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Rafael Jiménez Medina

Federico Zurita Mart́ınez

Memoria de Tesis Doctoral presentada
por el licenciado en Ciencias Biológicas
Francisco David Carmona López para
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2.6. Hembra adulta y cŕıas de T. occidentalis. . . . . . . . . . . . 55

2.7. Corte histológico longitudinal de un ovoteste de T. occidentalis 57

3.1. Trampa de topos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

3.2. Secuencia nucleot́ıdica del fragmento de DAX1 utilizado. . . . 69

3.3. Esquema del la protéına DAX1 . . . . . . . . . . . . . . . . . 71

3.4. Esquema del gen WNT4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76

3.5. Secuencias a las que se unen los oligonucleótidos 524S y 779AS
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fragmento de WNT4 de T. occidentalis y la del péptido
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BMP2 Bone morphogenetic gene 2 (gen morfogenético óseo 2).

BPES Blepharophimosis ptosis epicanthus inversus syndrome (śındrome de la blefarofi-
mosis congénita, OMIM#110100).

BSA Bovine serum albumine (seroalbúmina bovina).

CRL Crown–rump length (longitud corona-grupa).

CD Campomelic displasia (displasia campomélica, OMIM#114290).

CMDP1 Campomelic displasia gene 1 (locus 1 de la displasia campomélica).

COL2A1 Collagen gene 2A1 (gen de colágeno 2A1).

CRM1 Chromosomal region maintenance 1 protein (protéına 1 de mantenimiento de la
región cromosómica).

CtBP–2 C–terminal binding protein–2 (protéına de unión al extremo carboxilo 2).
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CYP26B1 Cytochrome P450, P450RAI–2.

DAM DSS–AHC critical interval MAGE (intervalo MAGE cŕıtico en DSS–AHC).

DAX1 DSS–ACH critical region on the X chromosome, gene 1 (gen 1 de la región cŕıtica
del cromosoma X en DSS–ACH).

DBD DNA binding domain (dominio de unión al ADN).

DHH Desert hedgehog gene (gen del erizo del desierto).

DM DSX–MAB3 (dominio DSX–MAB3).

DMRT DSX– and MAB3–related transcription factors family (familia de factores de
transcripción relacionados con las protéınas DSX y MAB3).

DMRT1 DSX– and MAB3–related transcription factors family, gene 1 (gen 1 de la familia
DMRT).

DSS Dosage–sensitive sex–reversal (reversión sexual sensible a dosis, OMIM#300018).

DSX Doublesex protein (protéına de sexo doble).

dNTPs Ribonucleótidos trifosfato.

ddNTPs Desoxirribonucleótidos trifosfato.

DO Densidad óptica.

dpc Dı́as post–coito.

dpo Dı́as post–ovulación.

dpp Dı́as post–parto.

DTT 1,4-ditio–DL–treitol.

DDS Denys–Drash syndrome (śındrome de Denys–Drash, OMIM#194080).

ELISA Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay (ensayo de inmunoabsorción ligado a
enzima).

EMBL European Molecular Biology Laboratory (Laboratorio Europeo de Bioloǵıa Mo-
lecular).

EMBOSS European Molecular Biology Open Software Suite (conjunto de programas
libres del EMBL).

EMX2 Empty spiracles homolog 2 (gen 2 homólogo de Ems de Drosophila).

ESD Environmental sex determination (determinación sexual ambiental).

FGF Fibroblast growth factor family (familia de los factores de crecimiento de fibroblas-
tos).

FGF9 Fibroblast growth factor, gene 9 (gen 9 del factor de crecimiento de fibroblastos).

FGFR Fibroblast growth factor receptor (receptor del factor de crecimiento de fibroblas-
tos).

FOG Friend of GATA protein (protéına amiga de los factores GATA).
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FOG2 Friend of GATA protein–2 (protéına 2 amiga de los factores GATA).

FOXL2 Forkhead box gene L2 (gen L2 con una caja homóloga a la del gen Forkhead de
Drosophila).

FS Frasier syndrome (śındrome de Frasier, OMIM#136680).

FSH Follicle–stimulating hormone (hormona estimulante del foĺıculo).

FST Follistatin gene (gen de la folistatina).

FTZ-F1 Fushi–Tarazu factor 1 (factor 1 de Fushi-Tarazu).

GSD Genetic sex determination (determinación sexual genética).

γH2AX Phosphorylated H2A histone family, member X (forma fosforilada de la histona
X de la famila H2A).

HAp300 Histone acetyltransferase p300 (histona acetiltransferasa p300).

HDAC3 Histone deacetylase–3 (histona desacetilasa 3).

HMG High–mobility group (grupo de alta movilidad).

HP1 Heterochromatin protein 1 (protéına de la heterocromatina 1).

H–Y Histocompatibility–Y antigen (ant́ıgeno de histocompatibilidad del Y).

IGF1R Insulin–like growth factor receptor 1 (receptor 1 del factor de crecimiento
semejante a la insulina).

INSL3 Insulin–like factor 3 (factor 3 semejante a insulina).

IR Insulin receptor (receptor de la insulina).

IRR Insulin receptor–related receptor (receptor relacionado con el receptor de la insulina).

IPTG Isopropil–β–D–tiogalactopiranósido.

KAP1 KRAB–associating protein 1 (protéına 1 asociada a KRAB).

KRAB Kruppel associated box (caja asociada a Kruppel).

LB Luria–Bertoni.

LBD Ligand–binding domain (dominio de unión al ligando).

LH Luteinizing hormone (hormona luteinizante).

LHX9 LIM homeobox protein 9 (protéına 9 con caja HMG y dominios LIM).

MAB3 Male abnormal gene 3 (gen 3 masculino de C. elegans).

MAGE Melanoma antigen gene family (familia génica de los ant́ıgenos del melanoma).

MIS Mullerian inhibiting substance (sustancia inhibidora mulleriana).

MMTV Murine mammary tumour virus (virus del tumor mamario de ratón).

MRO Maestro gene (gen maestro).
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MT1–MMP Membrane-type-1 matrix metalloproteinase (metaloproteinasa de matriz
extracelular localizada en la membrana de tipo 1).

MVH Mouse VASA homologue protein (protéına de ratón homóloga de la protéına VASA
de Drosophila).

NCoR Nuclear co–repressor (correpresor nuclear).

NES Nuclear export signal (señal de exportación nuclear).

NLS Nuclear localization signal (señal de localización nuclear).

NR0B1 Nuclear receptor subfamily type 0, group B, member 1 gene (receptor nuclear 1
del grupo B de la subfamilia 0).

NR5A1 Nuclear receptor subfamily type 5, group A, member 1 gene (receptor nuclear 1
del grupo A de la subfamilia 5).

OCT4 Octamer motif ATGCAAAT binding protein 4 (protéına 4 de unión al octámero
ATGCAAAT).

OMIM Online mendelian inheritance in man (enfermedades con herencia mendeliana en
humanos).

P450 scc Cytochrome P450 side chain cleavage (citocromo P450 de desdoblamiento de la
cadena lateral).

PBS Phosphate buffered saline (tampón fosfato).

PGCs Primordial germ cells (células germinales primordiales).

PCR Polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa).

PDGF Platelet–derived growth factor (factor de crecimiento derivado de plaquetas).

PDGFR Platelet–derived growth factor receptor (receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas).

PGD2 Prostaglandina D2.

PGD2s Sintasa de la Prostaglandina D2.

PN1 Protease nexin gene 1 (gen 1 de la proteasa nexina).

POD1 Podocite protein 1 (protéına 1 del podocito).

RA Retinoic acid (ácido retinoico).

RSPO1 R–spondin 1 (espondina R1).

RT-PCR Reverse transcriptase polymerase chain reaction (transcripción inversa y reac-
ción en cadena de la polimerasa).

SF1 Steroidogenic factor 1 (factor esteroidogénico 1).

αSMA Alpha smooth muscle actin (actina α de músculo liso).

SOX SRY–related HMG box (familia de genes relacionados con la caja HMG de SRY).

SOX9 SRY–related HMG box, gene 9 (gen 9 relacionado con la caja HMG de SRY).
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SRA1 Sex reversal autosomal gene 1 (locus autosómico de reversión sexual).

STRA8 Stimulated by retinoic acid gene 8 (gen estimulado por ácido retinoico).

SYCP3 Synaptonemal complex protein 3 (protéına 3 del complejo sinaptinémico).

Taq Thermus aquaticus.

TD9 Testis determining gene 9 (locus 9 determinante de test́ıculo).

Tda1 Testis–determining autosomal gene 1 (locus autosómico 1 determinante de test́ıcu-
lo).

TDF Testis determining factor (factor determinante de test́ıculo).

Tdy Testis determining gene on the Y (gen del Y determinante de test́ıculo).

TESPA 3–aminopropil–trietoxi–xilano.

TSD Temperature sex determination (determinación sexual por temperatura).

VN1 Vanin gene 1 (gen 1 de vanina).

WAGR Wilm’s tumour–aniridia–genitourinary tract abnormalities–mental retardation
(tumor de Wilms–aniridia–anomaĺıas del tracto genitourinario–retraso mental,
OMIM#194072).

WNT Wingless–related MMTV integration site family (familia génica relacionada con el
gen Wingless con un sitio de integración para el virus MMTV).

WNT4 Wingless–related MMTV integration site family, gene 4 (gen 4 de la familia WNT).

WT Wilms’ tumour (tumor de Wilms).

WT1 Wilms’ tumour suppressor gene 1 (gen 1 supresor del tumor de Wilms).

X-Gal 5–bromo–4–cloro–3–indoil–β–D–galactopiranósido.

YPOS Mus musculus poschiavinus Y chromosome (cromosoma Y de la cepa M. musculus
poschiavinus).

ZFY Zinc finger Y gene (gen dedo de zinc del Y).

ZFPM Zinc finger protein multitype (protéına múltiple de dedos de zinc).
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Abstract

Introduction.

Mammalian sex determination and differentiation has raised high scientific
interest during the last three decades, as the study of the genetic systems
leading to sexual development will permit to solve problems related to
sterility and genital malformations in both humans and domestic animals.
In mammals, sex differentiation takes place in two steps. The first one leads
to the differentiation as testes or ovaries of the undifferentiated gonadal
primordium, which is present in both males (XY) and females (XX). This
process depends on the existence or not of the SRY gene (Gubbay et al., 1990;
Koopman et al., 1991; Sinclair et al., 1990), located on the Y chromosome,
so that its activation in males determines the formation of testes at the time
of sex differentiation. Its absence in females permits that some time later in
development, ovarian differentiation begins. SRY produces a transcription
factor (SRY) containing a DNA-binding domain of the HMG type, which is
evolutionarily conserved (Gubbay et al., 1990; Koopman et al., 1991; Sinclair
et al., 1990). In the second step, once the gonads are differentiated, either
as testes or as ovaries, their hormonal production directs the differentiation
of the urogenital tract of the embryo, thus resulting in the formation of the
male and females secondary sex features (Jost, 1947).

SRY expresses in a particular cell type of the somatic cell lineage
of the gonadal primordium which, as a consequence, become pre-Sertoli
cells (Hacker et al., 1995). SRY expression in these cells triggers a gene
expression/repression cascade where the total number of components remain
unknown, although several of them have been identified, including SOX9,
SF1, DAX1, PDGFRα, AMH and DMRT1 (Ross and Capel, 2005).

In the mouse, the genital ridge appears as a thickening of the ventro–
lateral side of the mesonephros at 9.5 days post coitum (dpc). Although Sry
begins to express at 10.5 dpc, the first sign of differentiation in the XY gonad,
the formation of the testicular cords, is not observed until 12.5 dpc. Between
these two events, the expression of SOX9 takes place in the pre–Sertoli cells
at 11.5 dpc, which leads to the differentiation of these cells as Sertoli cells
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with the expression of the antimullerian hormone gene (AMH), and the
subsequent regression of the Müllerian ducts in males (Brennan and Capel,
2004). Simultaneously, migration of mesonephric cells into the gonad occurs,
induced by PDGF factors, so that the gonad is colonized by mesenchimal
cell precursors (Brennan et al., 2003; Ricci et al., 2004). It is currently
assumed that Sertoli cells trigger gonadal development (Burgoyne, 1992),
favouring the differentiation of these precursors as Leydig, peritubular–myoid
and endothelial cells. The later are responsible of the formation of a well–
developed vascular system, whereas Leydig cells represent the steroidogenic
cell line of the testis. These cells produce testosterone, the male hormone
responsible of the development of the Wolffian duct and the subsequent
masculinisation of the body of XY embryos (Habert et al., 2001).

During ovarian differentiation, the absence of SRY permits other genes as
WNT4 and FST to remain active. These genes are involved in both the
inhibition of the testicular differentiation events described above and the
preservation of pre–meiotic XX germ cells (Jeays-Ward et al., 2003; Jordan
et al., 2001; Yao et al., 2004). Once meiosis initiates, oocytes seem to assume
the role of inhibitors of the male pathway in the female gonad. WNT4 is also
needed to inhibit Leydig cell differentiation (Jeays-Ward et al., 2003; Jordan
et al., 2001).

In 1993, Jiménez et al. discovered a case unique of XX true hermaphrodi-
tism affecting all females of the insectivorous mole species Talpa occidentalis.
These females are fertile but instead of normal ovaries they have ovotestes
composed of a portion of normal ovarian tissue and a portion of dysgenic
testicular tissue (Jiménez et al., 1988; Jiménez et al., 1993). The absence of
SRY in these females evidences that this sex reversal is due to a mutation
in another gene of the sex differentiation cascade. The Sertoli–like cells of
these ovotestes show foetal features: they do not form true, elongated testicu-
lar cords but spherules, and they do not establish specialized inter–Sertolian
junctions. In addition, these cells differentiate very late in the gonad. The
same phenomenon is also present in three further species of the genus Talpa
(T. europaea, T. romana and T. stankovici ; Sánchez et al., 1996b), suggesting
that the trait was conserved in the rest of species of this genus. Furthermore, a
synaptonemal complex study evidenced that translocation of Y chromosome
fragments to the X chromosome during male meiosis is probably not involved
in the formation of ovotestes in female moles (Jiménez et al., 1990b,c).

Material and methods.

This work required to obtain gonads from embryos, foetuses and infants
of the mole species T. occidentalis, which were needed to perform gene
expression studies through early gonadal development. This material was
obtained, in turn, by catching pregnant and suckling wild female moles. Each
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one of the mole embryos, foetuses and infants captured were disected and
their gonads extracted and fixed in paraformaldehyde solution in order to
be used in immunofluorescence techniques after being embeeded in parafin
and sectioned. Those embryos whose gonads had not differentiated enough
to permit a clear individual sex identification based on its morphological
features, were sexed by performing sex chromatin preparations according to
a method developed in our laboratory. Immunofluorescence techniques were
applied on histological preparations made with the gonads mentioned above.
After deparafination and washing with PBT, the preparations were exposed
for several hours to the specific primary antibody and then to a secondary
antibody labelled with a fluorochrome. Immunofluorescence preparations
were observed and photographed in a fluorescence microscope. Most of the
genes involved in mammalian sex determination and differentiation produce
proteins for which commercial antibodies are available. However, as the
commercial antibodies available for the human or mouse proteins DAX1 and
WNT4 were not immunoreactive against the corresponding proteins from the
mole, it was necessary to prepare new mole–specific antisera for these proteins.
For this we used the sequence of a fragment of the mole DAX1 gene which
had been previously cloned in our laboratory by Barrionuevo (2001), and a
new fragment of the mole WNT4 gene was also cloned and sequenced. Using
appropriate software permitting to identify potentially antigenic areas in the
protein (Rice et al., 2000), mole–specific DAX1 and WNT4 peptides were
synthesized and used to immunize rabbits.

Results and Discussion.

The undifferentiated gonadal primordium of mammals contains epithelial–
type somatic cells which have the same ontogenic origin in both sexes. These
cells give rise to Sertoli cells in males and to follicle cells in females (Swain
and Lovell–Badge, 1999). It has been demonstrated that these cell precursors
come, in turn, from the coelomic epithelium (Karl and Capel, 1998). It is
in this cell type where the key event in sex determination takes place: the
expression of the SRY gene. This causes that a gene activation/inactivation
cascade is initiated in the XY gonad, where genes of the male pathway,
including SOX9, SF1, DMRT1, and AMH, are up–regulated whereas those
of the female pathway, including WNT4 and FST are down–regulated. In
the XX gonad, the absence of any active copy of SRY leads to the opposite
situation (Ross and Capel, 2005).

In the XY gonad of T. occidentalis, epithelial–type somatic cells differen-
tiate as in other mammalian species, except for the fact that they differentiate
earlier, in s4 stage, at least two days before testis cord formation takes place.
This is a very relevant feature as it shows that Sertoli cell differentiation and
testicular cord formation are probably not two different results of the same
cause, contrarily to the current opinion, based on observations made in the
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mouse (Brennan and Capel, 2004). In the female mole, however, it is neces-
sary to distinguish between the epithelial cells that remain the the cortex and
those present in the medulla. The former cells show features similar to those
of the pre–follicle cells in the ovaries of other mammalian species. Contrarily,
the gene expression pattern of the cells located in the medullary region is
quite peculiar. These cells may not be considered to be Sertoli cells, despite
the fact that they are in a testicular environment, as they do not express ty-
pical Sertolian markers as SOX9 and AMH. On the other hand, the fact that
these cells express WNT4 and down–regulate DMRT1 (a gene of the male
pathway) at the time of sex determination, suggests a pre–follicular nature for
these cells, but the maintenance of SF1 expression in s5b stage, is not expec-
ted in this cell type. Therefore it seems that these medullary cells maintain
an undifferentiated status as far as the expression of SF1 concerns. In addi-
tion, the fact that interstitial cells of the XX gonad produce the PDGFRα

receptor and that cell migration takes place subsequently, suggests that these
epithelial cells could express the PDGF ligand, a role for Sertoli cells in the
testis. If this were shown to be true, a possibility which is being investigated
currently in our laboratory, then it would be clear that epithelial cells in the
medulla of the mole XX gonad never acquire a typical pre–follicle cell phe-
notype, showing some Sertolian features. This could be due to misfunctioning
of a gene of the female pathway in these cells. Our data suggest that a failure
in the inhibition of mesonephric cell migration occurs in Talpa. The resulting
colonization of the XX gonad would lead to masculinisation, as observed in
knock–out mice homozygous for the null allele of the WNT4 gene (Yao et al.,
2004).

Nevertheless, our data suggest the mole WNT4 gene conserves its
inhibitory role on Leydig cell differentiation, as these cells appear just when
this gene is down-regulated in both sexes. The fact that this gene remain
active in the female gonad of moles until after birth is evolutionarily relevant.
As a consequence of this, Leydig cell differentiation, and the subsequent
testosterone production, are delayed until postnatal stages of development,
when the female reproductive tract is fully formed. Otherwise, testosterone
would disturb female development, probably affecting fertility. Hence, the
ability of WNT4 for repressing the male steroidogenic cell lineage seem to
be conserved in Talpa. Moreover, the expression of WNT4 in the XX germ
cells of female moles throughout the pre–meiotic stages of development (not
shown), suggests that this gene is also necessary to preserve the viability of
these cells in the mole, as has been suggested for the mouse (Yao et al., 2004).

Hence, only two out of the three functions proposed for the WNT4 gene
in mammalian sex determination, appear to have been conserved in moles.
WNT4 could exert these functions either through different functional domains
or acting in several regulatory pathways, or even a combination of both
possibilities. In the first case, the situation observed in moles could be due
to a mutation in the putative domain of WNT4 involved in the inhibition of
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migration. In the second case, a gene under its control would be affected.

Previous morphological studies suggested that testicular tissue in XX
moles develops in the absence of germ cells (Barrionuevo et al., 2004b; Jiménez
et al., 1993). Here we provide additional evidences supporting this hypothesis,
based on the analysis of pre–meiotic and meiotic germ cell molecular markers.
In the mouse it is known that oocytes are able to inhibit migration of
mesonephric cells to the gonad and the subsequent formation of testis cords,
whereas pre–meiotic germ cells are not (Yao et al., 2003). This implies that
XX gonads could follow a testis pathway during the pre-meiotic stages of
development, but not once meiosis initiates, as ovarian differentiation is firmly
canalized afterwards. Accordingly, the considerable delay of meiosis onset in
female moles could permit that some typical events of testicular development
take place in their gonads.

Many studies have related serum testosterone level with aggressiveness
or territoriality, although a cause–effect relationship has not clearly been
established (Wingfield, 2005). We are tempted to speculate that the presence
of high levels of this hormone in the serum of female moles may have
favoured its unusual territorial behaviour. These levels vary seasonally, being
high during the non-breeding season (summer–autumn), and low during
the breeding season (winter–spring; Zurita et al., 2003). This variation is
consistent with the values expected if testosterone were assumed to be
responsible for territoriality. Females should permit males to enter their
territories for breeding in the winter (low testosterone levels), but not in the
summer, when they simply have to defend their territorial resources (when
levels are high). Female territoriality is quite uncommon among mammals,
so that this is another peculiarity to add to the long list of unique features
currently described in talpid moles.

This works also provides the first data suggesting that DAX1 and
PDGFRα are needed for the formation of the Müllerian duct in mammals,
and that SOX9 may be involved in its regression in males.
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((La reproducción sexual es... la obra maestra de la naturaleza.))

Erasmus Darwin (1791).
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1. Introducción y objetivos

Los procesos de determinación y diferenciación del sexo en mamı́feros han
adquirido un alto interés cient́ıfico en los últimos tiempos. La comprensión
de los mecanismos moleculares que regulan el desarrollo del carácter sexo
podŕıa ayudar a solucionar, entre otros aspectos, los problemas de esterilidad
y desarrollo sexual en humanos.

En mamı́feros, la diferenciación sexual es un proceso que ocurre en dos
etapas. En la primera de ellas, los primordios gonadales, presentes en ambos
sexos, se desarrollan como test́ıculos u ovarios en función de la dotación
cromosómica del individuo. El camino elegido dependerá de la presencia o
ausencia del cromosoma Y en el embrión. En este cromosoma se localiza el
gen SRY, el cual inicia en los machos la diferenciación testicular del primordio
gonadal en el momento crucial de la determinación del sexo (Gubbay y col.,
1990; Koopman y col., 1991; Sinclair y col., 1990). La ausencia de SRY
en las hembras permite que, poco tiempo después, comience el desarrollo
ovárico. En la segunda etapa, la producción de hormonas por parte de las
gónadas provocará el desarrollo de las caracteŕısticas sexuales secundarias del
individuo, dando lugar al fenotipo masculino o femenino en función de si éste
presenta test́ıculos o no (Jost, 1947).

El gen SRY se expresa en determinadas células somáticas del primordio
gonadal que, como consecuencia de ello, se diferencian como células pre–
Sertoli (Hacker y col., 1995). Estas células son de naturaleza epitelial y,
cuando adquieren el fenotipo Sertoli, se disponen alrededor de las células
germinales formando los denominados cordones testiculares. Se ha aceptado
que las células de Sertoli son las responsables de dirigir el resto del desarrollo
testicular (Burgoyne, 1992), incluyendo la diferenciación del sistema de
vascularización, la túnica albuǵınea y las células de la ĺınea esteroidogénica
del test́ıculo, conocidas como células de Leydig, que serán las encargadas de
la producción de testosterona.

Desde un punto de vista molecular, SRY pone en marcha una cascada
de activación génica, de la que aún no se conocen todos sus miembros.
Muchos de los estudios actuales en el campo de la Génetica del Desarrollo
se centran en tratar de identificar nuevos candidatos de este complejo puzle,
aśı como en la comprensión de las interacciones que existen entre los genes
que ya se han descrito (Ross y Capel, 2005). Las alteraciones en estos genes
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1. Introducción y objetivos

pueden desembocar en la desestabilización de los procesos en los que están
implicados. Esta situación puede dar lugar a un amplio rango de anomaĺıas
en el desarrollo sexual del individuo, desde ligeras deficiencias en las gónadas
hasta casos de reversión sexual completa, en los que el fenotipo del individuo
es incoherente con su cariotipo (machos XX y hembras XY). Además, se
considera que un individuo es hermafrodita cuando presenta ambos tejidos
gonadales, testicular y ovárico, lo cual puede originarle defectos somáticos
que le confieran caracteŕısticas tanto masculinas como femeninas (Camerino
y col., 2006).

Los topos del género Talpa representan el único caso conocido en
mamı́feros euterios en el que todas las hembras de una misma especie son
hermafroditas verdaderos (Jiménez y col., 1988; Sanchez y col., 1996b).
La especie más estudiada en relación con esta caracteŕıstica es el topo
ibérico (Talpa occidentalis). Las hembras de este grupo son fértiles pero,
en lugar de ovarios, poseen ovotestes bilaterales formados por una pequeña
porción de tejido ovárico normal y otra, generalmente de mayor tamaño, de
tejido testicular estéril (Jiménez y col., 1988). Ambas regiones aumentan y
disminuyen su tamaño periódicamente durante cada año, que es el tiempo que
dura su ciclo reproductivo (Jiménez y col., 1990a, 1993). En la actualidad, se
desconoce el origen de esta reversión sexual, pero se sabe que no se debe a la
presencia del gen SRY en el genoma de las hembras de topo (Jiménez y col.,
1993).

Sobre la base de los datos anteriores, el presente proyecto de Tesis Doctoral
surgió con la finalidad de profundizar en la investigación de los factores que
intervienen en el desarrollo gonadal de Talpa occidentalis. De esta manera,
se estudiaron una serie de genes que actualmente se saben implicados en la
determinación del sexo y la diferenciación sexual de mamı́feros, como SOX9,
DAX1, SF1, DMRT1, WNT4, PDGFRα y AMH (Brennan y Capel, 2004), con
objeto de asociar sus patrones de expresión con los procesos morfológicos que
conducen a la formación de los ovotestes de las hembras de topo. El estudio del
perfil espacio–temporal de la expresión de estos genes ha permitido obtener
nuevos datos sobre el proceso de la gonadogénesis de los mamı́feros en general
y del desarrollo de los ovotestes en particular.
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2. Antecedentes

2.1. Determinismo del sexo

El desarrollo de la gónada es único debido a su naturaleza bipotencial.
A partir de un mismo primordio gonadal pueden formarse dos órganos
diferentes, el test́ıculo y el ovario. Por tanto, el estudio de los mecanismos
que determinan una u otra v́ıa de desarrollo es fundamental para intentar
comprender uno de los hechos más fascinantes de la evolución: la existencia
de dos sexos, el masculino y el femenino.

2.1.1. Introducción histórica

El origen y naturaleza de las diferencias entre sexos ha sido un tema que ha
inquietado a filósofos y cient́ıficos desde la antigüedad. La primera hipótesis
documentada sobre la determinación del sexo fue descrita por Aristóteles
sobre el año 350 a.C. Según el pensador griego, las mujeres eran ((hombres
mutilados)) que no se hab́ıan desarrollado completamente debido a que el calor
del semen del padre no hab́ıa podido contrarrestar el fŕıo útero de la madre,
por lo que cuanto más calurosa fuese la pasión en el coito mayor probabilidad
habŕıa de concebir un niño. Las mujeres eran, por esta razón, más fŕıas y
pasivas que los hombres, y los órganos sexuales femeninos no estaban maduros
hasta el punto de no proporcionar semillas viables. El semen del hombre
estaŕıa formado por ingredientes imperfectamente mezclados, algunos de los
cuales habŕıan sido heredados de generaciones anteriores, que se asociaban
con el semen femenino, el fluido menstrual, el cual le daba forma y potencia
(dynamis) a la sustancia amorfa.

Las ideas de Aristóteles fueron aceptadas durante unos dos mil años. De
esta manera, aún en el siglo XVII los estudios médicos se centraban en el
análisis de las hipotéticas etapas de la coagulación del embrión a partir
de la mezcla de semen materno y paterno. Otras teoŕıas argumentaban
que estas mezclas podŕıan no ser necesarias, postulando que las formas
más simples de vida aparećıan por generación espontánea. En 1667, el
médico alquimista Johann Baptista von Helmont propuso la siguiente teoŕıa:
((si se comprime una camisa sucia en el orificio de un recipiente que
contenga granos de trigo, el fermento salido de la camisa sucia, modificado
por el olor del grano, da lugar a la transmutación del grano en ratones,
después de veintiún d́ıas aproximadamente)). Pocos años después, Anton van
Leeuwenhoek, comerciante y cient́ıfico holandés conocido por las mejoras que
introdujo a la fabricación de microscopios, observó espermatozoides vivos en el
semen humano y de diversos animales en su microscopio artesanal (((el espejo
mágico de Leeuwenhoek))), a los que llamó animalúnculos. En 1694, el cient́ıfico
holandés Nicolas Hartsoeker realizó el dibujo que se muestra en la figura 2.1,
tras afirmar haber observado pequeños hombres en el semen humano. Se le
atribuyó el término homúnculo (del lat́ın homunculus, hombre pequeño) al
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2.1. Determinismo del sexo

espermatozoide y se propuso que el esperma estaba formado por millones de
individuos diminutos, que se introdućıan en el interior de una mujer para
que ésta los alimentase durante su desarrollo. Cualquier semejanza que el
niño pudiera tener con su madre seŕıa debida únicamente a las influencias
prenatales del vientre.

Figura 2.1: Homúnculo de Hartsoeker.

En el siglo XIX todav́ıa se consideraba a la mujer como mera portadora
de huevos que permit́ıan la transmisión de caracteres paternos. Se empezó a
estudiar la fisioloǵıa de los órganos sexuales sin alcanzarse un consenso
sobre cómo el sexo pod́ıa ser determinado. Algunas teoŕıas propusieron
que el ambiente, concretamente la temperatura y la nutrición, era clave en
la determinación del sexo, de tal forma que los factores que favorecen el
almacenamiento de enerǵıa y nutrientes predispondŕıan a tener descendencia
femenina, mientras que aquellos que favoreciesen la utilización de esa enerǵıa
y nutrientes aumentaŕıan la probabilidad de tener descendencia masculina.

Las primeras teoŕıas cromosómicas del determinismo del sexo no llegaron
hasta el redescubrimiento de los trabajos de Mendel en 1900 y de los
cromosomas sexuales (McClung, 1902). Aśı, Stevens (1905) estableció una
correlación entre el sexo y los cromosomas en insectos, de manera que los
individuos XX tendŕıan fenotipo femenino, mientras que los XY ó XO seŕıan
machos. Esto supuso un nuevo punto de vista sobre los mecanismos que
rigen la determinación del sexo, proponiéndose por primera vez que éstos
pudieran estar influidos por algún factor nuclear independientemente de las
condiciones ambientales. Cuando empezaron a estudiarse los mecanismos de
determinación genética del sexo en mamı́feros, se pensó en una influencia
directa de la dosis de cromosomas X y no del Y, de forma que dos cromosomas
X produciŕıan una determinación femenina mientras que uno sólo daŕıa lugar
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a un desarrollo masculino.

Aunque con el paso del tiempo se ha demostrado que todas estas teoŕıas
no eran correctas, algunas de esas ideas no estaban mal fundamentadas. Por
ejemplo, como se indica a continuación, hoy d́ıa se sabe que en algunas especies
de reptiles el sexo está determinado por la temperatura de incubación de los
huevos.

2.1.2. Mecanismos de determinación sexual

Los sistemas de determinación del sexo son muy variables entre los
diferentes grupos del reino animal. A grandes rasgos, éstos pueden dividirse
en dos tipos: los mecanismos genéticos y los ambientales.

Mecanismos genéticos

En los mecanismos de determinación genética (GSD, Genetic Sex determi-
nation.), el sexo está determinado por las diferencias genéticas que presentan
los individuos de los dos sexos de una población. Estas diferencias pueden
deberse a la existencia de cromosomas sexuales o regiones cromosómicas he-
teromórficas, asimetŕıas en la dosis de cromosomas, o al efecto acumulativo
de variantes alélicas en el genoma.

El ejemplo más conocido de determinismo del sexo basado en la existencia
de cromosomas sexuales heteromórficos es el caso de la especie humana, en
donde existen dos cromosomas sexuales (X e Y) que solo presentan una
pequeña homoloǵıa en la región pseudoautosómica. Las hembras portan dos
cromosomas X y los machos tienen un solo cromosoma X y un cromosoma Y.
En este caso, el sexo no está determinado por la dosis del cromosoma X sino
por la presencia o ausencia del cromosoma Y. Este es el sistema que opera en
mamı́feros y algunos grupos de peces (Marshall Graves y Shetty, 2001).

En algunos invertebrados, por el contrario, la determinación del sexo
depende de la relación entre el número de cromosomas X y el de complementos
autosómicos. Esto es lo que ocurre en la mosca Drosophila melanogaster
y el nematodo Caenorhabditis elegans. En la primera, si la relación entre
autosomas y cromosomas X es igual a 1 se produce un desarrollo femenino,
y si es igual a 0.5 se activa la ruta masculina (Bridges, 1925). En C. elegans
aún no se conoce la naturaleza molecular de la señal procedente de la
relación cromosomas X:autosomas, pero se sabe que los animales con un solo
cromosoma X se desarrollan como machos y los que presentan dos cromosomas
X se desarrollan como hembras o hermafroditas (Madl y Herman, 1979).

Las aves y algunos reptiles también tienen un sistema de cromosomas
sexuales heteromórficos aunque, en contraste con los mamı́feros, el sexo
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heterogamético1 es la hembra mientras que los machos son homogaméticos
(Smith y Sinclair, 2004). En aves, aún no se ha identificado el mecanismo
molecular de determinación sexual, por lo que se desconoce si éste depende
de la dosis del cromosoma Z (doble en machos y simple en hembras), de algún
gen maestro localizado en el cromosoma W, o de ambas situaciones (Smith y
Sinclair, 2004).

Existen especies con GSD, como la mosca común, en donde no se
han identificado regiones cromosómicas heteromórficas entre sexos. Se ha
propuesto que, en este caso, el sexo podŕıa estar controlado por el efecto
acumulativo de diferentes variantes alélicas segregadas en la población en
diferentes loci (Schutt y Nothiger, 2000).

Mecanismos ambientales

En otros muchos animales el sexo de la descendencia depende de factores
extŕınsecos. En la determinación sexual ambiental (ESD, Environmental Sex
Determination) pueden influir un amplio rango de señales ambientales como,
por ejemplo, la localización de los huevos (Leutert, 1974), la presencia o
ausencia de ciertas bacterias (Rousset y col., 1992), el pH del medio (Shapiro,
1990), la densidad de población (Crews, 1993), la actividad hormonal y
la temperatura (Crews, 1994). Estos mecanismos no podŕıan ocurrir en
mamı́feros debido a que ambos sexos se desarrollan bajo una temperatura
constante y con unas mismas condiciones hormonales en el útero.

Aunque los mecanismos ESD permiten una rápida adaptación de la
proporción de sexos frente a pequeños cambios en el hábitat, las especies
con este tipo de determinación sexual son muy vulnerables a fuertes cambios
ambientales, habiéndose relacionado la extinción de grandes grupos de
animales con este hecho (Miller y col., 2004).

Los mecanismos de determinación y diferenciación pueden llegar a ser
muy diversos incluso en grupos taxonómicos emparentados. En reptiles,
por ejemplo, todas las especies de cocodrilo estudiadas, muchas de tortuga
y algunas de lagarto, presentan una determinación del sexo ambiental
dependiente de la temperatura (TSD, Temperature Sex Determination); sin
embargo, las serpientes y muchas especies de lagarto tienen un mecanismo
de determinación del sexo de tipo genético (Pieau y col., 1999). Incluso se ha
demostrado TSD en algunos reptiles con cromosomas sexuales heteromórficos,
lo que indica que los mecanismos GSD y ESD podŕıan actuar conjuntamente
en estas especies (Sarre y col., 2004).

1El sexo heterogamético es aquel que poseen los individuos que producen dos tipos
de gametos (Z y W en aves y X e Y en mamı́feros). Asimismo, los individuos con sexo
homogamético sólo producen un único tipo de gameto (Z en aves y X en mamı́feros).
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2.2. Desarrollo gonadal en mamı́feros

Como se ha comentado anteriormente, las gónadas representan un caso
excepcional en el desarrollo embrionario. Cada órgano de un individuo
proviene de un único primordio indiferenciado cuyo desarrollo está marcado
genéticamente, de manera que sólo puede diferenciarse de una única manera;
por ejemplo, el primordio del corazón sólo puede llegar a ser un corazón, y
el hepático invariablemente formará un h́ıgado. Por el contrario, la gónada
indiferenciada puede seguir dos v́ıas muy distintas de desarrollo, pudiendo
dar lugar a un test́ıculo o un ovario, lo que conducirá el desarrollo del
organismo hacia macho o hembra. Por esta razón, la gónada es un modelo
particularmente interesante en el estudio de la organogénesis. Mutaciones o
manipulaciones in vitro pueden bloquear una de las rutas pudiendo resultar en
la formación de un órgano alternativo y, como consecuencia, en un individuo
cuyo sexo fenot́ıpico es incoherente con su sexo genético. Esta caracteŕıstica
muestra el nivel de plasticidad que presentan las rutas de desarrollo y los
procesos por los cuales las células eligen su destino.

Los mecanismos que regulan la gonadogénesis son muy parecidos en
la mayoŕıa de los mamı́feros por lo que, para describir la secuencia de
acontecimientos que ocurren durante el desarrollo gonadal, se tomará al ratón
como modelo por ser la especie más estudiada.

2.2.1. Establecimiento de la gónada indiferenciada

En mamı́feros, el sistema genitourinario se forma a partir del mesodermo
intermedio que, en su etapa embrionaria, se compone de tres regiones:
pronefros, mesonefros y metanefros. Éstas se desarrollan en el eje antero-
posterior, a lo largo del conducto néfrico o de Wolff, ocupando gran parte
del volumen abdominal. Aunque el riñón permanente se origina a partir del
metanefros (situado en la región posterior), es el mesonefros quién realiza
las funciones renales durante la embriogénesis. El pronefros (localizado en el
extremo anterior), a su vez, es un órgano vestigial que degenera durante el
desarrollo embrionario de amniotas. Un segundo conducto, el paramesonéfrico
o de Müller, se forma dentro de cada mesonefros por invaginación del epitelio
celómico. Este conducto queda paralelo al conducto de Wolff hasta la ĺınea
media del mesonefros, en donde se gira hacia el extremo posterior y se une
con su homólogo del lado opuesto (Saxen y Sariola, 1987).

El primordio gonadal, como se muestra en la figura 2.2, aparece como
un engrosamiento de la superficie ventrolateral de cada mesonefros, en la
cuarta semana de gestación en humano y 9.5 d́ıas post-coito (dpc) en ratón.
Dicho engrosamiento recibe el nombre de cresta genital y está formado por
células somáticas (mesoteliales, mesenquimáticas y endoteliales) procedentes
del mesonefros y células germinales primordiales (PGCs, primordial germ
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cells), que han llegado desde el mesodermo extraembrionario, a nivel del
alantoides, migrando a través del primordio intestinal y el mesenterio dorsal
(McLaren, 2003).

EC

CM

CW

Pronefros

Mesonefros

Metanefros

CG

Figura 2.2: Sistema genitourinario de ratón a los 10.5 dpc. (EC) Epitelio celómico;
(CG) cresta genital; (CM) conducto de Müller; (CW) conducto de Wolff.

Una vez que las PGCs han colonizado la gónada, se produce una gran
proliferación de las células somáticas, sobre todo de las mesoteliales y me-
senquimáticas. Las células que componen el primordio gonadal quedan estre-
chamente empaquetadas entre el epitelio celómico y el epitelio mesonéfrico
formando el denominado blastema gonadal. Posteriormente, el epitelio de la
cresta genital prolifera y se extiende hacia el tejido conectivo laxo mesen-
quimático, dando lugar a los cordones sexuales, en el interior de los cuales se
disponen las PGCs. El resto del tejido gonadal queda formado por el estroma,
que contiene células de tipo mesenquimático y vasos sangúıneos en desarrollo
(Merchant-Larios y Taketo, 1991).

En este punto, la gónada indiferenciada está formada esencialmente por
cuatro tipos celulares, tres de los cuales tienen naturaleza bipotencial: la ĺınea
germinal, capaz de comenzar tanto la oogénesis como la espermatogénesis;
la ĺınea de sostén, que rodea a la anterior proporcionándole un ambiente
adecuado para que se desarrolle y que dará lugar a las células de Sertoli en
el test́ıculo y las células foliculares en el ovario; y la ĺınea esteroidogénica,
precursora de las células de Leydig en machos y las células de la teca en
hembras, que son las responsables de la producción de hormonas esteroideas.
La elección de una de las dos rutas de diferenciación posibles dependerá del
sexo genético del individuo, de tal forma que si éste es masculino se
producirá un desarrollo testicular y si el sexo es femenino el desarrollo
será ovárico (Swain y Lovell-Badge, 1999). El cuarto tipo celular es el de las
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células endoteliales, precursoras del sistema vascular, que estarán presentes
tanto en el ovario como en el test́ıculo, pero que proliferarán especialmente
en este último.

2.2.2. Diferenciación testicular

En la mayoŕıa de los mamı́feros, el primer signo de diferenciación se
produce en la gónada XY (Merchant-Larios, 1975; Merchant-Larios y Taketo,
1991; Wartenberg, 1978, 1982). Aunque este hecho llevó a pensar que la
determinación del sexo masculino era un proceso activo que pone en marcha
la maquinaria del desarrollo testicular antes de que la diferenciación ovárica
se haya iniciado, hoy en d́ıa esto no está tan claro.

En ratón, los eventos clave en la formación del test́ıculo ocurren entre
los 11.5 y los 12.5 dpc. Uno de ellos es la colonización de la gónada XY
por parte de células procedentes del mesonefros adyacente a partir de los
11.5 dpc (Buehr y col., 1993; Capel y col., 1999; Martineau y col., 1997;
Merchant-Larios y col., 1993). Esta migración se produce, fundamentalmente,
por células endoteliales que organizarán el sistema arterial que irriga al
test́ıculo (Brennan y col., 2002). Se cree que las células mioides peritubulares
y perivasculares también provienen del mesonefros, aunque este hecho aún
no se ha comprobado con marcadores moleculares (Martineau y col., 1997).
Simultáneamente a la migración, ocurre una gran proliferación de las células
del epitelio celómico que se diferenciarán en el tipo celular más importante del
desarrollo testicular, las células de Sertoli (Schmahl y col., 2000). Estas células
se dispondrán en la periferia de los cordones sexuales dejando en su interior a
las células germinales, para las que actuarán como elemento de sostén. Tanto
la migración celular como la proliferación de las células epiteliales se requieren
para el desarrollo de los cordones y la diferenciación de las células de Sertoli,
lo que indica que ambos procesos son cruciales en la gonadogénesis masculina
(Schmahl y Capel, 2003; Tilmann y Capel, 1999).

