de los esteroides, y se detalló en métodos.  

 

 

Figura III.11: Perfiles hormonales plasmáticos. A- Hembras no reproductivas. B- Machos 
no reproductivos.  
 

 

La comparación de las concentraciones plasmáticas entre sexos evidenció que las 

hembras presentaron mayores niveles de AE y T que los machos, mientras que el 

cortisol no mostró diferencias sexuales (Tabla III.3). 
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La relación entre las concentraciones plasmáticas de los esteroides sexuales AE, T 

y 11-KT se exploró mediante regresiones lineales. En hembras la correlación entre 

la concentración plasmática de AE y T sexos fue directamente proporcional, 

significativa y con un alto ajuste (R2 =0.93, p < 0.0001, Fig. III.12). En machos la 

correlación entre la concentración de AE y T plasmática fue directamente 

proporcional y significativa (R2 =0.82, p = 0.0001, Fig. III.13A), así como la 

correlación entre la T y la 11-KT plasmáticas (R2 =0.83, p < 0.0001, Fig. III.13B). 

 

Tabla III.3: Comparación de concentraciones plasmáticas entre sexos 

 

Hormona Concentración plasmática (ng/ml)  

 Hembras Machos p 

Androstenediona 0.15 ± 0.03 0.03 ± 0.01 0.0001 

Testosterona 0.15 ± 0.03 0.2 ± 0.006 < 0.0001 

11-Cetotestosterona ND 0.01 ± 0.001 - 

Cortisol 5.2 ± 2.1 2.9 ± 0.7 0.55 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.12: Correlación lineal entre esteroides plasmáticos en hembras. 
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Figura III.13: Correlaciones lineales entre 
esteroides plasmáticos en machos.  

 

 

 

 

PERFIL HORMONAL CEREBRAL DE ADULTOS NO REPRODUCTIVOS  

 

Se cuantificaron 8 esteroides en cerebro anterior de hembras y machos no 

reproductivos de Gymnotus omarorum. En la Figura III.14 se presentan los perfiles 

cerebrales de hembras y machos. Las hembras presentaron una media de niveles 

cerebrales de: cortisol 3.8 ± 1.6 ng/g, androstenediona 0.04 ± 0.007 ng/g, 

testosterona 0.007 ± 0.001 ng/g y estrona 0.01 ± 0.004 ng/g. El cortisol presentó 

concentraciones cerebrales de dos órdenes de magnitud mayor al resto de los 

esteroides. Cuando se comparan los niveles cerebrales de las diferentes hormonas 

en hembras se encontró un efecto significativo del tipo de esteroide (F (1.9, 18.9) = 

47.65, p < 0.0001). El análisis post hoc mostró que la AE fue significativamente 

mayor que la T (p < 0.0001) y la E (p < 0.001), mientras que la T no mostró 
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diferencias con la E (Fig. III.14A). El análisis estadístico se realizó expresando las 

concentraciones en nM, y arrojó el mismo resultado (datos no mostrados). Los 

machos presentaron una media de niveles cerebrales de: cortisol 3.6 ± 0.4 ng/g, 

androstenediona 0.02 ± 0.006 ng/g, testosterona 0.006 ± 0.002 ng/g, 11-

cetotestosterona 0.02 ± 0.002 ng/g y estrona 0.008 ± 0.001 ng/g. Al igual que en 

hembras, el cortisol presentó concentraciones cerebrales de dos órdenes de 

magnitud mayor al resto de los esteroides. En la comparación de los niveles 

cerebrales para las restantes hormonas se encontró un efecto significativo del tipo 

de esteroide (F (1.4, 14.4) = 7.23, p = 0.01). El análisis post hoc mostró que la T fue 

significativamente menor que la 11-KT (p = 0.003) y la E fue significativamente 

menor que la 11-KT (p = 0.01, Fig. III.14B). La T no mostró diferencias con la E, y 

la AE no presentó diferencias significativas con la T, la E ni la 11-KT. El análisis 

estadístico se realizó expresando las concentraciones en nM, y arrojó el mismo 

resultado (datos no mostrados). Ni hembras ni machos presentaron niveles 

cerebrales detectables de progesterona, 17-β estradiol, y dehidroepiandrosterona. 

Las hembras, a diferencia de los machos y siguiendo el mismo patrón plasmático, 

no mostraron niveles cerebrales detectables de 11-KT. 

 

La comparación de las concentraciones cerebrales entre hembras y machos mostró 

que las hembras tienen mayores niveles de AE cerebral que los machos, mientras 

que los machos presentaron niveles detectables de 11-KT y las hembras no. No se 

observaron diferencias significativas en la concentración de T, E ni cortisol entre 

cerebros de hembras y de machos (Tabla III.4). 
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Figura III.14: Perfiles hormonales cerebrales. A- Hembras no reproductivas. B- Machos 

no reproductivos. 

 

Tabla III.4: Comparación de concentraciones cerebrales entre sexos 

 

Hormona Concentración cerebral (ng/g)  

 Hembras Machos p 

Androstenediona 0.04 ± 0.007 0.02 ± 0.006 0.009 

Testosterona 0.007 ± 0.001 0.006 ± 0.002 0.3 

Estrona 0.01 ± 0.004 0.008 ± 0.001 0.3 

11-Cetotestosterona ND 0.02 ± 0.002 - 

Cortisol 3.8 ± 1.6 3.6 ± 0.4 0.23 

 

La relación entre los esteroides sexuales cerebrales se exploró mediante 

correlaciones lineales. En hembras, las concentraciones cerebrales de AE y T 

mostraron una relación directamente proporcional (R2 = 0.48, p = 0.02; Fig. III.15A), 
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y la correlación entre la concentración de AE y E cerebral fue también positiva y 

significativa (R2 = 0.55, p = 0.009; Fig. III.15B).  

En machos la relación entre las concentraciones cerebrales de AE y T fue negativa 

(R2 = 0.75, p = 0.0006; Fig. III.16A), la relación entre T y 11-KT cerebral no fue 

significativa (R2 = 0.01, p = 0.74, Fig. III.16B) y la relación entre la AE y E cerebral 

fue significativa y directamente proporcional (R2 = 0.4, p = 0.038; Fig. III.16C). 

 

 

Figura III.15: Correlaciones lineales entre esteroides cerebrales en hembras. 

 

 

Figura III.16: Correlaciones lineales entre esteroides cerebrales en machos. 

 



96 
 

COMPARACIÓN ENTRE NIVELES CIRCULANTES Y CEREBRALES  

 

El cortisol fue detectable en todas las muestras de plasma y cerebro, tanto en 

hembras como en machos. Para este esteroide no se evidenciaron diferencias entre 

las concentraciones plasmáticas y cerebrales en hembras (test de t pareado, p = 

0.4, t = 0.9; datos no mostrados), pero sí en machos donde las concentraciones 

cerebrales fueron mayores que las plasmáticas (test de t pareado, p = 0.04, t = 2.3; 

datos no mostrados).  

 

La AE presentó niveles mayores circulantes que cerebrales tanto en hembras (test 

de t pareado, p = 0.0004, t = 5.2, Fig III.17A), como en machos (test de t pareado, 

p = 0.03, t = 2.5, Fig III.17B). Para evaluar la fuente de producción hormonal se 

calculó la diferencia entre las concentraciones de AE plasmáticas y cerebrales para 

cada individuo. Este cálculo mostró que, si bien en ambos sexos la diferencia fue 

negativa para la mayoría de los individuos, es decir que la concentración plasmática 

es mayor a la cerebral,  las hembras presentaron una diferencia entre plasma y 

cerebro significativamente mayor que los machos ([AEcerebro]-[AEplasma] 

hembras = -0.11 ± 0.03; [AEcerebro]-[AEplasma] machos = -0.02 ± 0.007; test de t, 

p = 0.005; t=3.163 df=20; Fig. III.17C).  