Todos estos acontecimientos provocan que los cordones sexuales penetren
en la región medular, en donde se extienden y anastomosan, y se separen
del epitelio celómico por una gruesa matriz extracelular, la túnica albuǵınea,
formando los denominados cordones testiculares (Merchant-Larios y Taketo,
1991).

Como consecuencia de la diferenciación de las células de Sertoli, se
producirá la diferenciación de las células del estroma en células mioides
peritubulares, que rodearán a las primeras y cooperarán con ellas en la
deposición de la lámina basal que envuelve a los cordones (Skinner y col.,
1985; Tung y Fritz, 1987), y de otros tipos celulares como fibroblastos,
células endoteliales y células de Leydig (Merchant-Larios y Taketo, 1991).
Estas últimas son las responsables de la producción de hormonas esteroideas
masculinizantes y se desarrollan en dos etapas, la ĺınea fetal y la ĺınea adulta
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(Habert y col., 2001). Las células de Leydig fetales están presentes en el
test́ıculo desde los 12.5 dpc hasta poco después del nacimiento. Durante ese
periodo producen testosterona, que es la hormona responsable del desarrollo
ulterior de los conductos de Wolff, de los que derivan los epid́ıdimos,
las veśıculas seminales y los conductos deferentes. Aunque el origen y
diferenciación de las células de Leydig fetales no está muy claro todav́ıa,
se sabe que una misma población de células precursoras esteroidogénicas es
dividida en dos durante las etapas tempranas del desarrollo genitourinario,
de manera que una de las subpoblaciones acaba en la corteza adrenal y la
otra en la gónada antes de los 11.5 dpc (Hatano y col., 1996). A su vez, las
células de Leydig adultas aparecerán en la pubertad y serán las responsables
del comienzo de la espermatogénesis y del desarrollo de las caracteŕısticas
sexuales secundarias (Habert y col., 2001).

Por otro lado, a partir de los 12.5 dpc, las células de Sertoli producirán
hormona antimulleriana (AMH, antimullerian hormone) que inhibirá el
desarrollo de los conductos de Müller, que son los precursores de los órganos
sexuales femeninos (Munsterberg y Lovell-Badge, 1991).

Finalmente, el desarrollo testicular continuará con la transformación
de los cordones sexuales en túbulos semińıferos, túbulos rectos y la rete
testis propiamente dicha. El mesonefros degenerará y los test́ıculos quedarán
suspendidos por una proyección del peritoneo conocida como mesorquio
(Lemeh, 1960).

2.2.3. Diferenciación ovárica

En el desarrollo ovárico, por el contrario, no se observa ningún cambio
morfológico hasta los 13.5 dpc, momento en el cual las células germinales
comienzan la meiosis en una onda que empieza en el extremo anterior de la
gónada y se extiende hacia el posterior (Menke y col., 2003). Esto provoca
que, entre los 14.5 y los 17.5 dpc, los cordones sexuales iniciales desaparezcan
y comience la foliculogénesis. En este proceso, cada oocito es rodeado por
células epiteliales y células del estroma formando los cordones sexuales
corticales, denominados aśı porque se localizan en la periferia de la gónada.
Posteriormente, las células de origen epitelial se diferenciarán en células
foliculares, que permanecerán en ı́ntimo contacto con el oocito, mientras que
las del estroma darán lugar a las células de la teca, que lo separarán del
intersticio ovárico. Ambos tipos celulares formarán los foĺıculos, cada uno de
los cuales contendrá una célula germinal, que serán los responsables de la
secreción de hormonas esteroideas. En ratón, la foliculogénesis termina varios
d́ıas después del nacimiento (Merchant-Larios y Chimal-Monroy, 1989).

Aunque se ha detectado expresión de AMH, relacionada con el mante-
nimiento del ciclo ovárico, en las células foliculares después del nacimiento
(Hirobe y col., 1992; Ueno y col., 1989), no se ha encontrado esta hormona en
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ningún estadio de la gónada XX embrionaria (Munsterberg y Lovell-Badge,
1991). La ausencia de AMH, debida a que no hay células de Sertoli en el
ovario, provoca que los conductos paramesonéfricos de Müller no sean inhi-
bidos y formen los oviductos, él útero y la vagina superior. A su vez, al no
haber células de Leydig, no se masculiniza el embrión y los conductos de Wolff
degeneran por la ausencia de testosterona (Mossman y Duke, 1973).

En la figura que se muestra a continuación (fig. 2.3) quedan resumidos los
procesos de diferenciación morfológica que tienen lugar durante las primeras
etapas del desarrollo gonadal de ratón.

Figura 2.3: Esquema del desarrollo gonadal temprano de ratón. Adaptado de Ross
y Capel (2005).

2.2.4. Papel de las células germinales en el desarrollo

gonadal

La ĺınea germinal es una de las más importantes del organismo, debido
a que es la responsable de transmitir el material genético a la siguiente
generación. En el embrión, como ya se ha comentado, las PGCs aparecen
por primera vez antes de la formación de la cresta genital, concretamente
a los 7.25 dpc en ratón, durante la gastrulación en el epiblasto próximo al
mesodermo extraembrionario (Ginsburg y col., 1990; Lawson y Hage, 1994).
Después de proliferar, las PGCs migran a través del mesenterio intestinal
hasta colonizar el primordio gonadal entre los 10 y los 11.5 dpc (Molyneaux
y col., 2001). Una vez en la cresta genital, las células germinales pueden
seguir dos v́ıas de desarrollo diferentes en función del sexo de la gónada.
En mamı́feros, curiosamente, el camino que tomen dependerá del entorno
somático en el que se encuentren y no del sexo cromosómico de la propia
célula germinal (Adams y McLaren, 2002).

En el desarrollo testicular temprano, las células germinales entran en
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2.2. Desarrollo gonadal en mamı́feros

arresto mitótico hasta después del nacimiento, momento en el que se disponen
en la periferia de los cordones testiculares constituyendo una población
renovada a lo largo de la vida adulta. En el desarrollo ovárico, sin embargo,
comienzan la profase de la primera división meiótica a los 13.5 dpc y entran
en arresto meiótico antes del nacimiento. Se ha observado que cuando las
PGCs se diferencian en otros tejidos, como la corteza adrenal a donde pueden
llegar por error, también comienzan la meiosis (McLaren, 1995; Upadhyay
y Zamboni, 1982). Esto podŕıa sugerir que las células germinales están
programadas de manera autónoma, mediante un reloj interno, para entrar
en arresto meiótico, de manera que el papel del tejido gonadal XY seŕıa
hacer que cambien su destino encaminándolas hacia la espermatogénesis
(McLaren, 1984; McLaren y Southee, 1997; Zamboni y Upadhyay, 1983). Pero,
paradójicamente, esta idea del reloj biológico es incoherente con el hecho de
que la meiosis no comienza al mismo tiempo en todas las células germinales
del ovario, sino en una rápida onda en sentido anterior–posterior (Menke y
col., 2003; Yao y col., 2003).

Se ha realizado un gran esfuerzo para intentar comprender los mecanismos
que regulan el momento en el que las células germinales entran en meiosis.
Estudios recientes apoyan firmemente la hipótesis de Byskov y Saxen (1976)
sobre la existencia de una ((sustancia inductora de la meiosis)). Los datos
obtenidos indican que esta sustancia es el ácido retinoico (RA, retioic acid),
producido por el mesonefros y otros muchos tejidos embrionarios, el cual es el
responsable de la activación del gen STRA8 (stimulated by retinoic acid gene
8 ) que, a su vez, es el encargado de inducir el inicio de la meiosis en el ovario
embrionario. En la gónada XY, la meiosis seŕıa retardada debido a que el RA
es degradado por el enzima CYP26B1 (cytochrome P450, P450RAI-2 ), que
no está presente en el ovario (Bowles y col., 2006; Koubova y col., 2006).

Las células germinales XX que se desarrollan en una gónada XY siguen
un patrón masculino de diferenciación, aunque no sobreviven a la meiosis
(Burgoyne y col., 1992). Por el contrario, si se colocan células germinales XY
en un ovario, éstas pueden iniciar la oogénesis y formar oocitos (Lovell-Badge
y Robertson, 1990). Estos datos indican la importancia del control celular al
que son sometidas las células germinales en su etapa embrionaria y reflejan el
antagonismo existente entre las rutas de diferenciación masculina y femenina.

Aunque actualmente se conocen varias señales qúımicas que influyen en el
desarrollo extragonadal de las PGCs (Ara y col., 2003; Sette y col., 2000;
Ying y col., 2002), se sabe muy poco sobre los factores que las regulan
una vez que han colonizado la gónada. Asimismo, se ha observado que
las células germinales también podŕıan actuar de forma paracrina sobre la
diferenciación y la función de las células somáticas. Por ejemplo, el gen que
codifica la prostaglandina D2 sintasa (PGD2s) se expresa entre los 11.5 y
los 12.5 dpc en las células germinales de la gónada XY y no lo hace en
las de la gónada XX. La adición de prostaglandina D2 (PGD2) provoca
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masculinización parcial de gónadas XX en cultivo, por lo que podŕıa suponerse
que las células germinales XY ejercen algún tipo de influencia sobre el
desarrollo del test́ıculo (Adams y McLaren, 2002). Por otro lado, se ha
comprobado que los oocitos bloquean la migración celular y la formación de
cordones testiculares cuando son trasplantados a primordios gonadales XY,
evidenciando que una posible función de las células germinales femeninas
podŕıa ser antagonizar el desarrollo masculino (Yao y col., 2003).

Lo que śı parece claro es que las células germinales desempeñan un papel
mucho más importante en la diferenciación del ovario que en la del test́ıculo.
Se ha comprobado que pueden formarse cordones testiculares en la gónada
XY sin presencia de células germinales (Merchant-Larios, 1975) aunque con
un ligero retraso (Brennan y Capel, 2004), lo que indica que éstas pueden
ser prescindibles para el desarrollo testicular. Por el contrario, la presencia
de PGCs en el primordio gonadal XX es indispensable para el desarrollo y
mantenimiento de los foĺıculos en el ovario (McLaren, 2000). En ausencia
de células germinales, los foĺıculos degeneran en unas estructuras similares
a cordones testiculares (Merchant-Larios y Centeno, 1981), algo de gran
relevancia si tenemos en cuenta que algunos estudios indican que la falta
de estrógenos en la gónada XX provoca que las células somáticas expresen
genes de la ruta masculina como SOX9 (SRY-related HMG box 9 ) y AMH
(Couse y col., 1999).

2.3. Control genético de la determinación y

diferenciación sexual

El desarrollo de un individuo es un proceso muy complejo en el cual se
forman tejidos altamente especializados a partir de primordios de órganos
indiferenciados. El avance en la Bioloǵıa del Desarrollo está ı́ntimamente re-
lacionado con la comprensión de estos particulares mecanismos de diferencia-
ción. En este sentido, la gónada representa un modelo de estudio excepcional
por su naturaleza bipotencial.

Los conocimientos actuales sobre la determinación y diferenciación del
sexo en mamı́feros se basan, fundamentalmente, en dos áreas de estudio
principales: la caracterización de los eventos biológicos que determinan el
desarrollo sexual del individuo, incluyendo los patrones de expresión de los
genes implicados, y el estudio de las mutaciones de estos genes que producen
fenotipos anormales en humanos y ratones. Aún no se conocen todos los
miembros de la extensa red de señales moleculares que dirigen la diferenciación
gonadal y la función concreta de muchos de ellos es también una incógnita.
A pesar de ello, se siguen identificando nuevos candidatos que ayudan a
intentar dilucidar el fundamento molecular del extraordinario proceso de la
gonadogénesis.
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2.3. Control genético del sexo

2.3.1. Genes que actúan antes de la determinación

sexual

El estudio de los factores que intervienen en la formación del primordio
gonadal es complicado debido a su temprana aparición en el desarrollo
embrionario; no obstante, se han descrito varios genes que parecen estar
implicados en el establecimiento y supervivencia de las ĺıneas celulares que
forman la cresta genital o en la activación del gen determinante del sexo.
Como se muestra a continuación, se ha comprobado que algunos de estos
genes están muy conservados en el reino animal.

SF1

El factor esteroidogénico 1 (SF1, steroidogenic factor 1 ), también conocido
como protéına 4 de unión adrenal (Ad4BP, adrenal 4–binding protein) y
receptor nuclear 1 del grupo A de la subfamilia 5 (NR5A1, nuclear receptor
subfamily type 5, group A, member 1 gene), pertenece a la familia de los
receptores nucleares, la cual tiene un papel central en muchos aspectos del
desarrollo y función de los tejidos. Esta familia incluye protéınas receptoras de
hormonas esteroideas como estrógenos, progesterona y andrógenos, aśı como
receptores de la hormona del tiroides, vitamina D y retinoides (Mangelsdorf
y col., 1995). SF1 fue identificado inicialmente en las ĺıneas celulares
adrenocorticales y gonadales como un importante factor regulador de la
expresión de las P450 citocromo hidroxilasas esteroideas (Lala y col., 1992;
Rice y col., 1991). En principio, la expresión de SF1 se localizó en los
principales tejidos esteroidogénicos del ratón adulto (corteza adrenal, test́ıculo
y ovario), relacionándose con la śıntesis de esteroides (Ikeda y col., 1993;
Morohashi y col., 1994), pero poco después se descubrió que también
desempeñaba un papel importante en la śıntesis de gonadotropinas (Barnhart
y Mellon, 1994; Ingraham y col., 1994; Shinoda y col., 1995), aśı como en la
diferenciación sexual y el desarrollo tanto de la gónada como de la glándula
adrenal (Luo y col., 1994) .

El gen SF1 humano tiene un tamaño de 28 Kb y está localizado en la
banda 9q33.3 del cromosoma 9. Tiene seis intrones y la secuencia codificante
está muy conservada entre los mamı́feros (Meinke y Sigler, 1999). Codifica
una protéına que presenta gran homoloǵıa con la protéına FTZ-F1 (Fushi-
Tarazu factor 1 ) de Drosophila, que es un regulador de la embriogénesis
y la metamorfosis de este organismo (Lavorgna y col., 1991). SF1 es una
protéına nuclear de unos 54 kDa que posee un dominio de unión al ADN,
compuesto por dos dedos de cinc, y se une como monómero a promotores
de genes reconociendo la secuencia consenso CAAGGTCA (Meinke y Sigler,
1999; Parker y Schimmer, 1997; Wilson y col., 1993b).

En lo referente al desarrollo gonadal, se ha observado expresión de SF1
durante la formación de la cresta genital de humanos, a los 32 d́ıas post-
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ovulación (dpo). El nivel de expresión se mantiene similar en ambos sexos
hasta los 44 dpo, momento en el que ocurre la diferenciación sexual. En el
desarrollo del test́ıculo, a los 52 dpo la expresión se localiza principalmente en
el interior de las células de Sertoli, aunque también se detecta alguna expresión
en las células de Leydig. Por el contrario, a las 18 semanas de gestación, la
expresión es más intensa en las células de Leydig que en las de Sertoli. En la
gónada XX, a su vez, se observa una expresión difusa por toda la gónada a
los 52 dpo y en los estadios tard́ıos del desarrollo se aprecia una señal fuerte
en el epitelio celómico (Hanley y col., 1999).

En ratón, Sf1 se expresa también en el primordio gonadal tanto XX como
XY a los 9.5 dpc. Los niveles de Sf1 disminuyen a los 11.5 dpc en el ovario,
mientras que aumentan significativamente en el test́ıculo, localizándose en las
células de Leydig y en las de Sertoli (Hatano y col., 1994; Ikeda y col., 1994;
Shen y col., 1994).

En relación con su regulación, las protéınas WT1 (Wilms’ tumour
suppressor protein 1 ) y LXH9 (lim homeobox gene 9 ), implicadas en el
desarrollo de la cresta genital, podŕıan actuar conjuntamente en la activación
del promotor de SF1 (Wilhelm y Englert, 2002). De la misma manera, el
hecho de que el promotor de SF1 presente una diana para GATA4, hace
suponer que también pueda estar regulado por esta protéına (Tremblay y
Viger, 2001a).

Aunque las mutaciones de SF1 descritas en humanos son muy escasas,
se han documentado diferentes cuadros cĺınicos asociados a ellas, incluyendo
insuficiencia adrenal con disgenesia gonadal y reversión sexual de macho a
hembra (Achermann y col., 1999, 2002), insuficiencia adrenal con desarrollo
ovárico normal (Biason-Lauber y Schoenle, 2000) y disgenesia testicular
con función adrenal normal (Correa y col., 2004; Hasegawa y col., 2004).
En ratón, mutaciones de este gen provocan un desarrollo anormal del
hipotálamo y la glándula pituitaria, con ausencia de hormona luteinizante
(LH, luteinizing hormone) y hormona estimulante del foĺıculo (FSH, follicle-
stimulating hormone) (Shinoda y col., 1995). Ratones transgénicos para un
alelo nulo de Sf1 (knock–out para Sf1 ) nacen a la edad esperada, lo que
indica que no es necesario para la supervivencia del embrión, pero mueren
poco después del nacimiento por insuficiencia adrenocortical. Estos ratones
carecen de glándulas adrenales y gónadas, debido a que éstas sufren apoptosis
y degeneran sobre los 12.5 dpc. Los ratones 46XY desarrollan los conductos de
Müller presentando genitales internos femeninos. (Luo y col., 1994; Sadovsky
y col., 1995).

Por tanto, según los datos anteriores, SF1 parece estar implicado en el
desarrollo y función de las gónadas y las glándulas adrenales, aśı como en el
eje hipotálamo-hipófisis-gónada durante la función reproductiva.

Con respecto a su actuación en la gonadogénesis, SF1 presenta varias
funciones importantes, como favorecer la proliferación y supervivencia de las
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células de la cresta genital (Luo y col., 1994) y regular la śıntesis de enzimas
esteroideas (Hatano y col., 1994; Ikeda y col., 1994). Además, SF1 activa el
promotor del gen AMH (Giuili y col., 1997; Shen y col., 1994), proceso en
el que podŕıa cooperar con las protéınas SOX9 (De Santa Barbara y col.,
1998), SOX8 (Schepers y col., 2003), GATA4 (Tremblay y Viger, 1999) y
WT1 (Nachtigal y col., 1998). Aunque está ampliamente aceptado que la
protéına DAX1 (dosage-sensitive sex reversal-congenital adrenal hypoplasia
critical region on the X chromosome protein 1 ) antagoniza la función de
SF1 en la diferenciación masculina (Nachtigal y col., 1998; Tremblay y Viger,
2001b), estudios recientes apuntan a una cooperación entre ambas protéınas
en la diferenciación de las células somáticas durante el desarrollo testicular
(Park y col., 2005).

SF1 es un gen muy conservado en el reino animal. Se han identificado
ortólogos de SF1 incluso en especies de invertebrados. Un ejemplo es el gen
FTZ–F1 de Drosophila, que interviene en el desarrollo embrionario de este
d́ıptero (Lala y col., 1992).

En todos los vertebrados estudiados hasta la fecha se observa expresión
de SF1 en el primordio gonadal antes y durante la determinación sexual,
aunque existen diferencias remarcables en los niveles de expresión de machos y
hembras entre las diferentes especies. En el anfibio Rana rugosa, por ejemplo,
se ha observado expresión de SF1 en el primordio gonadal de ambos sexos,
pero esta expresión disminuye en el desarrollo ovárico y se mantiene hasta la
etapa adulta en el test́ıculo (Kawano y col., 2001). De la misma manera, la
expresión de SF1 es mantenida en machos y reprimida en hembras en especies
de tortugas con TDS durante el periodo sensible a la temperatura (Fleming
y col., 1999); sin embargo, en caimanes, que también presentan TDS, ocurre
justo lo contrario (Western y col., 2000). En pollos, por su parte, la expresión
de SF1 durante la determinación sexual es mantenida en machos pero
aumenta significativamente en hembras (Smith y col., 1999b). Los elevados
niveles de SF1 en las gónadas de los embriones hembra de pollos y caimanes
probablemente estén relacionados con la alta actividad esteroidogénica que
muestran estas especies en el ovario en desarrollo; mientras que la presencia
de SF1 en el test́ıculo embrionario podŕıa deberse a la función que desempeña
en la regulación del gen AMH, la cual parece estar muy conservada (Morrish
y Sinclair, 2002).

En peces teleósteos se han identificado una gran variedad de ortólogos de
SF1 (Chai y Chan, 2000; Ito y col., 1998; Liu y col., 1997; von Hofsten y col.,
2002; Watanabe y col., 1999). Aunque la función concreta de estos genes no
se conoce exactamente, en todos los casos está relacionada claramente con la
esteroidogénesis y el desarrollo y función de la gónada.
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WT1

El tumor de Wilms (WT, Wilms’ tumour) o nefroblastoma es un tipo de
cáncer pediátrico del riñón en desarrollo que afecta a 1 de cada 10000 niños
(Matsunaga, 1981). Este tumor puede ir acompañado de otras complicaciones
en el sistema genitourinario dando lugar a diferentes śındromes, como el
śındrome WAGR (WT–aniridia–genitourinary tract abnormalities–mental
retardation), denominado aśı por la presencia de aniridia (hipoplasia del iris),
anomaĺıas genitourinarias y retraso mental (Pendergrass, 1976), el śındrome
de Denys–Drash (DDS, Denys–Drash syndrome), caracterizado por nefropat́ıa
y malformaciones en el sistema reproductivo (Denys y col., 1967; Drash y
col., 1970), y el śındrome de Frasier (FS, Frasier syndrome), en el que los
pacientes muestran reversión sexual de macho a hembra o disgenesia gonadal
masculina y nefropat́ıa severa (Moorthy y col., 1987). El análisis citogenético
de pacientes con WT demostró que este tumor estaba relacionado en un alto
porcentaje de casos con una deleción en el cromosoma 11 (Riccardi y col.,
1978). En el interior del fragmento delecionado se identificó un gen al que se
le denominó WT1 (Wilms’ tumour suppressor gene 1 ) (Gessler y col., 1990).
Estudios posteriores confirmaron que este gen estaba implicado además en
los śındromes anteriormente mencionados (Baird y col., 1992; Barbaux y col.,
1997; Jaubert y col., 2003; Little y col., 1995).

WT1 es un gen complejo formado por 10 exones y 9 intrones. Está situado
en el locus 11p13 del cromosoma 11 humano y su tamaño es de unos 50 Kb.
Los seis primeros exones codifican un dominio de regulación transcripcional
rico en prolina y glutamina y los cuatro últimos codifican cuatro dominios de
dedos de cinc (Call y col., 1990; Gessler y col., 1992).

Una de las caracteŕısticas más importantes del gen WT1 es la presencia de
dos regiones de maduración alternativa situadas en los exones 5 y 9 (Gessler y
col., 1992; Haber y col., 1991). La inclusión del exón 5 durante la maduración
del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) inserta 17 aminoácidos dentro del
dominio de regulación transcripcional, mientras que la no eliminación de
una región del exón 9 conlleva la adición de una pequeña secuencia de 3
aminoácidos conocida como KTS (lisina–treonina–serina) entre los dedos de
cinc 3 y 4. Dependiendo del tipo de maduración alternativa que se produzca
pueden formarse cuatro grupos principales de protéınas WT1 (uno con los 17
aminoácidos del exón 5 y KTS, otro sin ambas secuencias y otros dos con una
sóla de las secuencias), con un tamaño comprendido entre 52–54 KDa (Morris
y col., 1991). Aunque la existencia de otras modificaciones posteriores, por
edición del ARNm (Sharma y col., 1994) y presencia de sitios alternativos de
iniciación de la traducción (Caricasole y col., 1996; Scharnhorst y col., 1999),
hace que puedan producirse hasta 24 isoformas menores. Todas las protéınas
WT1 se clasifican en isoformas +KTS o –KTS en función de si portan o no
estos tres aminoácidos.

La localización subcelular de WT1 está determinada por la presencia o
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ausencia de la secuencia KTS en la protéına, de manera que las isoformas
–KTS presentan localización nuclear mientras que las isoformas +KTS se
disponen alrededor del núcleo. Este hecho apoya la idea de que las isoformas
+KTS, que tienen sitios de unión al ARN, formen parte de los espliceosomas
(complejos reguladores post–transcripcionales) y las isoformas –KTS, las
cuales muestran una mayor afinidad por el ADN, sean factores o cofactores
de la transcripción de genes (Bickmore y col., 1992; Caricasole y col., 1996;
Hammes y col., 2001; Larsson y col., 1995).

Wt1 se expresa en ratón por primera vez en el mesodermo intermedio a
los 9 dpc, en la zona que dará lugar a la cresta genital. Posteriormente, se
ha detectado expresión en el epitelio celómico y los cordones sexuales del
primordio gonadal de ambos sexos, aśı como en el mesonefros adyacente
(Armstrong y col., 1993; Rackley y col., 1993). La expresión de Wt1 se
mantiene en las células de Sertoli en el test́ıculo y en las células epiteliales y
de la granulosa en el ovario hasta la edad adulta. Wt1 también se expresa en
el útero (embrionario y adulto), los oviductos y el endometrio de las hembras
(Pelletier y col., 1991).

En humanos, el primer momento en el que se observa expresión de WT1
es en la séptima semana de gestación, en el mesonefros y la cresta genital
(Mundlos y col., 1993; Pritchard-Jones y col., 1990).

Como ya se ha comentado, las mutaciones de WT1 están relacionadas
con los śındromes WAGR, DDS y FS. Actualmente se sabe que los problemas
en el desarrollo testicular de los pacientes con WAGR son debidos a que
WT1 se encuentra en hemicigosis (Baird y col., 1992). Asimismo, el origen
de los casos de DDS es la existencia de mutaciones dominantes que afectan
a los dominios de dedos de cinc codificados por los exones 7–10, algo que
puede desembocar en casos de pseudohermafroditismo masculino (Little y
col., 1995). El FS, a su vez, está causado por mutaciones puntuales en el
intrón 9 que afectan a la maduración de la secuencia KTS (Barbaux y col.,
1997). La reducida fracción +KTS/–KTS produce feminización del test́ıculo
pudiendo desembocar en reversión sexual de macho a hembra. Esto, junto
con el hecho de que ratones que sólo expresan la isoforma –KTS muestran
este tipo de reversión sexual por una reducción drástica en los niveles de Sry
(Hammes y col., 2001), pone de manifiesto la importancia que deben tener
las isoformas +KTS en la diferenciación sexual masculina.

Todos estos datos indican que WT1 está implicado en el desarrollo
de la cresta genital y se requiere para la supervivencia del primordio
gonadal (Hammes y col., 2001). Además, WT1 podŕıa ser necesario para
el mantenimiento de la estructura tubular del test́ıculo (Gao y col., 2006),
aśı como para la diferenciación de las células de Sertoli, la supervivencia y
proliferación de las células germinales embrionarias y el desarrollo y función
de las células de Leydig fetales (Natoli y col., 2004).

Para analizar más profundamente el papel de WT1 en la gonadogénesis,
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se obtuvieron ratones transgénicos homocigotos para un alelo mutante de
Wt1, pero estos ratones moŕıan durante la embriogénesis por fallos en el
desarrollo del sistema genitourinario y del corazón (Kreidberg y col., 1993).
Este problema se ha solventado con el diseño de mutantes condicionados en
los que no se expresa Wt1 en las células de Sertoli, lo que permite estudiar la
función de esta protéına durante todo el desarrollo testicular. En estos casos,
se observa un incremento de la apoptosis en las células germinales, pérdida de
las uniones adherentes, desregulación de genes asociados con la adherencia y
problemas de fertilidad. Estas anomaĺıas indican que WT1 podŕıa intervenir
en las señales de transducción que se producen a través de las uniones de
las células de Sertoli y las células germinales, las cuales son necesarias en la
regulación de la espermatogénesis (Rao y col., 2006).

La existencia de diferentes isoformas por maduración alternativa confiere
a WT1 la capacidad de interaccionar con una gran variedad de protéınas y
de realizar, por tanto, diversas funciones en la célula. En este sentido, las
isoformas +KTS parecen intervenir en la regulación post–transcripcional de
SRY, por lo que su presencia en la célula es fundamental en la determinación
del sexo (Hammes y col., 2001).

Las isoformas –KTS, por su parte, pueden actuar como cofactores de pro-
téınas implicadas en la regulación transcripcional, como SRY (Matsuzawa-
Watanabe y col., 2003), LXH9 (Wilhelm y Englert, 2002) y SF1 (Nachtigal y
col., 1998). Se ha propuesto que el complejo LXH9–WT1 modula positivamen-
te la expresión de SF1 (Wilhelm y Englert, 2002), mientras que el complejo
WT1–SF1 es capaz de activar el promotor de AMH (Nachtigal y col., 1998).
La asociación entre WT1 y SF1 parece estar reprimida por la protéına DAX1
in vitro (Nachtigal y col., 1998), aunque experimentos in vivo no apoyan esta
idea (Park y col., 2005). Otros estudios, sin embargo, muestran que WT1
puede actuar conjuntamente con DAX1 para reprimir la función activadora
de SF1 sobre genes de la śıntesis de hormonas esteroideas (Gurates y col.,
2003). Por otro lado, se ha visto que también puede ocurrir multimerización
de WT1 (Moffett y col., 1995).

Del mismo modo, también hay indicios de que las isoformas –KTS actúen
directamente como monómeros en la activación de genes como SF1 (Wilhelm
y Englert, 2002), WNT4 (Wingless-related MMTV integration site 4 ) (Sim y
col., 2002), DAX1 (Kim y col., 1999) y SOX9 (Gao y col., 2006), e incluso
en la represión de genes como el receptor de andrógenos (AR, androgen
receptor) (Shimamura y col., 1997; Zaia y col., 2001). Asimismo, constructos
que contienen WT1 insertado tienen la capacidad de activar el promotor de
SRY humano en cultivos celulares, aunque el sitio de unión presente en este
promotor no está conservado en el ratón (Hossain y Saunders, 2001).

Por tanto, el fallo de las protéınas WT1 mutantes en la activación de los
promotores de SRY y AMH podŕıa ser la causa de los casos de reversión
sexual, pseudohermafroditismo masculino y disgenesia gonadal que ocurren
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en los śındromes asociados a ellas.

Desde un punto de vista evolutivo, WT1 es otro gen muy conservado
imprescindible para el establecimiento del primordio gonadal de las diferentes
especies de animales. En aves y reptiles con TDS, WT1 presenta una alta
expresión durante todo el desarrollo gonadal de ambos sexos, no observándose
dimorfismo en ningún estadio (Smith y col., 1999b; Western y col., 2000),
aunque estos estudios no hacen distinción entre las isoformas +KTS y –KTS.
En anfibios, WT1 se expresa en la gónada indiferenciada de ambos sexos
antes de la determinación sexual, pero esta expresión sólo se mantiene en
el desarrollo testicular, en donde continúa hasta la edad adulta (Yamamura
y col., 2005). Asimismo, WT1 parece ser también un factor crucial en el
desarrollo del primordio gonadal y renal de peces teleósteos (Hsu y col., 2003).

GATA4

Las protéınas GATA conforman una familia de factores de transcripción
con dedos de cinc que recibe su nombre por la secuencia consenso que
reconocen en los promotores de los genes que regulan: (A/T) GATA (A/G)
(Patient y McGhee, 2002). Inicialmente, estas protéınas fueron identificadas
como moduladores fundamentales de la hematopoyesis (Weiss y Orkin, 1995),
pero en los últimos años se ha comprobado que, además, están implicadas en
el desarrollo embrionario de diversos órganos (Viger y col., 2004).

Uno de los miembros de esta familia es GATA4, situado en el locus 8p23.1
del cromosoma 8 humano (Huang y col., 1996; White y col., 1995). Este gen
codifica una protéına de 48 KDa que presenta dos dominios adyacentes de
dedos de cinc por los que se une al ADN (Huang y col., 1995).

Gata4 se expresa abundantemente en las células somáticas de la cresta
genital de ambos sexos en ratón. A los 13.5 dpc, la expresión comienza a
mostrar un dimorfismo, de manera que los niveles de Gata4 se mantienen altos
en las células de Sertoli, de Leydig y la túnica albuǵınea en la gónada XY,
mientras que en la gónada XX son disminuidos en todos los tipos celulares.
Después del nacimiento, la expresión persiste en las células somáticas de los
test́ıculos y es reactivada en los ovarios adultos, sobre todo en las células
foliculares y de la teca (Heikinheimo y col., 1997; Ketola y col., 1999, 2002;
Viger y col., 1998). No obstante, en estudios más recientes se detecta expresión
de Gata4 en las células somáticas del ovario en desarrollo desde los 12.5 dpc
hasta el nacimiento (Anttonen y col., 2003).

En el test́ıculo humano, el patrón de expresión de este gen es similar al de
ratón, con la excepción de que tanto las células germinales fetales como las
prepuberales también expresan GATA4 (Ketola y col., 2000). De igual forma,
en el ovario adulto también hay expresión de GATA4, principalmente en las
células foliculares y de la teca (Laitinen y col., 2000).

Los datos existentes sobre la regulación de la expresión de GATA4 son
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muy escasos. Se ha propuesto que FSH podŕıa activar a este gen de forma
indirecta, al menos en el ovario humano, por asociación de mutaciones en el
receptor de FSH con niveles muy reducidos de protéına GATA4 (Vaskivuo y
col., 2002).

En relación con su actuación en la célula, se ha comprobado que para
que los factores GATA ejerzan su función es necesario que interaccionen
f́ısicamente con otras protéınas, como los miembros de la familia FOG (friend
of GATA) (Cantor y Orkin, 2001; Crispino y col., 2001). Teniendo en cuenta
ésto, y debido a que los ratones knock–out para Gata4 mueren antes de la
formación del primordio gonadal por fallos cardiovasculares (Kuo y col., 1997;
Molkentin y col., 1997), se obtuvieron ratones transgénicos que portaban un
gen Gata4 modificado, el cual codifica una protéına que no puede unirse con
Fog2 (Crispino y col., 2001). Estos ratones sobreviven hasta los 13.5 dpc,
de manera que puede estudiarse la influencia del complejo Gata4/Fog2 en los
primeros estadios del desarrollo gonadal. Se observó que los homocigotos para
este alelo modificado muestran una reducción significativa de la expresión de
Sry durante la determinación sexual, acompañada de deficiencias severas en
el desarrollo del test́ıculo (Tevosian y col., 2002). Los bajos niveles de protéına
Sry provocaban que no se expresasen genes de la ruta masculina en las células
de Sertoli, aśı como genes que codifican enzimas de la śıntesis esteroidea en
las células de Leydig. Estas observaciones, junto con la identificación de una
diana para Gata4 en el promotor de Sry, hacen pensar que la interacción f́ısica
de GATA4 y FOG2 es imprescindible en la determinación del sexo masculina
(Tevosian y col., 2002).

La primera diana directa de GATA4 que se identificó fue el promotor del
gen AMH (Viger y col., 1998). En este caso, GATA4 podŕıa cooperar con SF1
para formar un complejo activador de la transcripción de AMH (Tremblay
y Viger, 1999; Watanabe y col., 2000). Esta asociación podŕıa ser inhibida
por DAX1 (Tremblay y Viger, 2001b) y, aunque no se han descrito casos de
mutaciones de GATA4 en humanos, hay evidencias de que la inactivación de
esta cooperación puede dar lugar a anomaĺıas en la diferenciación masculina
por niveles insuficientes de AMH (Tremblay y Viger, 2003a). Asimismo, parece
ser que FOG2 reprime la función activadora de GATA4 sobre AMH (Anttonen
y col., 2003; Tremblay y col., 2001).

Además del promotor de SRY y AMH, se han localizado dianas de GATA4
en los promotores de otros marcadores moleculares de las células de Sertoli,
como SF1 (Tremblay y Viger, 2001a) y DMRT1 (Lei y Heckert, 2004).

Todos estos estudios indican que GATA4 es un gen maestro en la
regulación de genes implicados en la diferenciación de las células de Sertoli y
de Leydig. En este sentido, GATA4 parece desempeñar un papel importante
en el desarrollo temprano del test́ıculo (Tevosian y col., 2002), la diferenciación
sexual masculina (Tremblay y Viger, 2003a) y la esteroidogénesis (Tremblay
y Viger, 2003b).
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Se han encontrado factores GATA que intervienen en la gonadogénesis de
una gran variedad de especies, desde invertebrados a los humanos (Drevet y
col., 1994; Heikinheimo y col., 1997; Ketola y col., 2000; Lossky y Wensink,
1995; Singh y col., 1994; Spieth y col., 1991; Viger y col., 1998; Yomogida
y col., 1994), sugiriendo que su papel funcional en las gónadas ha sido
conservado durante la evolución. En mamı́feros, se han descrito 6 factores
GATA, de los que 4 de ellos se expresan en las gónadas: GATA1 (Ito y
col., 1993; Yomogida y col., 1994), GATA2 (Siggers y col., 2002), GATA4
(Heikinheimo y col., 1997; Viger y col., 1998) y GATA6 (Heikinheimo y col.,
1997; Ketola y col., 1999). En general, estos cuatro factores GATA están
presentes en los tipos celulares somáticos principales de la gónada, excepto
Gata2, que se expresa espećıficamente en las células germinales del ovario del
ratón durante un pequeño periodo en el desarrollo embrionario temprano
(Siggers y col., 2002) y GATA4, el cual, además de ser un marcador de
células somáticas, también se ha visto que se expresa intensamente en células
germinales fetales y prepuberales del test́ıculo humano (Ketola y col., 2000).

FOG2

La familia de protéınas FOG (friend of GATA) incluye una serie de
factores de transcripción que se caracterizan por presentar múltiples dedos
de cinc y dominios represores de la transcripción (Fox y col., 1999; Lin y
col., 2004; Tevosian y col., 1999; Tsang y col., 1997). Aunque, al parecer, los
factores FOG no tienen la capacidad de unirse al ADN, pueden actuar como
cofactores de las protéınas GATA aumentando o disminuyendo su actividad
según el contexto celular (Fox y col., 1999; Holmes y col., 1999; Lu y col.,
1999; Robert y col., 2002; Tsang y col., 1997). La actividad represora que
estos factores realizan sobre las protéınas GATA se debe tanto al dominio de
represión como a la unión que pueden formar en su extremo carboxilo con el
potente correpresor transcripcional CtBP–2 (C–terminal binding protein–2 )
(Holmes y col., 1999; Lin y col., 2004; Svensson y col., 2000; Turner y Crossley,
1998).

La primera protéına FOG se describió como un cofactor de GATA1 en la
hematopoyesis (Tsang y col., 1997). Poco después, se identificó un segundo
factor FOG, al que se denominó FOG2, que también pod́ıa formar complejos
con protéınas GATA y que interveńıa en la diferenciación del corazón, las
neuronas y las gónadas (Tevosian y col., 1999).

FOG2, también conocido como ZFPM2 (zinc finger protein multitype 2 ),
se encuentra en la banda 8q23.1 del cromosoma 8 humano. Alteraciones
de este locus han sido asociadas con anomaĺıas congénitas en el diafragma
(Ackerman y col., 2005; Temple y col., 1994). El gen de ratón codifica un
factor nuclear que contiene ocho dedos de cinc y un dominio de represión
transcripcional. Esta protéına se une f́ısicamente a Gata4 por su extremo
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amino–inicial (Lin y col., 2004; Svensson y col., 1999, 2000).

En ratón, Fog2 se expresa en la cresta genital XX y XY a los 10.5 dpc.
En el desarrollo ovárico, se observa expresión en las células somáticas a partir
de los 12.5 dpc, con un patrón similar al descrito por Anttonen y col. (2003)
para Gata4, manteniéndose hasta el ovario adulto, en donde se localiza en
las células foliculares y de la teca. En la gónada XY, la expresión de Fog2
se observa en las células de Sertoli a los 12.5 dpc, aunque, en contraste
con la gónada XX, ésta va disminuyendo conforme avanza el desarrollo
testicular. A los 13.5 dpc la presencia de Fog2 en las células de Sertoli es
considerablemente baja, mientras que la de Gata4 y Amh aumenta. Dos d́ıas
después ya no se detecta expresión de Fog2 en los núcleos de las células
que están expresando Amh y ésta sólo se observa en las células de la túnica
albuǵınea y unas pocas células intersticiales. Después del nacimiento, Fog2 se
expresa abundantemente en las células de Sertoli hasta la tercera semana de
vida, volviendo a reactivarse ćıclicamente en los túbulos semińıferos que se
encuentran las etapas VII–XII de la espermatogénesis (Anttonen y col., 2003;
Ketola y col., 2002).

Ratones deficientes del gen Fog2 mueren a los 13.5 dpc por problemas en
el desarrollo del sistema cardiovascular y, al igual que en los casos en los que
no hay una copia activa de Gata4, se producen anomaĺıas en el desarrollo
testicular (Tevosian y col., 2000). Este fenotipo gonadal se debe, como ya
se ha comentado, al bloqueo de la función reguladora de la expresión de
Sry que desempeña el complejo Gata4/Fog2 durante las etapas tempranas
de la gonadogénesis (Tevosian y col., 2002). Estas observaciones hicieron
que, en principio, se propusiese a FOG2 como otro factor implicado en la
ruta de diferenciación masculina; sin embargo, cuando se verificó que su
expresión disminúıa en la gónada XY coincidiendo con la activación de AMH,
se concluyó que su actuación en la diferenciación del test́ıculo deb́ıa estar
reducida únicamente al determinismo del sexo masculino.

Aunque, como se verá más adelante, el dimorfismo existente en la
expresión de AMH entre machos y hembras está bastante bien estudiado,
no está claro cómo son reducidos los niveles de esta hormona en las células de
Sertoli post–natales. En este sentido, se ha sugerido que FOG2 podŕıa llevar
a cabo esta función, debido a que niveles altos de esta protéına causan un
descenso notable en la actividad del promotor de AMH en cultivos primarios
de células de Sertoli (Tremblay y col., 2001). Asimismo, la expresión de FOG2
en el desarrollo ovárico hace pensar en que esta protéına pueda tener un papel
en la represión de AMH en hembras (Anttonen y col., 2003).

La familia FOG también está muy conservada, habiéndose mostrado
hasta ahora ser fundamental en la hematopoyesis y el desarrollo del sistema
cardiovascular de invertebrados, peces, aves, anfibios y mamı́feros (Deconinck
y col., 2000; Fossett y col., 2001; Huggins y col., 2001; Tevosian y col., 2000;
Tsang y col., 1998; Walton y col., 2006).
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Otros genes

En los últimos años, estudios realizados en ratón han añadido nuevos
candidatos a la compleja red de factores implicados en el desarrollo temprano
y supervivencia de la gónada. Algunos de estos genes provocan reversión
sexual cuando son retirados del genoma, como M33, cuya alteración causa
defectos en el desarrollo gonadal, sin regresión gonadal o apoptosis, con una
alta tasa de reversión sexual de macho a hembra. Este gen está involucrado
en el remodelado de la cromatina, pero su función exacta en la diferenciación
gonadal no se conoce aún (Katoh-Fukui y col., 1998).