 

El análisis pareado de la T mostró que la concentración plasmática fue 

significativamente mayor que la cerebral, tanto en hembras (test de t pareado, p < 

0.0001, t = 21.3, Fig. III.18A), como en machos (test de t pareado, p = 0.003, t = 3.9, 

Fig. III.18B). Cuando se calculó la diferencia entre las concentraciones de T 

plasmáticas y cerebrales para cada individuo las hembras presentaron una 

diferencia entre plasma y cerebro significativamente mayor que los machos 

(mediana [Tcerebro]-[Tplasma] hembras = -0.12; mediana [Tcerebro]-[Tplasma] 

machos = -0.01; Mann-Whitney U test, p < 0.0001, U = 4.00; Fig. III.18C).  
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Figura III.17: Comparación de concentraciones plasmáticas y cerebrales de 
Androstenediona. A- Comparación de niveles plasmáticos y cerebrales en hembras. B- 
Comparación de niveles plasmáticos y cerebrales en machos. C- Diferencia individual de la 
concentración cerebral – plasmática. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, test de t. 

 

 

 

Figura III.18: Comparación de concentraciones plasmáticas y cerebrales de Testosterona. 
A- Comparación de niveles plasmáticos y cerebrales en hembras. B- Comparación de 
niveles plasmáticos y cerebrales en machos. C- Diferencia individual de la concentración 
cerebral – plasmática. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001, test de t. 
 

 

La 11-KT fue detectable solamente en muestras de plasma y cerebro de machos y 

no presentó diferencias significativas entre plasma y cerebro (Wilcoxon matched-

pairs test, p = 0.21, Fig. III.19A). Un dato interesante es que cuando se calculó la 

diferencia entre la concentración cerebral y plasmática, 9 de los 11 machos 
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presentaron valores por encima de 0 (mayor concentración cerebral), el valor medio 

fue 0.03 ± 0.03 (Fig. III.19B), y el porcentaje de contribución cerebral fue de 11% ± 

14% (Fig. III.19C).  

La estrona fue la única hormona de las estudiadas que presentó niveles no 

detectables en plasma, y niveles detectables en muestras de cerebro tanto de 

hembras como de machos (Fig. III.20).  

En hembras, la relación entre la T plasmática y cerebral fue directamente 

proporcional y significativa (R2 = 0.75, p < 0.001; Fig. III.21A), mientras que en 

machos esta relación no mostró significancia estadística (R2 = 0.08, p = 0.4; Fig. 

III.21B). 

 

 

 

Figura III.19: Comparación de concentraciones plasmáticas y cerebrales de 11-
Cetotestosterona. A- Comparación de niveles plasmáticos y cerebrales en machos. B- 
Diferencia individual de la concentración cerebral – plasmática. C- Porcentaje de 
contribución cerebral. 
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Figura III.20: Comparación de concentraciones plasmáticas y cerebrales de Estrona. A- 
Hembras. B- Machos. 

 

 

 

 

 
Figura III.21: Relación entre los niveles de testosterona cerebral y plasmática. A. Hembras. 
B. Machos. 
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DISCUSIÓN 

 

En este capítulo se cuantificaron 8 esteroides en plasma y cerebro anterior de 

hembras y machos adultos de Gymnotus omarorum colectados durante el período 

no reproductivo en su hábitat natural. La caracterización del perfil circulante y 

cerebral, así como el análisis de los datos aportan información de base fundamental 

para comprender la modulación esteroidea de la agresión territorial no reproductiva.  

Este es el primer estudio que: 1- realiza una cuantificación de estrógenos y 

andrógenos cerebrales en animales no reproductivos por LC-MS/MS, y 2- realiza 

una comparación de niveles plasmáticos y cerebrales no reproductivos en hembras 

y machos silvestres. El método de extracción desarrollado es efectivo en purificar 

muestras de cerebro y plasma para remover la interferencia de la matriz para 

posterior análisis por LC-MS/MS. La cuantificación por LC-MS/MS es altamente 

específica, precisa, y sensible. En este capítulo se cumplieron los Objetivos 

específicos III.A-D y los resultados abonaron a la hipótesis de trabajo 2. 

 

DESARROLLO DEL MÉTODO DE EXTRACCIÓN DE ESTEROIDES Y PROTOCOLO DE 

CUANTIFICACIÓN  

 

Con el método de extracción desarrollado y cuantificación por LC-MS/MS fuimos 

capaces de cuantificar 8 esteroides en 25 µL de plasma, y 25 mg de tejido cerebral. 

El método de extracción desarrollado reduce los niveles de ruido de fondo, y por 

tanto incrementa la sensibilidad de la cuantificación. La extracción remueve la 

interferencia causada por la matriz, y produce una recuperación consistente de los 

esteroides. Los estándares internos mostraron poca supresión o potenciación iónica 

en plasma y en cerebro (Fig. III.10). Los ensayos de % de recuperación comparando 

muestras con adición de una cantidad conocida de estándares con muestras sin 

adición, confirmaron que el efecto matriz es mínimo, excepto para la progesterona 

(Tabla III.2).  

El método de LC-MS/MS tiene ventajas respecto de los inmunoensayos (RIA y 

ELISA): 1- Alta especificidad. Los inmunoensayos pueden presentar reactividad 
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cruzada con moléculas similares, y, por ende, sobreestiman las concentraciones, 

especialmente cuando los niveles son bajos (Grebe y Singh 2011; Wudy et al. 

2018). Con la técnica de LC-MS/MS se tienen en cuenta múltiples criterios para 

cuantificar los analitos, que se separan entre sí cromatográfica y 

espectrográficamente. El tiempo de retención es específico para cada analito (Fig. 

III.3, Tabla III.1). Los esteroides sin fragmentar se seleccionan por su masa, y luego 

el proceso de fragmentación iónica se monitoriza paso a paso, antes de fragmentar, 

y en las dos transiciones. En cada transición se selecciona un ion cuantificador y un 

calificador (Tabla III.1), y la relación entre ambos se compara con la misma relación 

en los estándares. 2- La detección por espectrometría de masa habilita la medición 

de esteroides que no son comunes en inmunoensayos (en este estudio, por 

ejemplo, la androstenediona y la estrona). 3- La técnica permite cuantificar múltiples 

esteroides en una misma muestra. Esto evita tener que subdividir la muestra 

proveniente de un mismo individuo y hace posible la medición de un perfil hormonal 

a nivel individual. 4- La sensibilidad es similar o aún mejor que los inmunoensayos. 

En este estudio los límites de detección fueron del rango de 0.2 a 0.8 pg para la 

mayoría de los esteroides. En caso de querer aumentar la sensibilidad es posible 

poner a punto protocolos de derivatización.   

 

NIVELES CIRCULANTES 

 

De los 8 esteroides cuantificados, las hembras no reproductivas presentaron niveles 

detectables circulantes de androstenediona, testosterona y cortisol, y en machos al 

perfil circulante se sumó la 11-cetotestosterona (Fig. III.11). En este estudio, los 

niveles plasmáticos de estrona, 17-β estradiol, dehidroepiandrosterona, y 

progesterona no fueron detectables. Para la Pg y el E2 el límite de detección fue 

0.03 ng/ml, y cabe la posibilidad de que los niveles circulantes de adultos no 

reproductivos estén por debajo de ese valor. La progesterona no tiene un rol claro 

en muchos teleósteos, y sus concentraciones plasmáticas usualmente están por 

debajo del límite de detección. Si bien en este estudio hay una ausencia de 

progesterona, esto no significa necesariamente una ausencia de progestágenos, ya 
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que los peces teleósteos tienen progestágenos únicos (Kime, 1993), los cuales no 

entraron dentro del panel de esteroides a cuantificar. Por otro lado, el E2 es una 

hormona que ha sido cuantificada en hembras del período reproductivo de esta 

misma especie (Zubizarreta et al. 2020a), y en valores relativamente bajos (0.3 ± 

0.1 ng/ml). Esto nos sugiere que los niveles no detectables de E2 en el período no 

reproductivo reflejan realmente una disminución de esta hormona por debajo del 

límite de detección. 

En este estudio, la cuantificación de DHEA era de particular interés, debido a su 

documentado rol en el mantenimiento de la agresión no reproductiva en aves y 

mamíferos (Soma et al. 2008; 2015). Existen reportes de que hay especies de 

teleósteos que tienen niveles circulantes de DHEA, como por ejemplo 

Oncorhynchus mykiss (Rege et al. 2019), sin embargo, los individuos adultos no 

reproductivos de G. omarorum no presentaron niveles circulantes detectables de 

DHEA. Es posible que este resultado negativo sea debido a que este esteroide 

presenta una baja capacidad de ionización, lo que provoca que su límite de 

detección sea un orden de magnitud mayor en comparación con las demás 

hormonas (Fig. III.3). Un artículo reciente de cuantificación de esteroides por LC-

MS/MS en aves (Song sparrow) mostró que las concentraciones de DHEA 

plasmáticas son indetectables (menores a 0.4 ng/ml) a menos que se realice una 

derivatización de la muestra que aumenta la sensibilidad del método (Jalabert et al. 