Una triple mutación en los genes Ir (insulin receptor), Igf1r (insulin–like
growth factor receptor 1 ) e Irr (insulin receptor–related receptor) también
provoca reversión sexual en ratones XY (Nef y col., 2003). En este caso,
se produce una expresión normal de Sry pero no se expresan los marcadores
moleculares de las células de Sertoli, probablemente por una baja proliferación
de las células somáticas de la cresta genital.

Lhx9 (LIM homeobox gene 9 ) codifica un factor de transcripción cuya
ausencia produce fallos en la proliferación celular y regresión de las gónadas
sobre los 13 dpc. Este gen podŕıa estar implicado en la regulación de la
expresión de Sf1 o de la proliferación de las células somáticas del epitelio
celómico positivas para Sf1 (Birk y col., 2000).

La protéına Pod1 (podocite protein 1 ) es un factor de transcripción de
tipo hélice–giro–hélice que actúa en la diferenciación de los podocitos y en la
organogénesis del riñón y el pulmón (Quaggin y col., 1999). Se ha localizado
expresión de Pod1 en las células intersticiales del la gónada XY. Los ratones
knock–out para este gen presentan gónadas poco desarrolladas y no se observa
diferencia en el tracto urogenital de ambos sexos (Cui y col., 2004).

Asimismo, mutaciones en el gen Emx2 (empty espiracles gene 2 ) causan
regresión de las gónadas a los 13.5 dpc, de forma similar a lo observado en
los casos en los que no se expresa Wt1, Sf1 y Lxh9 (Miyamoto y col., 1997).

Por último, otros genes recientemente implicados en el desarrollo gonadal
son Mro (maestro gene) (Smith y col., 2003), Pn1 (protease nexin gene
1 ) (Grimmond y col., 2000) y Vn1 (Vanin gene 1 ) (Bowles y col., 2000a;
Grimmond y col., 2000). Los tres se expresan en el primordio gonadal
XY. Posteriormente, Mro continúa expresándose en las células de Sertoli y
germinales del test́ıculo, mientras que Pn1 y Vn1 se expresan exclusivamente
en las células de Sertoli.
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2.3.2. Genes implicados en el determinismo del sexo y

la diferenciación gonadal

En la segunda mitad del siglo XX se realizaron grandes esfuerzos encami-
nados a la identificación de un gen maestro responsable de la determinación
del sexo en mamı́feros. Estudios en ratón y humano mostraban que el de-
terminismo masculino estaba relacionado directamente con el cromosoma Y
(Ford y col., 1959; Welshons y Russell, 1959; Jacobs y Strong, 1959), por lo
que se propuso que en dicho cromosoma deb́ıa existir un locus responsable de
inducir el desarrollo testicular. A ese hipotético gen determinante de test́ıcu-
lo se le denominó TDF (testis determinig factor) en humano y Tdy (testis
determining gene on the Y ) en ratón.

Una vez aceptada la existencia de TDF, comenzó una intensa búsqueda de
posibles genes cuya expresión coincidiese con el momento de la diferenciación
testicular de la gónada y cuya alteración provocase reversión sexual. En este
sentido, se propusieron candidatos como el ant́ıgeno H-Y (histocompatibility-
Y antigen) (Wachtel y col., 1975), la secuencia repetida BKM (banded krait
minor satellite DNA) (Chandra, 1984, 1985) y ZFY (zinc finger Y gene)
(Page y col., 1987), pero fueron rechazados debido a que no cumpĺıan todos
los requisitos para ser TDF.

La elaboración de mapas de deleción indicó que TDF deb́ıa estar situado
próximo al ĺımite con la región pseudoautosómica (Guellaen y col., 1984;
Palmer y col., 1989). De esta manera, la búsqueda finalizó en 1990 con el
descubrimiento del gen SRY en el genoma humano (Sinclair y col., 1990) y
en el de ratón (Gubbay y col., 1990). El análisis de hembras XY con el gen SRY
mutado (Berta y col., 1990; Jager y col., 1990; Harley y col., 1992; Hawkins y
col., 1992) y la obtención de ratones transgénicos XX con fenotipo masculino
(Koopman y col., 1991), a los que se les hab́ıa insertado un fragmento de 14
Kb que inclúıa a Sry, confirmó que SRY equivaĺıa efectivamente a TDF.

SRY

El gen SRY pertenece a la familia génica SOX (SRY-related HMG box ),
cuyos miembros desempeñan un papel fundamental en la organogénesis de
vertebrados (Wegner, 1999). Los genes SOX codifican factores de transcrip-
ción que se caracterizan por presentar un dominio de unión al ADN de 79
aminoácidos conocido como caja HMG (high-mobility group) (Sinclair y col.,
1990) que tiene una gran homoloǵıa con el de protéınas no histónicas de alta
movilidad asociadas al ADN (Jantzen y col., 1990). Esta familia génica está a
su vez subdividida en 12 grupos en función de homoloǵıas adicionales fuera
de la caja HMG (Bowles y col., 2000b).

La protéına SRY está presente sólo en mamı́feros y presenta una localiza-
ción nuclear (Poulat y col., 1995; Salas-Cortes y col., 1999). La caja HMG de
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SRY se une a la secuencia consenso (A/T)AACAA(T/A) (Harley y col., 1994;
Pollock y Treisman, 1990), induciendo una curvatura en el ADN que oscila
entre 60 ◦ en humano y 85 ◦ en ratón (Ferrari y col., 1992; Giese y col., 1992,
1994). Se han identificado dos señales de localización nuclear (NLS) situadas
a ambos extremos de la caja HMG que están conservadas en otros miembros
de la familia SOX y que podŕıan intervenir en el transporte de la protéına a
través de la membrana nuclear (Li y col., 2001; Sudbeck y Scherer, 1997). El
dominio NLS del extremo carboxilo (C-NLS) se une a la importina β (Forwood
y col., 2001), mientras que el que se encuentra en el extremo amino (N-NLS)
se une a la calmodulina (Harley y col., 1996; Sim y col., 2005). Aunque la
caja HMG está muy conservada en los mamı́feros, el resto de la protéına SRY
no presenta homoloǵıa entre las diferentes especies, incluso aunque estén muy
emparentadas (Koopman, 1999).

En ratón, Sry se expresa en una estrecha ventana temporal. Este gen
comienza a expresarse a los 10.5 dpc en las células somáticas (pre–Sertoli) de
la cresta genital y alcanza un pico de expresión a los 11.5 dpc, coincidiendo
con el comienzo de la diferenciación de las células de Sertoli. Esta expresión
se mantiene hasta los 12.5 dpc, momento en el cual disminuye rápidamente
hasta desaparecer (Hacker y col., 1995; Jeske y col., 1995; Koopman y col.,
1990). Se ha observado que la expresión de Sry en ratón ocurre desde el centro
hacia los polos del primordio gonadal, en una onda dinámica a través del eje
antero–posterior (Bullejos y Koopman, 2001).

En humanos, la expresión de SRY se observa por primera vez en el
primordio gonadal XY a los 41 dpo, detectándose un pico durante el periodo
en el que ocurre la determinación sexual masculina, sobre los 44 dpo (sexta
semana de gestación). Al contrario que en ratón, los transcritos de SRY
persisten a bajos niveles durante el desarrollo embrionario, localizándose en
el interior de los núcleos de las células de Sertoli en la décimo octava semana
de gestación (Hanley y col., 2000).

Con respecto a su regulación, se sabe que las protéınas FOG2, GATA4 y
la isoforma +KTS de WT1 están implicadas de alguna manera la modulación
transcripcional o post-transcripcional de SRY (Hammes y col., 2001; Tevosian
y col., 2002). Por otro lado, el control de la translocación de SRY al núcleo
v́ıa importina β y calmodulina debe ser esencial, puesto que mutaciones en
los dominios NLS producen reversión sexual en individuos XY (Forwood y
col., 2001; Harley y col., 2003; Sim y col., 2005). También se ha propuesto
que la actividad de unión al ADN de la caja HMG está regulada mediante
fosforilación por medio de la quinasa de la protéına A dependiente de AMPc
(Desclozeaux y col., 1998). Estudios recientes muestran que la protéına SRY
interacciona con la histona acetiltransferasa p300 (HAp300) y la histona
desacetilasa 3 (HDAC3) in vitro (Thevenet y col., 2004). Ambas protéınas
se expresan en las células somáticas de la cresta genital de humano y ratón
a la misma vez que SRY, por lo que podŕıa pensarse que SRY, además,
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está regulado por un sistema de acetilación/desacetilación.

En relación con la función de SRY, su patrón de expresión es coherente
con el de un gen regulador maestro que pone en marcha la cascada génica
implicada en la diferenciación testicular; no obstante, a pesar de que ha pasado
ya más de una década desde su identificación, aún no se conoce cómo actúa
exactamente y cuales son sus posibles dianas directas. Estudios de expresión
de genes en células somáticas de la cresta genital revelan una extensa red de
candidatos a ser regulados por SRY, como SOX9, DHH (desert hedgehog),
FGF9 (fibroblast growth factor 9 ) y PGDS (prostaglandin D synthase)
(Beverdam y Koopman, 2006). Algunos autores han descrito una posible
cooperación entre SRY y WT1, de forma que ambas protéınas formaŕıan
un complejo que permitiŕıa a SRY realizar su función como regulador de la
transcripción (Matsuzawa-Watanabe y col., 2003). Asimismo, los marcados
efectos que causa SRY en la estructura del ADN (Werner y col., 1995) sugieren
a otros autores que esta protéına podŕıa actuar permitiendo la unión y el
acceso de un complejo activador de la transcripción de genes implicados en el
desarrollo testicular a su diana en el ADN (Bewley y col., 1998). Este complejo
podŕıa estar formado por las protéınas KRAB–0 (Kruppel associated box–
0 ), KAP1 (KRAB–associating protein 1 ) y HP1 (heterochromatin protein 1 )
(Oh y col., 2005). La propiedad de SRY de producir curvatura en el ADN
es fundamental en su papel como factor determinante de test́ıculo, debido a
que las mutaciones que la alteran resultan en casos de reversión sexual en
humanos (Pontiggia y col., 1994).

Aunque se han encontrado trascritos de SRY en diferentes tejidos fetales
y adultos (Capel y col., 1993; Clepet y col., 1993; Salas-Cortes y col., 1999),
el hecho de que los individuos XY con mutaciones en este gen presenten un
fenotipo femenino normal hace suponer que su actuación se limita únicamente
al determinismo del sexo masculino.

SOX9

Otro de los genes SOX más estudiado es SOX9 que, junto a SOX8
y SOX10, pertenece al subgrupo E (Bowles y col., 2000b). Mutaciones en
heterocigosis de SOX9 producen displasia campomélica (CD, campomelic
dysplasia), una osteocondrodisplasia caracterizada por una malformación
de los huesos largos y deficiencias en diversos órganos como óıdo interno,
cerebro, páncreas y corazón (Houston y col., 1983; Mansour y col., 1995,
2002). Se observó que un alto porcentaje de los pacientes XY con CD
presentaban también defectos en el desarrollo testicular e incluso reversión
sexual completa (Houston y col., 1983). La localización cromosómica de los
loci de la displasia campomélica (CMPD1) y la reversión sexual asociada
(SRA1) fueron descritos en la misma región cromosómica en humanos
(17q24.3-q25.1) por Tommerup y col. (1993). Al cartografiar esta región se
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identificó el gen SOX9 como el responsable de ambos śındromes (Foster y
col., 1994; Wagner y col., 1994). Posteriormente, se encontraron duplicaciones
cromosómicas que conteńıan el locus de SOX9 en pacientes XX con reversión
sexual (Huang y col., 1999), lo que confirmó la hipótesis del papel de SOX9
en los procesos de determinación del sexo en humanos.

El gen SOX9 humano posee dos intrones. La protéına SOX9 tiene un
tamaño de 509 aminoácidos y su estructura es la t́ıpica de un factor de
transcripción con un dominio de unión al ADN, la caja HMG, situado entre los
aminoácidos comprendidos en las posiciones 104–182 y tiene una homoloǵıa
del 71 % con la caja HMG del SRY. En el extremo carboxi–terminal de la
protéına hay una región rica en prolina, glutamina y serina, similar a los
dominios de trans–activación de los factores de transcripción (Foster y col.,
1994). Como en SRY, la protéına SOX9 contiene dos dominios NLS y, además,
una señal de exportación nuclear (NES) dependiente de CRM1 (chromosomal
region maintenance 1 protein). Estos dominios también podŕıan actuar en el
transporte de la protéına a través de la membrana nuclear (Gasca y col.,
2002; Sudbeck y Scherer, 1997). La caja HMG, al igual que la de SRY y otras
protéınas SOX, se une a las secuencias consenso AACAAT y AACAAAG, pero
también a las secuencias ATGAAT y CACAAT que están en el intensificador
espećıfico de condrocito en el primer intrón del gen COL2A1 de colágeno de
tipo II humano (Bell y col., 1997).

SOX9 es un factor de transcripción que interviene en la determinación
sexual, el desarrollo de diferentes órganos y la condrogénesis, actuando en
diferentes pasos de la diferenciación del cart́ılago (Akiyama y col., 2002;
Mansour y col., 2002). Se ha identificado un tercer dominio conservado,
anterior a la caja HMG, que es requerido para la dimerización de SOX9
en presencia de intensificadores en genes involucrados en la diferenciación
de los condrocitos. Al parecer, la dimerización cooperativa de SOX9 es
necesaria para activar promotores de la condrogénesis pero no interviene en
el determinismo del sexo. Por tanto, mutaciones en este dominio podŕıan
explicar los casos de CD sin reversión sexual (Bernard y col., 2003; Sock y
col., 2003).

En relación con el papel de SOX9 en el determinismo del sexo, mutaciones
en heterocigosis de este gen en humanos causan reversión sexual parcial
o completa en individuos XX (Foster y col., 1994; Wagner y col., 1994),
no habiéndose descrito casos de mutaciones en homocigosis. En ratón, sin
embargo, la pérdida de una dosis de Sox9 no provoca reversión sexual aunque
los heterocigotos no son viables (Bi y col., 2001). Embriones generados
con mutaciones en homocigosis mueren poco después de los 11,5 dpc por
defectos cardiovasculares (Akiyama y col., 2004), por lo que para estudiar la
haploinsuficiencia de Sox9 en ratón se han desarrollado estudios con mutantes
condicionados, en los que no se expresa Sox9 en las gónadas, produciéndose
reversión sexual completa en ratones XX, probablemente por la no regulación
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de genes de la ruta femenina como Wnt4 y Foxl2 (Barrionuevo y col., 2006).

Estos datos sugieren que SOX9 es uno de los primeros genes que se
activan en el desarrollo gonadal y que, al igual que SRY, es suficiente para
inducir una determinación del sexo masculina y producir reversión sexual
completa en hembras (Bishop y col., 2000; Huang y col., 1999; Vidal y col.,
2001). El hecho de que se exprese poco después de que lo haga SRY en el
mismo tipo celular, las células pre–Sertoli (Kent y col., 1996), ha llevado ha
pensar en la posibilidad de que SRY regule directa o indirectamente a SOX9
(Canning y Lovell-Badge, 2002), aunque todav́ıa no se ha determinado la
relación existente entre ambos genes. Recientemente, se ha comprobado que
WT1 podŕıa estar implicado en la regulación de la expresión de SOX9 en
las primeras etapas del desarrollo gonadal (Gao y col., 2006) y que FGF9
ayudaŕıa a mantener esta expresión después de la determinación sexual (Kim
y col., 2006). Por otro lado, WNT4 parece actuar como inhibidor de SOX9
(Kim y col., 2006).

Existe gran controversia sobre la función concreta de SOX9 en las
etapas tempranas del desarrollo gonadal, siendo varias las hipótesis que se
barajan actualmente. Estudios en gónadas de ratón y humanas muestran una
localización citoplasmática de la protéına en células somáticas del primordio
gonadal de ambos sexos (sexta semana de gestación en humano y 10,5 dpc
en ratón) que, posteriormente, pasa a ser nuclear en la gónada XY mientras
que en la gónada XX desaparece, manteniéndose este patrón hasta la edad
adulta (de Santa Barbara y col., 2000; Kent y col., 1996; Morais da Silva y
col., 1996). Según estos estudios, la regulación de la distribución subcelular
de SOX9 seŕıa esencial en el determinismo del sexo y estaŕıa controlada por
los dominios NLSs y NES (Gasca y col., 2002; Sudbeck y Scherer, 1997).
En los estadios tempranos del desarrollo gonadal, la protéına SOX9 seŕıa
importada al núcleo de las células pre–Sertoli por medio de un sistema Ca-
Calmodulina y un receptor de membrana, la importina β. En el primer caso,
el complejo SOX9/Calmodulina se formaŕıa mediante el NLS del extremo
amino y produciŕıa un cambio conformacional en la protéına que facilitaŕıa
su importación en el núcleo. Por otro lado, el NLS del extremo carboxilo
seŕıa reconocido por la importina β que transportaŕıa a SOX9 al interior del
compartimento nuclear. Ambos mecanismos contribuiŕıan de igual manera en
este proceso (Argentaro y col., 2003; Preiss y col., 2001). Estudios recientes
muestran que la importación nuclear v́ıa importina β se induciŕıa por medio
del sistema prostaglandina D2 (PGD2), que fosforilaŕıa a la protéına SOX9
mediante activación de la quinasa de protéına A dependiente de AMPc (Malki
y col., 2005b). En este sentido, la pérdida de la translocación celular produciŕıa
un fenotipo de reversión sexual en gónadas XY, de tal manera que para que
se active la ruta masculina SOX9 debeŕıa pasar al núcleo, mientras que la
ruta femenina requeriŕıa una permanencia de esta protéına en el citoplasma
(Argentaro y col., 2003). Aunque los mecanismos que retendŕıan la protéına en
los distintos compartimentos celulares no se han descrito todav́ıa, Malki y col.
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(2005a) han observado una reorganización del citoesqueleto y una interacción
fosfodependiente con la protéına SOX9 en las células Sertoli. Según este
estudio, la tubulina se dispone en el polo basal de las células Sertoli, mientras
que queda dispersa en el resto de lineas celulares aśı como en gónadas XX.

Por el contrario, otros estudios no detectan localización citoplasmática de
SOX9 en ningún estadio y proponen que ésta solo ocurre en el núcleo de las
células pre–Sertoli una vez que ya han tomado esa v́ıa de desarrollo, en la
séptima semana de gestación en humano y 11,5 dpc en ratón (Sekido y col.,
2004; Wilhelm y col., 2005).

Adams y McLaren (2002) observaron que PGD2 masculiniza parcialmente
gónadas femeninas en cultivos debido, probablemente, a que las células
gonadales XX de tipo epitelial son forzadas a desarrollarse como células de
Sertoli. Basándose en lo anterior, se ha desarrollado un modelo mediante el
cual SRY podŕıa activar la expresión de SOX9 v́ıa PGD2 de manera paracrina
e incluso autocrina, lo que apoyaŕıa algunas observaciones en las que se detecta
presencia de SOX9 sin expresión previa de SRY (Wilhelm y col., 2005). Esta
función paracrina podŕıa ser reforzada por las células germinales, las cuales
también expresan PGD2 (Adams y McLaren, 2002).

En lo referente al desarrollo del test́ıculo, SOX9 podŕıa actuar como
activador transcripcional en las células de Sertoli regulando la expresión de
otros genes implicados en el determinismo del sexo y la diferenciación sexual,
como AMH, en cuya activación podŕıa interaccionar con SF1 (Arango y col.,
1999; Chaboissier y col., 2004; De Santa Barbara y col., 1998), y SOX8 que,
a su vez, reforzaŕıa la expresión de SOX9 en un proceso de retroalimentación
positiva (Chaboissier y col., 2004). Se ha observado que la expresión de Sry
continúa en gónadas XY de ratón deficientes en Sox9 (Chaboissier y col.,
2004; Sekido y col., 2004), sugiriéndose que la protéına Sox9 podŕıa ser la
responsable de la rápida desaparición de Sry sobre los 12,5 dpc (Wilhelm y
col., 2005).

Recientemente, Notarnicola y col. (2006) han propuesto una posible
influencia de Sox9 en el desarrollo del foĺıculo en el ovario adulto de ratón,
fundamentándose en la presencia de esta protéına en el núcleo de las células
de la teca interna.

SOX9 es un gen altamente conservado en mamı́feros, aves, reptiles y peces
(Chiang y col., 2001; Morais da Silva y col., 1996; Pask y col., 2002; Spotila
y col., 1998). En este sentido, fue uno de los primeros genes descritos con un
papel conservado en especies con mecanismos de determinación sexual tanto
cromosómica como ambiental (Spotila y col., 1998).

En aves y reptiles, al igual que en mamı́feros, SOX9 se expresa durante el
desarrollo gonadal en el test́ıculo, quedando reprimido en el ovario (Morais da
Silva y col., 1996; Moreno-Mendoza y col., 1999); no obstante, aunque actúa
en múltiples puntos en la diferenciación testicular, parece ser que sólo algunas
de esas funciones han sido conservadas durante la evolución; por ejemplo, la
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expresión del gen AMH está regulada por SOX9 en mamı́feros, pero en el
pollo y el caimán SOX9 se expresa después de que lo haga AMH (Sinclair y
col., 2002).

En peces teleósteos se han aislado varios ortólogos de SOX9 con diferente
patrón de expresión tanto espacial como temporal; por ejemplo, en el pez
cebra, SOX9a se expresa en el test́ıculo mientras que SOX9b lo hace en el
ovario (Chiang y col., 2001) y, en medaka, se ha identificado un ortólogo que
no está implicado en la determinación del sexo pero podŕıa estar relacionado
con el mantenimiento del desarrollo del test́ıculo (Nakamoto y col., 2005).

De Falco y col. (2003) han detectado una posible influencia de Sox100B, un
gen ortólogo de SOX9 que presenta una homoloǵıa del 80 % en la caja HMG,
en el desarrollo del test́ıculo de D. melanogaster, lo que supone un ejemplo
más de la importancia que ha mantenido este gen durante la evolución.

DAX1

En humanos, duplicaciones de una región de 160 Kb en el brazo p del
cromosoma X provocan disgenesia gonadal y desarrollo de genitales externos
ambiguos o femeninos (Bardoni y col., 1994). Esta situación es conocida
como reversión sexual sensible a dosis (DSS, dosage–sensitive sex–reversal).
Alternativamente, deleciones de este locus o mutaciones puntuales en su
interior causan hipoplasia adrenal congénita ligada al X (AHC, X–linked
adrenal hypoplasia congenita), una enfermedad que produce insuficiencia
adrenal e hipogonadismo hipogonadotrópico en individuos XY (Zanaria y
col., 1994). Al analizar esta región se identificó un gen implicado en estas
anomaĺıas al que se le denominó DAX1 (DSS–AHC critical region on the X
chromosome, gene 1 ) (Muscatelli y col., 1994; Zanaria y col., 1994).

DAX1, también conocido como NR0B1 (nuclear receptor subfamily type
0, group B, member 1 gene), es un gen ligado al sexo que se localiza en la
banda Xp21 (Bardoni y col., 1994; Zanaria y col., 1994). Está compuesto por
2 exones que codifican una protéına de 470 aminoácidos, la cual pertenece
a la familia de los receptores nucleares (Bae y col., 1996). En el extremo
carboxi–terminal, la protéına presenta un dominio de unión a ligando (LBD,
ligand–binding domain) similar al del resto de los miembros de la familia. En
la región amino–inicial existe un dominio de unión al ADN, formado por 3.5
repeticiones de una secuencia de 65–67 aminoácidos, que contiene dos dedos
de cinc (Guo y col., 1996; Lalli y col., 2000). Además, la protéına DAX1 tiene
dos dominios silenciadores de la transcripción situados a ambos lados del LBD
(Lalli y col., 1997).

Se han identificado dos correpresores, NCoR (nuclear co–repressor) y
Alien, que podŕıan interaccionar con estas regiones silenciadoras para formar
complejos implicados en la inactivación de promotores (Altincicek y col., 2000;
Crawford y col., 1998), de los cuales Alien presenta una localización testicular
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(Schaefer y col., 1999). Por otro lado, DAX1 también podŕıa tener un papel
en la regulación post–transcripcional, uniéndose directamente al ARNm y a
los polirribosomas (Lalli y col., 2000).

La expresión de DAX1 está ı́ntimamente relacionada con la de SF1.
Estudios en ratón muestran una expresión conjunta de ambos genes en los
tejidos en desarrollo y adultos de las glándulas adrenales, las gónadas, el
hipotálamo y la glándula pituitaria (Ikeda y col., 1996), indicando que DAX1
también interviene en el eje hipotálamo–hipófisis–gónada. En relación con
su actividad durante la gonadogénesis, Dax1 se expresa en el primordio
gonadal de ambos sexos poco después de que lo haga Sf1. En la gónada XY,
su expresión aumenta significativamente en las células de Sertoli a los 12.5
dpc. Esta expresión disminuye rápidamente pero vuelve a incrementarse en
las células intersticiales entre los 13.5 y los 17.5 dpc. En la gónada XX, la
expresión de Dax1 aumenta entre los 12.5 y los 14.5 dpc y después comienza
a descender (Ikeda y col., 2001).

En humanos, se detecta una expresión sutil de DAX1 en la cresta
genital tanto XY como XX, que continúa constante mientras la gónada
permanece indiferenciada. En la diferenciación testicular, esta expresión se
localiza principalmente en las células de Sertoli de los cordones testiculares
en formación a los 52 dpo. De igual forma, DAX1 se expresa en las células
somáticas del ovario en desarrollo. Estos bajos niveles continúan observándose
en el test́ıculo y el ovario fetales a las 18 y 15 semanas de gestación
respectivamente (Hanley y col., 2000).

Se ha propuesto que la protéına WNT4 puede estimular la expresión
de DAX1, de forma directa o indirecta, debido a que se ha encontrado
sobreexpresión de este gen en individuos que portan una duplicación de
WNT4 (Jordan y col., 2001; Mizusaki y col., 2003). Además, algunas
isoformas –KTS de WT1 parecen estar implicadas en la activación del
promotor de DAX1 durante las etapas tempranas de la gonadogénesis (Kim
y col., 1999).

Se ha comprobado que DAX1 interviene en la esteroidogénesis. Estudios in
vitro indican que esta protéına antagoniza la función activadora de SF1 sobre
genes implicados en la śıntesis de hormonas esteroideas (Gurates y col., 2003).
En este sentido, los casos de AHC podŕıan estar causados por mutaciones en
el dominio LBD del extremo carboxilo, que provocaŕıan una disminución de
dicho efecto antagonista (Achermann y col., 2001; Ito y col., 1997). De la
misma manera, las interacciones entre SF1 y DAX1 en el desarrollo gonadal
podŕıan ser similares a las descritas en la esteroidogénesis. Se han realizado
estudios en cultivos celulares que muestran que DAX1 reprime la cooperación
entre SF1 y las protéınas WT1 y GATA4 en la activación del promotor
de AMH (Nachtigal y col., 1998; Tremblay y Viger, 2001b). Pero, aunque
estos datos indican que DAX1 antagoniza la función de SF1 tanto en la
esteroidogénesis como en la gonadogénesis, observaciones más recientes in
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vivo contradicen esta idea. Paradójicamente, estos experimentos muestran
una cooperación entre ambas protéınas para activar genes de la ruta masculina
en las células somáticas de la gónada XY (Park y col., 2005).

El posible papel de DAX1 en el desarrollo gonadal ha estado inmerso
en una gran controversia en los últimos años. En principio, el estudio de
pacientes con DSS hizo que se le asignase a DAX1 una función anti–test́ıculo.
Los individuos con este śındrome tienen un cariotipo 46XY y no desarrollan
test́ıculos. Como ya se ha comentado, estos pacientes tienen duplicada una
región de 160 KB en el cromosoma X. Esta región, además del gen DAX1,
contiene genes de la familia DAM (DSS–AHC critical interval MAGE ) que
están relacionados con la familia MAGE (melanoma antigen gene family),
cuyos miembros codifican ant́ıgenos asociados a tumores (Bardoni y col.,
1994). Jiménez y col. (1996b) propusieron una hipótesis según la cual DAX1
antagonizaŕıa la función de SRY en una actuación dependiente de dosis. Esta
idea fue apoyada por experimentos posteriores en ratones que expresaban
Dax1 a niveles muy superiores a los normales y que mostraban retraso en
el desarrollo testicular y reversión sexual de macho a hembra (Swain y col.,
1998). No obstante, los casos de AHC pońıan en duda estas afirmaciones,
debido a que estos pacientes tienen delecionada una copia de DAX1 y,
aunque no muestran reversión sexual, presentan anomaĺıas en sus test́ıculos
(Muscatelli y col., 1994).

Recientemente, se han realizado cinco trabajos que han cambiado el
concepto que se teńıa sobre la actuación de DAX1 en el desarrollo gonadal,
sugiriendo que esta protéına, lejos de ser un represor de genes de la ruta
masculina, es necesaria para una correcta diferenciación testicular.

En un primer experimento, Yu y col. (1998) estudiaron el desarrollo
gonadal en ratones que presentaban una deleción en el exón 2 de Dax1, el cual
codifica el dominio LBD (a partir de ahora este alelo se representará con el
signo –). Los machos adultos Dax1–/Y presentaban test́ıculos más pequeños
de lo normal con un pobre desarrollo del epitelio germinativo y pérdidas
eventuales de células germinales. Contrariamente, las hembras homozigotas
para este alelo (Dax1–/–) eran fértiles y mostraban un sistema reproductivo
normal.

Posteriormente, Meeks y col. (2003a) examinaron la embriogénesis de estos
mismos ratones, observando que el desarrollo testicular era normal hasta los
13.5 dpc, en donde algunos cordones testiculares aparećıan desorganizados e
incompletos.

En un tercer estudio, Meeks y col. (2003b) analizaron los efectos del alelo
que conteńıa la deleción en ratones de la cepa Mus musculus poschiavinus Y
chromosome (YPOS), que portan un gen Sry débil (Eicher y col., 1995). Estos
autores observaron que los ratones Dax1–/YPOS sufŕıan reversión sexual
completa.

Dos años después, Bouma y col. (2005) observaron las consecuencias del
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alelo anterior en una cepa de ratones sensibles a cambios en el determinismo
del sexo, denominada B6 (Eicher y col., 1982, 1996; Eicher y Washburn, 1986),
y en otra en la que los ratones XY desarrollan test́ıculos en condiciones
en las que los de la cepa B6 desarrollan ovarios u ovotestes, denominada
D2 (Eicher y col., 1996). Los ratones Dax1–/Y B6 sufren reversión sexual
completa, mientras que los Dax1–/Y D2 desarrollan test́ıculos anormales.
La expresión de Sox9 no está activada en los embriones Dax1–/Y B6, incluso
mostrando unos niveles normales de Sry. El desarrollo ovárico es bloqueado en
los embriones Dax1–/Y B6 si se aumenta la expresión de Sry por adición de un
constructo con múltiples copias de este gen. Además, estos investigadores han
identificado un gen en la parte distal del cromosoma 4, al que han denominado
Tda1 (testis–determining autosomal 1 ), implicado en la reversión sexual de
los ratones B6 XY. Estos resultados les han llevado a proponer que Dax1
regula la expresión de Sox9 junto a Sry y la nueva protéına Tda1.

Finalmente, Park y col. (2005) han analizado las consecuencias de una
pérdida de función de los genes Dax1 y Sf1 en ratones transgénicos para una
copia nula de cada uno de ellos. La pérdida de un alelo activo de Sf1 provoca
una disminución en la expresión de marcadores de las células de Sertoli, como
Dhh y Amh, y de las células de Leydig fetales durante el desarrollo testicular.
Sorprendentemente, una pérdida de función de Dax1 no sólo no compensa los
efectos de la heterocigosis para un alelo nulo de Sf1, sino que los aumenta.
Basándose en estos resultados, han concluido que Dax1 actúa sinérgicamente
con Sf1 durante la gonadogénesis masculina.

El hecho de que una sobreexpresión de DAX1 provoque efectos similares
a una baja expresión (reversión sexual en DSS y desarrollo anormal de los
test́ıculos en AHC), indica DAX1 debe encontrarse en unos niveles adecuados
para ejercer su papel correctamente. Se ha propuesto que los valores superiores
e inferiores a la ventana de expresión óptima de DAX1 alteran su función en
la gonadogénesis masculina (Ludbrook y Harley, 2004). Este rango debe ser
muy sensible y diferente entre distintas especies, debido a que duplicaciones
de este gen causan reversión sexual en humanos y en ratón sólo provocan
defectos en el desarrollo testicular (Swain y col., 1998).

DAX1 también está muy conservado entre los distintos taxones de
animales. Se han identificado ortólogos de este gen tanto en invertebrados
(Alonso y col., 2001), como en aves (Smith y col., 2000), reptiles (Western y
col., 2000), anfibios (Sugita y col., 2001), peces (Wang y col., 2002) y primates
(Patel y col., 2001).
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WNT4

La familia génica WNT (Wingless–related MMTV integration site family)
codifica una serie de protéınas de actuación local que ponen en marcha una
cascada de señales de transducción cuyo último objetivo es la activación
transcripcional de los genes que regulan (Dale, 1998). Estas protéınas
intervienen en diversos procesos del desarrollo, como la gastrulación, el
establecimiento de los ejes del embrión, la polaridad celular, el mantenimiento
y diferenciación de células madre y el desarrollo de diversos órganos (Cadigan
y Nusse, 1997).

El gen WNT4 está situado en el locus 1p36.12 del cromosoma 1 humano
(Peltoketo y col., 2004). Está formado por cuatro intrones y cinco exones
que codifican una protéına de unos 350 aminoácidos (Jordan y col., 2001).
Mutaciones en esta región cromosómica han sido asociadas a varios tipos
de tumores (Yang y col., 2001). Además, pacientes que portan duplicaciones
de este locus muestran diferentes anomaĺıas en el desarrollo sexual, desde
criptorquidia a reversión sexual (Elejalde y col., 1984; Jordan y col., 2001;
Wieacker y col., 1996).

WNT4 interviene en muchos procesos de diferenciación y su deficiencia
causa anomaĺıas en el desarrollo de los riñones, la glándula pituitaria, las
glándulas mamarias y en el sistema reproductivo tanto masculino como feme-
nino. En el desarrollo del sistema genitourinario, esta protéına es necesaria
para la nefrogénesis del riñón metanéfrico y está espećıficamente involucrada
en la formación de los conductos de Müller y el desarrollo del ovario (Stark
y col., 1994; Vainio y col., 1999). Como se ha comentado anteriormente, hay
estudios que indican que WNT4 podŕıa activar el promotor de DAX1 de for-
ma directa o indirecta porque pacientes que tienen duplicada una región que
contiene a WNT4 presentan niveles muy elevados de DAX1 (Jordan y col.,
2001; Mizusaki y col., 2003).

En la gonadogénesis de ratón, Wnt4 se expresa antes de la aparición de la
cresta genital en el mesénquima mesonéfrico. Posteriormente, esta expresión
se localiza en las células somáticas del primordio gonadal de ambos sexos hasta
los 11.5 dpc. A partir de ese momento, los niveles de Wnt4 son incrementados
en la gónada XX y disminuidos en la gónada XY. También se ha observado
expresión de Wnt4 en el conducto de Müller a lo largo de todo el desarrollo
fetal (Vainio y col., 1999).

Con respecto a la regulación de su expresión en la gónada, el promotor de
WNT4 podŕıa ser activado por isoformas –KTS de WT1 (Sim y col., 2002)
y algunos miembros de la familia de protéınas supresoras de tumores P53
(Osada y col., 2006). Asimismo, hay evidencias que indican que SOX9 inhibe
a WNT4, puesto que se ha detectado expresión de Wnt4 a los 12.5 y 15.5
dpc en la gónada XY de ratones transgénicos condicionados que carecen de
Sox9 (Barrionuevo y col., 2006). Además, se ha observado que una expresión
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ectópica de Sox9 en la gónada XX produce un descenso de los niveles de
Wnt4 (Qin y Bishop, 2005).

Para analizar la función concreta de WNT4 en el desarrollo gonadal, se
obtuvieron ratones XY transgénicos que presentaban una sobreexpresión de
Wnt4. En estos ratones se aprecia un descenso en los niveles de testosterona
y un desarrollo anormal de la vasculatura del test́ıculo, aunque no llegan
a sufrir reversión sexual (Jordan y col., 2003; Jeays-Ward y col., 2003).
Según estos trabajos, WNT4 podŕıa actuar suprimiendo la migración de las
células endoteliales al interior de la gónada XX (Jeays-Ward y col., 2003) y
la esteroidogénesis, bien por represión de SF1 (Jordan y col., 2003) o bien
por inhibición de la migración de las células precursoras esteroidogénicas al
interior del ovario (Jeays-Ward y col., 2003).

Por otro lado, ratones homocigotos para un alelo nulo de Wnt4 mueren por
insuficiencia renal poco después del nacimiento mostrando varios defectos en
el desarrollo ovárico. Las hembras presentan ovarios redondeados sin cubierta
que contienen pocos oocitos porque éstos sufren un proceso de degeneración.
Tanto las gónadas como los conductos sexuales de estas hembras muestran
un fenotipo masculinizado. El conducto de Müller degenera completamente,
mientras que el de Wolff continúa el desarrollo (Vainio y col., 1999). Se ha
detectado expresión de Sox9 y Fgf9 en la gónada XX de estos ratones (Kim
y col., 2006). De la misma manera, se observa un aumento en la expresión
de Wnt4 en ratones homozigotos para un alelo nulo de Sox9 (Barrionuevo
y col., 2006) y Fgf9 (Kim y col., 2006), habiéndose propuesto que Fgf9 y
Wnt4 actúan como señales antagónicas durante el proceso de determinación
del sexo (Kim y col., 2006).

Todos estos resultados, junto con el hecho de que WNT4 sea reprimido
en la gónada XY en el momento de la determinación sexual, hacen pensar
que este gen debe estar involucrado en las rutas de diferenciación femenina
y/o en la inhibición de la diferenciación masculina. No obstante, hay estudios
que apuntan hacia un posible papel de WNT4 en las etapas tempranas del
desarrollo testicular, concretamente en la diferenciación de las células de
Sertoli, actuando entre la expresión de SRY y SOX9 (Jeays-Ward y col.,
2004).

WNT4 es homólogo del gen Wingless de Drosophila, el cual interviene
en la regulación de la motilidad celular durante el desarrollo ovárico de este
d́ıptero (Cohen y col., 2002). En vertebrados no mamı́feros, se han estudiado
ortólogos de WNT4 en el pez cebra, la rana africana y el pollo (Hollyday
y col., 1995; Ungar y col., 1995). En esas especies, WNT4 se expresa en el
cerebro en desarrollo y parece desempeñar un papel crucial en la inhibición
del movimiento celular durante la embriogénesis.
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FGF9

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factors)
forman una familia de protéınas que desempeñan diversas funciones en una
gran variedad de procesos biológicos, como la proliferación, diferenciación,
supervivencia y migración de muchos tipos celulares y la angiogénesis.
Para llevar a cabo su función, los FGF interaccionan con la heparina y se
unen a receptores espećıficos (FGFRs, fibroblast growth factors receptors) en
las membranas celulares, provocando una cascada de señales intracelulares
(Ornitz y Itoh, 2001).

Uno de los miembros de esta familia es FGF9, cuyo gen se localiza en
la región cromosómica 13q11–12 del cromosoma 13 humano (Mattei y col.,
1995) y codifica una protéına de 208 aminoácidos (Miyamoto y col., 1993).

Durante la embriogénesis de ratón, Fgf9 se expresa en una amplia variedad
de tejidos, entre los que se incluyen el mesodermo intermedio, el miocardio
ventricular, la pleura pulmonar, los mioblastos, las neuronas motoras de la
espina dorsal y el bulbo olfativo (Colvin y col., 1999). En relación con su papel
en el desarrollo gonadal, se ha detectado expresión de Fgf9 en el primordio
gonadal indiferenciado. A partir de los 11.5 dpc, esta expresión desaparece
en la gónada XX y se incrementa en la gónada XY poco después de que se
exprese Sry, localizándose en las células somáticas de los cordones testiculares
(Kim y col., 2006; Schmahl y col., 2004).

Como se ha indicado en el apartado anterior, recientemente se ha
propuesto que FGF9 y WNT4 desempeñan un papel importante en la
determinación sexual actuando de manera antagónica. Esta hipótesis se basa
en trabajos recientes que muestran que Wnt4 podŕıa reprimir a Fgf9, puesto
que se ha detectado expresión de este gen en la gónada XX de ratones
homozigotos para un alelo nulo de Wnt4 (Kim y col., 2006).

Ratones transgénicos que carecen de Fgf9 mueren poco después del
nacimiento con defectos en los pulmones, observándose reversión sexual en
los animales XY (Colvin y col., 2001a,b). En estos ratones, la diferenciación
testicular es abortada sobre los 12.5 dpc debido a que las células pre–Sertoli
no logran proliferar y diferenciarse. Esta situación hace que no se produzca
migración celular desde el mesonefros e impide la formación de los cordones
testiculares (Colvin y col., 2001a; Schmahl y col., 2004). Se ha comprobado
que la ausencia de Fgf9 no afecta a la expresión de Sry ni a su actuación
sobre Sox9, pero si influye en el mantenimiento de los niveles de Sox9 después
de la determinación sexual (Kim y col., 2006). Además, se ha observado que
en estos mutantes prácticamente la totalidad de las células germinales sufren
apoptosis y hay expresión de marcadores del desarrollo ovárico en la gónada
XY a los 12.5 dpc (DiNapoli y col., 2006). Todos estos datos han llevado
a pensar que FGF9 es un gen esencial para el desarrollo testicular, que es
necesario para la proliferación y diferenciación de las células de Sertoli y la
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supervivencia de las células germinales XY (DiNapoli y col., 2006; Schmahl y
col., 2004). De esta forma, FGF9 podŕıa actuar favoreciendo la continuidad
de la protéına SOX9 en las células de Sertoli y reprimiendo la expresión de
genes de la ruta femenina como WNT4 (Kim y col., 2006).

Las protéınas FGF están muy conservadas entre los metazoos. Estos
factores están presentes en invertebrados y en todos los grupos de vertebrados
(Itoh y Ornitz, 2004). Se han identificado ortólogos de FGF9 en el pollo,
relacionándose con la función de las neuronas motoras (Garces y col., 2000)
y en el anfibio Rana rugosa, en donde interviene en el desarrollo gonadal
(Yamamura y col., 2005).