2020), resultado que contrastó con las concentraciones de DHEA realizadas 

previamente por RIA en la misma especie (~0.8 a 1 ng/ml; Newman et al. 2013; 

Newman et al. 2008; Soma y Wingfield 2001). Los inesperadamente bajos niveles 

de DHEA descriptos por Jalabert et al. sirven para ilustrar las diferencias que pueden 

surgir en la cuantificación con LC-MS/MS e inmunoensayos. En general los 

inmunoensayos sobreestiman las concentraciones de esteroides, y la causa 

predominante es la detección cruzada de los anticuerpos con moléculas similares 

(Wudy et al. 2018). La alta especificidad de la detección por espectrometría de 

masa, sumada a la separación cromatográfica de la muestra es una gran ventaja en 

este sentido. 
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Como era esperado, los niveles circulantes de cortisol fueron un orden de magnitud 

mayores que los otros esteroides. El cortisol circulante no presentó diferencias 

sexuales (Tabla III.3), lo que es esperado en período no reproductivo. Las 

diferencias sexuales podrían emerger durante el período reproductivo como ha sido 

reportado en otras especies (revisado en Milla et al. 2009). El hecho que no se 

evidencien diferencias sexuales en los niveles de cortisol contrasta de manera 

interesante con los otros esteroides circulantes analizados, que presentaron 

diferencias entre hembras y machos, a pesar de tratarse de individuos no 

reproductivos. La 11-KT es un andrógeno no aromatizable, uno de los principales 

andrógenos bioactivos de teleósteos (Borg 1994), y mostró la diferencia sexual 

plasmática esperada (Tabla III.3). Los niveles de 11-KT de machos no reproductivos 

fueron similares a los ya reportados en esta misma especie por el método de ELISA 

(Jalabert et al. 2015), y como es coherente, más bajos que los reportados para 

machos reproductivos (0.4 ± 0.1 ng/ml; Zubizarreta et al. 2020a). Asimismo, las 

concentraciones plasmáticas de 11-KT están dentro del rango de valores a las de 

otras especies de peces donde se cuantificó fuera del período reproductivo 

(Vitousek et al. 2018). Los otros dos andrógenos circulantes detectados tanto en 

hembras como en machos fueron la T y la AE, que no presentaron diferencias entre 

sí en sus concentraciones plasmáticas (Fig. III.11). Existen numerosos reportes de 

niveles plasmáticos de T en teleósteos no reproductivos, cuantificados por RIA y 

ELISA. Un resultado llamativo fue que en G. omarorum tanto la T como la AE 

mostraron mayor concentración plasmática en hembras que en machos (Tabla III.3), 

y este resultado es coherente con el dato que en muchos teleósteos los niveles de 

T circulantes son mayores en hembras que en machos (Revisado utilizando 

HormoneBase; Vitousek et al. 2018). 

Si bien las hormonas circulantes pueden tener diferentes fuentes (gonadal, 

muscular, interrenal), la diferencia sexual entre los niveles de andrógenos 

circulantes observados sugiere que ovarios y testículos son las fuentes 

involucradas. Asimismo, la alta correlación entre hormonas apunta a que se originan 

en un mismo órgano. La AE y T circulantes correlacionan positivamente con un R2 
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excelente tanto en hembras (Fig. III.12) como en machos (Fig. III.13A). En machos, 

además la T y 11-KT circulantes correlacionan positivamente (Fig. III.13B).  

 

NIVELES CEREBRALES 

 

Este es el primer reporte de perfiles cerebrales esteroideos en peces teleósteos 

utilizando la detección por espectrometría de masa. Es también el primer estudio en 

caracterizar el perfil cerebral esteroideo de manera individual en hembras y machos 

de teleósteos. De hecho, la cuantificación de esteroides en cerebro por ELISA se 

hizo solamente en el pez hermafrodita bidireccional Lythrypnus dalli. En estos 

trabajos se analizaron los cambios de 11-KT, T y E2 que acompañan la reversión 

sexual (Lorenzi et al. 2012) y los niveles de 11-KT asociados al despliegue de 

cuidado parental y agresión (Pradhan et al. 2014; Pradhan et al. 2014). Estos 

estudios cargan con la limitación propia del método, que no permite la cuantificación 

más de una hormona en el mismo ensayo. También está presente la restricción del 

tamaño de muestra, que limita el número de hormonas que se pueden cuantificar 

en un mismo individuo. La presencia de enzimas esteroidogénicas para producir 

esteroides de novo han sido identificadas en cerebro de muchas especies de 

teleósteos (revisado en Diotel et al. 2011). Hay también evidencia de que 

homogenatos de cerebro de teleósteos pueden producir T, E2 y 11-KT (Andersson 

et al. 1988; Diotel et al. 2011; Pasmanik y Callard 1985; Schulz y Blüm 1991). Sin 

embargo, tanto los datos de expresión de enzimas como los de producción de 

esteroides en homogenatos pueden no corresponder con los niveles basales de 

producción cerebral porque las enzimas pueden no estar activas, la producción 

depende de las concentraciones de sustrato disponible, y en los homogenatos tanto 

sustratos como co-activadores están en concentraciones saturadas. 

La técnica de extracción desarrollada en este estudio sumada a la cuantificación por 

LC-MS/MS permitió medir 8 hormonas en cerebro anterior de cada individuo de una 

muestra de adultos no reproductivos de G. omarorum. De las hormonas 

cuantificadas, 5 mostraron niveles detectables en las muestras, lo que constituye un 

resultado muy exitoso considerando que se trata de individuos fuera del período 
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reproductivo, y, asimismo, una caracterización sin precedentes en cerebro de 

peces. La progesterona, dehidroepiandrosterona y 17-β estradiol no mostraron 

niveles detectables en cerebro, siguiendo el mismo patrón que el plasma (Fig. 

III.14). La androstenediona, testosterona, y cortisol fueron detectables en cerebro 

de hembras y machos, al igual que en el plasma. Al perfil cerebral de machos, se 

sumó la 11-cetotestosterona, de la misma manera que en el plasma en este sexo. 

El único esteroide que fue detectable únicamente en cerebro fue la estrona (Fig. 

III.14).  

Los niveles cerebrales de cortisol no fueron diferentes entre sexos, siguiendo el 

mismo patrón que en plasma. El cortisol parece estar en equilibrio entre la 

circulación y el cerebro, con altos niveles tanto circulantes como cerebrales. El 

andrógeno AE presentó mayores niveles cerebrales en hembras que en machos 

(Tabla III.4), diferencia que condice con el dimorfismo sexual en las concentraciones 

plasmáticas. La concentración cerebral de AE fue menos que la plasmática en 

ambos sexos (Fig. III.17A, B). La T cerebral no presentó diferencias sexuales (Tabla 

III.4), a pesar de mostrar mayores niveles plasmáticos en hembras que en machos 

(Tabla III.3). Al igual que la AE, la T presentó mayor concentración plasmática que 

cerebral en ambos sexos (Fig. III.18A, B). Como no existen reportes de andrógenos 

cerebrales por LC-MS/MS en animales fuera del período reproductivo no es posible 

realizar comparaciones que lleven a generalizaciones. Existen dos reportes de 

niveles basales de esteroides en áreas acotadas del cerebro en machos no 

reproductivos de Melospiza Melodia. En uno de ellos, los niveles de T (medidos por 

RIA) fueron entre 2 y 3 ng/g en condiciones basales en la mayoría de las áreas 

estudiadas (Heimovics et al. 2016) mientras que, en el otro estudio, los niveles 

basales de T (medidos por LC-MS/MS) fueron indetectables en todas las áreas de 

los machos no reproductivos (Jalabert et al. 2020). En el único pez en el que se 

cuantificaron los niveles de T y 11-KT cerebrales por ELISA, los niveles de T 

cerebrales basales fueron 200 ng/g tanto en machos como en hembras, y los de 11-

KT alrededor de 2 ng/g (Lorenzi et al. 2012). Varios factores podrían explicar la gran 

diferencia observada entre la concentración de T en L. dalli y en G. omarorum. 

Primero, una diferencia debida a la técnica de cuantificación (ELISA vs MS), 
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segundo podría deberse a posibles diferencias interespecíficas, o al hecho de que 

los individuos de L. dalli estaban dentro del período reproductivo y poseen una 

fisiología sexual particular. La estrona fue el único esteroide que presentó solamente 

niveles cerebrales, y no mostró diferencias entre hembras y machos (Tabla III.4). Es 

interesante que cerebros de individuos no reproductivos de G. omarorum hayan 

presentado niveles basales de E, ya que en la única especie en la que se cuantificó 

estrona en período no reproductivo (M. Melodia) las áreas cerebrales analizadas 

presentan únicamente niveles detectables de progesterona y corticosterona 

(Jalabert et al. 2020). Por el contrario, los machos reproductivos de M. Melodía sí 

muestran niveles detectables de E cerebral. Otro estudio en el que se detectaron 

concentraciones cerebrales de E fue en machos y hembras de Coturnix japónica, 

donde no se evidencian diferencias sexuales en los niveles telencefálicos de 

animales reproductivos mediante la técnica de GC-MS (Liere et al. 2019).  

 

NEUROSÍNTESIS DE ESTEROIDES 

 

La neurosíntesis de esteroides es un proceso local donde los neuroesteroides se 

producen muy cerca de sus blancos (Schlinger 2015; Schlinger et al. 2014). 

Estudios de microdiálisis en Taeniopygia guttata han mostrado que los niveles de 

17-β Estradiol fluctúan rápidamente (en menos de 30 min) en sectores 

espacialmente restringidos en respuesta al canto de un coespecimen (Remage-

Healey et al. 2008, 2010). Se ha demostrado (mediante microdiálisis y cuantificación 

en punches) que núcleos localizados a pocas micras de distancia pueden presentar 

concentraciones esteroideas locales muy diferentes (de Bournonville et al. 2020; 

Liere et al. 2019; Tobiansky et al. 2017). En este estudio llama la atención que las 

concentraciones en cerebro anterior de G. omarorum fueron relativamente menores 

en comparación con otros reportes de esteroides cerebrales medidos por 

espectrometría de masa. Por ejemplo, en el caso de la T, en G. omarorum 

encontramos una media de 0.01 ng/g aproximadamente en cerebro anterior de 

hembras y machos no reproductivos, mientras que en el área preóptica de M. 

Melodía los machos reproductivos presentan 0.5 ng/g (Jalabert et al. 2020), el área 
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preóptica e hipotálamo anterior de C. japónica los machos reproductivos presentan 

1 ng/g, y las hembras 0.1 ng/g (Liere et al. 2019), y el área preóptica e hipotálamo 

de machos reproductivos de R. norvergicus presentan 2.5 ng/g (Tobiansky et al. 

2017). Las diferencias observadas podrían atribuirse tanto a divergencias 

evolutivas, como a que los estudios anteriores se realizaron en animales 

reproductivos. Evidencia a favor del factor reproductivo es: a- machos de M. Melodia 

presentan niveles indetectables de andrógenos y estrógenos cerebrales fuera del 

período reproductivo, que en temporada reproductiva se tornan detectables; y b- la 

gonadectomía reduce considerablemente los niveles de T en el área preóptica, en 

R. norvergicus de 2.5 ng/g a 0.1 ng/g (Tobiansky et al. 2017) y en C. japónica de 1 

ng/g a 0.2 ng/g (Liere et al. 2019). La característica local de la producción de 

esteroides cerebrales podría también ser responsable de las diferencias entre las 

concentraciones previamente reportadas y las de G. omarorum. La cuantificación 

en áreas cerebrales acotadas podría arrojar concentraciones mayores que la 

cuantificación en una sección que contiene múltiples áreas junto con otros sectores 

no esteroidogénicos. En apoyo a esta hipótesis, los niveles telencefálicos de E en 

C. japónica son 0.03 ng/g (similares a los de este estudio), mientras que la 

concentración en el área preóptica es 0.2 ng/g (Liere et al. 2019). La extracción de 

esteroides de secciones mayores de cerebro, a pesar de tener la desventaja de 

diluir la concentración y poseer menor resolución espacial, tiene la ventaja de ser 

capaz de detectar esteroides que están en bajas concentraciones (fuera del período 

reproductivo).     

En este estudio la AE y la T presentaron mayor concentración plasmática que 

cerebral (Fig. III.17, Fig. III.18). Para comprender si hay síntesis cerebral de AE y T 

a la vez que periférica se deben realizar cuantificaciones en sitios cerebrales 

precisos, en comparación con los niveles concomitantes periféricos. En hembras de 

T. guttata se ha comprobado por microdiálisis in vivo que existe síntesis cerebral de 

T y E2 en respuesta a un playback, aún en presencia de niveles circulantes elevados 

de E2 y T (de Bournonville et al. 2020). Las enzimas que producen AE a partir de 

DHEA y 17α-hidroxiprogesterona, así como T a partir de AE, y la enzima que realiza 

la conversión bidireccional de AE a T están presentes en el cerebro de Gymnotus 
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(Eastman et al. 2020), los resultados de la cuantificación cerebral y plasmática de 

AE y T no permiten concluir si hay o no síntesis cerebral de estas hormonas. 

A diferencia de la T y AE, para la E y la 11-KT es posible proponer la existencia de 

neurosíntesis. Es importante aclarar que las hipótesis planteadas a continuación 

solamente tienen en cuenta los esteroides cuantificados, e ignoran deliberadamente 

la posible presencia de otras estirpes esteroideas (esteroides activos, precursores 

y metabolitos) tanto en plasma como en cerebro. La ampliación del número de 

esteroides a ser cuantificados, así como métodos para aumentar la sensibilidad de 

determinadas estirpes es una posibilidad a futuro.  

 

ESTRONA  

 

Los resultados de cuantificación plasmática y cerebral apoyan la hipótesis de que 

existe neurosíntesis de estrógenos en condiciones basales no reproductivas tanto 

en hembras como en machos. En particular, la estrona presentó concentraciones 

cerebrales superiores al límite de detección en ambos sexos, mientras que sus 

niveles plasmáticos fueron no detectables (Fig. III.20). La neurosíntesis de 

estrógenos es apoyada por el dato que el cerebro de Gymnotus omarorum en 

período no reproductivo presenta transcriptos de aromatasa (Eastman et al. 2020). 

El precursor directo de la E es la AE, que, si bien presentó niveles cerebrales 

detectables, su concentración plasmática es mayor que la cerebral en ambos sexos 

(Fig. III.17), por lo que es parsimonioso pensar que difunde desde la periferia y en 

el cerebro se aromatiza. Los resultados de correlaciones entre precursor y producto 

en cerebro aportan información sobre el origen de la producción de E. La AE 

cerebral correlacionó positivamente con la E cerebral (Fig. III.15, Fig. III.16), 

apoyando la hipótesis de neurosíntesis de E a partir de AE presente en 

concentraciones cerebrales basales. La correlación positiva entre la AE circulante y 

la E cerebral puede reflejar una entrada de AE desde la periferia como precursora 

de E. No se puede descartar, sin embargo, que haya producción de AE tanto 

periférica como cerebral.  
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11-CETOTESTOSTERONA  

 

Los resultados de cuantificación plasmática y cerebral de 11-KT sugieren que podría 

existir neurosíntesis de este esteroide no aromatizable en condiciones basales no 

reproductivas en machos. La 11-KT presentó concentraciones cerebrales 

superiores al límite de detección en todos los individuos analizados (Fig. III.14). La 

neurosíntesis de 11-KT es apoyada por el dato que el cerebro de Gymnotus 

omarorum en período no reproductivo presenta 11β-hydroxylasa (P45011β) y 11β-

hidroxiesteroide dehydrogenasa (11β-HSD) (Eastman et al. 2020). En machos, la 

11-KT presentó niveles cerebrales mayores que dos de los otros esteroides 

cuantificados, la E y la T (Fig. III.14). El análisis estadístico no fue significativo en 

mostrar que la 11-KT está más concentrada en cerebro que en plasma (Fig. III.19). 