PDGFRα

Los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF, platelet–
derived growth factors) son una familia de señales moleculares que fueron
identificadas por primera vez como factores del suero que estimulaban la
proliferación de las células mioides de las arterias (Ross y col., 1978). Desde
entonces, han sido ampliamente estudiados mostrando ser fundamentales en
diversos procesos biológicos como la proliferación, supervivencia y migración
celular y la deposición de la matriz extracelular. Esta familia está compuesta
por cuatro ligandos, PDGF–A, PDGF–B, PDGF–C y PDGF–D, que pueden
formar diferentes combinaciones de homo y heterod́ımeros que se unen a
uno de los dos receptores PDGFR (platelet–derived growth factors receptor),
PDGFRα o PDGFRβ. Generalmente, los ligandos PDGF son sintetizados
por células epiteliales o endoteliales, mientras que los receptores se suelen
encontrar en las células mesenquimáticas. La proliferación y migración de
las células mesenquimáticas en respuesta a estos factores contribuye a la
morfogénesis e integridad de diversos órganos (Hoch y Soriano, 2003).

Desde hace tiempo se sabe que tanto los PDGFs como los PDGFRs
están implicados en el desarrollo testicular (Gnessi y col., 1995). Ratones
transgénicos que carecen de Pdgf–a muestran test́ıculos muy pequeños con
pocas células de Leydig adultas y arresto espermatogénico al mes del
nacimiento (Gnessi y col., 2000). Asimismo, se ha visto que los homod́ımeros
de PDGF–A y PDGF–B aśı como los heterod́ımeros de estos dos factores
intervienen en la migración de células mesonéfricas hacia la gónada XY
(Brennan y col., 2003; Ricci y col., 2004).

El gen PDGFRα codifica un receptor que puede unirse a los ligandos
homod́ımeros PDGF–A, PDGF–B y PDGF–C aśı como al heterod́ımero
PDGF–AB. Este receptor es esencial en la proliferación de las células
mesenquimáticas durante el desarrollo temprano del intestino, la piel, los
pulmones, los riñones y las gónadas (Brennan y col., 2003; Karlsson y col.,
1999, 2000; Li y Hoyle, 2001; Sun y col., 2000). En todos esos casos, PDGFRα

es expresado en el mesénquima y su función es activada por señales paracrinas
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locales procedentes de células epiteliales (Hoch y Soriano, 2003).

Durante la gonadogénesis de ratón, Pdgfrα se expresa en el primordio go-
nadal de ambos sexos a los 11.5 dpc, pero su expresión aumenta rápidamente
en las células intersticiales de la gónada XY y desciende en la gónada XX a
los 12.5 dpc (Brennan y col., 2003; Ricci y col., 2004).

Ratones homocigotos para un alelo nulo de Pdgfrα mueren durante la
gestación después del periodo de determinación del sexo, por lo que se puede
analizar el efecto de este gen en el desarrollo gonadal temprano. Los embriones
XY muestran una alta desorganización de la vasculatura en sus gónadas,
observándose que los vasos sangúıneos celómicos son irregulares y apenas
tienen ramificaciones. Además, el desarrollo testicular está retardado y se
produce un desarrollo anómalo de los cordones testiculares y las células
intersticiales, incluyendo a las células de Leydig y las mioides peritubulares.
Estas observaciones indican que PDGFRα es necesario para la migración
desde el mesonefros y el desarrollo tanto de la vasculatura como del
compartimento intersticial del test́ıculo. Sorprendentemente, en el transcurso
de esta migración, PDGFRα sólo está presente en las células de la gónada, no
detectándose expresión en las células mesonéfricas. Este hecho sugiere que las
señales PDGF no inducen directamente la migración celular, aunque si son
necesarias como segundos mensajeros para que ésta se lleve a cabo (Brennan
y col., 2003).

Con respecto a su papel en la diferenciación de las células de Leydig, se
piensa que PDGFRα podŕıa actuar paralelamente a la protéına DHH (desert
hedgehog) (Brennan y col., 2003).

Las funciones que los PDGFs y sus receptores desempeñan en los
mamı́feros están conservadas tanto en invertebrados como en el resto de
vertebrados (Hoch y Soriano, 2003). Se ha comprobado que la migración
celular que ocurre en el desarrollo testicular temprano también está controlada
por estos factores en aves (Smith y col., 2005).

DMRT1

La familia génica DMRT (DSX– and MAB3–related transcription factors)
está formada por un grupo de genes que intervienen en la determinación del
sexo y el desarrollo gonadal de varios filos de metazoos. Esta familia fue el
primer caso que se describió de genes reguladores del sexo tanto en vertebrados
como invertebrados (Volff y col., 2003; Zarkower, 2001).

Las protéınas DMRT son factores de transcripción que comparten un
dominio de unión al ADN, similar al dedo de cinc, denominado dominio DM,
el cual fue identificado por primera vez en las protéınas MAB–3 de C. elegans
y doublesex (DSX) de D. melanogaster (Raymond y col., 1998).

Deleciones subteloméricas en el brazo p del cromosoma 9 humano han
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sido asociadas con reversión sexual y disgenesia gonadal en individuos XY
(Bennett y col., 1993; Flejter y col., 1998; Guioli y col., 1998; Hoo y col.,
1989; Huret y col., 1988; McDonald y col., 1997; Muroya y col., 2000; Ogata
y col., 1997; Ounap y col., 2004; Pfeiffer y col., 1999; Privitera y col., 2005;
Raymond y col., 1999b; Shan y col., 2000; Veitia y col., 1997, 1998; Vialard
y col., 2002). Se denominó TD9 a la mı́nima región cromosómica capaz de
provocar esta reversión sexual (Hoo y col., 1989). Después de realizar muchos
esfuerzos por aislar genes en en el locus TD9, se identificó el gen DMRT1 en
el test́ıculo humano a 30 Kb de dicha región cŕıtica (Raymond y col., 1998,
1999b) y, aunque no se han encontrado mutaciones de DMRT1, se le propuso
un papel en el determinismo del sexo por estar presente en todas las deleciones
del cromosoma 9 asociadas a la reversión sexual anteriormente mencionada
(Ottolenghi y McElreavey, 2000; Raymond y col., 1999b).

El gen DMRT1 humano se localiza en la banda 9p24.3 (Raymond y col.,
1998, 1999b) y forma parte de un grupo de genes DMRT (DMRT1–DMRT3–
DMRT2 ) que está conservado en ratón, peces y aves (Brunner y col., 2001;
Kim y col., 2003; Nanda y col., 1999, 2000; Ottolenghi y col., 2002; Smith
y col., 2002). Contiene cuatro exones y codifica un factor de transcripción
de 373 aminoácidos con un único dominio DM cerca del extremo amino–
inicial, el cual presenta una homoloǵıa del 67 % y 50 % con el de DSX y
MAB–3 respectivamente (Raymond y col., 1999b). La única similitud entre
las tres especies en el resto de la protéına corresponde a una región rica
en prolinas y serinas situada en el extremo carboxi–terminal, cuya función
está aún por determinar (Ottolenghi y col., 2002; Raymond y col., 1999b).
Recientemente, Cheng y col. (2006) han identificado dos nuevas isoformas
de la protéına humana, DMRT1b de 275 aminoácidos y DMRT1c de 175
aminoácidos, producidas por maduración alternativa.

Con respecto a su expresión en humano, ésta se ha detectado en el
primordio gonadal indiferenciado XY, en la sexta semana de gestación. A
las siete semanas, cuando ya ha comenzado la diferenciación testicular, la
expresión continúa y se localiza en los cordones testiculares, probablemente
en la células pre–Sertoli. En cambio, no se ha encontrado expresión de DMRT1
en ningún momento del desarrollo embrionario de la gónada femenina (Moniot
y col., 2000).

En ratón, sin embargo, Dmrt1 se expresa en el primordio gonadal
de ambos sexos a los 10.5 dpc. A partir de los 12.5 dpc su expresión
disminuye hasta desaparecer en el desarrollo ovárico y aumenta en el test́ıculo,
manteniendo unos altos niveles hasta el adulto en el interior de las células
de Sertoli y las células germinales pre–meióticas (De Grandi y col., 2000;
Raymond y col., 1999a, 2000). Inesperadamente, la eliminación de Dmrt1 del
genoma de ratón no produjo anomaĺıas en la determinación sexual ni en el
desarrollo gonadal embrionario, lo que indujo a pensar que no teńıa función
en los estadios tempranos de la gonadogénesis o bien que ésta no era relevante

41



2. Antecedentes

(Raymond y col., 2000). Por el contrario, si se observaron importantes defectos
en la diferenciación testicular después del nacimiento. Las células de Sertoli no
consegúıan completar su diferenciación y proliferaban más de lo normal hasta
rellenar los cordones testiculares. Estas células inmaduras eventualmente
moŕıan, provocando una alta desorganización del test́ıculo con pocos túbulos
semińıferos en el adulto. Las células germinales, a su vez, no migraban a la
periferia de los túbulos semińıferos y moŕıan poco después de 7 dpp. Estos
datos indican un papel fundamental de DMRT1 en el desarrollo testicular
post–natal (Raymond y col., 2000).

DMRT1 ha sido clonado en una gran variedad de especies, mostrando ser
un gen de gran importancia en el desarrollo gonadal.

En aves, DMRT1 es un gen ligado al sexo por lo que su dosis génica
es fundamental en la gonadogénesis (Nanda y col., 1999, 2000). DMRT1 se
localiza en el cromosoma sexual Z, requiriéndose dos copias activas para un
desarrollo testicular normal (ZZ) y una sola para el desarrollo ovárico (ZW),
en donde se expresa en menor medida (Raymond y col., 1999a).

En reptiles con mecanismos de determinación sexual dependiente de la
temperatura, se ha detectado expresión de DMRT1 en estadios tempranos
del desarrollo gonadal en ambos sexos, aunque la expresión es significativa-
mente mayor en embriones incubados a las temperaturas que producen un
determinismo masculino (Kettlewell y col., 2000; Murdock y Wibbels, 2003;
Smith y col., 1999a; Torres Maldonado y col., 2002).

DMRT1 también está implicado en el desarrollo testicular en anfibios. Se
ha encontrado DMRT1 en las células intersticiales y las células de Sertoli en
los test́ıculos un mes después de la metamorfosis, aśı como en las células
germinales de los individuos adultos, no habiéndose detectado en ningún
estadio del desarrollo ovárico (Aoyama y col., 2003; Shibata y col., 2002)

En teleósteos, DMRT1 se expresa exclusivamente en el test́ıculo (Brunner
y col., 2001; Marchand y col., 2000; Veith y col., 2003). En el pez medaka
se ha identificado una copia funcional de DMRT1 (DMRT1Y/DMY ) en el
cromosoma Y, que actúa como el gen maestro regulador en la determinación
del sexo masculina (Matsuda y col., 2002; Nanda y col., 2002).

Como ya se ha indicado, en invertebrados se han encontrado genes con
el dominio DM en grupos tan alejados filogenéticamente como insectos y
nematodos (Raymond y col., 1998). En D. melanogaster, la protéına DSX
controla la diferenciación sexual somática tanto en machos como en hembras
mediante maduración alternativa (Burtis y Baker, 1989); a su vez, MAB–3
es requerida para una correcta diferenciación sexual masculina en C. elegans
(Shen y Hodgkin, 1988).

Todos estos estudios indican que DMRT1 muestra un patrón conservado
que, excepto en Drosophila, influye tanto en el desarrollo testicular como en el
mantenimiento del test́ıculo adulto y que ha sido funcionalmente mantenido
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durante la evolución en la determinación sexual tanto en vertebrados como
en invertebrados (Zarkower, 2002).

Sin duda, la comprensión de los mecanismos que regulan la expresión
de DMRT1 contribuirá a entender un poco mejor la cascada génica que
interviene en la gonadogénesis. Algunos de ellos han sido identificados en
D. melanogaster y C. elegans y giran en torno a la protéına YOLK (Yi
y Zarkower, 1999; Yi y col., 2000). En mamı́feros, en los que todav́ıa no
existen muchos datos, los factores de transcripción SP1, EGR1 y GATA4
parecen desempeñar un papel importante en la regulación de DMRT1 en la
gónada de rata (Lei y Heckert, 2002, 2004). En vertebrados no mamı́feros, se
han realizado varios trabajos para estudiar la posible influencia de hormonas
esteroideas sobre la expresión DMRT1 (Marchand y col., 2000; Murdock y
Wibbels, 2006; Shibata y col., 2002). Según apuntan estos estudios, DMRT1
queda inhibido ante la presencia de estrógenos en peces y reptiles, en los que
un exceso de éstos provoca una feminización de los individuos (Marchand y
col., 2000; Murdock y Wibbels, 2006). Por otro lado, en anfibios, un exceso
de andrógenos, que puede llegar a producir reversión sexual en ranas hembra,
aumenta considerablemente la expresión de DMRT1 (Shibata y col., 2002).
Recientemente se han encontrado evidencias de que SOX5 inhibe la expresión
de DMRT1 en los estadios tempranos de la embriogénesis del pez cebra (Gao
y col., 2005).

Otras protéınas de la familia DMRT también presentan localización
gonadal. En ratón, por ejemplo, Dmrt3, Dmrt4 y Dmrt7 se expresan en
la gónada embrionaria. Dmrt3 se expresa en ambos sexos en el primordio
gonadal aunque, poco después, su expresión aumenta en el test́ıculo y
disminuye en el ovario; Dmrt7, por el contrario, presenta unos niveles mayores
en el ovario y Dmrt4 se expresa de igual manera en ambos sexos (Kim y
col., 2003). En medaka, se ha detectado expresión diferencial de Dmrt3 en el
test́ıculo, mientras que Dmrt2 se expresa de forma similar en gónadas tanto
masculinas como femeninas (Brunner y col., 2001).

Algunos estudios indican una posible existencia de especificidad de
expresión en algunos genes DMRT ; el gen DMRT4 fue descrito en el pez
teleósteo Tilapia como un gen espećıfico de ovario (Guan y col., 2000), sin
embargo, en medaka se expresa también en test́ıculo y otros muchos órganos
(Kondo y col., 2002).

AMH

A mediados del siglo XX, Alfred Jost (1953) observó que el conducto
de Müller sufŕıa regresión en los fetos XY, lo que le llevó a proponer la
existencia de una segunda hormona fetal diferente de la testosterona, a la
que se denominó AMH (antimullerian hormone) o MIS (mullerian inhibiting
substance). El estudio del Freemartinismo hizo sospechar que esta hormona
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también deb́ıa tener un papel en la diferenciación sexual. Los freemartin son
animales XX de ganado bovino, gemelos de animales XY, que presentan
un fenotipo masculinizado. Se sugirió que este fenotipo podŕıa deberse al
paso de AMH del feto XY a la hembra gemela a través de una anastomosis
en la placenta. Los animales freemartin carećıan de conducto de Müller y
presentaban masculinización del ovario, el cual conteńıa estructuras parecidas
a cordones testiculares y un número de oocitos muy reducido (Jost y col.,
1975). Una vez clonado y secuenciado el gen que codifica la AMH bovina y
humana (Cate y col., 1986), las ideas de Jost fueron confirmadas por Vigier
y col. (1987) mediante el cultivo de ovarios fetales de rata expuestos a AMH
bovina y por Behringer y col. (1990) con el estudio de ratones transgénicos
que presentaban sobreexpresión de Amh.

El gen AMH humano tiene un tamaño de 2.75 Kb y está dividido en cinco
exones (Cate y col., 1986). Se localiza en la región 19p13.3 del cromosoma 9
(Cohen-Haguenauer y col., 1987) y codifica una protéına precursora de 560
aminoácidos que, posteriormente, sufre maduración alternativa para formar
una hormona compuesta por dos monómeros (Wilson y col., 1993a).

En humanos, el gen que codifica el receptor de AMH se expresa en el
embrión de ambos sexos en el momento de la determinación sexual; sin
embargo, AMH presenta un dimorfismo, de manera que sólo se expresa
en la gónada XY sobre la séptima semana de gestación, coincidiendo con
la diferenciación de las células de Sertoli y la formación de los cordones
testiculares. En este periodo, AMH se localiza en el citoplasma de las células
de Sertoli, siendo uno de los primeros marcadores sertolianos que se detectan.
La secreción de AMH provoca la regresión irreversible del conducto de Müller,
la cual se completa sobre la novena semana de gestación. Los niveles de
AMH son mantenidos altos hasta la pubertad, momento en el que descienden
drásticamente (de Santa Barbara y col., 2000; Taguchi y col., 1984).

En el ratón no se ha observado expresión de Amh en el primordio gonadal
indiferenciado. En el macho, este gen comienza a expresarse a los 12.5 dpc en
las células de Sertoli, cuando ya ha comenzado la diferenciación testicular. Al
igual que en humanos, esta expresión continúa durante todo el desarrollo
testicular hasta la pubertad, en donde la transcripción disminuye a unos
niveles basales, coincidiendo con la primera ronda de espermatogonias que
entran en meiosis. En los ratones hembra no se ha encontrado expresión de
Amh durante el desarrollo ovárico, pero a partir de los 6 dpp se observan bajos
niveles de transcritos en las células foliculares, que se mantienen durante toda
la época fértil y cuyo significado se desconoce (Munsterberg y Lovell-Badge,
1991).

El hecho de que los niveles altos de AMH durante el desarrollo gonadal
femenino coincidan con una disminución en el número de oocitos, y de que
en el test́ıculo estos niveles disminuyan con la entrada en meiosis de las
espermatogonias, ha llevado a proponer que esta hormona pueda resultar
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tóxica para las células germinales meióticas (McLaren, 1990). En este sentido,
se cree que las propias células germinales junto con la secreción de andrógenos
podŕıan contribuir al descenso de la expresión de AMH en la pubertad (Al-
Attar y col., 1997).

Se han realizado un gran número de estudios encaminados a comprender
las interacciones moleculares que intervienen en la regulación de la expresión
de AMH. Parece claro que SF1 está directamente implicado en la activación
del promotor de este gen (Giuili y col., 1997; Shen y col., 1994). En este
proceso, la protéına SF1 podŕıa cooperar con otros factores como WT1,
SOX9, GATA4 y SOX8 (Arango y col., 1999; Chaboissier y col., 2004;
De Santa Barbara y col., 1998; Nachtigal y col., 1998; Schepers y col., 2003;
Tremblay y Viger, 1999; Watanabe y col., 2000). Experimentos in vitro
muestran que DAX1 es capaz de reprimir estas asociaciones (Nachtigal y
col., 1998; Tremblay y Viger, 2001b), aunque este hecho se ha puesto en duda
últimamente, habiéndose propuesto que DAX1 podŕıa incluso ser necesario
para una expresión normal de AMH (Park y col., 2005). Asimismo, la protéına
FOG2 parece ser la responsable de inhibir la transcripción de AMH, tanto en
el desarrollo ovárico como en la pubertad de los individuos XY (Anttonen y
col., 2003; Tremblay y col., 2001).

El gen AMH también se ha aislado en la rata (Haqq y col., 1992), el
cerdo (Lahbib-Mansais y col., 1997), el pollo (Neeper y col., 1996), el caimán
(Western y col., 1999) y el topo (Zurita y col., 2003). En todas esas especies
los niveles de AMH son mantenidos altos hasta la pubertad. En aves, la
expresión de AMH es bastante singular, debido a que ésta puede detectarse en
el desarrollo embrionario de ambos sexos (Oreal y col., 1998). En el feto XY de
pollo, ambos conductos de Müller degeneran de forma normal; sin embargo, en
el desarrollo femenino, el ovario izquierdo se desarrolla y el conducto de Müller
del mismo lado da lugar a los oviductos; pero en el lado derecho, la gónada
permanece indiferenciada y el conducto de Müller degenera. Curiosamente,
tanto en aves como en caimanes la expresión de AMH precede a la de SOX9,
lo que provoca ciertas dudas acerca del papel regulador de SOX9 sobre la
expresión de AMH (Oreal y col., 1998; Western y col., 1999).

Otros genes

Otros miembros de la familia génica SOX, como SOX3 y SOX8, también
se expresan en las gónadas embrionarias (Takada y Koopman, 2003; Weiss y
col., 2003). La protéına SOX3 no parece desempeñar ninguna función durante
el determinismo del sexo, pero es necesaria para una correcta diferenciación
de las células germinales y la gametogénesis, tanto en la gónada XX como en
la gónada XY (Raverot y col., 2005; Weiss y col., 2003). Con respecto a SOX8,
su patrón de expresión espacio–temporal es similar al de SOX9 (Schepers y
col., 2000, 2003), indicando que podŕıa tener una función importante en el
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desarrollo testicular. No obstante, ratones que carecen de Sox8 no muestran
anomaĺıas en la determinación y diferenciación sexual, sino sólo una apreciable
pérdida de peso (Sock y col., 2001), lo que hace suponer que su papel en la
gonadogénesis masculina pueda ser secundario. Se ha propuesto que SOX8
podŕıa cooperar con SOX9 y SF1 en la activación del promotor de AMH y
actuar reforzando la expresión de SOX9 en un proceso de retroalimentación
positiva entre ambos genes (Chaboissier y col., 2004; Schepers y col., 2003).

DHH (desert hedgehog gene) codifica una señal celular de acción local
homóloga a la protéına Hedgehog de Drosophila (Bitgood y McMahon, 1995).
En ratón, este gen se expresa en las células de Sertoli poco después de que lo
haga Sry (Bitgood y col., 1996). Ratones homocigotos para un alelo nulo de
Dhh muestran un bloqueo en la diferenciación de las células de Leydig fetales.
En el adulto, estos mutantes presentan defectos en la espermatogénesis y en
el desarrollo de las células de Leydig adultas y de las mioides peritubulares
(Bitgood y col., 1996; Clark y col., 2000; Pierucci-Alves y col., 2001; Yao y
col., 2002). Mutaciones en el gen DHH humano provocan disgenesia gonadal
parcial o total en individuos XY, como consecuencia de que las células de
Leydig no llegan a desarrollarse completamente (Canto y col., 2004, 2005;
Umehara y col., 2000). Estos datos indican que DHH es una protéına necesaria
para la espermatogénesis y la diferenciación de las células de Leydig, tanto
fetales como adultas.

Alteraciones en el gen ARX (aristales–related homeobox X–linked gene),
situado en el segmento no apareante del cromosoma X, han sido asociadas
con casos de genitales anormales en pacientes XY humanos (Kitamura y
col., 2002). En ratón, deleciones de Arx provocan fenotipos similares a los
descritos en estos pacientes. En estos ratones, se observa un desarrollo inicial
normal de las células de Sertoli y de los cordones testiculares, por lo que la
función de ARX parece estar restringida a la diferenciación de las células de
Leydig, en la que podŕıa cooperar con DHH y PDGFRα. ARX debe ser una
señal de actuación paracrina, porque la expresión de Arx no se detecta en las
células esteroidogénicas, sino en las mioides peritubulares, las endoteliales y
los fibroblastos (Kitamura y col., 2002).

ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked gene) es
otro gen ligado al sexo implicado en el desarrollo testicular, aunque su función
concreta no se conoce todav́ıa. Mutaciones en este gen causan retraso mental
ligado al cromosoma X en individuos XY que, generalmente, va acompañado
de anomaĺıas en los test́ıculos y reversión sexual (Gibbons y col., 1991).
El papel de ATRX podŕıa estar relacionado también con la diferenciación
de las células de Leydig, debido a que los pacientes con disgenesia gonadal
muestran unos niveles muy bajos de testosterona y otros defectos en la ĺınea
esteroidogénica (Tang y col., 2004).

En relación con los genes implicados en el desarrollo ovárico, se han
identificado algunos candidatos que podŕıan estar regulados por WNT4.
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Uno de ellos es FOXL2 (forkhead box gene L2 ), el cual codifica un
factor de transcripción y se expresa exclusivamente en la gónada XX
(Uhlenhaut y Treier, 2006). En humanos, mutaciones en este gen provocan un
śındrome denominado BPES (Blepharophimosis Ptosis Epicanthus Inversus
Syndrome), que es un complejo desorden asociado con fallos prematuros en el
ovario (Crisponi y col., 2001). Estudios con ratones knock–out para este gen,
indican que la protéına Foxl2 se requiere para la diferenciación de las células
foliculares y el mantenimiento del ovario (Schmidt y col., 2004).

Otros dos genes de la ruta femenina son BMP2 (bone morphogenetic gene
2 ) y FST (follistatin gene). Ambos codifican señales que son secretadas al
intersticio gonadal y se expresan durante todo el desarrollo ovárico de ratón
(Yao y col., 2004). Se ha comprobado que ratones homocigotos para un alelo
nulo de Wnt4 no expresan Bmp2 y Fst, lo que indica que están situados
((aguas abajo)) de WNT4 (Menke y Page, 2002; Yao y col., 2004). El estudio
in vivo de la función de Bmp2 es muy complicado, debido a que los ratones
que carecen de este gen mueren muy tempranamente durante el desarrollo
embrionario; sin embargo, se ha visto que los ratones homocigotos para un
alelo nulo de Fst śı expresan Wnt4, aunque los embriones XX desarrollan un
fenotipo similar a los dobles mutantes para Wnt4, incluyendo la formación
de una vasculatura t́ıpica de test́ıculo y una marcada pérdida de las células
germinales. No obstante, las gónadas de estos ratones XX que carecen de Fst
no desarrollan células de Leydig, algo que si ocurre en los knock–out para
Wnt4. Este hecho hace pensar que WNT4 podŕıa desempeñar dos funciones
en el ovario: inhibir la diferenciación de las células de Leydig y activar a FST,
el cual seŕıa el responsable directo de evitar la formación de la vasculatura
mediante el bloqueo de la migración de células endoteliales desde el mesonefros
(Yao y col., 2004).

Las espondinas R conforman una pequeña familia de factores de creci-
miento descrita recientemente. Parma y col. (2006) han comprobado que el
gen humano RSPO1 (R-spondin 1 ), el cual forma parte de dicha familia,
provoca reversión sexual completa de hembra a macho cuando su expresión
está bloqueada. Este trabajo describe por primera vez la existencia de machos
XX, carentes de SRY, originados por alteraciones de un único gen. Se sospe-
cha que RSPO1 podŕıa colaborar con WNT4 durante el desarrollo ovárico,
pudiendo actuar como el gen maestro de la determinación sexual femenina.
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2.4. Interacciones génicas durante el desarro-

llo gonadal

La figura 2.4 muestra los perfiles de expresión de los principales genes
que intervienen en los procesos más representativos del desarrollo gonadal de
ratón. A su vez, las interacciones entre dichos genes y los eventos morfológicos
que conllevan, quedan resumidos en la figura 2.5.

Los esquemas de la figura 2.5 proporcionan una visión general de las
distintas rutas de diferenciación que tienen lugar durante el desarrollo sexual
de los mamı́feros, tomando al ratón como referencia cronológica. En ellos
puede observarse que el evento clave de la determinación y diferenciación del
sexo en este grupo de animales es la expresión del gen SRY en las células
somáticas epiteliales (pre–Sertoli) de la gónada indiferenciada XY. Como
consecuencia de ello, se produce la activación directa o indirecta de SOX9
y FGF9, que están localizados muy al principio de la cascada génica de la
gonadogénesis. Al parecer, estos últimos son los responsables de inhibir al
gen WNT4 y permitir aśı que el primordio gonadal siga la v́ıa testicular.
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Figura 2.4: Patrones de expresión génica y eventos más relevantes durante el
desarrollo gonadal temprano de ratón. La intensidad relativa de la expresión génica
está representada con ĺıneas de diferente grosor. (dpc) Dı́as post–coito.
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En este modelo actualmente aceptado, las células de Sertoli se estable-
ceŕıan como el tipo celular maestro sobre el que pivotan todos los procesos
de diferenciación sexual en machos. Las hembras, por el contrario, carecen de
SRY, por lo que no se ve favorecida la expresión de SOX9 y FGF9 que, a
su vez, quedan controlados por genes de la ruta femenina como WNT4. Esto
hace que las células epiteliales se diferencien como células foliculares, dejando
v́ıa libre al desarrollo ovárico (Ross y Capel, 2005).

—————————————

Figura 2.5: (ver página siguiente) Esquema de la determinación y diferenciación
sexual masculina (a) y femenina (b) en mamı́feros según los datos obtenidos en
ratón. El avance cronológico relativo del desarrollo gonadal está representado a
la derecha de ambas figuras con una barra gruesa en la que se indican los d́ıas
post–coito de gestación (dpc). Los tipos celulares y las estructuras morfológicas que
aparecen a lo largo del desarrollo se muestran en el interior de cajas. Los principales
genes implicados en el proceso de la determinación sexual están representados en
azul. El resto de los genes aparecen en verde cuando están activos. Las flechas
verdes indican procesos de activación génica, mientras que las ĺıneas rojas indican
procesos de inhibición. Las flechas negras apuntan al paso siguiente en el proceso
de desarrollo. Las flechas discontinuas indican que no se conoce si la actuación
correspondiente se produce de forma directa o indirecta. En ambas figuras se
representan en gris todos aquellos eventos inhibidos correspondientes al sexo opuesto
(femenino en a y masculino en b).
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Vagina Veśıculas seminales|

SOX9

SRY

FGF9

SF1

DAX1

P450scc

GATA4

DMRT1

DHH

Presursores
esteroidogénicos
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2.5. Reversión sexual en mamı́feros

En mamı́feros, el sexo genético está determinado por la dotación cro-
mosómica del individuo, de tal forma que si éste posee un cromosoma Y
se considera masculino y si no es aśı se considera femenino. En condiciones
normales, los embriones XY forman test́ıculos y se desarrollan como machos,
mientras que los embriones XX forman ovarios y se desarrollan como hembras.
Se puede decir que el sexo fenot́ıpico (el cual está definido por el desarrollo
de las caracteŕısticas sexuales secundarias incluyendo los genitales internos
y externos) depende del sexo gonadal (que será masculino si se desarrollan
test́ıculos y femenino si se desarrollan ovarios) y éste a su vez depende del sexo
genético. En este sentido, se produce reversión sexual cuando el sexo gonadal
o el fenot́ıpico no coincide con el sexo genético del individuo. La reversión
sexual, a su vez, puede ser primaria, si la incoherencia se produce entre el
sexo gonadal y el genético, o secundaria, si es el sexo fenot́ıpico el que no
coincide con el gonadal.

2.5.1. Factores relacionados con reversión sexual y dis-

genesia gonadal

En ausencia de ovarios funcionales un embrión puede llegar a desarrollarse
como hembra; sin embargo, el desarrollo masculino requiere inevitablemente
la presencia de test́ıculos funcionales. Esto es aśı porque, aunque las hormonas
sexuales no son imprescindibles en las rutas de diferenciación femenina, las
hormonas producidas por los test́ıculos son necesarias y suficientes para
inducir el desarrollo masculino (Jost y col., 1975). De esta manera, la hormona
AMH es responsable de la regresión de los genitales internos femeninos, los
andrógenos testosterona y dihidrotestosterona inducen el desarrollo de los
genitales internos y externos masculinos, y el factor 3 semejante a insulina
(INSL3, insulin-like factor 3 ) es requerido para el descenso de los test́ıculos
al escroto. Por tanto, un individuo podrá tener un sexo fenot́ıpico femenino
si sus gónadas se han desarrollado como ovarios, pero también si no se han
desarrollado correctamente (situación conocida como disgenesia gonadal) o si
las hormonas masculinizantes no han podido realizar su función.

Como consecuencia de lo anterior, la reversión sexual XY, que corresponde
con machos genéticos que se desarrollan como hembras, es relativamente
frecuente (aproximadamente 1 de cada 3000 nacimientos en humanos) y puede
estar causada por factores muy diversos; sin embargo, la reversión sexual XX,
en la que hembras genéticas se desarrollan como machos, es bastante más
inusual (1 de cada 20000 nacimientos en humanos) y suele producirse casi
exclusivamente por translocaciones del gen SRY en el cromosoma X o en
autosomas (Camerino y col., 2006).

Las reversiones sexuales XX independientes de SRY son muy raras
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en humanos y su base molecular está aún por dilucidar. Mutaciones en
heterocigosis del gen WNT4 han sido asociadas con regresión de los conductos
de Müller y virilización en pacientes XX (Biason-Lauber y col., 2004).

En ratón, sólo se ha podido inducir reversión sexual XX de forma artificial
por expresión ectópica de los genes Sry y Sox9 en la gónada femenina en
desarrollo (Bishop y col., 2000; Koopman y col., 1991; Qin y col., 2004; Vidal
y col., 2001), no habiéndose relacionado este tipo de reversión sexual con
mutaciones en genes de la ruta femenina, como Foxl2, Fst y Wnt4 (Uda y
col., 2004; Vainio y col., 1999; Yao y col., 2004). No obstante, Parma y col.
(2006) han descrito recientemente un caso reversión sexual XX en humanos
causado por una pérdida de función en el gen RSPO1, hecho que deberá ser
investigado en ratón dada su gran relevancia.

Por el contrario, las causas que provocan reversión sexual XY son muy
variadas y su estudio proporciona datos de gran interés para identificar los
genes que intervienen en el desarrollo gonadal y comprender los mecanismos
que determinan el sexo de un individuo. En estos casos, la presencia del
cromosoma Y es incoherente con el fenotipo femenino. El origen más común
de esta reversión sexual es la deleción del gen determinante de test́ıculo
SRY, la cual puede ocurrir por intercambio desigual entre los cromosomas
X e Y durante la meiosis paterna, por translocaciones Y–autosomas o por
mutaciones puntuales. Estas hembras presentan disgenesia gonadal y suelen
ser más altas de lo normal (Hawkins, 1993).

Asimismo, mutaciones en genes localizados al comienzo de la cascada
génica del desarrollo testicular también pueden producir reversión sexual
en individuos XY. Es el caso de SOX9, cuya alteración provoca displasia
campomélica. Los individuos 46XY que presentan esta enfermedad muestran
un amplio rango de fenotipos sexuales, incluyendo machos normales, hembras
con tejido testicular, hembras con disgenesia testicular y hembras normales
con ovarios que contienen oocitos. No se han encontrado individuos 46XX con
las mismas disfunciones (Tommerup y col., 1993).

El śındrome de Denys-Drash consiste en una nefropat́ıa progresiva que va
acompañada del tumor de Wilms. Este śındrome se produce en individuos XY
con mutaciones en el gen WT1, los cuales suelen presentar genitales externos
femeninos o ambiguos al nacer (Mueller, 1994).

Otra causa de reversión sexual XY son las duplicaciones de genes
implicados en la gonadogénesis. Uno de ellos es WNT4, que al aumentar
su dosis da lugar a individuos XY con fenotipo femenino (Jordan y col.,
2001). De igual manera, duplicaciones en DAX1 producen hembras XY con
genitales externos ambiguos (Bardoni y col., 1994). Estudios de pérdida de
función de Dax1 han revelado que su ausencia también provoca reversión
sexual en ratones XY (Meeks y col., 2003b), lo que indica que probablemente
se requieran unos niveles de protéına DAX1 concretos, por encima y por
debajo de los cuales se vea afectada la función de este gen hasta el punto de

53



2. Antecedentes

producir reversión sexual.

También se ha descrito reversión sexual XY en ratones con triple mutación
en los genes de la familia del receptor de la insulina Ir, Igf1r e Irr (Nef y col.,
2003). De igual forma, ratones con el gen Fgf9 mutado presentan este tipo
de reversión sexual que, además, va acompañada de muerte al nacimiento
(Colvin y col., 2001a).

En humanos, mutaciones en heterocigosis del gen DHH pueden producir
disgenesia total o parcial (Canto y col., 2005; Umehara y col., 2000). Además,
existen diversos casos de disgenesia gonadal en individuos XY asociados
a múltiples anomaĺıas congénitas cuya patogénesis se desconoce, como el
śındrome genitopalatocardiaco (Simpson, 1976), el śındrome de Smith–Lemli–
Opitz (Bialer y col., 1987) y el śındrome de costilla corta de tipo IV Beemer–
Langer (Cideciyan y col., 1993).

2.5.2. Particularidades del género Talpa

Los topos (orden Insectivora, familia Talpidae) representan un caso único
entre los mamı́feros euterios debido a que, como se detalla a continuación, las
hembras de este grupo de animales poseen un sistema reproductor excepcional
no descrito anteriormente.

Bioloǵıa del topo

Los topos son animales altamente especializados en la vida subterránea.
En este sentido, presentan ciertas modificaciones en su anatomı́a que los
diferencian del resto de mamı́feros. Sus patas delanteras han evolucionado
como poderosos órganos cavadores, lo que les impide ser dispuestas en la
posición normal para caminar. Los músculos de los hombros también están
muy desarrollados, algo que les proporciona un aspecto en el que no se
aprecia el cuello, de forma que a simple vista parece que la cabeza está unida
directamente al tronco del animal. El cuerpo es ciĺındrico y acaba en una
pequeña cola que suelen mantener erecta. La peculiaridad más llamativa
en la cabeza de los individuos adultos es la aparente ausencia de ojos,
porque quedan cubiertos completamente por un denso pelaje, en el caso de
T. europaea, o por la piel, en el de T. occidentalis (las dos especies más
estudiadas). Ambas especies no presentan orejas, aunque su óıdo es muy
sensible (Godfrey y Crowcroft, 1960).

Exhiben una marcada territorialidad y construyen galeŕıas a unas pro-
fundidades comprendidas entre 5 y 100cm de la superficie, cuyo diámetro es
aproximadamente el del animal (de 3 a 5cm). Son insect́ıvoros y obtienen
el alimento buscando entre la tierra, en el interior de sus túneles o en la
superficie, a la que suelen acceder ocasionalmente.

El topo ibérico, Talpa occidentalis (Cabrera, 1914), se distribuye a lo
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largo de toda la peńınsula excepto en áreas del norte y del nordeste, en
donde habita T. europaea. Los individuos de esta especie tienen reproducción
estacional con un ciclo que vaŕıa en función de la latitud (Jiménez y col.,
1990a). Su periodo de gestación es de 29 d́ıas y el promedio de cŕıas por
camada suele ser de cuatro. Se ha comprobado que el esfuerzo reproductivo
de esta especie, definido por la fracción entre la masa corporal de la madre
y la de la descendencia al destete, es un 36 % mayor del que cabŕıa esperar
en función de su tamaño (Barrionuevo y col., 2004a). En la época fértil las
hembras construyen nidos cuyo aspecto exterior es el de un mont́ıculo de
tierra removida, de unos 20cm de altura y 60cm de diámetro, que suele estar
disgregada si el nido es reciente y fuertemente compacta y más o menos
cubierta de vegetación herbácea si es más antiguo. En su interior, estos nidos
están formados por una cámara de unos 20cm de diámetro situada por encima
del nivel de inundación del terreno, de la que parten tres o cuatro galeŕıas de
forma radial. Para conseguir un aislamiento térmico, rellenan la cámara con
hojas secas y trituradas, lo que les permite mantener el calor incluso en d́ıas
muy fŕıos (Barrionuevo, 2001).

Figura 2.6: Hembra adulta y cŕıas de 15 d́ıas post–parto de T. occidentalis.

Hermafroditismo verdadero en T. occidentalis

Los hermafroditas verdaderos son individuos que poseen tanto tejido
testicular como ovárico, ya sea porque contienen un test́ıculo en un lado y
un ovario en el otro, o bien porque presentan gónadas formadas por ambos
tejidos gonadales. En este último caso las gónadas se denominan ovotestes
y están formadas por una porción testicular y otra ovárica. La formación
de ovotestes en humanos suele ocurrir en individuos 46XX con mutaciones
en genes del desarrollo gonadal, aunque también se han descrito casos en
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individuos 46XY, quimeras 46XX/46XY (como consecuencia de errores en la
disyunción meiótica o mitótica de los cromosomas sexuales) y mosaicos para
los cromosomas sexuales (por doble fertilización de un óvulo y su cuero polar)
(van Niekerk y Retief, 1981).

Jiménez y col. (1988) describieron en T. occidentalis el único caso conocido
en mamı́feros euterios de hermafroditismo verdadero que afecta a todas la
hembras de una misma especie. Posteriormente, se ha comprobado que esta
caracteŕıstica es común a otras especies del género Talpa, como T. europaea,
T. romana y T. stankovici (Sanchez y col., 1996b), por lo que ésta podŕıa ser
una caracteŕıstica adquirida por este grupo taxonómico.

Los machos tienen test́ıculos normales aunque éstos sufren cambios
estacionales, de forma que durante el periodo no reproductivo reducen su
tamaño hasta una quinta parte de su peso durante la estación reproductiva y
se hacen estériles. Al final de la época infértil se reanuda la meiosis masculina,
que alcanza su máxima actividad coincidiendo con el periodo de ovulación de
las hembras (Jiménez y col., 1990a).

Las hembras de topo representan un caso excepcional en lo referente
al desarrollo gonadal. Estas hembras son fértiles pero, en lugar de ovarios
normales, poseen ovotestes bilaterales formados por una pequeña porción
de tejido ovárico normal y otra, generalmente de mayor tamaño, de tejido
testicular no funcional (Jiménez y col., 1988, 1993). Los componentes
testicular y ovárico de los ovotestes presentan una variación estacional
independiente. Ambas regiones muestran un cambio de volumen periódico
a lo largo del ciclo reproductivo, aumentando de tamaño la porción ovárica
durante la época fértil y la testicular durante la infértil. De la misma manera,
el peso del útero también vaŕıa estacionalmente, siendo mayor en la época
reproductiva (Jiménez y col., 1996a).

La porción ovárica del ovoteste se desarrolla a partir de la corteza del
primordio gonadal. Está formada por tejido ovárico normal con oocitos
maduros y es la que proporciona fertilidad a las hembras. A su vez, la porción
testicular se origina a partir de la médula y es disgenésica. Ambas regiones
no están separadas por una barrera continua de tejido conectivo y presentan
caracteŕısticas muy diferentes (Barrionuevo y col., 2004b).

Caracteŕısticas de la porción testicular del ovoteste del topo

La región testicular del ovoteste de las hembras de T. occidentalis
está cubierta por una túnica albuǵınea t́ıpica compuesta por células epiteliales
aplanadas con abundantes fibras de colágeno y vasos sangúıneos. Esta túnica
se separa de la gónada sobre la región ovárica, constituyendo aśı una bursa
ovárica conectada con el infund́ıbulo y los oviductos (Jiménez y col., 1993).