Es importante tener en cuenta que para la comparación circulante/cerebral se 

utilizaron las concentraciones plasmáticas, que representan una sobreestimación 

de las concentraciones circulantes en sangre, presentando en general el doble de 

concentración que la sangre (Taves et al. 2010; Jalabert et al. 2020), por lo que en 

este estudio las comparaciones están sesgadas hacia lo circulante. En la mayoría 

de los machos analizados la concentración de 11-KT fue mayor en cerebro que en 

plasma (Fig. III.19B), y el % de contribución cerebral de 11-KT fue de un 10% más 

que lo plasmático (Fig. III.19C). Por último, la 11-KT cerebral presentó mayor 

concentración que la T cerebral, su precursor (Fig. III.14B) y la correlación entre la 

11-KT plasmática y cerebral no fue significativa (dato no mostrado), lo que puede 

ser una evidencia indirecta de producción cerebral. Una explicación alternativa 

puede ser que la 11-KT sea secuestrada de la circulación y acumulada en el cerebro 

por globulinas de unión a esteroides (SBG) que tal vez estén en mayores 

concentraciones en cerebro que en plasma. Las SBG pueden transportar esteroides 

de la circulación a las células, y se ha reportado que pueden ser internalizadas 

(Caldwell et al. 2007). También la diferencia en niveles cerebrales y plasmáticos 

pueden deberse a actividad enzimática diferencial (tanto de síntesis como de 

degradación).  
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EL DIMORFISMO SEXUAL DE LA NEUROSÍNTESIS 

 

Cuando se analizan las relaciones entre esteroides cerebrales, es interesante el 

resultado que en hembras todas las correlaciones son positivas (Fig. III.15), 

mientras que en machos la relación entre AE y T es inversamente proporcional (Fig. 

III.16A), y la correlación entre AE y E es positiva (Fig. III.16B). Los siguientes puntos 

enumeran los resultados coherentes con este dimorfismo y proponen explicaciones. 

En hembras la correlación entre AE y T fue positiva ya que: a) la síntesis cerebral 

de E probablemente no sea un factor que afecte considerablemente los niveles de 

T, al ser el único producto neurosintetizado en hembras; b) los niveles de AE 

cerebrales de hembras son mayores que los de machos, por lo que no sería 

necesario consumir T cerebral para producir AE; c) los niveles plasmáticos de AE y 

T en hembras son mayores que los de machos, por lo que estas hormonas 

difundirían sin problema al cerebro. En machos la correlación entre AE y T fue 

negativa ya que: a) a diferencia de las hembras, existe producción de dos hormonas 

cerebrales (11-KT y E) y la producción de 11-KT cerebral, que consume T agregaría 

una exigencia sobre los niveles de T cerebrales; b) los niveles cerebrales de 11-KT 

son mayores que los de T, y de esta manera la concentración de T en machos se 

vería afectada por la producción de 11-KT por ser un sustrato limitado.  

Un dato llamativo es que la concentración cerebral de E fue similar en hembras y 

machos (Tabla III.4), a pesar de que las concentraciones de AE cerebrales y 

plasmáticas fueron sexualmente dimórficas. La AE cerebral y E correlacionaron 

positivamente en hembras y machos (Fig. III15B; Fig. III.16C), lo que sugiere que la 

AE no está en concentraciones limitantes. Este conjunto de datos plantea la 

hipótesis de que la síntesis de E está limitada por la cantidad de aromatasa activa 

en condiciones basales, y la predicción de que la actividad de la enzima será similar 

en machos y hembras (al menos en condiciones basales). 

 

Comentario final 
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Los resultados de este capítulo abonan a la hipótesis de trabajo 2 que postula: En 

el período no reproductivo la agresión territorial es mantenida por neurosíntesis de 

estrógenos en ambos sexos. Se cuantificó por primera vez en hembras y machos 

no reproductivos de un pez teleósteo un perfil esteroideo plasmático y cerebral. Los 

individuos no reproductivos presentan niveles circulantes detectables de 

andrógenos y cortisol, y niveles cerebrales de estas hormonas sumados a la 

detección de estrona. Los resultados demuestran la existencia de neurosíntesis de 

estrógenos, tanto en hembras como en machos no reproductivos. Los resultados de 

este estudio resaltan la importancia de caracterizar los niveles hormonales 

circulantes y cerebrales, y son el punto de partida para la generación de hipótesis 

sobre el mantenimiento de la agresión no reproductiva y la evaluación de estrategias 

comunes entre especies.   
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CAPÍTULO IV.  

DISCUSIÓN GENERAL  

 

Gymnotus omarorum es el único modelo en teleósteos desarrollado para explorar 

de manera multidisciplinaria la agresión no reproductiva, su regulación 

neuroendócrina y los mecanismos proximales que la mantienen. Una de las 

contribuciones de esta tesis fue reunir el enfoque ecológico con el análisis individual 

neuroendocrinológico para aportar un marco multi-dimensional realista para el 

estudio de los mecanismos que subyacen a la defensa territorial persistente en 

ausencia de condición reproductiva. La principal consecuencia de integrar estas 

miradas es la posibilidad de identificar la secuencia de eventos que dan como 

resultado la adquisición de territorios y la distribución espacial en la naturaleza, así 

como los mecanismos que la subyacen (Figura IV. 1). De esta manera se termina 

de consolidar un modelo para el estudio de la territorialidad no reproductiva, en el 

que es posible postular hipótesis a partir de evidencia conductual, plantear 

predicciones que pueden ser abordadas en el ambiente natural y también 

refrendarlas a través del tránsito inverso hacia el laboratorio. 

 

Con respecto al enfoque ecológico, esta tesis confirmó aspectos relevantes de la 

conducta territorial de G. omarorum. Por un lado, se partió de experimentos de 

laboratorio que demuestran que en G. omarorum la conducta agonística media la 

adquisición y el mantenimiento de los territorios en el período no reproductivo 

(Perrone et al. 2019). En la población estudiada en su ambiente natural se demostró 

que durante el período no reproductivo los individuos presentan una distribución 

espacial compatible con territorialidad (Cap. I, Zubizarreta et al. 2020a). La 

definición de territorialidad más completa es la que reúne dos atributos necesarios: 

el conductual y el ecológico (revisado en Maher y Lott 1995). El componente 

conductual abarca los mecanismos comportamentales involucrados en los sistemas 

de espaciamiento, y describe las interacciones directas entre individuos. El 

componente ecológico se centra en la distribución de los individuos en el espacio, y 

en cómo es la distribución espacial de recursos, sin analizar las interacciones 
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directas entre individuos. Con los resultados de esta tesis sumados a los reportes 

previos, G. omarorum se convierte en uno de los pocos modelos de territorialidad 

en los que hay evidencias para sostener ambas definiciones. La caracterización 

inicial de la conducta agonística no reproductiva de esta especie mostró que el 

tamaño corporal es el principal predictor de la dominancia en las contiendas, y el 

sexo no es relevante en la determinación de la dominancia (Batista et al. 2012). La 

exploración más detallada de la agresión no reproductiva confirmó que la dinámica 

de las contiendas, los niveles de agresión y la sumisión no presentan dimorfismo 

sexual (Cap. II, Quintana et al. 2016). Las características de la agresión territorial 

estudiada en el laboratorio se vieron reflejadas en los resultados obtenidos en el 

ambiente natural, donde se constató una distribución compatible con territorialidad, 

con territorios no reproductivos sexualmente monomórficos cuyo tamaño depende 

del tamaño corporal. Como resultado se refrendó la hipótesis de trabajo I: En 

poblaciones naturales la territorialidad en Gymnotus omarorum es expresada todo 

el año. En período no reproductivo el tamaño territorial es sexualmente monomórfico 

y depende del tamaño corporal.   

 

Con respecto al enfoque neuroendocrinológico, los resultados de manipulaciones 

farmacológicas en hembras demuestran que para el despliegue de agresión no 

reproductiva en G. omarorum es necesaria la aromatización de andrógenos a 

estrógenos (Cap. II). Cuando se administra un inhibidor de la aromatasa, la 

probabilidad de iniciar una contienda disminuye, y cuando existe conducta 

agonística presenta menores niveles de agresión y menor tasa de resolución del 

conflicto (Cap. II, Zubizarreta et al. 2020b). En concordancia con estos resultados, 

experimentos previos en machos de G. omarorum mostraron que la agresión no 

reproductiva se distorsiona con la inhibición aguda de la aromatasa (Jalabert et al. 

2015). La neurosíntesis de 17β-estradiol se realiza a partir de la aromatización local 

de testosterona en muchas regiones cerebrales y se ha comprobado que influye 

sobre diversas funciones y conductas (Ball y Balthazart 2010; Balthazart et al. 2009; 

Garcia‐Segura 2008; Yoder y Vicario 2012). En las especies en las que se ha 

estudiado, se postula que la agresión no reproductiva en machos es mantenida por 
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neurosíntesis de estrógenos (revisado en Demas et al. 2007). En hembras no 

reproductivas el vínculo entre estrógenos cerebrales y agresión no reproductiva no 

había sido explorado directamente. En G. omarorum la presencia de andrógenos 

aromatizables circulantes y cerebrales, así como la ausencia de estrógenos 

circulantes (Cap. III) sugiere fuertemente que el efecto de la inhibición de aromatasa 

sobre la conducta agonística ocurre a nivel cerebral. El postulado de que la agresión 

no reproductiva es mantenida por síntesis cerebral de estrógenos es también 

apoyado por el hecho de que los individuos no reproductivos mostraron 

neurosíntesis inequívoca de estrona (Cap. III), y expresión de aromatasa cerebral 

en grandes cantidades (Eastman et al. 2020). En suma, los resultados de esta tesis 

sumados a la evidencia mencionada refrendan la hipótesis de trabajo II: En el 

período no reproductivo la agresión territorial es mantenida por neurosíntesis de 

estrógenos en ambos sexos. 

 

LA AGRESIÓN TERRITORIAL ES SEXUALMENTE MONOMÓRFICA PESE AL PERFIL 

ESTEROIDEO DIMÓRFICO 

 

La significancia funcional de las diferencias sexuales en el cerebro actualmente no 

está del todo dilucidada. La idea predominante es que las diferencias sexuales que 

existen en el cerebro provocan diferencias en el comportamiento. Otra posibilidad 

es que las diferencias sexuales cerebrales estén compensando diferencias 

fisiológicas entre hembras y machos, y de esta manera impedir que ocurran 

diferencias en funciones o conductas (revisado en De Vries 2004). Por ejemplo, los 

niveles hormonales gonadales sexualmente dimórficos podrían generar diferencias 

sexuales en determinadas conductas, si no existe un mecanismo de compensación. 

Teniendo en cuenta este marco conceptual, en G. omarorum es especialmente 

interesante la comparación sexual de la conducta territorial y sus bases 

neuroendócrinas así como el análisis de posibles diferencias estacionales en ambos 

aspectos.  

Durante el período reproductivo hembras y machos no presentaron dimorfismo 

sexual morfológico ni electrofisiológico, y en el ambiente natural los tamaños 



115 
 

territoriales fueron sexualmente monomórficos. Sin embargo, el sexo constituyó un 

factor relevante para la territorialidad durante el período reproductivo: los esteroides 

sexuales circulantes (17β-estradiol en hembras y 11-KT en machos) correlacionaron 

con el tamaño del territorio y en las hembras reproductivas el tamaño territorial 

depende del índice gonadosomático (Cap. I; Zubizarreta et al. 2020a). Como era 

esperado, en el período reproductivo emergen determinantes de los territorios con 

dimorfismo sexual, lo que podría considerarse como diferente base neuroendócrina 

que tiene como consecuencia una salida conductual sexualmente monomórfica. 

Durante el período no reproductivo, la territorialidad y su modulación 

neuroendócrina no mostró diferencias sexuales: a- los tamaños territoriales y sus 

determinantes no mostraron sesgo por sexo (Cap. I; Zubizarreta et al. 2020a); b- la 

agresión territorial no presentó dimorfismo sexual en ninguno de sus componentes 

(Cap. II; Batista et al. 2012; Quintana et al. 2016), y c- la agresión territorial es 

dependiente de neurosíntesis de estrógenos en ambos sexos, e independiente de 

acciones androgénicas directas (Cap. II; Jalabert et al. 2015; Zubizarreta et al. 

2020b; Valiño et al. en preparación). Sin embargo, cuando se cuantifica el perfil 

hormonal plasmático y cerebral se hace evidente que la base neuroendócrina 

presenta diferencias entre hembras y machos. Las hembras presentaron mayores 

niveles circulantes de androstenediona y testosterona que los machos, y éstos 

además mostraron 11-KT circulante (Cap. III). Este dimorfismo sexual es el primero 

evidenciado en G. omarorum fuera del período reproductivo, y ratifica la importancia 

de analizar las bases neuroendócrinas por separado en hembras y machos, aunque 

la salida conductual sea igual en ambos sexos. La concentración cerebral de 

estrona no mostró diferencias sexuales, a pesar de que las concentraciones de AE 

cerebrales y plasmáticas fueron mayores en hembras que en machos (Cap. III). Este 

resultado dialoga con que el efecto de la inhibición de la aromatasa sea similar en 

los dos sexos (Jalabert et al. 2015; Zubizarreta et al. 2020b) y plantea la hipótesis 

de que la síntesis de estrona está limitada por la cantidad de aromatasa activa en 

condiciones basales, lo que podría considerarse un ejemplo de compensación de 

diferencias sexuales para generar una salida conductual sexualmente monomórfica.  
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LA AGRESIÓN TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA ES MODULADA POR EFECTOS RÁPIDOS 

DE ESTRÓGENOS NEUROSINTETIZADOS 

 

Los andrógenos periféricos han sido el principal objeto de estudio en la regulación 

de la agresión durante el período reproductivo. En machos reproductivos está 

ampliamente documentado el mantenimiento de la agresión depende de 

andrógenos gonadales (revisado en Oliveira 2004; Simon y Lu 2006). La relación 

entre esteroides circulantes y agresión es bidireccional, por lo que en machos de 

muchas especies las contiendas provocan una elevación de los niveles de 

andrógenos plasmáticos (Wingfield et al. 1990; revisado y actualizado en Goymann 

et al. 2019). En G. omarorum se confirmó que la agresión territorial fuera del período 

reproductivo no es regulada por andrógenos, a pesar de que los individuos 

mostraron niveles circulantes detectables de androstenediona y testosterona en 

hembras, a los que se suma la 11-KT en machos (Cap. III). Las evidencias que 

apuntan a la independencia de la acción androgénica directa sobre la agresión no 

reproductiva son tres. Primero, en machos no se observa un aumento en la 11-KT 

circulante asociado a las contiendas (Quintana et al. 2016). Segundo, la 

gonadectomía no afecta la agresión en machos (Jalabert et al. 2015). Tercero, el 

bloqueo en agudo de los receptores de andrógeno no afecta la agresión territorial 

de hembras ni de machos no reproductivos (Cap. II, Zubizarreta et al. 2020b; Valiño 

et al. en preparación).  

La regulación rápida por neuroesteroides se ha focalizado casi exclusivamente en 

el 17β-estradiol actuando de manera rápida no genómica, con acciones iniciadas en 

la membrana celular. Los estrógenos tienen efectos rápidos que han sido 

caracterizados en profundidad en el comportamiento reproductivo de machos de 

múltiples especies de vertebrados, que van de peces a mamíferos (Cornil et al. 