El tejido testicular contiene un gran número estructuras similares a
pequeños cordones testiculares, denominadas esférulas, que se disponen en
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PT
OV

PO

Figura 2.7: Corte histológico longitudinal de un ovoteste de T. occidentalis tras
tinción con hematoxilina–eosina. (PO) Porción ovárica; (PT) porción testicular;
(OV) oviducto. La barra de escala representa 1mm.

una matriz de tejido intersticial. En esta matriz se desarrolla un sistema
vascular completo y abundantes células de Leydig (Jiménez y col., 1993),
las cuales producen altos niveles de testosterona que vaŕıan durante el
ciclo reproductivo, pudiendo llegar a ser mayores incluso que los de los
machos durante la época infértil. La producción de testosterona durante el
desarrollo gonadal podŕıa estar relacionada con el desarrollo de los conductos
de Wolff que ocurre en las hembras después del nacimiento y que da lugar
a la formación de epid́ıdimos rudimentarios y una rete testis con desarrollo
variable (Zurita y col., 2003). Rodeando a las esférulas existe una lámina
basal sobre la que se disponen células mioides peritubulares, hecho de gran
relevancia si se tiene en cuenta que este tipo celular no tiene homólogo en el
ovario (Barrionuevo y col., 2004b).

Otra caracteŕıstica claramente testicular es la existencia de migración
celular desde el mesonefros a la médula de la gónada XX sobre los 18 dpc.
Además, esta migración se produce al mismo tiempo que en la gónada XY
(Barrionuevo y col., 2004b).

La región testicular, no obstante, presenta algunas diferencias notables
con respecto a la gónada XY. Una de ellas es que, como se ha indicado
anteriormente, no contiene verdaderos cordones testiculares, sino numerosas
esférulas compactas que están formadas por células somáticas. Estas células
llegan a ser morfológicamente similares a células de Sertoli inmaduras tan
sólo en la gónada adulta y no expresan marcadores moleculares sertolianos
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t́ıpicos como AMH (Zurita y col., 2003). Otra diferencia remarcable es la
ausencia total de células germinales, lo que confiere esterilidad a la médula
del ovoteste (Barrionuevo y col., 2004b). Finalmente, aunque algunos procesos
en el desarrollo del tejido testicular ocurren a la vez en ambos sexos, otros
están retardados en la gónada XX, tal como se indica en el cuadro 2.1. A pesar
de ello, es en dicha gónada XX donde ocurre el primer signo de diferenciación
gonadal, con la formación de un septo de tejido mesenquimático que separa
la corteza de la médula y que desaparece a las pocas horas (Barrionuevo y
col., 2004b).

Actualmente se desconoce el origen de la reversión sexual que muestran
las hembras de T. occidentalis, aunque mediante el análisis de complejos
sinaptinémicos se ha comprobado que esta reversión no es atribuible a
anomaĺıas en el proceso de apareamiento de los cromosomas sexuales (Jiménez
y col., 1990c,b).

Cuadro 2.1: Comparación de los eventos más significativos en el desarrollo del
tejido testicular XX y XY en T. occidentalis (Barrionuevo y col., 2004b).

Procesos de desarrollo Tejido testicular XY Tejido testicular XX

Establecimiento del primordio gonadal. 4–16 dpc 4–16 dpc

Compartimentación de la gónada en
médula y corteza.

18 dpc 17 dpc

Migración celular desde el mesonefros a
la médula.

18 dpc 18 dpc

Formación de los cordones sexuales. 18 dpc 18 dpc

Diferenciación de células de Sertoli. 18 dpc —

Inicio de la vascularización. 19 dpc 19 dpc

Diferenciación de células de Leydig. 19–21 dpc 3–7 dpp

Diferenciación de células mioides peri-
tubulares.

21–23 dpc 7–12 dpp

Formación de la túnica albuǵınea. 24–28 dpc 24–28 dpc

Formación del epid́ıdimo. 24–28 dpc 30 dpp

Formación de la rete testis. 7–12 dpc 30 dpp

dpc=d́ıas post-coito; dpp=d́ıas post-parto
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3.1. Material analizado

El presente estudio se ha llevado a cabo mediante el análisis de un total
de 118 embriones, fetos, cŕıas y adultos de T. occidentalis, capturados entre
los años 2002 y 2006 en varias alamedas de las localidades de Santa Fe y
Chauchina, situadas en la vega de Granada.

Los embriones y fetos se obtuvieron a partir de hembras preñadas de topo.
Para ello, se realizó un seguimiento de cada animal mediante reconocimiento
in situ de caracteŕısticas morfológicas como la existencia o no de un orificio
vaginal abierto, el grado de inflamación y la cantidad de mucosidad de la
vulva, el tamaño y el estado de los pezones de las mamas y la presencia
o no de embriones en el útero. En caso de estar preñadas, el estadio
de gestación se determinó mediante palpación directa del abdomen de las
hembras, teniendo en cuenta el tamaño de los sacos vitelinos. Las cŕıas se
obtuvieron directamente de sus nidos una vez que éstos fueron localizados
mediante el rastreo de hembras lactantes, identificadas por el tamaño y el
color de sus pezones. En el cuadro 3.1 se muestran todos los datos básicos del
material analizado.

Cuadro 3.1: Material analizado.

Gónadas analizadasb

Individuos Inclusión Inclusión
analizados en parafina en resina

Estadio Edada Camadas | ~ | ~ | ~

s4 14-16 dpc 3 6 5 5 4 1 1

s5a 17 dpc 4 7 8 5 6 2 2

s5b 18 dpc 4 7 7 5 5 2 2

s5c 19 dpc 3 5 6 5 6 – –

s6 19-21 dpc 1 1 2 1 2 – –

s7 21-23 dpc 1 1 2 1 2 – –

s8 24-28 dpc 2 2 3 2 3 – –

s9 0-3 dpp 2 2 4 2 4 – –

s10 3-7 dpp 4 4 7 4 7 – –

s11 7-12 dpp 2 2 6 2 6 – –

s12 12-17 dpp 3 4 6 4 6 – –

s13 17-22 dpp 1 2 1 2 1 – –

s14 22-27 dpp 2 4 1 4 1 – –

s15a 27-33 dpp 1 2 1 2 1 – –

s15b 30-240 dpp 1 1 1 1 1 – –

adultos 240 dpp-4 años – 4 4 4 4 – –

(a) dpc=d́ıas post-coito; dpp=d́ıas post-parto

(b) Una de las gónadas de cada animal se almacenó en nitrógeno ĺıquido para su
uso en técnicas moleculares por parte de otros miembros de nuestro laboratorio.
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3.2. Métodos

La realización de este trabajo ha requerido el desarrollado de diversas
técnicas histológicas, inmunológicas y moleculares, aśı como de captura y
manipulación de animales salvajes. Los protocolos utilizados en cada caso
quedan detallados en este apartado.

3.2.1. Obtención del material

Debido a que los topos son animales silvestres que no pueden ser
mantenidos en cautividad durante periodos superiores a una semana, éstos
debieron ser capturados en su medio natural, procurando alterar lo mı́nimo
posible el número total de individuos de cada población.

Cobertura legal de los métodos utilizados

Todos los animales fueron capturados con el permiso expreso de la
Dirección General de Gestión de Medio Natural de la Consejeŕıa de Medio
Ambiente de la Junta de Andalućıa, expedido anualmente para que dichos
animales sean utilizados con fines de investigación cient́ıfica.

La manipulación de los ejemplares capturados ha seguido las directrices y
aprobación del Comité de Ética de Experimentación Animal de la Universidad
de Granada.

Captura de topos adultos

La captura de topos ha sido posible mediante la utilización de trampas
diseñadas y construidas en nuestro laboratorio. En general, estas trampas
consisten en tubos de PVC sanitario de aproximadamente 20cm de longitud
y 5cm de diámetro (diámetro similar al de una galeŕıa de topo), a los que se
les acoplan dos puertas en los extremos. Las puertas están unidas mediante
un sistema mecánico de muelles y palancas a un resorte que sobresale en
el interior del tubo. Al atravesar la trampa, el topo desplaza el resorte de
su posición haciendo que las puertas se cierren y quede atrapado sin sufrir
daño alguno; no obstante, el animal no puede permanecer con vida mucho
tiempo en el interior de la trampa (debido al fŕıo en invierno y al calor en
verano). Para evitar esta situación, la trampa lleva acoplada un nido al que el
topo accede a través una puerta de un solo sentido (ver figura 3.1). Este nido
está constituido por una capa exterior de un material impermeable (lámina de
plástico) y una cubierta interior absorbente (lona). El nido se rellena además
con hojas secas, que sirven de abrigo para el animal. Dentro del nido los
topos pueden permanecer con vida durante mucho más tiempo, por lo que las
trampas pueden ser instaladas por la mañana y revisadas por la tarde.
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Figura 3.1: Trampa de topos.

Obtención de embriones y fetos

Los topos son animales territoriales con reproducción estacional. Por ello,
para la obtención de embriones y fetos de topo, se llevaron a cabo capturas
intensivas en diferentes alamedas de la Vega de Granada durante su época
reproductiva, que suele estar comprendida entre los meses de octubre y marzo
(Jiménez y col., 1990a; Sanchez y col., 1996a). Inicialmente se capturaron
topos al azar, colocando numerosas trampas. Cuando se consegúıa una
hembra, ésta era marcada utilizando técnicas de radio-rastreo, que permiten
la localización rápida y exacta de la posición del nido. Para controlarla, se
le adheŕıa un pequeño radio transmisor sujetado a su cola con esparadrapo.
Posteriormente, con la ayuda de una antena direccional (tipo Yagi) conectada
a un receptor de radio sintonizado con el radiotransmisor, se realizaba un
seguimiento de la hembra preñada que, una vez liberada de nuevo en una
galeŕıa de su territorio, generalmente se diriǵıa a su nido, permitiéndonos
aśı su localización. Entonces, la hembra era recapturada para recuperar el
radiotransmisor, que pod́ıa aśı ser utilizado para el seguimiento de otra
hembra distinta. El conocimiento de la posición del nido de cada hembra
garantizaba la recaptura de la misma, permitiendo aśı un seguimiento preciso
de su estatus reproductivo.

La determinación del estadio de desarrollo de los embriones o fetos se
realizó mediante palpación del abdomen de la madre, lo que permit́ıa estimar
la longitud del embrión con una precisión de ± 1mm. De esta manera,
pod́ıamos liberar la hembra preñada si era necesario para volver a recapturarla
unos d́ıas después, una vez que los embriones hubiesen alcanzado el estadio
de desarrollo de interés en cada caso.
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Obtención de cŕıas

Las cŕıas de topo no se pueden capturar por los métodos anteriores, puesto
que permanecen en el nido hasta que son destetados. Para la obtención de
este material, se localizaron en el campo nidos de hembras lactantes y se
procedió a su apertura. Esto se realizó de dos maneras diferentes.

En la primera de ellas, los nidos de hembras preñadas o lactantes fueron
localizados mediante radio-rastreo. Las hembras preñadas eran recapturadas
semanalmente para comprobar el estadio de desarrollo de los embriones. Esto
nos permit́ıa estimar con cierta precisión el d́ıa del parto y, en consecuencia,
abŕıamos el nido para retirar las cŕıas el d́ıa en que éstas hubiesen alcanzado la
edad de nuestro interés. Las hembras lactantes fueron reconocidas mediante
examen ocular de los pezones, debido a que éstas los tienen considerablemente
agrandados. Una vez reconocidos sus nidos por radio-rastreo, éstos se abŕıan
y se examinaban las cŕıas para estimar su edad en función del tamaño, peso
y morfoloǵıa externa.

En la segunda modalidad, los nidos fueron localizados mediante la simple
observación del terreno en las alamedas. En determinadas circunstancias es
posible su reconocimiento directo, debido a que aparecen como un mont́ıculo
de entre 10 y 30cm de altura y entre 50 y 70cm de diámetro formado por tierra
removida, suelta si el nido es reciente y no ha llovido desde su construcción,
o fuertemente compacta y cubierto de vegetación herbácea si tiene varios
meses. Estos nidos son los que habitualmente ocupan las hembras preñadas
y lactantes; sin embargo, los machos e individuos jóvenes construyen nidos
de menor tamaño y menos elaborados. Gracias a ello pudimos reconocer
qué nidos eran de hembras adultas y cuales no.

Una vez localizado un nido con cŕıas, éstas eran llevadas rápidamente al
laboratorio para su análisis o bien devueltas al nido, si el estadio de desarrollo
no era el adecuado, el cual se cerraba cuidadosamente para que la madre no
dejase de amamantarlas.

3.2.2. Determinación del estadio de desarrollo

La determinación del estadio de desarrollo de los animales capturados se
realizó siguiendo los criterios de clasificación establecidos por Barrionuevo
y col. (2004a). Esta clasificación se basa en la medida del CRL y el peso,
aśı como en la observación directa de caracteres tales como la presencia o
ausencia de uñas en las manos, pelo en la piel o el hocico, orientación del
plano de las manos y forma de la cabeza entre otros. Debido a que en el
estadio s5 ocurren importantes eventos en la diferenciación gonadal, éste se
ha subdividido en tres subestadios para permitir un análisis cronológico más
preciso (Barrionuevo y col., 2004b). El cuadro 3.2 muestra las caracteŕısticas
fundamentales de los diferentes estadios.
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Cuadro 3.2: Estadios de desarrollo de T. occidentalis.

Estadio Edada CRLb (mm) Peso (g) Caracteŕısticas morfológicas exter-
nas

s4 4-16 dpc 6-9.5 0.05-0.08 Ojo pigmentado. Extremidades ante-
riores aplanadas.

s5a 17 dpc 9.5-11.5 0.08-0.17 Palmas de las manos identificables.
Dedos no marcados. Hocico corto.

s5b 18 dpc 10.5-12 0.15-0.22 Inicio de la formación de los dedos.
Foĺıculos pilosos de las vibrisas del
labio superior.

s5c 19 dpc 12-15 0.21-0.45 Pabellones auditivos. Hocico alarga-
do. Dedos de las manos marcados.

s6 19-21 dpc 15-18.5 0.45-0.6 Foĺıculos pilosos presentes por todo
el cuerpo. Dedos separados.

s7 21-23 dpc 18.5-25 0.6-1 Párpados fusionados. Reposición de
la hernia umbilical.

s8 24-28 dpc 25-29 1-3 Piel aún no arrugada. Columna cer-
vical y dorsal recta.

s9 0-3 dpp 29-45 3-5 Animales recién nacidos. Color del
cuerpo rojizo. Sin pelo.

s10 3-7 dpp 45-60 5-15 Color más rosado y sin pelo. La piel
comienza a arrugarse. Uñas de las
manos prominentes.

s11 7-12 dpp 60-70 15-20 Color rosa intenso. Piel muy arruga-
da. Pelo en crecimiento por todo el
cuerpo. Gran diámetro corporal.

s12 12-17 dpp 60-75 17-27 Pelo corto por todo el cuerpo. Manos
y uñas casi tan grandes como las de
un adulto. Menor diámetro corporal
que en s11. Color gris-ceniza.

s13 17-22 dpp 70-85 25-36 Pelo muy denso, aún paralelo a la
piel. Hocico muy largo (más que en
los juveniles).

s14 22-27 dpp 80-95 28-46 Similares a s13 pero con pelo perpen-
dicular a la piel. Alimentación exclu-
sivamente láctea. No salen del nido.

s15a 27-33 dpp 85-110 38-57 Aspecto similar a un adulto. Viven
en el nido materno, aunque salen de
vez en cuando. Alimentación mixta.
Respuesta no agresiva a la manipu-
lación.

s15b 30-240 dpp 85-110 32-70 Aspecto similar al de un adulto. Con
nido propio. Alimentación exclusiva-
mente insect́ıvora. Respuesta agresi-
va a la manipulación.

adultos 240 dpp-4 años 85-130 40-75 Reproducción estacional.

(a) dpc=d́ıas post-coito; dpp=d́ıas post-parto

(b) CRL=Crown-rump length (longitud corona-grupa)
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3.2.3. Métodos citológicos e histológicos

Las cŕıas fueron sacrificadas mediante dislocación cervical y pesadas para
verificar su estadio de desarrollo. En las hembras preñadas, los embriones
o fetos fueron extráıdos del útero, medidos y pesados en una balanza de
precisión. Las gónadas de los animales fueron aisladas para su posterior
procesamiento en métodos histológicos o para su utilización en técnicas de
análisis genético molecular.

Determinación del sexo de los embriones

Para la determinación del sexo genético de los embriones y fetos que, por
su temprano estadio de desarrollo (inferior a s5b), no pudieron ser sexados
en función de las caracteŕısticas morfológicas de sus gónadas, se realizaron
preparaciones de cromatina sexual de sus células amnióticas, utilizando un
método desarrollado en nuestro laboratorio (Jiménez y col., 2000). Esta
técnica, cuyo protocolo se muestra a continuación, permite teñir el cuerpo
de Barr, que corresponde a uno de los dos cromosomas X inactivado en las
células del amnios de los embriones hembra.

Protocolo:

• Extraer una pequeña muestra de amnios del embrión.

• Introducirla en fijador metanol:ácido acético (3:1).

• Después de 1 minuto, transferir la muestra a un microtubo que contenga
una gota de ácido acético al 60 % y agitar suavemente hasta disgregar
el tejido.

• Transcurrido 1 minuto, extender la suspensión celular resultante sobre
un portaobjetos que estará colocado sobre una placa termostática
estabilizada a 60 ◦C.

• Recoger y expeler la gota sucesivamente en diferentes zonas del
portaobjetos.

• Teñir la preparación directamente con azul de toluidina al 1 % y, tras
colocar el cubreobjetos, observar inmediatamente al microscopio.

Preparaciones de material incluido en parafina

Una de las gónadas de cada individuo fue congelada en N2 ĺıquido
inmediatamente después de la disección, con objeto de poder ser analizada
posteriormente mediante técnicas moleculares. La otra gónada fue procesada
de acuerdo con los métodos que se muestran a continuación para realizar
estudios histológicos e inmunológicos.
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Fijación. Una vez extráıdas, las gónadas fueron fijadas en paraformaldehi-
do al 4 %(i), donde permanecieron un máximo de 24 horas.

Deshidratación e inclusión. Tras la fijación, se procede con el siguiente
protocolo:

• Realizar dos lavados en PBS(ii) de 20 minutos cada uno.

• Deshidratar las piezas en una serie de soluciones de etanol:PBS de
menor a mayor concentración de etanol (EtOH 50 %, 70 %, 96 %, 100 %)
dejándolas 20 minutos en cada solución.

• Sumergirlas en etanol 100 % durante toda la noche a −20 ◦C.

• Pasar las piezas por las siguientes soluciones:

— Etanol 100 % durante 2 horas a 4 ◦C.

— Mezcla etanol absoluto:xileno 1:1 durante 1 hora a temperatura
ambiente.

— Xileno durante 1 hora a temperatura ambiente.

— Añadir xileno a temperatura ambiente y colocar en una estufa a
60 ◦C durante 1 hora (para que las piezas se calienten gradualmen-
te).

— Mezcla xileno:parafina 1:1 durante 1 hora a 60 ◦C.

— Parafina durante 12-24 horas a 60 ◦C.

— Parafina nueva durante 4-5 horas a 60 ◦C.

Confección de los bloques. Los bloques de parafina se realizaron en
moldes de plástico. Durante este proceso se orientó la pieza en la posición
deseada y se dejó solidificar a temperatura ambiente entre 4-5 horas.
Transcurrido ese tiempo, los bloques se guardaron a 4 ◦C hasta su uso.

Corte de los bloques. Previo tallado de los bloques de parafina, se
obtuvieron cortes seriados de 8µm de espesor utilizando un microtomo
rotativo tipo Minot.

Extensión y adhesión de los cortes. Para obtener las preparaciones
histológicas, los cortes se colocaron flotando sobre un baño de agua destilada
a 40 ◦C (esta temperatura permite que la parafina se extienda sin llegar a
fundirse). Después de unos minutos, los cortes se recogieron con portaobjetos
tratados con TESPA(iii). Algunas de estas preparaciones fueron teñidas
con hematoxilina-eosina, mientras que el resto se utilizaron en técnicas de
inmunofluorescencia.
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Tinción y montaje. Las preparaciones fueron desparafinadas antes de ser
teñidas. Para ello, se introdujeron los portaobjetos en racks de vidrio y se les
aplicaron tres lavados con xileno de 10 minutos cada uno.

Posteriormente, las muestras fueron rehidratadas mediante la aplicación
de alcoholes de mayor a menor gradación (EtOH 100 %, 96 %, 70 % y 50 %)
y finalmente H2O destilada.

Las preparaciones fueron teñidas con hematoxilina y eosina según el
siguiente protocolo:

• Teñir con hemalumbre de Harris(iv) (reactivo con carácter básico que
tiene afinidad por los componentes celulares ácidos como el núcleo, que
se teñirá de violeta) durante 4-5 minutos.

• Virar el colorante mediante baño en H2O corriente durante 5 minutos.

• Lavar con H2O destilada durante 10 segundos.

• Teñir con Eosina(v) (colorante de naturaleza ácida que presenta afinidad
por componentes básicos como el citoplasma, que adquirirá un color
rosado) durante unos 3 minutos.

• Deshidratar en la serie de alcoholes (50 %, 70 %, 96 % y 100 %) durante
4-5 segundos en cada uno.

• Sumergir en xileno durante 1 minuto.

Finalmente se aplicó el medio de montaje (DePeX) y se colocó un
cubreobjetos sobre la muestra.

Preparaciones de material incluido en resina

Las preparaciones de cortes semifinos (2µm de grosor) se obtuvieron a
partir de gónadas incluidas en resina con el siguiente protocolo:

• Se introducen las gónadas en un tubo con fijador Karnowsky(vi) durante
1 hora.

• Se realizan 3 lavados en PBS de 20 minutos cada uno.

• Posteriormente, se fijan en OsO4 al 1 % durante 2 horas.

• Una vez fijadas, se lavan 3 ó 4 veces en H2O.

• Se deshidratan en una serie de alcoholes (EtOH 70 %, 90 % y 100 %)
durante 15 minutos en cada uno.

• Tras la deshidratación, se sumergen en óxido de propileno durante 1
hora.
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• Se incluyen en epon/araldite:óxido de propileno (1:1) durante 2-3 horas
a temperatura ambiente.

• Pasado ese tiempo, se colocan las muestras en un molde con epon/araldite
recién mezclado, se dejan sumergir y se trasladan a un horno de 60 ◦C
donde se dejan 24-48 horas para que ocurra la polimerización.

3.2.4. Inmunofluorescencia indirecta

Para analizar el patrón de expresión de los genes de estudio, se deter-
minó la presencia o ausencia de las protéınas que codifican mediante la técnica
de inmunofluorescencia indirecta. El protocolo utilizado fue el siguiente:

• Poner las preparaciones en una placa termoestable estabilizada a 50 ◦C
durante 20 minutos.

• Desparafinar con dos lavados de xileno de 20 minutos cada uno.

• Rehidratar las muestras en una serie de alcoholes de mayor a menor
concentración (EtOH 100 %, 75 %, 50 % y 25 %) dejándolas 5 minutos
en cada uno.

• Realizar dos lavados en PBT (Tween20 al 0,1 % en PBS) de 5 minutos
cada uno.

• Transferir las preparaciones a un vaso de Coplin que contenga citrato
de sodio 0,01M pH 6 (excepto para el estudio del gen SF1 que se
utilizó a pH 2) y calentar en el microondas a la máxima temperatura
hasta llevarlas a ebullición.

• Dejar enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

• Lavar con PBT durante 30 minutos.

• Bloquear con BSA al 10 % en PBT durante 1 hora en cámara húmeda.

• Exponer las preparaciones a una dilución de anticuerpo primario
preparado en BSA al 1 % en PBT.

• Incubar a 4 ◦C durante toda la noche en cámara húmeda.

• Realizar tres lavados en PBT de 20 minutos cada uno.

• Añadir el anticuerpo secundario diluido en BSA al 1 % en PBT e incubar
1 hora a temperatura ambiente y oscuridad en cámara húmeda.

• Realizar dos lavados de PBT de 30 minutos cada uno en oscuridad.

• Montar en DAPI-Vectashield y observar al microscopio de fluorescencia.

En los cuadros 3.3 y 3.4 se muestran los anticuerpos utilizados.
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Cuadro 3.3: Anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpo Tipo Conjugado Origen Procedencia

Anti-ratón (IgG) policlonal FITC cabra SIGMA. Ref. F2012

Anti-cabra (IgG) policlonal FITC conejo SIGMA. Ref. F7367

Anti-cabra (IgG) policlonal Cy3 conejo SIGMA. Ref. C2821

Anti-conejo (IgG) monoclonal FITC ratón SIGMA. Ref. F4151

Anti-conejo (IgG) policlonal Cy3 oveja SIGMA. Ref. C2306

Anti-conejo (IgG–P) policlonal Peroxidasa cabra SIGMA. Ref. A6154

3.2.5. Otros métodos inmunológicos

Debido a que los anticuerpos comerciales no reconocen las protéınas DAX1
y WNT4 de Talpa, fue necesario elaborar nuestros propios anticuerpos. Para
ello, se sintetizaron péptidos cuya secuencia de aminoácidos se obtuvo con
el paquete informático EMBOSS, compilado para Linux, el cual permite
identificar regiones potencialmente antigénicas a partir de una secuencia de
nucleótidos (Rice y col., 2000).

Producción de anticuerpos frente a DAX1 de Talpa

Para la śıntesis del péptido de DAX1, se utilizó una secuencia del gen de
T. occidentalis de 355pb de longitud, correspondiente a la tercera y cuarta
repetición del DBD (dominio de unión al ADN), clonada y secuenciada por
Barrionuevo (2001).

5’-GCTGCTGCTT TTGCGGAGAA GACCACCCGC GGCAGGGCAG CATCCTCTAC

AGCTTGCTCA CCAGCGCCAA GCAAACGCAC GTGGCTCCGG AAGCCCCCGA

GGCGCGGCTG GGAGGCTCCT GGTGGGACCG GTCCTACTCG GCGCAGAGGC

CGGGGGGCAG AGAGGAGCAG CTGGGCGGGA GGGTCGTGGC GCCCCTGTGC

CGCTGCTGCT GCTGTGATGA AGACCACCCG CAGCCGGGCG GCATCCTGTA

CCACAAGCCC GGGAGCGCAA AGCAAACGCA CGCGGCTCCC GAGATGCCAT

CGGGGGCCCC CTGGTGGGAC CCCCCGTGTG GCGCGGAGCG CCGGGTGACC

CTCAA-3’

Figura 3.2: Secuencia nucleot́ıdica del fragmento de DAX1 utilizado.

La secuencia de aminoácidos se obtuvo con el programa Transeq. Esta
aplicación del EMBOSS traduce una secuencia de nucleótidos según el código
genético universal, generando las 6 posibles secuencias de aminoácidos (según
las tres pautas de lectura en cada sentido). Posteriormente, se detectó la
secuencia correcta mediante alineamiento con la secuencia de humano en las
bases de datos del EMBL.
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3. Material y métodos

Cuadro 3.4: Anticuerpos primarios utilizados.

Protéına Descripción Fuente del anticuerpo Procedencia

AMH Hormona anti-Mülleria-
na. Marcador de células
de Sertoli.

Policlonal de cabra,
obtenido a partir de
la protéına humana.

Santa Cruz Biotech.
Ref. sc-6886

αSMA Actina de músculo li-
so. Marcador de células
mioides peritubulares.

Policlonal de ratón,
obtenido a partir de
la protéına de conejo.

SIGMA. Ref. A2547

DAX1 Protéına implicada en el
desarrollo gonadal.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına de topo.

Elaborado en nuestro
laboratorio.

DMRT1 Factor de transcripción
DM. Marcador de células
germinales y de Sertoli.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına de ratón.

Dra. Silvana Guiolia

γH2AX Histona relacionada con
la recombinación. Marca-
dor meiótico.

Policlonal de ratón,
obtenido a partir de
la protéına humana.

Dr. Paul Burgoynea

MT1–MMP Metaloproteinasa de ma-
triz extracelular. Marca-
dor de células migrato-
rias.

Monoclonal de ratón,
obtenido a partir de
la protéına humana.

Dra. Alicia G. Arroyob

MVH Helicasa de ARN depen-
diente de ATP. Marcador
de células germinales.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına de ratón.

Dr. Toshiaki Nocec

OCT4 Factor POU. Marcador
pre–meiótico.

Policlonal de cabra,
obtenido a partir de
la protéına humana.

Santa Cruz Biotech.
Ref. sc-8628

P450scc Enzima que interviene en
la śıntesis de testostero-
na. Marcador de células
de Leydig.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına de oveja.

Dr. Fumiko Mitanid

PDGFRα Receptor de factores
PDGF que interviene
en la transmisión de la
señal inductora de la
migración celular.

Policlonal de conejo
obtenido a partir de
la protéına humana.

Santa Cruz Biotech.
Ref. sc-338

SF1 Factor esteroidogénico.
Marcador de células de
Leydig y de Sertoli.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına de ratón.

Dr. Ken Morohashie

SOX9 Factor de transcripción
SOX. Marcador de célu-
las de Sertoli.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına humana.

Dr. Peter Goodfellowf

SYCP3 Protéına del complejo
sinaptinémico. Marcador
meiótico.

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına humana.

Dr. José Luis Barberog

WNT4 Protéına implicada en el
desarrollo ovárico

Policlonal de conejo,
obtenido a partir de
la protéına de topo.

Elaborado en nuestro
laboratorio.

(a) National Institute for Medical Research, Londres, UK; (b) Centro Nacional de Investi-
gaciones Cardiovasculares, Madrid; (c) Mitsubishi-Kagaku Institute of Life Sciences, Tokyo,
Japón; (d) Department of Biochemistry and Integrative Medical Biology, Keio University,
Tokyo, Japón; (e) National Institute for Basic Biology, Okazaki, Japón; (f) Department
of Genetics, University of Cambridge, UK; (g) Departamento de Inmunoloǵıa y Oncoloǵıa,
Centro Nacional de Biotecnoloǵıa CSIC, Universidad Autónoma de Madrid.
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LBD

132 248

1 470

DBD

2 3 41

Figura 3.3: Esquema de la protéına DAX1 humana (Zanaria y col., 1994). El
bloque amarillo indica la posición de los aminoácidos codificados por el fragmento
de ADN de T. occidentalis utilizado para la obtención del anticuerpo anti–DAX1.
DBD: dominio de unión al ADN; LBD: dominio de unión al ligando.

Por otro lado, la región potencialmente antigénica del péptido obtenido fue
determinada con el programa Antigenic, el cual utiliza el método de Kolaskar
y Tongaonkar (1990). Este es un método semiemṕırico que se basa en las
propiedades f́ısico–qúımicas de los aminoácidos y su frecuencia de aparición
en epitopos conocidos. Mediante el análisis de un gran número de protéınas,
estos autores comprobaron que los residuos hidrofóbicos Cis, Leu y Val, si
están en la superficie de la protéına, presentan mayor probabilidad de formar
parte de sitios antigénicos.

Una vez determinada la secuencia del oligopéptido, se encargó su ela-
boración y la posterior producción del anticuerpo espećıfico a la compañ́ıa
SIGMA-GENOSYS.

Producción de anticuerpos frente a WNT4 de Talpa

La śıntesis del oligopéptido de WNT4 se llevó a cabo a partir de una
secuencia del gen WNT4 de topo. Para ello, se clonó y se secuenció un
fragmento de ADN complementario (ADNc) de dicho gen, siguiendo el
procedimiento detallado en el apartado 3.2.6 (Métodos de análisis genético).

La secuencia de aminoácidos de la región potencialmente más antigénica
se obtuvo utilizando los programas Transeq y Antigenic de la misma manera
que en el caso anterior; sin embargo, en esta ocasión, el oligopéptido fue
sintetizado en el Servicio de Śıntesis de Péptidos del Centro de Bioloǵıa
Molecular (CBM ), en Madrid. El anticuerpo anti-WNT4 se obtuvo como
se indica a continuación.

Obtención de sueros inmunizados. Se inmunizó un conejo de la raza
Nueva Zelanda, de dos meses de edad, con muestras que conteńıan el
oligopéptido seleccionado de la protéına WNT4 de T. occidentalis. El conejo
se mantuvo a 18 ◦C en un animalario en condiciones de esterilidad.
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El protocolo de inmunizaciones utilizado fue el siguiente:

• En una primera inmunización se inoculó, v́ıa subcutánea, una mezcla
de 900µg de péptido liofilizado, 300µl de adyuvante completo de Freud
y 300µl de PBS.

• Se realizaron otras 4 inoculaciones, v́ıa intramuscular, a intervalos de
10 d́ıas. En estas inmunizaciones, la mezcla preparada conteńıa 500µg

de péptido liofilizado, 300µl de adyuvante incompleto de Freud y 300µl

de PBS. Entre cada inmunización se midió el t́ıtulo del suero del conejo
previa obtención de 1.5ml de sangre.

• Transcurridos 10 d́ıas después de la última inmunización, se sangraron
los conejos de la vena marginal de la oreja y se realizó titulación
mediante ELISA, obteniendo un t́ıtulo de 1/450. Considerándose el
t́ıtulo obtenido como alto, se realizó un segundo sangrado mediante
punción cardiaca con el conejo anestesiado, para obtener muestras
mayores de sangre.

Test de ELISA para detección de anticuerpos

El t́ıtulo del suero anti–WNT4 de conejo obtenido fue determinado por
ELISA (enzyme linked immunoabsorbent assay), de la siguiente manera:

• Activar la placa de microtitulación añadiendo a los pocillos 25µl de
metanol y dejando que se evapore.

• Añadir a cada pocillo 1µg de ant́ıgeno disuelto en 100µl de tampón
carbonatovii y dejar que el ant́ıgeno se fije a la placa durante 16 horas
a 4 ◦C en cámara húmeda.

• Realizar tres lavados con PBT (Tween20 0.3 % en PBS).

• Bloquear la placa añadiendo a cada pocillo 200µl de tampón de bloqueo
(leche en polvo 2 % en PBS + Tween20 0.1 %) y dejándola 1 hora a
37 ◦C.

• Realizar tres lavados con PBT.

• Añadir 100µl por pocillo de suero diluido en PBS de forma seriada
(1/12.5, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400,
1/12800) y dejarlo a 37 ◦C durante 45 min.

• Realizar cuatro lavados con PBT.

• Añadir 100µl de una dilución 1/1000 de anticuerpo secundario conju-
gado (anti–conejo IgG marcado con peroxidasa) e incubar durante 30
min a 37 ◦C.
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• Realizar cuatro lavados con PBT.

• Agregar 1µl/ml de H2O2 30 % (P/V) a la solución sustrato de la
peroxidasaviii, añadir 100µl de esta nueva solución a cada pocillo y
dejar en oscuridad durante 20 min.

• Detener la reacción agregando al volumen de cada pocillo 50µl de
solución de parada (HCl 3M).

• Medir la absorbancia a 492nm en un lector de ELISA y determinar la
concentración más baja de suero que presenta inmuno–reactividad.

3.2.6. Métodos de análisis genético molecular

Para obtener anticuerpos anti–WNT4 y anti–DAX1 espećıficos de Talpa,
se realizaron diversas técnicas moleculares cuyos protocolos se muestran a
continuación.

Extracción de ADN genómico

Se utilizó ADN genómico de T. occidentalis como control positivo.
La extracción de dicho ADN se realizó siguiendo el método descrito por
Sambrook y col. (1989) con algunas modificaciones, tal como se muestra a
continuación.

• Extraer el bazo y homogeneizarlo en PBS.

• Centrifugar a 1000rpm durante 10 minutos.

• Desechar el sobrenadante y lavar el precipitado 2 veces más en PBS,
centrifugando a 1000rpm durante 10 minutos cada vez.

• Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 4ml de tampón de
extracción(ix).

• Añadir 50µl de solución de proteinasa K(x) y 4ml de tampón de lisis(xi).

• Mezclar suavemente e incubar durante 5-12 horas en un baño de agua
caliente a 56 ◦C.

• Añadir 100µl de una solución de ARNasa(xii) e incubar a 37 ◦C durante
3 horas.

• Añadir un volumen igual de fenol, mezclar y centrifugar a 14000rpm

durante 10 minutos.

• Transferir la fase acuosa (fase superior que contiene el ADN) a un tubo
nuevo.
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• Realizar otras dos extracciones, la primera de ellas con una mezcla
de fenol:cloroformo:alcohol isoamı́lico (25:24:1) y la segunda con una
mezcla de cloroformo:alcohol isoamı́lico (24:1). En ambas extracciones
se añade un volumen igual al de la muestra.

• Pasar el ADN (fase acuosa) a un tubo en hielo y añadir 200µl de NaCl
5M y dos volúmenes de etanol absoluto a −20 ◦C.

• Mezclar suavemente e incubar en hielo durante 30 minutos.

• Recoger el ADN enrollándolo en una pipeta Pasteur con la punta sellada
por calor.

• Introducir la pipeta con el ADN en etanol al 70 % a −20 ◦C y lavar.

• Secar a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.

• Resuspender en agua ultrapura autoclavada.

• Realizar una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (para comprobar
el estado del ADN) y almacenar a 4 ◦C.

Extracción de ARNm

La clonación de un fragmento de WNT4 de topo se llevó a cabo a partir de
ADNc. Para ello, se realizó una extracción de ARNm en gónadas de individuos
comprendidos entre 19 dpc y 3 dpp. El tejido se homogeneizó de acuerdo con
el siguiente método, desarrollado en nuestro laboratorio.

• Extraer las gónadas mediante microdisección y colocarlas en un trozo
de vidrio de 5x15mm (obtenido cortando un portaobjetos convencional,
que previamente es sumergido durante 10 minutos en H2O2 al 3 % y
secado a la llama tras ser enjuagado en metanol).

• Añadir una gota de agua ultrapura estéril al vidrio (para evitar que se
forme una pasta seca).

• Ejercer presión sobre el tejido deslizando un segundo vidrio similar al
anterior, hasta conseguir una buena maceración.

• Introducir los vidrios en un criotubo de 2ml y añadir 1ml de tampón
de lisis.

• Agitar el criotubo vigorosamente en un vortex y centrifugarlo durante
3 minutos a 14000rpm.

• Retirar los vidrios con unas pinzas rectas previamente flameadas y
almacenar la muestra en N2 ĺıquido hasta su uso.
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Una vez obtenido el homogeneizado, se procedió a la extracción de todo el
ARNm del tejido usando el ((mRNA Capture Kit)) de ROCHE. El protocolo
de este kit comienza con la adición de una sonda de captura, que consiste en
un oligo(dT)20 unido a biotina, a un volumen del homogeneizado diluido en
tampón de lisis hasta completar un total de 25µl. Una vez que la cola de 3’-
Poli(A) del ARNm se une a la sonda de captura, se traslada todo el volumen
a un tubo de 0,2ml que tiene las paredes recubiertas de estreptavidina. La
biotina del oligo(dT)20 se une a las moléculas de estreptavidina formando
un complejo biotina-estreptavidina, de manera que el ARNm queda unido
a las paredes del tubo. Por último, para eliminar el ADN genómico y otras
impurezas, se realizan 3 lavados con tampón de lavado. Los tubos con el
ARNm pueden ser utilizados para obtener amplificados de ADNc mediante
RT-PCR.

Diseño de oligonucleótidos para PCR y RT-PCR

Se diseñó una pareja de oligonucleótidos para amplificar un fragmento del
gen WNT4 de T. occidentalis. Para ello, se alinearon las secuencias de este
gen en humano, ratón y cerdo obtenidas en las bases de datos del EMBL. La
elección de los oligonucleótidos se realizó con el programa Primer3 (Rozen y
Skaletsky, 1998), el cual considera la longitud de los cebadores, la temperatura
teórica de hibridación, el contenido en GC, la probabilidad de formación de
d́ımeros entre ambos cebadores y el tamaño del producto final de PCR. Los
oligonucleótidos elegidos fueron los siguientes:

WNT4(524S): 5’-TTG TGG ATG TGC GGG AGA G-3’

Correspondiente a los nucleótidos 506 a 524 en la secuencia del ARNm de
humano a partir del codón de inicio de la traducción.

WNT4(779AS): 5’-TGT GTG CGG CTT GAA CTG TG-3’

Correspondiente a los nucleótidos 779 a 798 en la secuencia del ARNm de
humano a partir del codón de inicio de la traducción.

Estos oligonucleótidos flanquean un fragmento de 963pb en el ADN
genómico humano. El cebador con sentido (S), con la misma secuencia del
ARNm, se localiza en el cuarto exón. A su vez, el cebador anti-sentido (AS),
con secuencia complementaria al ARNm, está situado en el quinto exón.
Ambos exones están separados por un intrón de 690pb (ver figura 3.4).

El tamaño esperado del fragmento amplificado a partir de ADNc es de
293pb, de los que 21pb corresponden a los dos cebadores y 254pb al fragmento
que se pretende aislar (ver figura 3.5). La temperatura teórica de hibridación
de los cebadores es de 62 ◦C.
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132pb233pb80pb 143pb 468pb

690pb15Kb 8Kb 90pb

ADNc

ADN GENÓMICO

779AS

1056pb

524S

1 2 4 53

1 2 3 4 5

Figura 3.4: Esquema del gen WNT4 humano (Jordan y col., 2001). Las flechas
indican los cebadores diseñados y el lugar donde hibridan en el ADNc.

506 TTGTGGATGT GCGGGAGAGa agcaaggggg cctcgtccag cagagccctc

556 atgaacctcc acaacaatga ggccggcagg aaggccatcc tgacacacat

606 gcgggtggaa tgcaagtgcc acggggtgtc aggctcctgt gaggtaaaga

656 cgtgctggcg agccgtgccg cccttccgcc aggtgggtca cgcactgaag

706 gagaagtttg atggtgccac tgaggtggag ccacgccgcg tgggctcctc

756 cagggcactg gtgccacgca acgCACAGTT CAAGCCGCAC ACA

Figura 3.5: Secuencias a las que se unen los oligonucleótidos 524S y 779AS
(representadas en mayúscula) en el ADNc del gen WNT4 humano. La secuencia
está numerada a partir del primer nucleótido codificante.

76



3.2. Métodos

Amplificación por PCR

La reacción en cadena de la polimerasa se realizó con el siguiente protocolo:

• Se añaden 50ng de ADN genómico de topo.

• Se prepara la mezcla de componentes:

— Tampón PCR 10X: 2.5µl.

— Cloruro de magnesio (25mM): 1.5µl.

— Oligonucleótidos (10mM): 0.5µl de cada uno.

— dNTPs (10mM): 0.5µl.

— Taq Polimerasa (2U/µl): 0.5µl.

— Agua ultrapura filtrada y autoclavada: 19µl.

• Se agita y se centrifuga levemente.

• Se añaden 24µl de mezcla al molde.

• Se introducen los tubos de PCR en el termociclador.