2012; Remage-Healey y Bass 2006). Los neuroestrógenos se sintetizan 

rápidamente y fluctúan frente a determinados estímulos sociales. Por ejemplo, tanto 

hembras como machos de pinzón cebra muestran un aumento local de estrógenos 

neurosintetizados en un núcleo análogo a la corteza auditiva secundaria en 

respuesta al canto de un coespecimen (Remage-Healey et al. 2011; Remage-
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Healey et al. 2008). Aunque menos estudiada que la regulación sobre la conducta 

reproductiva, las acciones estrogénicas rápidas son relevantes en la modulación de 

la agresión no reproductiva (Heimovics et al. 2015; Trainor et al. 2008). Las 

características temporales de la inhibición de la aromatasa realizadas en esta tesis 

apuntaron a evidenciar la existencia de modulación estrogénica rápida sobre la 

agresión no reproductiva. El drástico efecto de la inhibición de la producción rápida 

de estrógenos sobre la agresión territorial en hembras y machos no reproductivos 

de G. omarorum (Cap. II, Zubizarreta et al. 2020b, Jalabert et al. 2015) sugieren 

fuertemente que existen aumentos transitorios en los niveles de estrógenos 

cerebrales que median la motivación para iniciar la contienda a través de acciones 

rápidas. Por lo tanto, si se inhibe la producción de estrógenos, se observa una 

distorsión de diferentes aspectos de la agresión territorial. El sustrato para la síntesis 

rápida de estrógenos en G. omarorum está presente en el cerebro y plasma de 

individuos no reproductivos, ya que se constató la presencia de andrógenos 

aromatizables (Cap. III). En aves y mamíferos no reproductivos la DHEA se ha 

postulado como el precursor circulante para la síntesis cerebral de estrógenos y 

tiene un rol protagónico en la modulación de la agresión no reproductiva (Demas 

et al. 2007; Soma et al. 2015). En G. omarorum no se detectaron niveles 

plasmáticos de este andrógeno (Cap. III), lo que descarta su rol como precursor en 

la neurosíntesis de estrógenos. Un aumento cerebral rápido de estrógenos puede 

ocurrir por los siguientes mecanismos: a- una activación rápida de la aromatasa; b- 

un aumento plasmático rápido en los andrógenos precursores que difundan al 

cerebro; o c- un aumento local de andrógenos neurosintetizados independiente de 

la periferia. En G. omarorum el pico cerebral de estrógenos probablemente no se 

sostiene por un aumento rápido de andrógenos plasmáticos. Esta afirmación se 

fundamenta por: 1- el hecho de que la gonadectomía no provoca un cambio en la 

agresión (Jalabert et al. 2015); 2- la ausencia de una respuesta rápida en la 11-KT 

circulante (Quintana et al. 2016) y 3- no se detectaron niveles circulantes ni 

cerebrales de DHEA (Cap. III), que en aves y mamíferos se postula como el 

precursor de la neurosíntesis de estrógenos que mantiene la agresión no 

reproductiva (Demas et al. 2007; Heimovics et al. 2016).  
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Tanto el mecanismo a como el c podrían sostener un aumento transitorio de 

estrógenos cerebrales. La actividad de la aromatasa presenta modulación rápida, la 

cual ha sido bien documentada en el cerebro de aves (Balthazart et al. 2006; de 

Bournonville et al. 2017; Remage-Healey et al. 2011) y la activación de la enzima 

es responsable de los cambios transitorios asociados a diversas conductas sociales. 

En G. omarorum la expresión de aromatasa se identificó en el área preóptica de 

individuos no reproductivos (Eastman et al. 2020) y es posible que la enzima se 

active rápidamente frente al desafío social que implica la defensa territorial. En base 

a los resultados aportados por esta tesis no es posible descartar el mecanismo c. 

Evidencia reciente en aves muestra que el aumento transitorio de los 

neuroestrógenos en respuesta al canto de un coespecimen es precedido por un pico 

de testosterona neurosintetizada, que se aromatiza localmente muy rápido a E2 (de 

Bournonville et al. 2020). Evidencia que podría apuntar en esta dirección es que en 

G. omarorum hay andrógenos aromatizables en cerebro (Cap. III), y las enzimas 

necesarias para la síntesis de andrógenos están presentes en el POA (Eastman et 

al. 2020).  

 

Además de que hay posibles aumentos transitorios en la producción de estrógenos 

asociados a las contiendas, la cuantificación de esteroides cerebrales muestra que 

existe un mantenimiento de niveles hormonales cerebrales basales. En los 

individuos no reproductivos colectados en la naturaleza en condiciones basales se 

evidenciaron niveles cerebrales de estrona (Cap. III), lo cual podría implicar posibles 

efectos estrogénicos a largo plazo. La neurosíntesis constitutiva de estrógenos se 

ha relacionado con diferentes procesos como por ejemplo el mantenimiento de 

neurogénesis, y procesos de aprendizaje y memoria (Balthazart et al. 2009; 

Micevych y Meisel 2017; Tuscher et al. 2016; Woolley 2007). En el marco de la 

agresión territorial, los niveles basales de estrona podrían favorecer que los 

individuos no reproductivos estén prontos para iniciar una contienda si existe un 

desafío social, o podrían reflejar una producción esteroidea sostenida 

desencadenada por la activación de mecanismos lentos iniciados por acciones 

genómicas. Por ejemplo, durante un desafío de intrusión territorial puede existir un 
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aumento transitorio de la neurosíntesis de estrógenos que actúe de manera rápida 

regulando la motivación para iniciar la contienda, y a la vez iniciar cambios más 

lentos mediados por acciones genómicas. Evidencia a favor de que en G. omarorum 

la defensa territorial y el mantenimiento del estatus de dominancia/subordinación 

desencadenan cambios genómicos relacionados a las vías esteroideas fue 

aportada por Eastman et al. (2020). En dominantes se constató un aumento en la 

transcripción de aromatasa, mientras que en subordinados un aumento en la 

expresión enzimas CYP450b1 y DHEA sulfotransferasa que metabolizan 

estrógenos y andrógenos (Eastman et al., 2020). Tanto la modulación rápida de la 

motivación para la agresión territorial como los niveles hormonales cerebrales 

basales que podrían asegurar el mantenimiento del estatus se podrían interpretar 

como una generalización de la hipótesis de la acción dual de los estrógenos en el 

control de la conducta. La hipótesis dual propone que los estrógenos 

neurosintetizados modulan diferentes aspectos del comportamiento sexual de 

machos actuando a través de mecanismos rápidos y lentos, que implican acciones 

no genómicas y genómicas respectivamente (Cornil y de Bournonville 2018). Por un 

lado, provocan la motivación sexual actuando de manera rápida. Por otro lado, los 

estrógenos afectan el desempeño, o aspecto consumatorio de la conducta 

(secuencia copulatoria) actuando con una latencia mayor que implica la existencia 

de mecanismos genómicos (Balthazart y Ball 2007). Si bien no es posible realizar 

un paralelismo entre los dos componentes de la conducta sexual con la agresión 

territorial y el mantenimiento del estatus dominante/subordinado, la hipótesis dual 

de los estrógenos neurosintetizados podría explicar los resultados mostrados en 

esta tesis y los reportes mencionados en G. omarorum.  
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MODELO INTERPRETATIVO: TERRITORIALIDAD DE GYMNOTUS OMARORUM  DURANTE 

EL PERÍODO NO REPRODUCTIVO  

 

En la figura IV.1 se presenta un esquema interpretativo de los eventos y 

mecanismos que subyacen a la distribución espacial de individuos de Gymnotus 

omarorum en la naturaleza durante el período no reproductivo. En la disputa por un 

territorio, los individuos llevan a cabo una corta evaluación y se enfrascan en 

contiendas escaladas que terminan con la emergencia de un dominante y un 

subordinado. Tanto hembras como machos despliegan agresión territorial, y el 

resultado de una contienda depende del tamaño corporal: el pez más grande 

adquiere el territorio en disputa. La agresión territorial es independiente de 

hormonas gonadales, y de acciones rápidas de andrógenos. La motivación para la 

adquisición de un territorio y la defensa territorial es dependiente de acciones 

rápidas de estrógenos neurosintetizados. El desafío territorial produciría un aumento 

rápido de estrógenos en sitios específicos de la red del comportamiento social. Este 

pico de neuroestrógenos tendría un efecto rápido actuando a través de mecanismos 

no genómicos promoviendo la conducta agonística y el establecimiento de la 

dominancia. En una escala temporal corta, los picos de neuroestrógenos en nodos 

de la red del comportamiento social estarían asociados con el estatus de 

dominancia/subordinación y los niveles de agresión. En ausencia de niveles 

elevados de esteroides circulantes este sería el sello hormonal que habilitaría a 

largo plazo la existencia de una distribución de territorios estables en poblaciones 

naturales, donde los niveles de neuroestrógenos correlacionarían con el tamaño 

territorial.  
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Figura IV.1: Modelo interpretativo territorialidad de Gymnotus omarorum durante el período 
no reproductivo, que conjuga resultados de esta tesis, y dos hipótesis (H) que se sostienen 
sobre ellas. Modificado de (A. C. Silva et al., 2020). 

 

Gymnotus omarorum, como teleósteo, contribuye a ampliar la perspectiva del 

estado del arte en el conocimiento de la regulación hormonal de la agresión no 

reproductiva, actualmente basado en modelos de aves y mamíferos. De esta 

manera, al ser de la clase de vertebrados más basal y diversa, aporta a revelar 

estrategias generales en el control de la agresión no reproductiva. La estrategia de 

modulación estrogénica compartida con aves y mamíferos subraya la relevancia de 

los estrógenos en la agresión, ya sea por conservación en el mecanismo de 

regulación o convergencia evolutiva arribando a la misma solución.   
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CAPÍTULO V. PERSPECTIVAS  

 

La agresión territorial no reproductiva de Gymnotus omarorum abre nuevas 

perspectivas de investigación en la modulación esteroidea de la agresión. En base 

a los resultados de esta tesis, se abren dos líneas principales: a- demostrar la 

existencia de cambios rápidos en los niveles cerebrales de estrógenos asociados a 

las contiendas y niveles cerebrales basales asociados a la distribución espacial 

estable en la naturaleza; b- evaluar el rol de los esteroides en la plasticidad 

estacional de la regulación de la agresión y su vínculo con claves ambientales. 

 

A- NEUROSÍNTESIS DE ESTEROIDES ASOCIADOS A LA AGRESIÓN  Y A LA DISTRIBUCIÓN 

DE TERRITORIOS  

 

El modelo interpretativo planteado en la Fig. IV.1 postula dos hipótesis sobre la 

asociación de los niveles de estrógenos cerebrales con las contiendas (a corto 

plazo) y con los tamaños territoriales (a largo plazo). Si el desafío territorial produce 

un aumento rápido de estrógenos en sitios específicos de la red del comportamiento 

social, en una escala temporal corta, la predicción es que los picos de 

neuroestrógenos en nodos de la red del comportamiento social estarán asociados 

al estatus de dominancia/subordinación, y a los niveles de agresión. Por otro lado, 

la segunda hipótesis postula que los niveles de neuroestrógenos constituirían el 

sello hormonal que habilitaría a largo plazo la existencia de una distribución de 

territorios estables en poblaciones naturales. La predicción para este caso es que 

el tamaño de los territorios no reproductivos correlacionará con los niveles de 

neuroestrógenos en nodos de la red del comportamiento social. 

 

Para abordar la primera hipótesis se propone un plan que integra el enfoque 

conductual con la cuantificación hormonal. Para esto se realizarán contiendas 

diádicas intrasexuales durante el período no reproductivo en el set-up experimental 

de laboratorio. Después de la resolución del conflicto y la determinación de la 

dominancia, se dejarán interactuar el pez dominante y el subordinado durante 10 
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minutos y luego se extraerá cerebro y sangre para posterior cuantificación hormonal. 

Los niveles de esteroides de dominantes y subordinados se compararán con los de 

individuos no sometidos a enfrentamientos agonísticos. Para abordar la segunda 

hipótesis se propone un plan que integra el enfoque ecológico con la cuantificación 

hormonal. Utilizando la misma metodología que la del Capítulo I, se determinarán 

los tamaños territoriales durante el período no reproductivo y éstos se 

correlacionarán con los niveles de esteroides cerebrales y plasmáticos.  

 

Estas actividades imponen la identificación de nodos de la red cerebral del 

comportamiento social en tejido cerebral congelado para posterior extracción de las 

áreas por la técnica de Palkovits punch. Asimismo, también será necesaria la puesta 

a punto de la cuantificación de esteroides en cantidades menores de tejido cerebral.  

 

B- ESTACIONALIDAD EN LA REGULACIÓN DE LA AGRESIÓN PERSISTENTE  

 

La agresión expresada durante todo el año, tanto cuando las hormonas gonadales 

son altas como cuando están en muy bajos niveles, probablemente sea mantenida 

por mecanismos que varían estacionalmente. En base a este postulado, la hipótesis 

a poner a prueba en G. omarorum es la siguiente: la regulación de la agresión es 

dependiente de esteroides todo el año, y alterna la fuente de producción de 

andrógenos y estrógenos, del cerebro (en el período no reproductivo) a un origen 

gonadal (en período reproductivo). En el período reproductivo la agresión en 

machos dependería principalmente de andrógenos circulantes y en menor medida 

de la neurosíntesis de estrógenos, mientras que en el período no reproductivo los 

estrógenos sintetizados en el cerebro serían el modulador principal. Por otro lado, 

la agresión en hembras sería modulada por estrógenos a lo largo de todo el ciclo 

reproductivo; en el período reproductivo la fuente sería gonadal, mientras que en 

período no reproductivo los estrógenos serían sintetizados en los distintos núcleos 

de la red cerebral del comportamiento social. 
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Para abordar esta hipótesis, se propone un plan que integra un enfoque conductual 

llevado a cabo en el hábitat natural, con abordajes celulares y moleculares. En una 

primera instancia se plantea analizar el rol de los andrógenos (T y 11-KT) y el E2 en 

la conducta agresiva natural de machos y hembras dentro del período reproductivo. 

Para esto se realizarán contiendas diádicas durante el período reproductivo en un 

set-up experimental a la orilla de la laguna con el fin de mantener los niveles 

hormonales reproductivos, que decaen en cautiverio. En paralelo, se caracterizará 

el perfil esteroideo circulante y cerebral de hembras y machos reproductivos, para 

compararlo con el ya presentado en esta tesis para el período no reproductivo. Este 

análisis dialoga con otro abordaje que es la cuantificación génica de aromatasa en 

núcleos de la red cerebral del comportamiento social en el período reproductivo y 

no reproductivo, y su correlación con niveles circulantes de andrógenos y 

estrógenos. Asimismo, en base a los resultados obtenidos, se propone cuantificar 

la expresión génica de otras enzimas esteroidogénicas y su correlación con 

precursores androgénicos circulantes, para entender la fuente del sustrato de la 

aromatasa en el período no reproductivo. Esta actividad impone la puesta a punto 

de la qPCR para los transcriptos de enzimas esteroidogénicas y receptores a partir 

de los datos transcriptómicos obtenidos en la especie. Parte de este trabajo forma 

parte de la tesis de Doctorado de Guillermo Valiño. 

 

Por otro lado, se explorarán los mecanismos que integran las claves ambientales y 

sociales con los ritmos circanuales. En G. omarorum la caracterización estacional 

de las vías esteroidogénicas cerebrales posicionará esta especie en un lugar 

inmejorable para analizar el rol de factores ambientales sincronizadores del ciclo 

anual sobre las bases fisiológicas de la agresión. La melatonina es uno de los 

principales temporizadores en vertebrados, tanto circadiano como estacional. Se ha 

demostrado asimismo que cumple un rol fundamental en alternar los mecanismos 

hormonales que subyacen la agresión que se mantiene durante todo el año. En el 

hámster siberiano se ha demostrado que los cambios estacionales de melatonina 

promueven el pasaje de un control endócrino gonadal a uno cerebral (Rendon et al., 

2015). Esta línea de trabajo aspira a avanzar en el conocimiento de los mecanismos 
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que involucran la melatonina como señal neuroendócrina temporizadora de los 

ritmos estacionales, y en particular su efecto sobre los mecanismos de control de la 

agresión. Con este propósito se caracterizará la variación estacional de sistemas 

neuroendócrinos responsables de la modulación de la agresión (compartido con el 

objetivo anterior), y del sistema melatoninérgico. Mediante qPCR se cuantificará el 

ARNm de enzimas y receptores de los sistemas androgénicos, estrogénicos y 

melatoninérgicos en los núcleos del cerebro social. La toma de muestras de plasma 

y cerebro se hará en el hábitat natural. Esta perspectiva está enmarcada en el Grupo 

CISC_Cronobiología_883158. Coordinadoras Bettina Tassino y Ana Silva. 
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