La temperatura de hibridación de los cebadores fue determinada emṕıri-
camente tomando como referencia la temperatura teórica. Los ciclos de tem-
peratura usados fueron los siguientes.

• (96 ◦C, 5 min) x 1

• (94 ◦C, 30 seg) (X◦C, 30 seg) (72 ◦C, 30 seg) x 30

• (72 ◦C, 10 min) x 1

X = temperatura óptima para cada pareja de oligonucleótidos.

RT-PCR

El fragmento de ADNc de WNT4 de Talpa utilizado para la obtención
del anticuerpo anti-WNT4, se aisló mediante las reacciones de transcripción
inversa y amplificación por PCR (RT-PCR). Ambas reacciones pueden
producirse sucesivamente en el mismo tubo en donde se extrajo el ARNm.
Para ello, se utiliza una mezcla de enzimas (((Titan One Tube RT-PCR
System)) de ROCHE ) que contiene la transcriptasa inversa AMV-RT y la
Taq-polimerasa. Al realizarse las dos reacciones en el mismo tubo y de
forma secuencial, el oligonucleótido anti-sentido actúa como cebador de la
transcripción inversa y de la PCR. Para llevar a cabo la RT-PCR se preparó la
siguiente mezcla de componentes, en un volumen final de 50µl.
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3. Material y métodos

— Tampón 5X: 10.0µl.

— DTT (100mM): 2.5µl.

— Oligonucleótidos (10mM): 2.0µl de cada uno.

— dNTPs (10mM): 1.0µl.

— Mezcla de enzimas: 1.0µl.

— Agua ultrapura filtrada y autoclavada: 31.5µl.

Los ciclos de temperatura usados fueron los siguientes.

• (50 ◦C, 30 min) x 1 (Durante este paso ocurre la reacción de transcrip-
ción inversa, en la que se sintetiza la primera hebra de ADNc.)

• (96 ◦C, 5 min) x 1

• (94 ◦C, 30 seg) (X◦C, 30 seg) (72 ◦C, 30 seg) x 30

• (72 ◦C, 10 min) x 1

X = temperatura óptima para cada pareja de oligonucleótidos.

Purificación de productos de PCR

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de
agarosa y extráıdos usando el ((Agarose Gel DNA Extraction Kit)) de ROCHE,
según las instrucciones del fabricante. Este método se basa en la unión del
ADN a una matriz de śılice en condiciones de elevada fuerza iónica, tras la
solubilización de la agarosa con sales caotrópicas. Posteriormente esta matriz
se lava varias veces para, finalmente, eluir el ADN con agua estéril.

Clonación de fragmentos génicos

Una vez purificado, el fragmento amplificado del gen WNT4 de T.
occidentalis fue clonado tal como se indica a continuación.

Preparación del vector. La clonación de productos de PCR se realizó con
el vector PGEM-T de PROMEGA (((PGEM vector T System 1))). Este vector
presenta extremos protuberantes en 3’ en los que hay dTTP, lo que permite
su ligado con los productos de PCR obtenidos con polimerasas Taq, que
dejan extremos protuberantes en 3’ en los que suele encontrarse un dATP.
Además confiere resistencia a la ampicilina y permite seleccionar las bacterias
recombinantes en medios con IPTG y X-gal usando una cepa bacteriana
hospedadora adecuada. Para esta finalidad se usó la cepa XL1-Blue MRF’
de Escherichia coli.
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3.2. Métodos

Ligado del ADN con el vector. El ligado se llevó a cabo poniendo
una proporción 2:1 de plásmido y producto de PCR purificado (inserto), en
presencia de la ligasa del fago T4 de ROCHE. La mezcla de componentes
utilizada fue la siguiente:

• 7µl de solución de inserto (a una concentración adecuada).

• 1µl de vector T (concentración dependiente de la relación molar).

• 1µl de tampón de ligasa 10X.

• 1µl de ligasa de T4 (1U/µl).

Las muestras fueron incubadas a 22 ◦C durante 6-12 horas.

Preparación de bacterias competentes. La cepa XL1-Blue MRF’ se
preparó según el siguiente protocolo:

• Sembrar una placa de medio mı́nimo M9(xiii) con XL1-Blue MRF’
procedente de un stock glicerolado.

• Incubar toda la noche a 37 ◦C.

• Aislar una colonia y sembrar con ella 5ml de medio LB ĺıquido(xiv) e
incubar a 37 ◦C durante toda la noche con agitación.

• Inocular 40ml de medio LB ĺıquido con 0,4ml del cultivo anterior e
incubar a 37 ◦C con agitación.

• Medir la DO a 540nm periódicamente hasta que ésta alcance un valor
comprendido entre 0,4-0,6.

• Enfriar el cultivo en hielo y centrifugar a 4000rpm y a 4 ◦C durante 10
minutos.

• Resuspender el precipitado en 20ml de una solución estéril y fŕıa de
CaCl2 50mM .

• Incubar 30 minutos en hielo.

• Centrifugar a 4000rpm y a 4 ◦C durante 10 minutos.

• Resuspender el sobrenadante en 4ml de la solución CaCl2 50mM .

• Incubar en hielo durante varias horas antes de usar las bacterias.

Las bacterias competentes se pueden almacenar en glicerol (solución estéril
de glicerol 15 % en CaCl2 50mM) a −70 ◦C un tiempo máximo de 6 meses.
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3. Material y métodos

Transformación de bacterias competentes. La transformación de las
bacterias competentes con el producto de ligado se llevó a cabo de la siguiente
manera:

• Añadir 200µl de una suspensión de bacterias competentes y 2µl de la
mezcla de ligado en un tubo de 1,5µl.

• Incubar en hielo durante 30 minutos.

• Incubar a 42 ◦C durante 40 segundos y pasar rápidamente a hielo donde
permanecerán 3 minutos.

• Añadir 1ml de medio LB ĺıquido e incubar 1 hora a 37 ◦C.

• Sembrar aĺıcuotas de 100µl de las bacterias transformadas en placas con
medio LB sólido(xv) con ampicilina, IPTG y X-gal.

• Puede verificarse la presencia de colonias transformadas en las placas,
debido a que éstas presentan color blanco, al contrario que las bacterias
transformadas con plásmidos no recombinantes que aparecerán de color
azul.

Análisis de los transformantes positivos. La presencia de inserto en los
plásmidos procedentes de clones positivos se comprobó mediante digestión
con enzimas de restricción con dianas situadas en el poli–linker, o sitio de
multiclonación, del vector a ambos lados del inserto y posterior análisis
mediante electroforesis en gel de agarosa.

Minipreparaciones de ADN plasmı́dico

Para la obtención del inserto clonado se realizaron minipreparaciones de
ADN plasmı́dico utilizando el ((QIAprep Spin Kit)) de QIAGEN. Este método
utiliza columnas formadas por una membrana de silica-gel que, previo lisado
de las bacterias transformadas, retiene cantidades superiores a 20µg de DNA
plasmı́dico a altas concentraciones de sales caotrópicas y permite la elución
en un pequeño volumen de tampón bajo en sales.

Secuenciación con dideoxinucleótidos marcados

El producto final de PCR fue secuenciado con el siguiente protocolo:

• Se prepara la reacción de secuenciación.

— Premix (dNTPs, ddNTPs y polimerasa): 4µl

— Tampón 5X: 4µl
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3.2. Métodos

— DNA molde: 400ng

— Cebador (1µM): 3µl

— H2O ultrapura: hasta un volumen final de 20 µl

• Se realiza una amplificación lineal en el termociclador usando las
siguientes temperaturas:

— (94 ◦C, 3 min) x 1

— (96 ◦C, 10 seg) (50◦C, 10 seg) (60 ◦C, 4 min) x 25

• Se precipita el ADN con etanol/NaOAc:

— Añadir 80µl de la mezcla etanol/NaOAc (62,5µl de etanol 95 % +
3µl de NaOAc 3M pH 4,6 + 14,5µl de H2O) a los 20µl de reacción
de secuenciación.

— Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

— Centrifugar a 14000rpm durante 20 minutos.

— Eliminar la solución de etanol cuidadosamente.

— Añadir 250µl de etanol 70 %.

— Centrifugar a 14000rpm durante 15 minutos.

— Eliminar completamente la solución de etanol.

— Dejar secar el tubo abierto a 37 ◦C durante unos 5 minutos (el
ADN seco se puede almacenar a −20 ◦C durante un año).

• Añadir 20µl de formamida y cargar la muestra en el secuenciador (puede
almacenarse a 4 ◦C tapado con papel de aluminio un máximo de una
semana).
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3. Material y métodos

3.3. Preparación de soluciones y medios

(i) Paraformaldehido al 4 %

Para un volumen total de 1l:

• Calentar 600ml de H2O destilada en un matraz.

• Cuando la temperatura oscile entre 55 − 60 ◦C, añadir 40g de parafor-
maldehido y agitar vigorosamente.

• Para facilitar la disolución, añadir unas 5 ó 6 gotas de NaOH 1N .

• Cuando la solución esté transparente, añadir 100ml de PBS 10X.

• Filtrar.

• Ajustar el pH a 7.4.

• Añadir H2O hasta completar 1l y autoclavar.

(ii) PBS

Para un volumen total de 1l:

• Pesar los siguientes componentes1:

— NaCl: 8g

— KCl: 0.2g

— Na2HPO4: 1.44g

— KH2PO4: 0.24g

• Disolverlos en 800ml de agua destilada.

• Ajustar el pH a 7.4.

• Añadir H2O hasta completar 1l y autoclavar.

1Alternativamente, se puede preparar esta solución diluyendo 100ml de PBS 10X en
900ml de H2O destilada. El PBS 10X se prepara de igual manera que el PBS 1X, pero
multiplicando por diez las cantidades de cada una de las sales
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3.3. Preparación de soluciones y medios

(iii) Portas con TESPA

• Desengrasar los portaobjetos conservándolos en una solución de HCl al
10 % y etanol 70 %.

• Enjuagar los portaobjetos con agua destilada y dejarlos secar en una
estufa a 40◦C.

• Una vez secos, sumergir los portaobjetos en una solución de TESPA al
2 % en acetona durante 40 segundos.

• Pasarlos brevemente por dos cubetas con acetona y mantenerlos 10
minutos en una tercera con H2O destilada.

• Dejarlos secar a 37◦C durante toda la noche y guardarlos en cajas
cerradas.

(iv) Hemalumbre de Harris

• Preparar por separado las siguientes soluciones:

— 2g de hematoxilina en 20ml de etanol absoluto.

— 40g de alumbre potásico (sulfato de Al y K) en 400ml de H2O
destilada.

• Transcurridas 24 horas, mezclar ambas soluciones añadiendo 1g de HgO.

• Calentar la solución y dejarla enfriar a temperatura ambiente.

• Filtrar y conservar en una botella de vidrio ámbar.

(v) Colorante de Eosina

• Disolver 4.5g de eosina en 450ml de H2O destilada.

• Añadir 4 gotas de ácido acético glacial.

• Filtrar y conservar en una botella de vidrio ámbar.
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3. Material y métodos

(vi) Karnowsky

Para un volumen total de 5ml:

• Añadir en un tubo de 10ml los siguientes componentes:

— Paraformaldehido al 4 %: 1.25ml

— Cacodilato sódico 0.4M pH 7.3-7.4: 1.25ml

— Glutaraldehido 25 %: 0.5ml

— Carbonato cálcico 0.25 %: 1ml

— H2O destilada: 1ml

• Agitar en un vortex.

(vii) Tampón carbonato 0.1M

Para un volumen total de 500ml:

• Pesar los siguientes componentes:

— Na2CO3: 5.30g

— NaHCO3: 4.24g

• Ajustar pH 9.3

(viii) Solución sustrato de la peroxidasa

Para un volumen total de 25ml:

• Añadir los siguientes componentes:

— Tampón citrato sódico 0.15M pH 5: 12.5ml

— H2O desionizada: 12.5ml

— 1 pastilla de OPD2 (O–fenil diaminobenzidina)

• Cubrir con papel de aluminio y almacenar a 4 ◦C una semana como
máximo.

2OPD: O–Phenylendiamina dihydrochloride tablet (10mg/tablet), ref. SIGMA P8287–
50TAB.
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(ix) Tampón de extracción

La solución contiene los siguientes componentes:

• Tris-HCl 10mM pH 7.5

• NaCl 10mM

• EDTA 2mM

(x) Solución de proteinasa K

• Disolver 100mg de proteinasa K liofilizada en 10ml de H2O ultrapura
estéril.

(xi) Tampón de lisis

La solución contiene los siguientes componentes:

• Tris-HCl 10mM pH 7.5

• NaCl 10mM

• EDTA 2mM

• SDS 5 %

(xii) Solución de ARNasa libre de ADNasa

• Preparar la siguiente solución:

— Tris-ClH 10mM pH 7.5

— NaCl 15mM

• Disolver ARNasa A a una concentración de 10mg/ml en la solución
anterior.

• Calentar la solución resultante a 100◦C durante 15 minutos para
inactivar las ADNasas.

• Dejar enfriar a temperatura ambiente.
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(xiii) Placas con medio mı́nimo M9

Para 500ml de medio:

• Preparar por separado y autoclavar cada uno de los siguientes compo-
nentes:

— 450ml de H2O ultrapura con 7.5g de bacto-agar.

— 50ml de solución salina M9, compuesta por:

– Na2HPO4: 60g

– KH2PO4: 30g

– NH4Cl: 10g

– NaCl: 5g

– Añadir agua ultrapura hasta un volumen final de 1l.

— 0.5ml de solución 1M de MgSO4.

— 0.05ml de solución 1M de CaCl2.

— 2.5ml de solución de vitamina B1 (1mg/ml), esterilizada por
filtración.

— 5ml de solución estéril de glucosa al 20 %.

• Mezclar todos los componentes en condiciones de esterilidad cuando se
hayan enfriado a unos 50◦C.

(xiv) Medio LB

Para 1l de medio:

• Mezclar los siguientes componentes:

— Bacto-triptona: 10g

— Extracto de levadura: 5g

— NaCl: 10g

— H2O destilada: 950ml

• Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5N y completar hasta un volumen final
de 1l.

• Autoclavar.

• Dejar enfriar y añadir 1ml de una solución de ampicilina de 100mg/ml

cuando la temperatura baje a unos 50◦C.
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(xv) Medio LB sólido

• Colocar 1l de medio LB ĺıquido en un matraz.

• Añadir 15g de agar.

• Autoclavar.

• Dejar enfriar a temperatura ambiente hasta que alcance una tempera-
tura de unos 50◦C.

• Si se requieren antibióticos, añadir 1ml de una solución de ampicilina
de 100mg/ml.

• Repartir en placas de Petri.
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4. Resultados

4.1. Producción de anticuerpos anti–DAX1 y

anti–WNT4 espećıficos de Talpa

El estudio del patrón de expresión de los genes analizados en este trabajo
se llevó a cabo mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Para ello,
se utilizaron anticuerpos comerciales frente a protéınas humanas y murinas
que reconocen regiones muy conservadas evolutivamente. No obstante, los
anticuerpos disponibles frente a DAX1 y WNT4 no resultaron ser inmuno–
reactivos frente a las protéınas de T. occidentalis, por lo que fue necesario
producir anticuerpos espećıficos a partir de éstas.

4.1.1. Obtención de anticuerpos a partir de la secuencia

de un fragmento del gen DAX1 de T. occidentalis

Con objeto de obtener anticuerpos que reconociesen la protéına DAX1 de
Talpa, se analizó la secuencia del péptido correspondiente a la tercera y cuarta
repetición del dominio DBD (ver figuras 3.2 y 3.3). Esta secuencia se obtuvo
con el paquete informático EMBOSS a partir de la secuencia nucleot́ıdica
de un fragmento del gen DAX1 de T. occidentalis clonado previamente en
nuestro laboratorio (Barrionuevo, 2001). Dicho fragmento tiene un tamaño
de 355 pb (figura 4.5) y tanto su secuencia como la del péptido que codifica
presentan una alta homoloǵıa con las secuencias respectivas de humano y
ratón obtenidas en las bases de datos del EMBL, tal como se muestra en las
figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4.

Utilizando la aplicación Antigenic, se determinó que la región con mayor
antigenicidad potencial del péptido es la comprendida entre los aminoácidos
60 y 74. Este oligopéptido está formado por 15 residuos y su secuencia es la
siguiente:

RVVAPLCRCCCCDED

Una vez producido el oligopéptido, se llevó a cabo el proceso de inmu-
nización y se obtuvo un suero de conejo cuya especificidad para detectar la
protéına DAX1 se analiza en el apartado 4.1.3.
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4.1. Producción de anticuerpos anti–DAX1 y anti–WNT4

T. occidentalis G C T G C T G C T T T T G c G G a G A A G A C C A C C C G C 30
H. sapiens G C T G C T G C T T T T G t G G t G A A G A C C A C C C G C 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G C A G G G C A G C A T C C T C T A C A G C T T G C T C A 60
H. sapiens G G C A G G G C A G C A T C C T C T A C A G C T T G C T C A 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C c A G C g C c A A G C A A A C G C A C G T G G C T C C G G 90
H. sapiens C t A G C t C a A A G C A A A C G C A C G T G G C T C C G G 90
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis a A G C c C C C G A G G C g C G G C t g G G a G G C t C c T 120
H. sapiens c A G C g C C C G A G G C a C G G C c a G G g G G C g C g T 120
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G T G G G A C C G g T C C T A C T c g G C G C A G A G G C 150
H. sapiens G G T G G G A C C G c T C C T A C T t c G C G C A G A G G C 150
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C g G G G G G c A g A G A G G a G C a g C t g G G C G G G a 180
H. sapiens C a G G G G G t A a A G A G G c G C t a C c a G G C G G G c 180
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G G t C g t G G C G C c c C T G T g C C G C T G C T G C T 210
H. sapiens G G G c C a c G G C G C t t C T G T a C C G C T G C T G C T 210
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis g c T G t G a T G A A G A C C A C C C G C A G C c G G G C g 240
H. sapiens t t T G c G g T G A A G A C C A C C C G C A G C a G G G C a 240
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G C A t C C T g T A C c a C a a G C C C g g G A G C g C A A 270
H. sapiens G C A c C C T c T A C t g C g t G C C C a c G A G C a C A A 270
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis A g C A A a C G C A c G C G G C T C C c G A G a t G C c a t 300
H. sapiens A t C A A g C G C A g G C G G C T C C g G A G g a G C g g c 300
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C G g G G G C C C C C T G G T G G G A C c C C c C g T g T G 330
H. sapiens C G a G G G C C C C C T G G T G G G A C a C C t C c T c T G 330
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G c G C G g a G C G c C g G G T G a C c C T C A A 355
H. sapiens G t G C G c t G C G g C c G G T G g C g C T C A A 355
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.1: Comparación de secuencias del gen DAX1 de T. occidentalis (Barrio-
nuevo, 2001) y H. sapiens. Alineados: 355, coinciden (amarillo): 288, huecos: 0 (0 %),
homoloǵıa: 81.1 %. Los bloques rojos con * indican coincidencia en la secuencia con-
senso, mientras que las diferencias están representadas con distintas tonalidades de
rojo y verde.
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4. Resultados

T. occidentalis G C T G C T G C T T t T G C G G A G A A G A c C A C C C G c 30
M. musculus G C T G C T G C T T c T G C G G A G A A G A g C A C C C G a 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G C A G G G C A G C A T C c T c T A C A G C T T G C T C A 60
M. musculus G G C A G G G C A G C A T C t T a T A C A G C T T G C T C A 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C c A G C G C c a A G C A A A C G C A C G T G g C T C c G G 90
M. musculus C t A G C G C t c A G C A A A C G C A C G T G t C T C g G G 90
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis A A G C c C C C G A G G C g C g g C t g g G A G G C t c c T 120
M. musculus A A G C a C C C G A G G C a C a t C g c a G A G G C g a g T 120
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G T G G g A c C g G T C C T A C T c g g C g C A G A G g c 150
M. musculus G G T G G c A g C t G T C C T A C T g t a C c C A G A G t g 150
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis c G G G g G G C a g A G A G G a G C a G C t G g G C g g g a 180
M. musculus t G G G t G G C c c A G A G G g G C t G C a G a G C a c a c 180
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis g G G t C g T G G C G c c C C T G T g C C G C t G C T g c t 210
M. musculus a G G c C a T G G C G t t C C T G T a C C G C a G C T a t g 210
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis g c T G t G a T G A A G A c C A c C C g C A G C c G g g C g 240
M. musculus t g T G c G g T G A A G A g C A g C C c C A G C a G a t C a 240
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G C a T . . C C T g T a c C A C A A G C C C G g G A G C G C 268
M. musculus G C g T T G C C T c T g g C A C . . G C C C G t G A G C G C 268
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis A a A g C A A A C g C a c G C G g C t C C . C g A G A T G C 297
M. musculus A g A c C A A A C a C c a G C G a C c C C G C a A G A . G C 297
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis c a t C G g G G G C c C C C T G G T G G G A C c C C c C g t 327
M. musculus a g c C G a G G G C t C C C T G G T G G G A C g C C t C a c 327
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis g T G G c G c G g A G C G c C g G g T g A C c C T C A A 355
M. musculus c T G G t G t G c A G C G t C t G a T c A C a C T C A A 355
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.2: Comparación de secuencias del gen DAX1 de T. occidentalis (Ba-
rrionuevo, 2001) y M. musculus. Alineados: 352, coinciden (amarillo): 259, huecos
(punto): 6 (1.7 %), homoloǵıa: 72.3 %. Los bloques rojos con * indican coinciden-
cia en la secuencia consenso, mientras que las diferencias están representadas con
distintas tonalidades de rojo y verde.
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4.1. Producción de anticuerpos anti–DAX1 y anti–WNT4

T. occidentalis C C F C G E D H P R Q G S I L Y S L L T S a K Q T H V A P e 30
H. sapiens C C F C G E D H P R Q G S I L Y S L L T S s K Q T H V A P a 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis A P E A R l G G s WW D R S Y s A Q R P G G r E e q l G G R 60
H. sapiens A P E A R p G G a WW D R S Y f A Q R P G G k E a l p G G R 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis v v A p L c R C C c C d E D H P Q p G g i L Y h k P g S a k 90
H. sapiens a t A l L y R C C f C g E D H P Q q G s t L Y c v P t S t n 90
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis Q t h A A P E m p s g A P WW D p p c G A e R r V t L 117
H. sapiens Q a q A A P E e r p r A P WW D t s s G A l R p V a L 117
Consenso * * * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.3: Comparación de secuencias del péptido de DAX1 de T. occidentalis
(Barrionuevo, 2001) y H. sapiens. Alineados: 117, coinciden (amarillo): 82, similares:
85, huecos: 0 (0 %), homoloǵıa: 70.1 %, similitud: 72.6 %. Los bloques rojos con *
indican coincidencia en la secuencia consenso, mientras que las diferencias están
representadas con distintas tonalidades de rojo y verde.

T. occidentalis C C F C G E d H P R Q G S I L Y S L L T S A k Q T H V a p E 30
M. musculus C C F C G E e H P R Q G S I L Y S L L T S A q Q T H V s r E 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis A P E A r l g G s WW d r S Y s a Q r p G G r E e q l g g r 60
M. musculus A P E A h r r G e WW q l S Y c t Q s v G G p E g l q s t q 60
Consenso * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis v v A p L c R c c c C d E d h P Q p g g i l y h k P g S A k 90
M. musculus a m A f L y R s y v C g E e q P Q q i s v a s g t P v S A d 90
Consenso * * * * * * * * * *

T. occidentalis Q T h A a P e m p s g A P WW D p p c G a e R r v T L 117
M. musculus Q T p A t P q e q p r A P WW D a s p G v q R l i T L 117
Consenso * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.4: Comparación de secuencias del péptido de DAX1 de T. occidentalis
(Barrionuevo, 2001) y M. musculus. Alineados: 117, coinciden (amarillo): 62,
similares: 72, huecos: 0 (0 %), homoloǵıa: 53.0 %, similitud: 61.5 %. Los bloques rojos
con * indican coincidencia en la secuencia consenso, mientras que las diferencias
están representadas con distintas tonalidades de rojo y verde.
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4. Resultados

4.1.2. Clonación de un fragmento del gen WNT4 de T.

occidentalis y obtención de anticuerpos a partir

de su secuencia.

A partir de ADNc de gónadas XX de T. occidentalis, y usando los
cebadores descritos previamente, se amplificó por PCR un fragmento de 293
pb del gen WNT4, tal como se muestra en la figura 4.5. En esta figura, se
se observa también el producto obtenido con los mismos oligonucleótidos
utilizando como molde ADN genómico de Talpa. El tamaño de este fragmento
es mayor (unos 700 pb) debido a la presencia de un intrón entre las regiones
a las que se unen los cebadores.

El fragmento de ADNc amplificado se clonó y secuenció. La secuencia
obtenida presenta una homoloǵıa muy alta con las correspondientes de
humano y ratón (figuras 4.6 y 4.7) y el péptido que codifica es idéntico al
de estas dos especies (figuras 4.8 y 4.9).

750pb

500pb

250pb

1000pb

1500pb

2000pb

WNT4g WNT4cDAX1

Figura 4.5: Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de productos de PCR obtenidos
a partir de ADN genómico (DAX1 y WNT4g) y de ADNc (WNT4c) de T.
occidentalis. Los fragmentos de DAX1 y WNT4 amplificados a partir de ADN
genómico tienen un tamaño de 399pb (44 corresponden a los cebadores) y unos 700pb

(39 corresponden a los cebadores), respectivamente; la longitud del fragmento de
ADNc de WNT4 (WNT4c) es de 293pb (39 corresponden a los cebadores), debido
a que carece del intrón que separa los exones 4 y 5.
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4.1. Producción de anticuerpos anti–DAX1 y anti–WNT4

T. occidentalis A A G C A A G G G G G C C T C a T C C A G C c G g G C C C T 30
H. sapiens A A G C A A G G G G G C C T C g T C C A G C a G a G C C C T 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C A T G A A C C T C C A C A A C A A c G A G G C t G G C A G 60
H. sapiens C A T G A A C C T C C A C A A C A A t G A G G C c G G C A G 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G A A G G C t A T C C T G A C A C A C A T G C G G G T G G A 90
H. sapiens G A A G G C c A T C C T G A C A C A C A T G C G G G T G G A 90
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis g T G C A A G T G C C A C G G G G T G T C g G G C T C C T G 120
H. sapiens a T G C A A G T G C C A C G G G G T G T C a G G C T C C T G 120
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis c G A G G T g A A G A C G T G C T G G C G c G C C G T G C C 150
H. sapiens t G A G G T a A A G A C G T G C T G G C G a G C C G T G C C 150
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G C C C T T C C G C C A G G T G G G c C A C G C A C T G A A 180
H. sapiens G C C C T T C C G C C A G G T G G G t C A C G C A C T G A A 180
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis a G A G A A a T T c G A c G G T G C C A C g G A G G T G G A 210
H. sapiens g G A G A A g T T t G A t G G T G C C A C t G A G G T G G A 210
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G C C g C G C C G C G T G G G C T C C T C C c G c G C g C T 240
H. sapiens G C C a C G C C G C G T G G G C T C C T C C a G g G C a C T 240
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G T G C C g C G C A A C G 254
H. sapiens G G T G C C a C G C A A C G 254
Consenso * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.6: Comparación de la secuencia del fragmento clonado de WNT4 de
T. occidentalis y la del fragmento correspondiente de H. sapiens. Alineados:
254, coinciden: 232, huecos: 0 (0 %), homoloǵıa: 91.3 %. Los bloques rojos con *
indican coincidencia en la secuencia consenso, mientras que las diferencias están
representadas con distintas tonalidades de rojo y verde.
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4. Resultados

T. occidentalis a A G C A A G G G G G C C T C a T C C A G C C G G G C c C T 30
M. musculus g A G C A A G G G G G C C T C c T C C A G C C G G G C a C T 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C A T G A A c C T c C A C A A C A A C G A G G C T G G C A G 60
M. musculus C A T G A A t C T t C A C A A C A A C G A G G C T G G C A G 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G A A G G C t A T C c T G A C A C A C A T G C G G G T G G A 90
M. musculus G A A G G C c A T C t T G A C A C A C A T G C G G G T G G A 90
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G T G C A A G T G c C A C G G G G T G T C G G G C T C C T G 120
M. musculus G T G C A A G T G t C A C G G G G T G T C G G G C T C C T G 120
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C G A G G T g A A G A C G T G C T G G C G c G C c G T g C C 150
M. musculus C G A G G T a A A G A C G T G C T G G C G t G C t G T a C C 150
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G C C C T T C C G C C A G G T g G G C C A C G C a C T g A A 180
M. musculus G C C C T T C C G C C A G G T t G G C C A C G C g C T a A A 180
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis a G A G A A a T T c G A C G G T G C C A C G G A G G T G G A 210
M. musculus g G A G A A g T T t G A C G G T G C C A C G G A G G T G G A 210
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G C C g C G c C G C G T g G G C T C C T C C C G c G C G C T 240
M. musculus G C C a C G a C G C G T a G G C T C C T C C C G g G C G C T 240
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis G G T G C C g C G c A A c G 254
M. musculus G G T G C C t C G g A A t G 254
Consenso * * * * * * * * * * *

Figura 4.7: Comparación de la secuencia del fragmento clonado de WNT4 de
T. occidentalis y la del fragmento correspondiente de M. musculus. Alineados:
254, coinciden: 229, huecos: 0 (0 %), homoloǵıa: 90.2 %. Los bloques rojos con *
indican coincidencia en la secuencia consenso, mientras que las diferencias están
representadas con distintas tonalidades de rojo y verde.
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4.1. Producción de anticuerpos anti–DAX1 y anti–WNT4

T. occidentalis S K G A S S S R A L M N L H N N E A G R K A I L T H M R V E 30
H. sapiens S K G A S S S R A L M N L H N N E A G R K A I L T H M R V E 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C K C H G V S G S C E V K T C W R A V P P F R Q V G H A L K 60
H. sapiens C K C H G V S G S C E V K T C W R A V P P F R Q V G H A L K 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis E K F D G A T E V E P R R V G S S R A L V P R N 84
H. sapiens E K F D G A T E V E P R R V G S S R A L V P R N 84
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.8: Comparación de la secuencia del péptido codificado por el fragmento de
WNT4 de T. occidentalis y la del péptido correspondiente de H. sapiens. Alineados:
84, coinciden: 84, similares: 84, huecos: 0 (0 %), homoloǵıa: 100.0 %, similitud:
100.0 %.

T. occidentalis S K G A S S S R A L M N L H N N E A G R K A I L T H M R V E 30
M. musculus S K G A S S S R A L M N L H N N E A G R K A I L T H M R V E 30
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis C K C H G V S G S C E V K T C W R A V P P F R Q V G H A L K 60
M. musculus C K C H G V S G S C E V K T C W R A V P P F R Q V G H A L K 60
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

T. occidentalis E K F D G A T E V E P R R V G S S R A L V P R N 84
M. musculus E K F D G A T E V E P R R V G S S R A L V P R N 84
Consenso * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Figura 4.9: Comparación de la secuencia del péptido codificado por el fragmento
de WNT4 de T. occidentalis y la del péptido correspondiente de M. musculus.
Alineados: 84, coinciden: 84, similares: 84, huecos: 0 (0 %), homoloǵıa: 100.0 %,
similitud: 100.0%.

Mediante el análisis de la secuencia del péptido obtenido con el programa
Antigenic, se determinó que la región potencialmente más antigénica es la
comprendida entre los aminoácidos 28 y 42. El oligopetido resultante tiene 15
residuos y presenta la siguiente secuencia:

RVECKCHGVSGSCEV

Tras aplicar el protocolo de inmunización en conejo, utilizando este
oligopéptido como inmunógeno, se obtuvo un suero con capacidad potencial
para detectar la protéına WNT4 de topo, ratón y humano. El t́ıtulo de este
suero, obtenido por ELISA, es 1/450.
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4. Resultados

4.1.3. Análisis de la especificidad de los anticuerpos

obtenidos

Existen varias evidencias indirectas que sugieren que los sueros obtenidos
en este trabajo detectan espećıficamente las protéınas DAX1 y WNT4 de
Talpa, tal como se discutirá más adelante. No obstante, para obtener pruebas
adicionales de ello, se utilizaron estos sueros para realizar inmunofluorescen-
cias sobre preparaciones de gónadas embrionarias de ratón de 12.5 dpc, como
control positivo, puesto que el patrón de expresión en esta especie está estable-
cido para ambos genes. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.10.
Dax1 muestra una alta expresión en la gónada XY y una expresión más débil
en la gónada XX. A su vez, la protéına Wnt4 apenas se detecta en el test́ıculo
mientras que aparece muy abundante en la gónada femenina.

D
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Gónada XY Gónada XX
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Figura 4.10: Detección de Dax1 (a, b) y Wnt4 (c, d) mediante inmunofluorescencia
en secciones longitudinales de gónadas embrionarias de ratón de 12.5 dpc, utilizando
los anticuerpos primarios producidos en este trabajo frente a las protéınas de Talpa.
El anticuerpo secundario está marcado con FITC (verde). La ĺınea discontinua
delimita la frontera entre la gónada (G) y el mesonefros (MN). La barra representa
200µm en todas las imágenes.
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4.2. Expresión de genes implicados en la determinación sexual

4.2. Expresión de genes implicados en la de-

terminación sexual y caracterización mo-

lecular de las células de Sertoli

A continuación se exponen los resultados obtenidos en el estudio del
patrón de expresión de los genes SF1, SOX9, DAX1, WNT4, AMH y DMRT1,
durante los primeros estadios de la gonadogénesis masculina y femenina de
T. occidentalis. Se han elegido estos genes puesto que se sabe que están
implicados en los procesos de determinación y diferenciación sexual de otras
especies de mamı́feros.

4.2.1. SF1

El gen SF1 de T. occidentalis muestra un patrón espacial de expresión
claramente diferenciado entre las regiones cortical y medular de las gónadas
de ambos sexos, durante los primeros estadios de su desarrollo.

En la gónada masculina, la región cortical muestra una expresión débil de
SF1 al comienzo de la gonadogénesis (estadio s4, fig. 4.11a) y, además, dicha
expresión va disminuyendo progresivamente durante los siguientes estadios,
hasta desaparecer prácticamente en s5c (figs. 4.11c, e, g). Por el contrario, la
mayoŕıa, sino todas, las células de la región medular expresan intensamente
este gen en el estadio s4 (fig. 4.11a). La región medular de la gónada XY
en el estadio s5a presenta un aspecto similar al anterior (fig. 4.11c). No
ocurre lo mismo con las células que componen la médula de la gónada
masculina durante los dos estadios siguientes. En s5b (fig. 4.11e), las células
de Sertoli que forman los cordones testiculares, ya diferenciados, expresan
débilmente SF1 (flecha blanca), mientras que las células intersticiales (pre–
Leydig) aparecen mucho más inmuno–reactivas (flecha amarilla). El test́ıculo
s5c (fig. 4.11g) presenta unas caracteŕısticas muy similares, aunque, en este
caso, las células intersticiales (Leydig) son mucho más numerosas y muestran
una expresión de SF1 aún más intensa que en el estadio anterior.

Por su parte, la gónada XX presenta un patrón de expresión diferente al de
la gónada XY. Todas las células del primordio gonadal (estadio s4) expresan
SF1, incluidas tanto las de la médula como las de la corteza (fig. 4.11b). A
partir de este punto, la expresión cortical de SF1 disminuye paulatinamente
en los siguientes estadios aunque no llega a desaparecer como ocurre en la
gónada masculina, puesto que en s5c aún se observa un nivel de expresión
medio en la mayoŕıa de las células corticales (figs. 4.11d, f, h). Contrariamente,
dicho nivel de expresión se mantiene alto en las células de la región medular
a lo largo de todo el periodo analizado (figs. 4.11b, d, f, h). En este caso,
conviene destacar que las células positivas para SF1 de la región medular
se reúnen en estructuras cordonales, que empiezan a observarse en s5a (fig.
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4. Resultados

4.11d), son más patentes en s5b (fig. 4.11f ) y resultan evidentes en s5c (fig.
4.11h). Las células intersticiales medulares, a diferencia de lo que ocurre en
la gónada XY, no expresan SF1.

En este estudio inmunohistoqúımico, llama la atención la existencia de
una pequeña región en el mesonefros situada en la frontera con la gónada, a
nivel de la comisura de la cara ventral que forman ambos órganos (comisura
ventral, en adelante), que expresa también SF1. Esta expresión se produce
de forma continuada a lo largo de todo el periodo estudiado en el caso de
los individuos XX (figs. 4.11b, d, f, h), y en los estadios s4 (fig. 4.11a) y
s5a (fig.4.11c), en el caso de los XY. El nivel de expresión de las células de
comisura ventral coincide aproximadamente con las de la corteza de la gónada
en cada caso.

—————————————

Figura 4.11: Detección de SF1 mediante inmunofluorescencia en secciones trans-
versales de gónadas embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a los estadios
s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo secundario
marcado con Cy3 (rojo). En la gónada XY, SF1 se expresa débilmente en la región
cortical y más intensamente en diversas células de la región medular en todos los es-
tadios analizados (a, c, e, g). Contrariamente, la gónada XX mantiene una expresión
intensa de este gen en la región medular, mientras que va declinando paulatinamente
en la región cortical (b, d, f, h). Las flechas blancas señalan células que forman parte
de los cordones (Sertoli en el caso de la gónada masculina). Las flechas amarillas
señalan células intersticiales XY (Leydig). Las flechas verdes señalan células positi-
vas para SF1 en la comisura ventral. Las puntas de flecha señalan autofluorescencia
inespećıfica de los eritrocitos. La ĺınea discontinua blanca indica el contorno de uno
de los cordones. La ĺınea discontinua amarilla delimita la frontera entre la gónada y
el mesonefros. La ĺınea de puntos verde marca la periferia de la gónada y la blanca
el ĺımite entre la corteza y la médula. La barra de escala representa 75µm en a, b,
y 100µm en c–h. (G) Gónada; (MN) mesonefros.

100



4.2. Expresión de genes implicados en la determinación sexual

b

c

G

d

e f

g h

s4
Gónada XY Gónada XX

s5
a

s5
b

s5
c

MN

MN

G

MN

G

MNMN

G

a

G

SF1

101



4. Resultados

4.2.2. SOX9

El dato más destacado en cuanto a la expresión de SOX9 en T. occidentalis
es su total ausencia en la gónada XX, tanto en la región medular como
en la cortical (figs. 4.12b, e, g, j ). En la gónada XY, sin embargo, se
expresa intensamente desde el comienzo de la formación del primordio gonadal
(estadio s4), en donde se observa una localización nuclear de la protéına
(fig. 4.12a). La mayoŕıa, sino todas, las células medulares de la gónada
XY en este estadio expresan SOX9, pero no muestran una organización
espacial definida. Esta imagen se corresponde con la de un blastema gonadal
indiferenciado. Por el contrario, en s5a, las células que expresan SOX9
aparecen distribuidas en estructuras cordonales que sólo son patentes en
la imagen de inmunofluorescencia (fig. 4.12c), no aśı a nivel morfológico
cuando la misma sección es teñida posteriormente con hematoxilina–eosina
(fig. 4.12d). En s5b y s5c, la distribución de las células positivas para
SOX9 es similar a la del estadio anterior, aunque ahora la organización en
cordones es más evidente (figs. 4.12f, h). Además, estos cordones medulares
si se manifiestan a nivel morfológico en las preparaciones teñidas con
hematoxilina–eosina (fig. 4.12i).

En el mesonefros no se detecta SOX9 hasta s5c. En los machos de este
estadio, se observa una expresión elevada de SOX9 en las células epiteliales
del conducto de Müller y más débil en algunas capas celulares adyacentes a
éste. En hembras s5c, también hay expresión de SOX9 en dicho conducto,
aunque es significativamente menos intensa.

—————————————

Figura 4.12: Detección de SOX9 mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a los
estadios s4 (a, b), s5a (c–e), s5b (f, g) y s5c (h–j ), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con Cy3 (rojo). SOX9 se detecta en la región medular de
la gónada XY (columna izquierda) y no se observa en la gónada XX (columna
derecha). Las imágenes d e i muestran las mismas secciones que aparecen en las
imágenes c y h, respectivamente, tras tinción con hematoxilina–eosina. Nótese que
en la imagen i, pero no en la d, se observan cordones medulares morfológicamente
definidos (flecha roja). El conducto de Müller es positivo para SOX9 tanto en machos
como en hembras s5c (detalles en h, j ). Las flechas blancas en f y h señalan cordones
testiculares positivos para SOX9. Las puntas de flecha señalan autofluorescencia
inespećıfica de los eritrocitos. La ĺınea discontinua delimita la frontera entre la
gónada y el mesonefros. La ĺınea de puntos verde marca la periferia de la gónada
y la blanca el ĺımite entre la corteza y la médula. La barra de escala representa
100µm en todas las imágenes. (G) Gónada; (MN) mesonefros; (cw) conducto de
Wolff; (cm) conducto de Müller.
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4.2.3. DAX1

La protéına DAX1 muestra una localización citoplasmática en todos los
estadios. En relación con su expresión en machos, en el primordio gonadal XY
(estadio s4) DAX1 se expresa tanto en la corteza como en la médula, aunque
dicha expresión aparece un poco más intensa en la región medular (fig. 4.13a).
En s5a, sin embargo, se detecta un alto nivel de expresión en toda la gónada
(fig. 4.13c). En los estadios posteriores (s5b y s5c), esta expresión disminuye
y se localiza en el interior de los cordones testiculares, tanto en las células de
Sertoli como en las PGCs (figs. 4.13e, g). Asimismo, las células intersticiales
del test́ıculo s5c (Leydig) también son positivas para DAX1 (fig. 4.13g).

En la gonadogénesis femenina, la cresta genital XX (estadio s4) presenta
un patrón espacial similar al del primordio XY (fig. 4.13b). En s5a, sin
embargo, la protéına se detecta fundamentalmente en la médula (fig. 4.13d).
Es en el estadio s5b cuando se observa un pico de expresión tanto en la médula
como en la corteza, aunque los niveles de protéına son más altos en la región
medular (fig. 4.13f ). La expresión de DAX1 disminuye en ambas regiones de
la gónada XX s5c y se intuye con mayor claridad que las PGCs muestran
inmuno–reactividad (fig. 4.13h).

DAX1 también se observa en la región en donde se desarrollará el conducto
de Müller y en dos amplias zonas del metanefros durante el estadio s4 de
ambos sexos. De la misma manera, esta protéına también está presente en las
células de la comisura ventral tanto XX como XY (figs. 4.13a, b).

—————————————

Figura 4.13: Detección de DAX1 mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a los
estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con FITC (verde). (a, b) Sistema urogenital s4 de ambos sexos,
mostrando inmuno–reactividad en el primordio gonadal (G), la comisura ventral
(flechas verdes), la zona en donde se desarrollará el conducto de Müller (flechas
blancas) y el metanefros (MT). En s5a (c, d), la expresión de DAX1 es muy intensa
y homogénea en toda la gónada XY (c) y la comisura ventral (flecha verde), mientras
que en la gónada XX (d) es menor en la corteza. En el estadio s5b (e, f ), DAX1 se
localiza en las células somáticas que forman los cordones masculinos y femeninos,
en las PGCs (flechas amarillas) y en la región cortical del ovoteste. El test́ıculo s5c
(g) muestra expresión de DAX1 en varios tipos celulares, incluyendo las células de
Sertoli (cs), las células de Leydig (cl) y las células germinales (cg). En el ovoteste del
mismo estadio (h), la protéına se detecta en el interior de los cordones medulares
y en las células de la región cortical, incluidas las PGCs (flecha amarilla). Las
puntas de flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos. La ĺınea
discontinua delimita la frontera entre la gónada (G) y el mesonefros (MN). La ĺınea
de puntos roja marca la periferia de la gónada y la blanca el ĺımite entre la corteza
y la médula. La barra de escala representa 225µm en a, b, y 100µm en c–h.
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4.2.4. WNT4

En todos los estadios analizados, WNT4 presenta una localización cito-
plasmática. Al igual que en el caso de DAX1, esta protéına es detectada en
dos áreas del metanefros (figs. 4.14a y 4.15a), en la comisura ventral del me-
sonefros y en la zona en la que se desarrollará el conducto de Müller (figs.
4.14 y 4.15a, c, e, g). Cuando el conducto de Müller es evidente (estadio s5c),
la expresión de WNT4 en las células que lo forman disminuye en los machos
(fig. 4.14g).

Gónada XY

El desarrollo gonadal temprano de los machos de T. occidentalis es
normal en cuanto al perfil de expresión de WNT4. Este gen se expresa,
fundamentalmente, en la médula tanto de la cresta genital XY (figs. 4.14a, b)
como de la gónada masculina s5a (figs. 4.14c,d). Dicha expresión se localiza
en los cordones del test́ıculo s5b, aunque es bastante menos evidente que en
los estadios anteriores (figs. 4.14e, f ) y, prácticamente, desaparece en s5c (figs.
4.14g, h).

—————————————

Figura 4.14: Detección de WNT4 mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas XY embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a
los estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con FITC (verde) y un filtro doble. Tanto en el estadio s4
(a, b) como en s5a (c, d), WNT4 se expresa, fundamentalmente, en las células de
la región medular de la gónada XY. En s5b (e, f ), la expresión se localiza en los
cordones testiculares y disminuye hasta casi desaparecer en s5c (g, h). Las flechas
verdes señalan células positivas para WNT4 en la comisura ventral. Las flechas
blancas indican la región en la que se formará el conducto de Müller. Las puntas de
flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos. La ĺınea discontinua
amarilla delimita la frontera entre la gónada y el mesonefros. La ĺınea de puntos azul
marca la periferia de la gónada y la blanca el ĺımite entre la corteza y la médula.
La barra de escala representa 200µm en a, c, e, g, y 50µm en b, d, f, h. (G) Gónada;
(MN) mesonefros; (MT) metanefros.
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Gónada XX

En la gonadogénesis femenina, la expresión de WNT4 es similar a la
observada en los individuos XY durante los estadios s4 y s5a, aunque en
este último aparece una mayor fluorescencia en la corteza (figs. 4.15a–d). En
el estadio s5b, los cordones medulares de la gónada XX aparecen fuertemente
positivos para WNT4, mientras que la corteza presenta una expresión mucho
menor (figs. 4.15e, f ). En s5c, se observa con mayor claridad que algunas de
las células positivas de la corteza son PGCs (flecha amarilla en fig. 4.15h),
aunque los niveles de protéına siguen siendo mayores en las células medulares
(figs. 4.15g, h).

—————————————

Figura 4.15: Detección de WNT4 mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas XX embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a
los estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con FITC (verde) y un filtro doble. WNT4 es detectado en las
células medulares de todos los estadios analizados (a–h). En s5a (c, d), s5b (e, f )
y s5c (g, h), se observa fluorescencia en algunas células de la corteza gonadal XX,
incluidas las PGCs (flecha amarilla). Las flechas verdes señalan células positivas
para WNT4 en la comisura ventral. Las flechas blancas indican la región en la
que se formará el conducto de Müller. La punta de flecha señala autofluorescencia
inespećıfica de los eritrocitos. La ĺınea discontinua amarilla delimita la frontera entre
la gónada y el mesonefros. La ĺınea de puntos azul marca la periferia de la gónada y
la blanca el ĺımite entre la corteza y la médula. La barra de escala representa 200µm

en a, c, e, g, y 50µm en b, d, f, h. (G) Gónada; (MN) mesonefros; (MT) metanefros.
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4.2.5. AMH

El hecho más significativo en relación con el gen AMH de T. occidentalis
es que éste comienza a expresarse en etapas tan tempranas como s4. En este
estadio, la protéına AMH se localiza en el citoplasma de un reducido grupo
de células somáticas situadas en la médula del primordio gonadal (fig. 4.16a).
El número de células positivas para AMH aumenta significativamente en el
siguiente estadio, observándose una distribución de éstas en toda la médula
de la gónada masculina s5a (fig. 4.16b). Una vez que los cordones testiculares
ya se han formado (s5b en adelante), puede verse que la expresión de AMH
ocurre en las células de Sertoli (figs. 4.16c, d, e).

Mediante el análisis de un control negativo en el que se suprimió el an-
ticuerpo primario anti–AMH, se observa que la fluorescencia que emiten los
eritrocitos y las células del epitelio de los conductos mesonéfricos es inespećıfi-
ca (figs. 4.16e, f ). Este dato es válido para todas las inmunofluorescencias
realizadas en este trabajo.

—————————————

Figura 4.16: Detección de AMH mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas XY embrionarias de T. occidentalis, correspondientes
a los estadios s4 (a), s5a (b), s5b (c) y s5c (d, e), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con Cy3 (rojo). AMH se detecta en unas pocas células somáticas
de la cresta genital XY (flecha en a). En s5a (b), las células positivas para
AMH están distribuidas por toda la región medular. En s5b (c) y s5c (d) se
observa que las células que expresan AMH son las células de Sertoli (flechas).
(e) Imagen de inmunofluorescencia sobre un test́ıculo s5c utilizando un anticuerpo
primario anti–AMH (control positivo). (f ) Imagen de inmunofluorescencia sobre un
test́ıculo s5c utilizando únicamente un anticuerpo secundario (control negativo). Por
comparación entre las imágenes e y f, resulta evidente que los cordones testiculares
emiten fluorescencia espećıfica (se observan sólo en e), mientras que los canales
mesonéfricos (punta de flecha verde) y los eritrocitos (punta de flecha blanca) lo
hacen de forma inespećıfica (se observan en ambas imágenes). Las puntas de flecha
blancas en a–d señalan, igualmente, autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos.
La ĺınea discontinua delimita la frontera entre la gónada y el mesonefros. La ĺınea
de puntos verde marca la periferia de la gónada y la blanca el ĺımite entre la corteza
y la médula. La barra de escala representa 100µm en a–d, y 300µm en e, f. (G)
Gónada; (MN) mesonefros.
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4.2.6. DMRT1

La expresión de DMRT1 durante las primeras etapas del desarrollo
testicular de T. occidentalis muestra un patrón similar al descrito en otras
especies de mamı́feros. DMRT1 se localiza en el núcleo de las células
medulares del primordio gonadal (fig. 4.17a). En el estadio s5a, las células que
expresan DMRT1 exhiben una disposición cordonal, aunque aún no se observa
una diferenciación morfológica de la gónada (fig. 4.17c). En los siguientes
estadios, la protéına se localiza en el interior de los núcleos de las células de
Sertoli que forman los cordones testiculares (figs. 4.17e, g).

Con respecto al desarrollo temprano del ovoteste, la expresión de DMRT1
es muy llamativa. Desde el estadio s4 en adelante, DMRT1 se observa en los
núcleos de distintos tipos celulares de la región cortical de la gónada femenina
(figs. 4.17b, d, f, h). Esta expresión cortical va disminuyendo progresivamente
en las células somáticas, mientras que se mantiene en las PGCs. Asimismo,
la comisura ventral del mesonefros XX también se muestra inmuno–reactiva
para DMRT1 a partir de s5b (flecha verde en fig. 4.17f ). Las células somáticas
medulares muestran una expresión débil de este gen hasta el estadio s5c,
momento en el cual ya no se detecta (fig. 4.17h).

—————————————

Figura 4.17: Detección de DMRT1 mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a los
estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con Cy3 (rojo). En todo el periodo analizado, DMRT1 se
detecta en el núcleo de las células somáticas medulares de la gónada XY (columna
izquierda). Estas células se organizan en estructuras cordonales en el estadio s5a
(flecha en c) y corresponden con las células de Sertoli a partir de s5b (flechas en e,
g). Por el contrario, durante la gonadogénesis femenina, las células positivas para
DMRT1 se localizan fundamentalmente en la corteza gonadal (columna derecha),
aunque se observa una expresión débil en la médula entre los estadios s4 y s5b (b, d,
f ). La flecha verde señala inmuno–reactividad para DMRT1 en la comisura ventral.
Las puntas de flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos. La
ĺınea discontinua delimita la frontera entre la gónada y el mesonefros. La ĺınea de
puntos verde marca la periferia de la gónada y la blanca el ĺımite entre la corteza y
la médula. La barra de escala representa 100µm en todas las imágenes. (G) Gónada;
(MN) mesonefros.
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4.3. Migración celular durante el desarrollo

gonadal temprano

Como se ha indicado previamente, la migración de células mesenquimáti-
cas desde el mesonefros a la gónada es un evento fundamental en la orga-
nogénesis testicular. Para estudiar este proceso en T. occidentalis, se ana-
lizó el patrón de expresión de los genes MT1–MMP (membrane-type-1 matrix
metalloproteinase), que es un marcador de células migratorias, y PDGFRα,
que es un gen implicado en la transmisión de la señal gonadal necesaria para
que se induzca dicha migración.

4.3.1. MT1–MMP

En machos, MT1–MMP aparece de forma dispersa por todo el mesonefros
desde el estadio s4 hasta s5b (figs. 4.18a, c, e). En hembras, el patrón es
similar, pero también se expresa en el mesonefros s5c (figs. 4.19a, c, e, g).

Gónada XY

En el primordio gonadal XY (estadio s4), gran parte de las células de
la corteza expresan MT1–MMP, mientras que en la médula la densidad de
células positivas es mucho menor (fig. 4.18b). En s5a y s5b, se observa que sólo
las células corticales y las intersticiales de la médula expresan MT1–MMP,
mientras que las células de los cordones medulares no lo hacen (figs. 4.18d,
f ). En estos estadios, la región fronteriza entre gónada y mesonefros muestra
grupos de células migratorias que se extienden a ambos lados de la misma
(flechas en 4.18d, f ), indicando continuidad en el proceso de migración.

—————————————

Figura 4.18: Detección de MT1–MMP mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas embrionarias XY de T. occidentalis, correspondientes a
los estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con FITC (verde) y un filtro doble. En todos los estadios,
excepto en s5c, MT1–MMP se detecta tanto en la gónada como en el mesonefros
(a–f ). Entre s4 y s5b (a–f ), aparecen células inmuno–reactivas por toda la gónada,
exceptuando las que constituyen los cordones medulares (delimitados por la ĺınea
de puntos blanca), algo especialmente patente en s5b (f ). En s5c (g, h) no hay
células positivas para MT1–MMP en la región medular y son muy abundantes en la
corteza. Las flechas en d y f señalan grupos de células positivas para MT1–MMP
que atraviesan la frontera (ĺınea discontinua) entre la gónada (G) y el mesonefros
(MN). Las puntas de flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos.
Las ĺıneas de puntos azules delimitan la región cortical en a y b. La barra de escala
representa 200µm en a, c, e, g, y 50µm en b, d, f, h.
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En el test́ıculo s5c, no hay expresión de MT1–MMP en ningún tipo celular
de la médula, pero la región cortical se muestra muy inmuno–reactiva frente
a los anticuerpos anti-MT1–MMP (fig. 4.18h).

Gónada XX

La gónada indiferenciada femenina (estadio s4) también muestra expresión
de MT1–MMP tanto en la médula como en la corteza, aunque, como ocurre
en la masculina, en la región medular presenta zonas en las que dicho gen no
se expresa (fig. 4.19a, b). A partir de s5a, la expresión disminuye en la corteza
hasta casi desaparecer y pueden observarse grupos de células que atraviesan
el ĺımite entre entre el mesonefros y la gónada, algo que es especialmente
evidente en s5c (flechas en 4.19d, f, h), lo que indica que en la hembra la
migración celular también presenta una continuidad entre ambos órganos. Al
igual que en los machos, los cordones medulares de la gónada XX s5c no son
inmuno–reactivos para MT1–MMP (fig. 4.19h).

—————————————

Figura 4.19: Detección de MT1–MMP mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas embrionarias XX de T. occidentalis, correspondientes a
los estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con FITC (verde) y un filtro doble. En todos los estadios
analizados, MT1–MMP se observa en la gónada y en el mesonefros (a–h). En el
primordio gonadal, se detecta expresión de MT1–MMP tanto en la médula como
en la corteza, aunque ésta es menor en la región medular (a, b); sin embargo, la
expresión es mayor en la médula de las gónadas femeninas s5a y s5b (c–f ). En
s5c, la expresión disminuye en la médula, no detectándose en el interior de los
cordones (ĺınea de puntos blanca en h), y se observa levemente en la corteza (g, h).
Las flechas señalan grupos de células positivas para MT1–MMP que atraviesan la
frontera entre la gónada y el mesonefros (ĺınea discontinua). Las puntas de flecha
señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos. Las ĺıneas de puntos azules
delimitan la región cortical en b, d, f y h. La barra de escala representa 200µm en
a, c, e, 250µm en g, y 50µm en b, d, f, h. (G) Gónada; (MN) mesonefros.
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4.3.2. PDGFRα

La protéına PDGFRα se detecta en ambos sexos en el citoplasma de
determinadas células gonadales (figs. 4.20a–f, h). En machos, tanto en el
estadio s4 como en s5a, las células positivas para PDGFRα están distribuidas
por toda la gónada (figs. 4.20a, c), aunque en s5a pueden intuirse grupos
celulares con disposición cordonal que no expresan PDGFRα (fig. 4.20c). En
el test́ıculo s5b, la expresión de este gen está restringida a la región cortical
que queda próxima a la comisura ventral (fig. 4.20e). En este caso, puede
observarse que los cordones testiculares son negativos para PDGFRα (detalle
en fig. 4.20e). Finalmente, en s5c ya no se detecta esta protéına en ninguna
célula (fig. 4.20g).

En hembras, PDGFRα se observa en todo el periodo estudiado y su
distribución es, fundamentalmente, medular (figs. 4.20b, d, f, h). En s5c, no
se puede identificar claramente si todos los cordones medulares son negativos
para PDGFRα.

En el mesonefros, PDGFRα sólo se expresa en la región en donde se
desarrollará el conducto de Müller (detalles en figs. 4.20c, d) y en el propio
conducto (detalles en figs. 4.20g, h), que se encuentra en el extremo opuesto
al de la gónada, por lo que no existe continuidad entre las células gonadales
y mesonéfricas que expresan este gen.

—————————————

Figura 4.20: Detección de PDGFRα mediante inmunofluorescencia en secciones
transversales de gónadas embrionarias de T. occidentalis, correspondientes a los
estadios s4 (a, b), s5a (c, d), s5b (e, f ) y s5c (g, h), utilizando un anticuerpo
secundario marcado con FITC (verde) y un filtro doble. En la gónada XY, PDGFRα

se expresa tanto en la región medular como en la cortical durante los estadios s4
(a) y s5a (c). A partir de s5b, la expresión disminuye en la gónada masculina (e),
en donde se detecta alrededor de los cordones testiculares adyacentes a la comisura
ventral (detalle en e), y desaparece en s5c (g). En la gónada XX, PDGFRα se
localiza principalmente en la médula durante todo el periodo analizado (b, d, f,
h). También se observa inmuno–reactividad en la región del conducto de Müller de
ambos sexos (detalles en c, d, g, h). Las puntas de flecha señalan autofluorescencia
inespećıfica de los eritrocitos. La ĺınea discontinua marca la frontera entre la gónada
y el mesonefros. Las ĺıneas de puntos azules delimitan la región cortical de la gónada
en a–d, f, h. La barra de escala representa 70µm en a, b, y 150µm en c–h. (G)
Gónada; (MN) mesonefros; (cw) conducto de Wolff; (cm) conducto de Müller.

118



4.3. Migración celular durante el desarrollo gonadal temprano

s4
Gónada XY Gónada XX

s5
a

s5
b

s5
c

MN

MN
MN

G

G

MN

G G

ba

c d

e f

g h

G

G

MN

G

MN

G

PDGFRα

cm
cm

cw

cw

cwcw

119
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A continuación, se muestra de forma esquemática el patrón de expresión
de los genes analizados en este trabajo en relación con la determinación sexual
(cuadros 4.1 y 4.2) y la migración celular (cuadros 4.3 y 4.4).

Cuadro 4.1: Patrón de expresión de los genes implicados en la determinación sexual
durante las etapas tempranas de la gonadogénesis masculina.

Gónada XY

s4 s5a s5b s5c

M C M C M C M C

SF1 +++ + +++ + +++ + +++ -

SOX9 +++ - +++ - +++ - +++ -

DAX1 ++ + +++ +++ ++ - ++ -

WNT4 +++ - +++ - + - - -

AMH + - ++ - +++ - +++ -

DMRT1 +++ + ++ - +++ - ++ -

(+++) Expresión intensa; (++) expresión media; (+) expresión débil.
(M) Médula; (C) corteza.

Cuadro 4.2: Patrón de expresión de los genes implicados en la determinación sexual
durante las etapas tempranas de la gonadogénesis femenina.

Gónada XX

s4 s5a s5b s5c

M C M C M C M C

SF1 +++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ +

SOX9 - - - - - - - -

DAX1 ++ + ++ + +++ ++ ++ +

WNT4 +++ + +++ + +++ + ++ +

AMH - - - - - - - -

DMRT1 + +++ + +++ + ++ - ++

(+++) Expresión intensa; (++) expresión media; (+) expresión débil.
(M) Médula; (C) corteza.
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Cuadro 4.3: Patrón de expresión de los genes implicados en la migración de células
mesonéfricas al interior de la gónada masculina.

Gónada XY

s4 s5a s5b s5c

M C M C M C M C

MT1–MMP ++ ++ +++ ++ +++ ++ - +++

PDGFRα + + +++ +++ + + - -

(+++) Expresión intensa; (++) expresión media; (+) expresión débil.
(M) Médula; (C) corteza.

Cuadro 4.4: Patrón de expresión de los genes implicados en la migración de células
mesonéfricas al interior de la gónada femenina.

Gónada XX

s4 s5a s5b s5c

M C M C M C M C

MT1–MMP ++ ++ +++ + +++ + ++ +

PDGFRα + - ++ - +++ - + -

(+++) Expresión intensa; (++) expresión media; (+) expresión débil.
(M) Médula; (C) corteza.
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4.4. Caracterización molecular de las células

germinales

La caracterización de la ĺınea germinal de T. occidentalis se llevó a cabo
mediante el estudio del marcador molecular genérico de células germinales
MVH (mouse vasa homologue), aśı como del marcador espećıfico de células
germinales no meióticas OCT4 (octamer motif binding protein 4 ) y de los
marcadores de células germinales meióticas γH2AX (phosphorilated H2A
histone family, member X ) y SYCP3 (synaptonemal complex protein 3 ).
Además, se detectó expresión de DMRT1 en las células germinales XX.

4.4.1. Distribución de las PGCs en el desarrollo gonadal

temprano

Con objeto de estudiar las PGCs durante los primeros estadios de la
gonadogénesis de Talpa, se realizaron inmunofluorescencias para detectar el
marcador pre–meiótico OCT4. Aunque con esta técnica pueden observarse
algunas PGCs (flechas en figs. 4.21a, b, e, f ), los resultados obtenidos no
proporcionan una información precisa, debido a que varias capas celulares de
la corteza gonadal presentan inmnuno–reactividad inespećıfica y dificultan la
localización de las células germinales (puntas de flecha en figs. 4.21a, b, e, f ).
En los cortes semifinos śı pueden identificarse claramente las PGCs, que se
caracterizan por tener un gran tamaño y núcleos esféricos. En estos cortes,
se observa que las PGCs son muy escasas en el estadio s4, no encontrándose
más de una o dos por sección transversal (flechas en figs. 4.21c, d).

—————————————

Figura 4.21: Distribución de las PGCs durante el desarrollo gonadal temprano de
T. occidentalis. Mediante inmunofluorescencia con anticuerpos anti–OCT4 (a, b, e,
f ) no se pueden identificar claramente las PGCs (flechas blancas), debido a que
varias capas celulares adyacentes al epitelio celómico se muestran inmuno–reactivas
(puntas de flecha) en todos los estadios tempranos, incluyendo s5b (no mostrado).
Los cortes semifinos (c, d, g–j ), sin embargo, si permiten localizar fácilmente las
PGCs en estos estadios en función de sus caracteŕısticas morfológicas (flechas). Las
PGCs son muy escasas en el primordio gonadal (estadio s4) de ambos sexos (c, d).
En s5a, están presentes en la corteza y la médula tanto de la gónada XY como
XX (g, h), pero desaparecen de la médula en el estadio s5b sólo en la gónada XX
(j ) y no en la gónada XY (i), en donde se localizan en el interior de los cordones
testiculares. Los eritrocitos presentan autofluorescencia inespećıfica en a, b, e, f. La
ĺınea discontinua amarilla delimita la frontera entre la gónada (G) y el mesonefros
(MN). La ĺınea discontinua roja marca el ĺımite entre la corteza y la médula. La
barra de escala representa 60µm en a, b, e, f, y 25µm en c, d, g–j.

122



4.4. Caracterización molecular de las células germinales

f

g

MN

MN
MN

G

G G

Gónada XXGónada XY
s4

s5
a

s5
b

G

MN

a b

c d

h

i j

OCT4 OCT4

OCT4OCT4

e

123
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En el estadio s5a, las PGCs son más abundantes y se encuentran tanto en
la corteza como en la médula de las gónadas de ambos sexos (figs. 4.21g, h).

A partir de s5b, la distribución de las PGCs muestra un claro dimorfismo
entre machos y hembras. En la gónada femenina, las PGCs están localizadas
exclusivamente en la corteza gonadal, no observándose en ningún caso en la
región medular (fig. 4.21j ). Por el contrario, en el test́ıculo s5b, las PGCs
se disponen en el interior de los cordones testiculares, junto a las células de
Sertoli (fig. 4.21i).

4.4.2. Localización de las células germinales XX

Para determinar la localización de las células germinales femeninas
durante el resto de la organogénesis gonadal, se estudió el patrón de expresión
de MVH, un marcador molecular genérico de esta ĺınea celular, en cuatro
estadios representativos del desarrollo de T. occidentalis: el último estadio
prenatal (s8; fig. 4.22a), y los estadios post–natales s10 (fig. 4.22b), s12 (fig.
4.22c) y s15a (fig. 4.22d). En todos los casos, las células germinales se localizan
en la región cortical de la gónada, que corresponde con la porción ovárica del
ovoteste en las figuras 4.22c y 4.22d. Ninguna célula germinal es detectada en
la región medular, denominada porción testicular en las figuras 4.22c y 4.22d.

4.4.3. Localización de las células germinales XY

En el test́ıculo s5c, el epitelio celómico todav́ıa se muestra inmuno–reactivo
para el anticuerpo anti–OCT4 (punta de flecha amarilla en fig. 4.23a), pero
las PGCs pueden ser fácilmente identificadas en el interior de los cordones
testiculares (flechas en fig. 4.23a), puesto que, aunque siguen siendo escasas,
la gónada presenta un mayor tamaño y la fluorescencia del epitelio es menos
intensa.

En los machos recién nacidos (estadio s9), las PGCs han proliferado,
observándose un mayor número de éstas dentro de los cordones testiculares
(fig. 4.23b), en donde se disponen a lo lardo de todo su diámetro, desde las
zonas más profundas a las más periféricas (flechas en fig. 4.23b). En el test́ıculo
s10, sin embargo, las PGCs comienzan a desplazarse a la periferia de los
cordones (fig. 4.23c), lugar en el que permanecen a partir de s12 (fig. 4.23d).
Las PGCs acaban en contacto directo con la lámina basal muy próximas a
las células mioides peritubulares, tal como puede observarse en la figura 4.23e
(estadio s13).

En los individuos adultos, la localización de las células germinales
dependerá del periodo en el que se encuentre el ciclo reproductivo, de forma
que en la época infértil las células germinales vuelven a ocupar posiciones
profundas en los túbulos semińıferos (fig. 4.23f ). En los machos que han
comenzado la reactivación testicular, algunas células germinales empiezan
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Figura 4.22: Detección del marcador molecular genérico de células germinales
MVH mediante inmunofluorescencia en secciones transversales de gónadas XX de
T. occidentalis, correspondientes a los estadios s8 (a), s10 (b), s12 (c) y s15a (d),
utilizando un anticuerpo secundario marcado con Cy3 (rojo). Las células germinales
se localizan exclusivamente en la corteza gonadal de los individuos XX (a–d). Las
puntas de flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos de los vasos
sangúıneos en d. La ĺınea discontinua delimita la frontera entre la corteza (C) y la
médula (M) de la gónada femenina en a y b, y entre la porción ovárica (PO) y la
porción testicular (PT) del ovoteste en c y d. La barra de escala representa 300µm

en todas las imágenes.
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a expresar el marcador meiótico γH2AX, el cual codifica una histona que
interviene en la reparación del ADN durante la meiosis (flecha blanca en fig.
4.23f ), mientras que otras no lo hacen porque todav́ıa no han entrado en
meiosis (flecha amarilla en fig. 4.23f ).

En la época fértil, por el contrario, las células germinales vuelven a
situarse en la periferia de los túbulos semińıferos, que han aumentado
bastante su tamaño (figs. 4.23g, h), y expresan los marcadores meióticos
SYCP3 (fig. 4.23g) y γH2AX (fig. 4.23h), indicando que han reiniciado la
espermatogénesis. En la figura 4.23h, se distinguen dos patrones distintos
de distribución de la histona γH2AX en los espermatocitos, núcleos con
fluorescencia homogénea (flecha amarilla) y núcleos con focos bien definidos
(flecha blanca), debido a que éstos se encuentran en distintas etapas de la
primera profase meiótica.

—————————————

Figura 4.23: Caracterización de células germinales pre– y post–meióticas en
individuos XY de T. occidentalis. Las células germinales XY fueron caracterizadas
mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos frente al marcador molecular
pre–meiótico OCT4, el marcador de células germinales genérico MVH y los
marcadores meióticos SYCP3 y γH2AX, aśı como el marcador de células mioides
peritubulares αSMA. (a) En el test́ıculo s5c, OCT4 se observa en los núcleos de
las células germinales (flechas) y en las células del epitelio celómico (punta de
flecha). (b) En recién nacidos (estadio s9), OCT4 se expresa en células germinales
con distintas localizaciones (flechas) en el interior de los cordones testiculares
(delimitados por ĺıneas discontinuas blancas). En s10 (c), las células germinales
aún ocupan posiciones profundas dentro de los cordones, mientras que en s12 (d,
inmunodetección citoplasmática de MVH) ya han migrado a la periferia de los
mismos. (e) Mediante inmunofluorescencia doble secuencial de MVH (rojo) y αSMA
(verde), se observa que las células germinales están próximas a las células mioides
en la periferia de los cordones testiculares del estadio s13. (f ) Inmunofluorescencia
doble secuencial para MVH (rojo) y γH2AX (verde) en un test́ıculo de un macho
adulto infértil de topo; algunas células germinales han reiniciado la meiosis (flecha
blanca) mientras que otras aún no lo han hecho (flecha amarilla). (g) Detección de
SYCP3 en un test́ıculo de un macho adulto fértil con abundantes espermatocitos
(flechas); los túbulos semińıferos están contorneados por ĺıneas discontinuas blancas.
(h) Expresión de γH2AX en un test́ıculo de un macho fértil, observándose dos
patrones de expresión diferentes: núcleos con focos de fluorescencia verde intensa
(flecha blanca) y núcleos con fluorescencia homogénea y menos intensa (flecha
amarilla). Las puntas de flecha blancas señalan autofluorescencia inespećıfica de
los eritrocitos. El anticuerpo secundario utilizado en las inmunofluorescencias para
OCT4 (a–c), MVH (d–f ) y SYCP3 (g) está marcado con Cy3 (rojo) y el utilizado
para αSMA (e) y γH2AX (f, h) con FITC (verde). (CL) Células de Leydig
autofluorescentes. La barra de escala representa 100µm en a, y 25µm en b–h.
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4.4.4. Comienzo de la meiosis femenina

El establecimiento de momento exacto en el que se inicia la meiosis en
las hembras de T. occidentalis se realizó mediante el estudio del marcador
pre–meiótico OCT4 y de los marcadores meióticos γH2AX y SYCP3 (fig.
4.24).

OCT4 es detectado en las células germinales de las hembras recién
nacidas (estadio s9), mientras que no ocurre lo mismo con γH2AX y
SYCP3 (fig. 4.24a–c), lo que indica que aún no ha comenzado la meiosis
en estos individuos. En s10, las células germinales de la corteza gonadal
externa continúan expresando OCT4 (flecha amarilla en fig. 4.24d), pero
las que se localizan en las zonas más profundas han disminuido el nivel
de expresión o bien han dejado de expresar este gen (flecha blanca en fig.
4.24d). Precisamente en estas células de la corteza profunda de la gónada XX
s10, comienza a detectarse expresión de γH2AX y SYCP3 (flechas blancas
en figs. 4.24e, f ), mientras que las de la periferia aún no expresan estos
marcadores (flechas amarillas en figs. 4.24e, f ). En el estadio s11, todas las
células germinales de la gónada femenina son negativas para OCT4 (fig. 4.24g)
y muestran expresión de los marcadores meióticos γH2AX y SYCP3 (figs.
4.24h, i). Esta misma situación se observa en el estadio s12 (figs. 4.24j–l).

Estos datos ponen de manifiesto que en T. occidentalis la oogénesis es
un proceso post–natal, que se inicia en las células germinales de la corteza
profunda en el estadio s10 y se extiende hacia el exterior de la gónada en una
onda que concluye en s11.

—————————————

Figura 4.24: Detección del marcador pre–meiótico OCT4 y los marcadores
meióticos γH2AX y SYCP3 mediante inmunofluorescencia en secciones transversales
de gónadas XX de T. occidentalis, correspondientes a los estadios s9 (a–c), s10 (d–
f ), s11 (g–i) y s12 (j–l), utilizando anticuerpos secundarios marcados con Cy3
(rojo) y con FITC (verde). Todos los núcleos de las células germinales XX en el
estadio s9 son positivos para OCT4 (a), mientras que no se observa expresión de
γH2AX (b) ni SYCP3 (c). En el estadio s10, la expresión de OCT4 disminuye
gradualmente comenzando por las células más profundas (flecha blanca en d),
aunque todav́ıa se mantiene alta en las células más externas (flecha amarilla en
d); contrariamente, la expresión de γH2AX y la de SYCP3 comienza a detectarse
en la corteza profunda (flechas blancas en e, f ) pero no se observa en la corteza
externa (flechas amarillas en e, f ). En s11, todas las células germinales, incluidas
las de la corteza externa (flechas amarillas), expresan los dos marcadores meióticos
(h, i), pero no el marcador pre–meiótico (g). La misma situación se observa en s12
(j–l). Las puntas de flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos.
La ĺınea discontinua delimita la frontera entre la médula (M) y la corteza gonadal.
La barra de escala representa 40µm en d, g, j, y 100µm en el resto de figuras.
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4.4.5. Expresión de DMRT1 en células germinales XX

DMRT1 presenta un patrón de expresión muy singular en las hembras de
T. occidentalis. Como ya se ha indicado con anterioridad, este gen se expresa
en la región cortical del primordio gonadal femenino en varios tipos celulares
(fig. 4.25a). A partir de s5b, puede intuirse que las células germinales XX pre–
meióticas son positivas para DMRT1 (flecha en fig. 4.25b), algo que queda
comprobado al observarse co–localización de esta protéına con el marcador
pre–meiótico OCT4 en los estadios s8 (fig. 4.25c) y s10 (fig. 4.25d). En s11
(fig. 4.25e), se observa que las células germinales XX que han comenzado
la meiosis, identificables porque expresan el marcador meiótico γH2AX, han
dejado de expresar DMRT1 (flechas amarillas en fig. 4.25e), mientras que
las que aún permanecen en un estado pre–meiótico continúan expresando
DMRT1 (flechas blancas en fig. 4.25e). En el estadio s12, ya no se detecta
expresión de DMRT1 ni de OCT4 (fig. 4.25f ), lo que indica que DMRT1 sólo
se expresa en las células germinales XX antes del inicio de la meiosis.

Por otro lado, los resultados en machos apoyan la idea de que DMRT1 se
expresa en el test́ıculo exclusivamente en la ĺınea Sertoli desde el estadio s4
(figs. 4.25g–i), no detectándose en ningún caso co–localización de DMRT1 y
OCT4 en las células germinales XY (fig. 4.25i).

—————————————

Figura 4.25: Detección de DMRT1 mediante inmunofluorescencia en células
germinales pre–meióticas XX de T. occidentalis, utilizando un anticuerpo secundario
marcado con Cy3 (rojo). En la gónada femenina, DMRT1 se expresa en las células
corticales durante el periodo s4–s5b (flechas en a, b). En el periodo s8–s10 (c,
d), las células positivas para DMRT1 expresan también el marcador pre–meiótico
OCT4 (flechas blancas), indicando que son células germinales. En las hembras s11
(e), sólo las células germinales no meióticas aún expresan DMRT1 (flechas blancas),
mientras que las que han comenzado la meiosis (positivas para el marcador meiótico
γH2AX; flechas amarillas), ya no expresan DMRT1. En s12 (f ), todas las células
germinales XX han iniciado la meiosis (evidenciado por la ausencia de OCT4) y no
expresan DMRT1. En machos (g–i), DMRT1 es detectado en las células medulares
del primordio gonadal (estadio s4, imagen g), en la mayoŕıa de las células de los
cordones del test́ıculo s5c (flecha blanca en h) y en las células de Sertoli de los
test́ıculos post–natales (estadio s10, imagen i); pero no se observa en las células
germinales masculinas (DMRT1 y OCT4 no aparecen co–localizados en la figura
i). Las puntas de flecha señalan autofluorescencia inespećıfica de los eritrocitos. La
ĺınea discontinua delimita la frontera entre la gónada y el mesonefros. La ĺınea de
puntos verde marca la periferia de la gónada y la blanca el ĺımite entre la corteza y
la médula. La barra de escala representa 100µm en b, f, h, 80µm en a, g, 50µm en
c, 40µm en e, i, y 30µm en d. (G) Gónada; (MN) mesonefros.
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4. Resultados

4.5. Caracterización molecular de las células

de Leydig

La caracterización molecular de las células de Leydig adultas masculinas y
femeninas de T. occidentalis se llevó a cabo utilizando anticuerpos espećıficos
frente al factor esteroidogénico 1 (SF1), relacionado con la activación de las
rutas esteroidogénicas, y el enzima P450scc (cytochrome P450 side chain
cleavage), que interviene en la śıntesis de testosterona.

SF1 se detecta en los núcleos de tres tipos celulares del test́ıculo, aunque
con diferente intensidad (fig. 4.26a). Las células de Sertoli muestran una
expresión leve de este gen (flecha amarilla en fig. 4.26a), mientras que en las
células intersticiales, entre las que se incluyen las células de Leydig con núcleos
esféricos (flecha blanca en fig. 4.26a), y las células mioides peritubulares con
núcleos alargados (punta de flecha en fig. 4.26a), es mucho mayor. En el
ovoteste adulto, la expresión de SF1 también es detectada en las células
mioides peritubulares (punta de flecha en fig. 4.26b), en las células de Leydig
(flecha blanca en fig. 4.26b) y en las células que componen las esférulas
(flecha amarilla en fig. 4.26b), todas ellas con un nivel de expresión similar al
observado en la gónada XY.

En relación con P450scc, este gen se expresa exclusivamente en las células
de Leydig tanto masculinas como femeninas, en donde la protéına presenta
una localización citoplasmática (flechas blancas en figs. 4.26c, d.)
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Figura 4.26: Detección de SF1 y P450scc mediante inmunofluorescencia en
secciones transversales de gónadas adultas de T. occidentalis, correspondientes a
individuos capturados durante la época infértil (a, b, d) y durante la época fértil
(c), utilizando un anticuerpo secundario marcado con Cy3 (rojo). (a, b) SF1 es
detectado en los núcleos de las células intersticiales de ambos sexos, incluidas las
células de Leydig (flechas blancas) y las mioides peritubulares (puntas de flecha),
aśı como, aunque con menor intensidad, en los núcleos de las células de Sertoli
del test́ıculo y de las células de las esférulas de la porción testicular del ovoteste
(flechas amarillas). P450scc se observa en el citoplasma de las células de Leydig
tanto masculinas (c) como femeninas (d). La ĺınea discontinua delimita la periferia
de un cordón testicular en a y de una esférula en b. La barra representa 100µm en
todas las imágenes.
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5. Discusión

5.1. Especificidad de los anticuerpos utilizados

La mayor parte del estudio de expresión génica realizado en este trabajo
se llevó a cabo utilizando anticuerpos comerciales (ver cuadro 3.4). Teniendo
en cuenta que no hay anticuerpos espećıficos disponibles frente a protéınas
de Talpa, el criterio en el que nos basamos para su elección fue el nivel de
conservación del fragmento pept́ıdico para el que fueron elaborados. De esta
manera, se procuró que todos los anticuerpos elegidos hubiesen sido probados
antes mediante ((inmunoblot)) en varias especies de mamı́feros, como humano,
rata y ratón. Este hecho nos ha permitido tener una alta confianza en los datos
obtenidos en T. occidentalis. Además, el perfil de expresión observado en los
machos de topo nos ha aportado una mayor seguridad en nuestros resultados,
puesto que el desarrollo de la gónada XY en esta especie es similar al del resto
de mamı́feros y puede ser comparado con el de otras especies muy estudiadas,
como el ratón.

A pesar de que existe una amplia variedad de anticuerpos comerciales, no
nos fue posible encontrar alguno que reconociese fragmentos antigénicos de
DAX1 y WNT4 conservados en Talpa. Por tanto, tal como se ha detallado
con anterioridad, hubo que producir anticuerpos espećıficos frente a dichas
protéınas de T. occidentalis. En este caso, fue necesario realizar un control
más preciso de la especificidad de los sueros obtenidos, lo que nos ha aportado
varios indicios que apoyan firmemente la idea de que los sueros producidos
para este trabajo reconocen las protéınas DAX1 y WNT4 de topo y ratón.

La primera consideración que hay que tener en cuenta, es que los
oligopéptidos utilizados para la inmunización de conejos están codificados
por secuencias génicas muy conservadas entre distintos grupos de mamı́feros,
como topo, humano, cerdo, rata y ratón. Como consecuencia de ello, la
propia secuencia de aminoácidos también presenta una alta homoloǵıa entre
dichas especies. Además, estas secuencias aminoaćıdicas se determinaron con
el método descrito por Kolaskar y Tongaonkar (1990), que selecciona un
fragmento con una antigenicidad potencial muy alta.

Asimismo, se demostró mediante ELISA que el suero anti–WNT4 presenta
inmuno–reactividad espećıfica frente al péptido de WNT4 utilizado. Esta
técnica no se le aplicó al suero anti–DAX1 porque, tanto el proceso de
inmunización del conejo como el control del suero obtenido, fueron realizados
por SIGMA-GENOSYS.

Otro dato que apoya la idea de que las protéınas detectadas en las muestras
de Talpa son efectivamente DAX1 y WNT4, es que el perfil de expresión
génica temporal y espacial obtenido en el test́ıculo de topo es coherente con
el de ratón. En este trabajo, DAX1 se detecta en el primordio gonadal y el
mesonefros de T. occidentalis durante el estadio s4, aśı como en las células
que forman los cordones testiculares y en las células de Leydig a partir de
s5b, de forma similar a lo que se ha descrito para M. musculus (Ikeda y col.,
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2001). Asimismo, en topo, WNT4 se expresa durante las etapas tempranas
de la testiculogénesis hasta la aparición de los cordones testiculares en s5b,
momento en el cual es inhibido. También se observa expresión de WNT4 en
el metanefros y el conducto de Müller, igual que ocurre en ratón (Vainio y
col., 1999).

Aunque todos estos argumentos inducen a pensar que no hay motivo para
dudar de la especificidad de los anticuerpos, decidimos realizar una prueba en
secciones de gónadas de ratón de 12.5 dpc. Los resultados que se obtuvieron
en estas muestras corresponden con el patrón esperado, por lo que se puede
afirmar que los sueros de conejo utilizados para el estudio de DAX1 y WNT4
reconocen regiones de sendas protéınas conservadas, al menos, en topo y
ratón.

5.2. Control genético del desarrollo testicular

temprano en machos de T. occidentalis

Los topos del género Talpa presentan varias caracteŕısticas excepcionales
que les convierten en un grupo único en relación con desarrollo gonadal
femenino (Barrionuevo y col., 2004b; Jiménez y col., 1993). En este trabajo,
hemos investigado también el control genético del desarrollo testicular en
individuos XY de T. occidentalis. Para determinar el alcance de los resultados
obtenidos y comprobar si existen datos significativos en la testiculogénesis de
esta especie, es necesario comparar su perfil de expresión génica con el de otros
grupos de mamı́feros. En este sentido, se ha elegido al ratón como modelo por
ser la especie mejor caracterizada.

Los test́ıculos de topo se desarrollan de acuerdo con un programa temporal
similar al de otros mamı́feros.

El desarrollo testicular es un proceso muy conservado entre distintos gru-
pos de vertebrados. Para comparar el programa temporal de la gonadogénesis
masculina de T. occidentalis con la de otros mamı́feros, como humano, cerdo,
rata y ratón, Barrionuevo y col. (2004b) establecieron el concepto de ((progreso
del desarrollo)) para dicho proceso en estas especies. Este parámetro está de-
terminado por el porcentaje de d́ıas de gestación en el que ocurre un evento
morfológico concreto, tomando como 100 % el valor correspondiente al esta-
dio de desarrollo Carnegie no. 23, que es fácilmente identificable en todos los
casos. Según este estudio, la aparición del primordio gonadal indiferenciado
y el comienzo de la diferenciación testicular tendŕıan un valor aproximado de
60 % y 80 %, respectivamente, en las cinco especies analizadas (ver figura 5.1).
Este dato indica que, en principio, las etapas tempranas de la testiculogénesis
de Talpa ocurren en momentos similares a las del resto de mamı́feros.

A pesar de que el periodo de gestación de T. occidentalis dura una semana
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Figura 5.1: Progreso del desarrollo gonadal en distintas especies de mamı́feros
con diferente tamaño corporal. El valor de cada proceso se obtiene calculando el
porcentaje de d́ıas de gestación en relación al estadio Carnegie no. 23 (21 dpc
en T. occidentalis), que corresponde con el 100 %. Las letras indican el momento
relativo en el que ocurren las etapas más significativas de la gonadogénesis, como
la formación del primordio gonadal (P), el comienzo de la diferenciación testicular
en machos (T) y el comienzo de la meiosis (M) y la foliculogénesis (F) en hembras,
aśı como el momento del nacimiento (N). Las barras negras representan el periodo
que transcurre entre el comienzo de la diferenciación testicular en machos y la
diferenciación ovárica en hembras. Fuente: Barrionuevo y col. (2004b).

más que el de ratón (28 y 21 d́ıas, respectivamente), existe un paralelismo
morfológico y cronológico en el progreso del desarrollo de ambas especies
(Barrionuevo y col., 2004a,b). Esta semana de diferencia permite que, en T.
occidentalis, se produzca un mayor crecimiento intrauterino, de ah́ı que las
cŕıas de topo sean bastante más grandes que las de ratón en el nacimiento.

¿Es también similar el control genético del desarrollo testicular?

Según lo anterior, podŕıa considerarse la hipótesis de que los perfiles de
expresión de los genes que intervienen en la gonadogénesis de M. musculus
y T. occidentalis son también similares. Por lo que respecta a SF1, DAX1 y
WNT4, los datos obtenidos en este trabajo apoyan esta idea.

El gen SF1 se expresa en el primordio gonadal murino, aśı como en las
células de Sertoli y en las de Leydig a partir de los 12.5 dpc (Ikeda y col., 1994).
En el presente estudio también se detecta SF1 en la gónada indiferenciada
XY del estadio s4 de Talpa, aśı como en las células de Sertoli y de Leydig de
los estadios s5b y s5c. La expresión de SF1 en las células de la ĺınea Sertoli
es muy intensa en s5a y un poco menor en s5b y s5c, coincidiendo con una
mayor expresión en las células de Leydig, que han comenzado a diferenciarse
en s5b. Estos resultados son coherentes con el papel descrito para Sf1 tanto
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en el establecimiento de la cresta genital como en la activación del gen Amh
en las células de Sertoli y de los genes de la esteroidogénesis en las células de
Leydig (Ikeda y col., 1994; Shen y col., 1994).

El gen DAX1 de T. occidentalis muestra un patrón de expresión similar
al de M. musculus, excepto por el hecho de que en topo parece expresarse
también en las células germinales. Este dato aún no se ha comprobado con
marcadores moleculares de células germinales, pero el tamaño y la morfoloǵıa
de algunas células positivas para DAX1 apuntan a ello. Al igual que en
ratón (Ikeda y col., 2001), la protéına DAX1 de topo está presente en el
primordio gonadal masculino y en las células de Sertoli y de Leydig cuando
éstas ya se han diferenciado. El hecho de que DAX1 presente una localización
citoplasmática podŕıa estar relacionado con la función que se le ha asignado
a esta protéına en la regulación post–transcripcional, para la cual se une
directamente al ARNm y a los polirribosomas (Lalli y col., 2000).

WNT4 es una protéına involucrada en el desarrollo ovárico. En ratón,
Wnt4 se expresa en la cresta genital de ambos sexos, pero dicha expresión
es inhibida en la gónada XY a los 11.5 dpc, durante el periodo en el que
ocurre la determinación del sexo (Vainio y col., 1999). Además, esta protéına
es necesaria para la nefrogénesis del riñón metanéfrico y está espećıficamente
involucrada en la formación del conducto de Müller (Stark y col., 1994; Vainio
y col., 1999). Los resultados de WNT4 en los machos de topo coinciden con
este patrón. Este gen se expresa en la gónada indiferenciada y en las células
de la ĺınea Sertoli, aunque dicha expresión disminuye significativamente en el
estadio s5b y desaparece en s5c. Asimismo, también se detecta WNT4 tanto
en el metanefros como en la región del conducto de Müller, algo que también
ocurre con DAX1. Esta coincidencia entre los resultados de DAX1 y WNT4
podŕıa ser explicada por el hecho de que WNT4 se ha propuesto como un
activador directo o indirecto de DAX1 (Jordan y col., 2001; Mizusaki y col.,
2003).

Las células de Sertoli de topo se diferencian, al menos, dos d́ıas antes de
la formación de los cordones testiculares.

En ratón, la cresta genital aparece como un engrosamiento de la cara
ventrolateral del mesonefros a los 9.5 dpc. Aunque Sry comienza a expresarse
a los 10.5 dpc, el primer signo morfológico de diferenciación en la gónada
XY, que corresponde con la formación de los cordones testiculares, no se
observa hasta los 12.5 dpc. Entre ambos eventos, se produce la expresión de
Sox9 en las células pre–Sertoli a los 11.5 dpc, lo que supondrá que este tipo
celular adquiera el fenotipo Sertoli un d́ıa después e inicie la secreción de Amh
(Brennan y Capel, 2004).

En T. occidentalis, los cordones testiculares se aprecian por primera vez a
los 18 dpc, en el estadio s5b (Barrionuevo y col., 2004b). Por tanto, de acuerdo
con la hipótesis planteada según la cual los perfiles de expresión génica durante
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el desarrollo testicular debeŕıan ser similares en topo y ratón, seŕıa de esperar
que SRY comenzara a expresarse sobre los 16 dpc en el primordio gonadal
XY (estadio s4) y un d́ıa después, a los 17 dpc (estadio s5a), lo haŕıa SOX9.
Una vez formados los cordones testiculares, tendŕıa que iniciarse la expresión
se AMH en las células de Sertoli, tal como se ha descrito por Zurita y col.
(2003). Sorprendentemente, los datos obtenidos en este trabajo muestran una
expresión intensa de SOX9 en la mayoŕıa de las células medulares de la cresta
genital, uno o dos d́ıas antes de lo que cabŕıa esperar. Además, unas pocas
células de la médula profunda también expresan AMH, dos o tres d́ıas antes
de que aparezcan los cordones testiculares. El hecho de que existan células
productoras de hormona anti–Mülleriana en el estadio s4, ampĺıa el perfil de
expresión temporal de AMH establecido por Zurita y col. (2003) y pone de
manifiesto que la diferenciación de las células de Sertoli en T. occidentalis se
inicia en una etapa tan temprana como el blastema gonadal indiferenciado.
Esta circunstancia es de gran relevancia, puesto que los estudios realizados
en ratón indican que la diferenciación de las células de Sertoli es paralela a la
formación de los cordones testiculares (Tilmann y Capel, 1999). La aparición
del fenotipo Sertoli dos o tres d́ıas antes de este evento es un hecho inédito
no descrito hasta ahora.

En relación con el gen DMRT1, ya se detecta un nivel de expresión muy
alto en la gónada XY del estadio s4. En ratón, este gen se expresa levemente en
el primordio gonadal, no observándose un aumento en los niveles de protéına
hasta los 12.5 dpc, coincidiendo con la diferenciación de las células de Sertoli
(De Grandi y col., 2000; Raymond y col., 1999a, 2000). En T. occidentalis, el
patrón de expresión de este marcador sertoliano es similar al de SOX9, lo que
evidencia aún más el hecho de que las células de Sertoli se diferencian muy
tempranamente en la gonadogénesis masculina de esta especie.

Estos resultados demuestran que la formación de los cordones testiculares
y la diferenciación de las células de Sertoli son dos procesos independientes que
no deben ocurrir necesariamente al mismo tiempo y que, por tanto, podŕıan
estar causados por factores diferentes.

La diferenciación de las células de Sertoli ocurre siguiendo una oleada
desde el centro a la periferia de la gónada.

El estudio de los animales de ganado bovino Freemartin determinó que
AMH produćıa masculinización de animales hembra cuando recib́ıan esta
hormona de un hermano macho a través de la placenta (Jost y col., 1975).
Esta masculinización también se observó en cultivos de gónadas XX a los
que se les adicionaba AMH exógena (Charpentier y Magre, 1990; Vigier y
col., 1987) y en ratones transgénicos hembra que expresaban ectópicamente
AMH (Behringer y col., 1990). En los tres casos, las células foliculares de los
ovarios se ((transdiferenciaban)) en células de Sertoli y formaban estructuras
similares a cordones testiculares, por lo que se sugirió que AMH podŕıa estar
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involucrada en el desarrollo testicular. No obstante, esta idea se desestimó y se
propuso que la masculinización de los ovarios se deb́ıa a que AMH resultaba
citotóxica para los oocitos, de forma que la muerte de éstos haćıa que no
hubiese un ambiente celular adecuado para que se produjese la diferenciación
ovárica, siendo realmente la responsable de la aparición del fenotipo Sertoli
en hembras (McLaren, 1990).

Aunque estaba muy aceptado que una de las principales funciones de
SOX9 era activar el promotor de AMH, últimamente este hecho se ha puesto
en duda debido a que se ha comprobado que en aves y caimanes AMH se
expresa antes de que lo haga SOX9 (Oreal y col., 1998; Western y col., 1999).
En estas especies la expresión de AMH es muy temprana, incluso anterior a
la de uno de los primeros genes de la ruta masculina como es SOX9, lo que
podŕıa hacer pensar que, quizás, la hormona anti–Mülleriana si desempeñe
algún papel en la determinación sexual. Nosotros también hemos detectado
AMH en las primeras etapas de la gonadogénesis masculina de T. occidentalis,
en un reducido número de células de la cresta genital. No obstante, el hecho
de que, prácticamente, todas las células somáticas medulares en el estadio
s4 sean positivas para SOX9 y que tan sólo unas pocas lo sean para AMH,
demuestra que SOX9 se expresa antes que AMH y, por tanto, apoya la idea
de que el primero activa al segundo. Si se acepta esto, los resultados de AMH
sugieren de manera indirecta que, en T. occidentalis, el proceso de activación
de SOX9 podŕıa ocurrir en una oleada que se iniciaŕıa en el centro de la cresta
genital y se extendeŕıa hacia la periferia. Este modelo de diferenciación de las
células de Sertoli es coherente con las observaciones de Bullejos y Koopman
(2001) sobre la activación de Sry en ratón.

En la gónada XY se observa una compartimentación funcional previa a
la organización morfológica.

En el estadio s5a de T. occidentalis (17 dpc), todas las células positivas
para SOX9 lo son también para AMH, indicando que ya se han diferenciado
como células de Sertoli. Curiosamente, en este estadio aún no se observa
una diferenciación morfológica del test́ıculo (Barrionuevo y col., 2004b).
Por tanto, nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una
diferenciación funcional de la gónada masculina previa a la diferenciación
desde el punto de vista morfológico. El hecho de que las imágenes de
inmunofluorescencia para AMH, SOX9, SF1 y DMRT1, muestren estructuras
cordonales que no son identificables a nivel morfológico, es coherente con esta
idea y demuestra, además, la existencia de una compartimentación funcional
anterior al desarrollo de los cordones testiculares. Como ya se comentado,
este hecho difiere con lo que ocurre en ratón, en donde el fenotipo Sertoli no
se establece hasta los 12.5 dpc, cuando los cordones testiculares ya se han
formado (Tilmann y Capel, 1999).
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La migración de células mesonéfricas a la gónada XY de topo parece
iniciarse entre los estadios s5a y s5b.

Los procesos de migración celular desempeñan un papel muy importante
en la organogénesis del test́ıculo. En particular, resulta fundamental la
migración de células mesenquimáticas desde el mesonefros a la gónada en
el inicio del desarrollo testicular (Buehr y col., 1993; Merchant-Larios y col.,
1993). Se ha propuesto que dicha migración es necesaria para la diferenciación
de las células de Sertoli, la formación de los cordones testiculares y el
desarrollo del sistema vascular espećıfico de la gónada XY (Brennan y col.,
2002; Tilmann y Capel, 1999).

Para que el desarrollo testicular se produzca de forma adecuada, es
necesario que la migración ocurra desde el mesonefros hacia la gónada y, por
tanto, que las células mesonéfricas atraviesen la frontera entre ambos órganos
(Buehr y col., 1993; Merchant-Larios y col., 1993). A pesar de que los estudios
de inmunofluorescencia con marcadores de células migratorias proporcionan
imágenes estáticas que no evidencian el sentido del movimiento, hay varios
indicios que sugieren firmemente que la gónada XY de T. occidentalis es
colonizada por células procedentes del mesonefros. El primero de ellos es
la presencia de grupos de células migratorias que se extienden a ambos
lados de la frontera entre la gónada y el mesonefros, algo que se observa
claramente en el estudio de MT1–MMP. Aunque este dato indica únicamente
que hay migración a través de la frontera, existen argumentos adicionales que
ponen de manifiesto que dicha migración ocurre en el sentido mesonefros–
gónada. Tal como se ha comentado anteriormente, eventos como la formación
de los cordones testiculares y el desarrollo de la vasculatura, requieren que
la migración se produzca precisamente en este sentido. El hecho de que
todos estos procesos ocurran en los test́ıculos de topo, sugiere que el sentido
de la migración debe ser el mismo en esta especie. Además, la migración
de células mesonéfricas se produce como consecuencia de una cascada de
señales quimiotácticas procedentes de la gónada (Ross y Capel, 2005). Un
componente importante de dicha cascada es el receptor α del factor PDGF
(PDGFRα), que se expresa en las células intersticiales de la gónada masculina
(Brennan y col., 2003; Ricci y col., 2004). En el presente trabajo se detecta
expresión de PDGFRα en las células intersticiales de la gónada XY de
T. occidentalis, no observándose células positivas para este receptor en la
región mesonéfrica adyacente a la gónada. Este hecho demuestra que la señal
quimiotáctica parte de la gónada y, por tanto, es a este órgano hacia donde
se dirigirán las células migratorias.

El momento exacto en el que la gónada de topo comienza a ser colonizada
por células mesonéfricas no es fácil de establecer. Estudios morfológicos
previos llevados a cabo en nuestro laboratorio muestran una ausencia casi
total de células mesenquimáticas en el interior de la gónada s4 (Barrionuevo y
col., 2004b), indicando que en ese estadio aún no ha ocurrido migración celular
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desde el mesonefros. Los resultados de inmunofluorescencia obtenidos en este
trabajo para MT1–MMP apoyan este hecho y sugieren que el comienzo de la
migración desde el mesonefros a la gónada debe estar comprendido entre s5a y
s5b, puesto que es en esos estadios cuando se observan proyecciones celulares
que atraviesan la frontera entre ambos órganos. Además, en s5a se produce
un pico de expresión de PDGFRα, algo coherente con la implicación de este
receptor en la inducción de la migración por parte de la gónada. Este aumento
en los niveles de PDGFRα se observa en ratón en el periodo equivalente, es
decir, un d́ıa antes de la formación de los cordones testiculares (Brennan y
col., 2003; Ricci y col., 2004).

Si la colonización de la gónada XY de topo por parte de células
mesenquimáticas realmente no se inicia hasta s5a–s5b, como aśı parecen
apuntar todos los indicios, la diferenciación de las células de Sertoli seŕıa
independiente de la migración desde el mesonefros a la gónada en esta especie,
puesto que se produciŕıa con dos d́ıas de antelación. Este hecho contrasta
radicalmente con los estudios de Tilmann y Capel (1999), en los que se
establece una relación de causa–efecto entre esta migración y la aparición
del fenotipo Sertoli.

La formación de la túnica albuǵınea implica migración de células corticales
en el test́ıculo.

En el estadio s5c se detecta un cese brusco de la migración celular en la
región medular del test́ıculo de topo, aunque el movimiento celular persiste
en la corteza. Este hecho probablemente esté asociado con el proceso de
diferenciación celular que conduce a la formación de la túnica albuǵınea a
partir de las células corticales, que se inicia precisamente en este estadio
(Barrionuevo y col., 2004b).

Las células germinales XY de topo se comportan de forma similar a las
del resto de mamı́feros estudiados.

El desarrollo de las células germinales de los machos de topo no presen-
ta diferencias significativas con el de otras especies de mamı́feros. Nuestros
resultados muestran que las PGCs masculinas de T. occidentalis son rápi-
damente dispuestas en el interior de los cordones testiculares (estadio s5b),
proliferan intensamente alrededor del nacimiento y migran a la periferia de
dichos cordones durante los primeros estadios post–natales (s9 y s10).

No obstante, el hecho de que los topos tengan reproducción estacional
(Mathews, 1935; Jiménez y col., 1990a), les confiere ciertas peculiaridades.
En la peńınsula ibérica, la época fértil de estos animales corresponde con el
invierno, mientras que en el verano son infértiles. En primavera y otoño, sus
gónadas se inactivan y activan, respectivamente, mediante complejos procesos
que conllevan importantes cambios en el sistema reproductivo de ambos sexos
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(Jiménez y col., 1996a). Los test́ıculos de los machos fértiles están formados
por túbulos semińıferos muy gruesos en los que los espermatocitos quedan
dispuestos en la periferia de los mismos, tal como revelan los resultados
de los marcadores moleculares meióticos SYCP3 y γH2AX. El estudio de
este último marcador nos ha permitido, además, identificar diferentes etapas
de la meiosis en estos machos. Las células que muestran núcleos positivos
para γH2AX con una distribución homogénea de esta protéına, corresponden
a espermatogonias intermedias y de tipo B, o bien a espermatocitos en
pre–leptotene; sin embargo, aquellas en las que se observan focos intensos
de protéına son células en paquitene, en donde sólo la veśıcula sexual
(formada por los cromosomas sexuales X e Y condensados) aparece inmuno–
reactiva. Durante la época no reproductiva, los túbulos semińıferos reducen
su tamaño considerablemente y las células germinales, que han detenido la
espermatogénesis, vuelven a situarse en las zonas profundas de dichos túbulos.

5.3. Caracterización y desarrollo del tejido

ovárico de T. occidentalis

El ovoteste de las hembras adultas de topo es un órgano bilateral
compuesto por una amplia región de tejido testicular disgenésico y otra, de
menor tamaño, de tejido ovárico (Jiménez y col., 1988, 1993). El hecho de
que la porción ovárica del ovoteste sea completamente funcional y se origine
a partir de la corteza gonadal (Barrionuevo y col., 2004b), hace suponer que
el desarrollo de la región cortical de la gónada XX de Talpa debe seguir un
patrón de desarrollo similar al del ovario del resto de mamı́feros. Aunque este
razonamiento no es del todo incorrecto, la diferenciación del tejido ovárico de
T. occidentalis muestra ciertas singularidades que se detallarán más adelante.

Para realizar un análisis preciso de este tejido gonadal, es necesario
considerar tres aspectos fundamentales: el control genético de su desarrollo
inicial, la distribución de las PGCs y el momento exacto en el que comienza
la meiosis femenina.

5.3.1. Control genético del desarrollo de la corteza

gonadal en hembras

En ratón, la primera evidencia morfológica del desarrollo ovárico es la
entrada en meiosis de las PGCs a los 13.5 dpc. No obstante, aunque la gónada
femenina permanece en un estado indiferenciado hasta ese momento, se sabe
que durante el periodo en el que ocurre la determinación sexual existe un
estrecho control genético, en el que se favorece la expresión de genes de la
ruta femenina y se inhiben los genes de la ruta masculina, entre los que se
incluyen los marcadores sertolianos SOX9 y AMH (Brennan y Capel, 2004).
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Como era de esperar, la región cortical de la gónada XX de topo no muestra
expresión de dichos marcadores.

Las células somáticas corticales de la gónada XX de topo expresan SF1,
DAX1 y DMRT1 con un perfil similar al del ovario de ratón.

Puesto que el tejido ovárico de Talpa es estructuralmente similar al de
ratón (Barrionuevo y col., 2004b), cabe esperar que los perfiles de expresión
génica durante el desarrollo ovárico sean también similares en ambas especies.
Esto es lo que ocurre con respecto a SF1. En ratón, este gen interviene tanto
en la formación de la cresta genital como en la diferenciación del test́ıculo,
siendo inhibido en la gónada femenina a los 12.5 dpc (Hatano y col., 1994;
Ikeda y col., 1994; Shen y col., 1994). En las hembras de T. occidentalis, se
detecta una expresión intensa de SF1 en la corteza del primordio gonadal
(estadio s4) y, en concordancia con lo que ocurre en ratón, esta expresión
cortical va disminuyendo paulatinamente en los siguientes estadios.

Se ha demostrado que la expresión de Sf1 está ligada a la de Dax1 en
varios órganos de ratón (Ikeda y col., 1996), lo que sugiere que la función
de ambos genes podŕıa estar relacionada. Algunos estudios indican que las
protéınas Dax1 y Sf1 actúan conjuntamente en la diferenciación de las células
somáticas de la gónada masculina (Park y col., 2005). Aunque el papel de
DAX1 en el desarrollo testicular está muy aceptado actualmente (Bouma
y col., 2005; Meeks y col., 2003a,b; Park y col., 2005; Yu y col., 1998),
durante mucho tiempo se pensó que DAX1 era un gen anti–test́ıculo necesario
para evitar la determinación sexual masculina en hembras, debido a que
las duplicaciones de este locus provocan reversión sexual en pacientes XY
(Bardoni y col., 1994; Jiménez y col., 1996b; Swain y col., 1998). Todas estas
observaciones hacen pensar que DAX1 puede actuar inhibiendo o activando
la diferenciación gonadal masculina, en función del nivel de expresión que
presente (Ludbrook y Harley, 2004). Durante el desarrollo ovárico de ratón,
Dax1 se expresa en el primordio gonadal poco después de que lo haga Sf1,
pero esta expresión muestra un aumento considerable entre 12.5 y 14.5 dpc,
después de lo cual disminuye (Ikeda y col., 2001). Nuestros resultados en
la región cortical de las gónadas XX de T. occidentalis son coherentes con
estos datos de ratón. En los estadios s4 y s5a, se detecta una expresión baja
de DAX1 en la corteza del primordio gonadal, mientras que en s5b esta
expresión aumenta significativamente. En s5c, los niveles vuelven a descender
en la corteza gonadal de las hembras de topo.

La expresión de DMRT1 en las células somáticas corticales durante las
primeras etapas del desarrollo gonadal femenino de T. occidentalis también
es similar a la observada en hembras de ratón. En ambos casos, este gen
se expresa en las células somáticas del primordio gonadal XX y, durante el
periodo de determinación sexual, su expresión disminuye hasta desaparecer
(Raymond y col., 1999a, 2000).
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Excepcionalmente, las PGCs muestran una expresión sostenida de DMRT1,
DAX1 y WNT4 en las hembras de topo.

Las PGCs femeninas de T. occidentalis presentan ciertas diferencias con
respecto a las de ratón en cuanto a su perfil de expresión génica. Según
los resultados de este trabajo, y otros obtenidos en nuestro laboratorio (no
mostrados en esta memoria), las células germinales pre–meióticas de las
hembras de topo expresan DAX1 y WNT4, hecho que no se ha descrito en
ratón. Esta expresión conjunta en la ĺınea germinal se detecta desde el inicio
de la gonadogénesis hasta la aparición de los oocitos. Teniendo en cuenta
que tanto WNT4 como DAX1 son necesarios para el desarrollo ovárico y
que la expresión de ambos genes parece estar relacionada (Jordan y col.,
2001; Mizusaki y col., 2003), podŕıa sugerirse que las señales que inducen el
comienzo de la oogénesis provienen de las propias PGCs en T. occidentalis.

Otro de los genes que expresan las células germinales pre–meióticas XX
de topo es DMRT1. Esta circunstancia es aún más peculiar porque dicho
gen está espećıficamente involucrado en el desarrollo testicular. Aunque se ha
comprobado que las PGCs masculinas de ratón expresan Dmrt1, no existen
datos sobre su expresión en las PGCs femeninas y su posible actuación en el
desarrollo ovárico (De Grandi y col., 2000; Raymond y col., 1999a, 2000). Por
tanto, los conocimientos actuales sobre el papel de DMRT1 en mamı́feros
no explican el significado de su patrón de expresión en las hembras de T.
occidentalis. No obstante, estudios recientes en test́ıculos de humano han
puesto de manifiesto la existencia de tres isoformas diferentes de DMRT1
generadas por maduración alternativa (Cheng y col., 2006), lo que indica que
esta protéına podŕıa desempeñar diversas funciones en la gonadogénesis que
aún se desconozcan. Alguna de estas isoformas podŕıa estar implicada en la
función de las PGCs durante el desarrollo ovárico de topo.

La expresión de WNT4 en la corteza gonadal de las hembras de topo no
coincide con lo observado en ratón.

Los estudios llevados a cabo en ratón indican que WNT4 tiene un papel
central en el desarrollo ovárico (Vainio y col., 1999). En concreto, se ha
demostrado que es necesario para inhibir la migración de células mesonéfricas
y la diferenciación de las células de Leydig en la gónada XX (Jeays-Ward y
col., 2003; Jordan y col., 2003; Yao y col., 2004).

Considerando la gónada XX de T. occidentalis en su conjunto, el patrón
de expresión de WNT4 no resultaŕıa llamativo, puesto que es similar al
que se ha descrito en ratón (Vainio y col., 1999). Este gen se expresa,
fundamentalmente, en la región medular del primordio gonadal indiferenciado
de los topos de ambos sexos. Como en el ratón, WNT4 aumenta su expresión
en la gónada XX, mientras que se inhibe en la gónada XY, en el momento de la
diferenciación sexual (estadio s5b). Este perfil de expresión es contradictorio
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con el desarrollo gonadal ulterior observado en las hembras de topo, dado que
en dicho desarrollo se producen eventos t́ıpicos de las organogénesis testicular
(migración celular y diferenciación de células de Leydig) que debeŕıan ser
inhibidos por este gen, tal como se discutirá más adelante. No obstante, por
algún motivo, estos eventos afectan exclusivamente a la región medular.

Por lo que se refiere a la corteza gonadal, que da lugar a tejido ovárico
funcional en las hembras de topo, la escasa expresión de WNT4 en esta región
durante los primeros estadios de la gonadogénesis también resulta llamativa,
dada su función en el desarrollo ovárico. Pero si tenemos en cuenta que la
oogénesis, que es el evento más importante de la diferenciación ovárica, ocurre
muy tard́ıamente en estos animales, concretamente en el estadio post–natal
s10 (Barrionuevo y col., 2004b y resultados del presente trabajo), y que en
los estadios previos a ese momento śı existe una alta expresión cortical de
WNT4 (datos no mostrados), la baja expresión detectada entre s4 y s5c tiene
menos relevancia. No obstante, śı resulta significativo el hecho de que son
precisamente las PGCs las que expresan WNT4 en la corteza de la gónada
XX de topo, puesto que se sabe que este gen es necesario para preservar la
viabilidad de las células germinales premeióticas femeninas de ratón (Yao y
col., 2004).

5.3.2. Distribución de las PGCs en la gónada XX

Las PGCs presentan una distribución asimétrica en las hembras de T.
occidentalis, circunstancia que podŕıa estar relacionada con la regionalización
de la gónada XX. Barrionuevo y col. (2004b) ya describieron mediante análisis
morfológicos que, en las hembras de topo, las células germinales se localizan
en la corteza gonadal, aunque no estudiaron si este hecho es una causa o una
consecuencia de la regionalización.

Los resultados del presente trabajo, obtenidos mediante la utilización de
marcadores moleculares, confirman claramente las observaciones de Barrio-
nuevo y col. (2004b) sobre la distribución asimétrica de la ĺınea germinal en
las hembras de Talpa y evidencian que ninguna PGC está presente en la re-
gión medular a partir del estadio s5b. En los estadios anteriores (s4 y s5a), se
detectan PGCs en la médula de la gónada XX, pero en s5b éstas desaparecen
completamente. El hecho de que se detecten PGCs medulares en los estadios
más tempranos, no apoya la idea de una hipotética colonización selectiva del
primordio gonadal por parte de las células germinales. Aunque nuestros resul-
tados no nos permiten dilucidar el motivo por el cual las PGCs desaparecen
de la médula, una posible explicación podŕıa ser la apoptosis. En este sentido,
se sabe que este proceso de muerte celular es una causa común de pérdida sus-
tancial de PGCs medulares en el ovario de mamı́feros (Reynaud y Driancourt,
2000). Además, la existencia de una regionalización funcional de la gónada
XX, anterior a la distribución asimétrica de las células germinales, sugiere
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que la asimetŕıa es una consecuencia y no la causa de la regionalización que
muestran los ovotestes de Talpa.

5.3.3. Comienzo de la meiosis femenina

Una de las caracteŕısticas más significativas del desarrollo ovárico de
T. occidentalis es que la meiosis femenina se inicia después del nacimiento
(Barrionuevo y col., 2004b). Esta circunstancia es bastante infrecuente entre
los mamı́feros euterios puesto que, salvo en el conejo (Peters y col., 1965),
en todas las especies estudiadas hasta ahora la oogénesis se inicia en estadios
prenatales (Mossman y Duke, 1973). En este trabajo se pone de manifiesto
que las células germinales localizadas en la región más cercana a la médula
entran en meiosis antes que las que están situadas en las zonas más externas
de la corteza, algo que ocurre sobre el estadio s10 (cŕıas de unos 5 dpp).

Las células somáticas de la médula gonadal de las hembras de topo podŕıan
expresar CYP26B1.

Los mecanismos que controlan el inicio de la meiosis tanto en machos como
en hembras han sido motivo de estudio desde hace mucho tiempo. Algunos
autores han propuesto que las células germinales XX entran en meiosis de
forma autónoma, de acuerdo con un reloj biológico (McLaren, 1984; McLaren
y Southee, 1997; Zamboni y Upadhyay, 1983). No obstante, estudios más
recientes apoyan la hipótesis de Byskov y Saxen (1976) sobre una ((sustancia
inductora de la meiosis)) que está presente en el ovario y es la responsable
de inducir la oogénesis. Actualmente, se sabe que el ácido retinoico (RA),
producido por el mesonefros y otros tejidos embrionarios, activa al gen STRA8
en las células germinales, un evento que conlleva el comienzo de la meiosis
femenina. En los embriones XY, la meiosis está retardada por la acción del
enzima CYP26B1, que degrada el RA y está ausente en los ovarios (Bowles y
col., 2006; Koubova y col., 2006). Si suponemos que éste es también el sistema
que opera en topos, el hecho de que la meiosis esté retardada igualmente en
las hembras de esta especie podŕıa tener dos posibles causas: un retraso en la
producción de RA por parte del mesonefros XX, o bien una expresión ectópica
del gen CYP26B1 en la gónada femenina. Esta última hipótesis está en
concordancia con el desarrollo tan peculiar que presenta la médula gonadal de
las hembras de topo. Según esta idea, las células somáticas medulares podŕıan
ser las responsables de producir CYP26B1, como sucede en el test́ıculo de los
machos. Si este fuera el caso, seŕıa interesante comprobar si los niveles de este
enzima declinan sobre el estadio s10, momento en el cual comienza la meiosis
en T. occidentalis. Esta posibilidad está siendo investigada actualmente en
nuestro laboratorio.
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La meiosis femenina se inicia siguiendo una oleada que comienza en las
zonas más profundas de la corteza y se extiende hacia la periferia gonadal.

El hecho de que las células germinales localizadas en la corteza profunda
de la gónada de Talpa inicien la meiosis antes que las que se encuentran en
las zonas más superficiales, podŕıa estar relacionado con las consideraciones
anteriores. Desde hace bastante tiempo se sabe que los oocitos situados en la
corteza interna comienzan antes el crecimiento (Peters, 1969). A este patrón
de crecimiento se le denominó ((corteza–médula)) (Byskov y col., 1997). La
demostración de que, como en el topo, las células germinales profundas eran
también las primeras en comenzar la meiosis, hizo que Henderson y Edwards
(1968) propusiesen la ((hipótesis de la ĺınea de producción)), según la cual las
células germinales que primero entran en meiosis son también las que crecen
primero. Esta hipótesis ha sido motivo de extensas investigaciones durante
muchos años (Tease y Fisher, 1989).

El patrón de inicio de la meiosis desde el interior hacia el exterior de
la gónada podŕıa ser una consecuencia de la difusión del ((factor inductor
de la meiosis)) (RA), el cual avanzaŕıa desde el mesonefros hacia la periferia
gonadal, pasando primero por la médula, después por la corteza interna y,
finalmente, por la corteza externa del ovario. En el ratón, esta oleada no se
produce a través del eje interior–exterior de la gónada, sino a través del eje
anterior–posterior, que es perpendicular al primero (Menke y col., 2003; Yao
y col., 2003). Seŕıa interesante comprobar si en esta especie el RA difunde
también en esta dirección en el momento en al que comienza la meiosis.

5.4. Desarrollo del tejido testicular XX

No cabe duda de que el aspecto más llamativo de la gonadogénesis de T.
occidentalis es la formación de una porción de tejido testicular en las gónadas
de las hembras. En este trabajo hemos estudiado algunos de los aspectos más
relevantes de este tejido, como la ausencia de las PGCs, la expresión de genes
implicados en la determinación y diferenciación sexual, la migración celular
y la caracterización de las células de Leydig XX, sobre los que se discute a
continuación.

5.4.1. Ausencia de células germinales durante el desa-

rrollo testicular del ovoteste

Estudios morfológicos previos sugeŕıan que el tejido testicular XX de topo
se desarrolla en ausencia de células germinales (Barrionuevo y col., 2004b;
Jiménez y col., 1993). En este trabajo, aportamos datos adicionales que
prueban este hecho, basados en el estudio de marcadores moleculares de las
células germinales tanto pre–meióticas como meióticas.
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El retraso de la meiosis femenina podŕıa favorecer el desarrollo testicular
XX en T. occidentalis.

Mediante el cultivo de agregados de células germinales XX y células
somáticas XY de gónadas de ratón en diferentes estadios de desarrollo, Yao y
col. (2003) han demostrado que los oocitos son capaces de inhibir la migración
celular desde el mesonefros y la formación de los cordones testiculares durante
el periodo de la determinación sexual, algo que no ocurre en el caso de
las células germinales pre–meióticas. Esto implica que las gónadas XX son
capaces de seguir un patrón de desarrollo masculino durante una ventana
temporal que termina cuando las células germinales inician la meiosis. Estos
y otros autores (Burgoyne y Palmer, 1993) han sugerido que los oocitos
producen señales que antagonizan las primeras etapas de la organogénesis
testicular, de forma que, una vez que la meiosis ya ha comenzado, la ruta de
diferenciación ovárica es firmemente encauzada. Según esto, el retraso de la
meiosis femenina en el topo podŕıa permitir el desarrollo testicular XX, en el
que se producen eventos t́ıpicos de la testiculogénesis como la migración de
células mesonéfricas y la formación de cordones medulares (Barrionuevo y col.,
2004b), debido a que no están presentes los factores inhibitorios producidos
por los oocitos durante las primeras etapas del desarrollo gonadal.

La ausencia de células germinales en la región medular es un hecho común
en el ovario de los mamı́feros.

Mossman y Duke (1973) realizaron una amplia revisión sobre el ovario de
un gran número de taxones de mamı́feros. Este estudio puso de manifiesto que
las células germinales XX se concentran en la región cortical del ovario, que
generalmente alcanza un mayor desarrollo, mientras que la región medular,
que tiende a involucionar, carece de PGCs. Por tanto, nuestros resultados en
T. occidentalis muestran que el patrón de distribución de las PGCs femeninas
no se aparta significativamente del observado en otras especies de mamı́feros.

5.4.2. Expresión génica durante el desarrollo testicular

en hembras

Hasta hace poco tiempo se pensaba que la organogénesis testicular era
necesariamente un proceso inducido que requeŕıa la presencia de determinados
factores para que fuese posible. En este sentido, se aceptó que las células de
la ĺınea Sertoli eran las responsables de poner en marcha toda la maquinaria
de diferenciación masculina mediante la expresión de genes implicados en la
testiculogénesis como SRY, SOX9 y AMH (Swain y Lovell-Badge, 1999). El
desarrollo ovárico seŕıa, por tanto, el camino que seguiŕıa el primordio gonadal
((por defecto)), cuando no fuesen activados los genes de la ruta masculina.
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El desarrollo testicular de las hembras de topo se produce en ausencia de
células de Sertoli.

Analizando preparaciones de complejos sinaptinémicos de espermatoci-
tos, Jiménez y col. (1990b,c) no encontraron evidencias de translocaciones
de fragmentos del cromosoma Y al cromosoma X de T. occidentalis. Poste-
riormente, se demostró que las hembras de esta especie carecen del gen SRY
(Jiménez y col., 1993). Por tanto, si se tiene en cuenta la hipótesis de un de-
sarrollo testicular inducido en su totalidad, la formación del tejido testicular
de las hembras de topo debeŕıa estar causada por la expresión ectópica de
alguno de los genes de la ruta masculina, situado al principio de la cascada
génica y ((aguas abajo)) de SRY. Supuestamente, dicha expresión tendŕıa que
producirse en las células somáticas medulares de la gónada XX, las cuales se
diferenciaŕıan como células de Sertoli y seŕıan las responsables de orquestar la
organización del tejido testicular del ovoteste. Pero, sorprendentemente, nues-
tros resultados muestran que el comportamiento de estas células somáticas es
radicalmente opuesto a lo que cabŕıa esperar según el razonamiento anterior.
En estas células se detecta una expresión débil de DMRT1 que es inhibida
cuando se forman los cordones testiculares y, lo que es más llamativo, no se
expresan los marcadores sertolianos t́ıpicos SOX9 y AMH. Paradójicamente,
este patrón de expresión génica es similar al que muestran las células somáti-
cas de la gónada XX de ratón (Ross y Capel, 2005), salvo por el hecho de que
en las hembras de topo los niveles de SF1 no descienden durante el periodo
de la determinación sexual. Estos resultados nos llevan a la inesperada con-
clusión de que la porción de tejido testicular del ovoteste de T. occidentalis
se desarrolla en ausencia total de células de Sertoli.

Estudios recientes están poniendo en duda la idea de que el desarrollo
ovárico es un proceso pasivo que ocurre cuando no se activa la diferenciación
testicular. Actualmente, se sabe que existen genes necesarios para inhibir el
desarrollo testicular en hembras, como WNT4 y FST (Jeays-Ward y col.,
2004; Jordan y col., 2003; Yao y col., 2004). La eliminación de estos genes del
genoma de ratones XX provoca que se produzcan eventos clave del desarrollo
testicular como la migración celular desde el mesonefros, la formación de
una vasculatura t́ıpica de test́ıculo y la diferenciación de células de Leydig.
Además, Parma y col. (2006) han identificado un gen, RSPO1 (R–spondin
1 ), que produce reversión sexual XX completa en ausencia de SRY cuando
está delecionado en humanos, es decir, individuos XX con fenotipo masculino.
Nuestros resultados son coherentes con estos trabajos e indican que algunos
de los procesos fundamentales que ocurren en las primeras etapas de la
organogénesis testicular se inician de forma constitutiva.

La expresión de WNT4 y DAX1 apoya el carácter no sertoliano de las
células somáticas medulares de la gónada XX.

Otro hecho que refuerza la idea de que las células epiteliales de la médula

151



5. Discusión

gonadal XX de topo no son células de Sertoli, es que en ellas no se produce una
inhibición de WNT4 durante los estadios en los que ocurre la determinación
del sexo en esta especie (s4–s5b). Los niveles de WNT4 son elevados en todo
el periodo analizado tal como ocurre en el ratón, en donde la expresión de este
gen aumenta en la gónada femenina a partir de los 11.5 dpc y se mantiene
alta durante todo el desarrollo ovárico (Vainio y col., 1999). Este dato no es
sorprendente si tenemos en cuenta que Sox9 y Wnt4 actúan como señales
antagónicas (Barrionuevo y col., 2006; Kim y col., 2006) y no se ha detectado
presencia de SOX9 durante la gonadogénesis de las hembras de T. occidentalis.

De igual forma, estas mismas células medulares de las hembras de topo
también expresan DAX1. Este gen presenta un pico de actividad en el estadio
s5b, coincidiendo con la aparición de los cordones, después de lo cual comienza
a disminuir. En los ratones hembra se observa el mismo patrón. En este caso,
Dax1 también aumenta su expresión en el mismo momento (12.5 dpc) y
disminuye dos d́ıas después (14.5 dpc) (Ikeda y col., 2001). La co–localización
de WNT4 y DAX1 observada en la gónada XX de topo es también coherente
con el supuesto papel del primero como activador del segundo (Jordan y col.,
2001; Mizusaki y col., 2003).

En su conjunto, los resultados del estudio de expresión génica llevado a
cabo en este trabajo sugieren, por tanto, que las células somáticas de tipo
epitelial presentes en la región medular XX, no adoptan un perfil sertoliano
durante la determinación sexual del topo, sino que, en ĺıneas generales,
mantienen el esperado para este tipo celular en una gónada femenina.

5.4.3. Migración celular en la gónada XX

El estudio de la migración celular en las hembras de T. occidentalis ha
aportado datos fundamentales que nos han ayudado a comprender mejor el
desarrollo gonadal tan particular de esta especie, aśı como el proceso de la
gonadogénesis de mamı́feros en general.

¿Es posible un desarrollo testicular en ausencia de SRY?

Una premisa importante para aceptar que las hembras de topo desarrollan
una porción de tejido testicular, es que determinados eventos t́ıpicos de la
organogénesis testicular observados en la gónada XX (migración desde el
mesonefros, formación del sistema vascular y diferenciación de células de
Leydig) deben poder ser inducidos en ausencia de SRY, puesto que estas
hembras carecen de dicho gen (Jiménez y col., 1993). En este sentido,
los estudios de Yao y col. (2004) indican que la migración de las células
endoteliales y la consecuente formación del sistema vascular es inhibida por
genes de la ruta femenina como WNT4 y FST en el ovario de ratón. Estos
procesos ocurren en gónadas de ratones hembra (carentes de SRY) si en ellos
se elimina cualquiera de ambos genes. Además, ratones XY con sobreexpresión
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de Wnt4, presentan deficiencias en la ĺınea esteroidogénica (Jeays-Ward y col.,
2004; Jordan y col., 2003). Asimismo, se ha comprobado que la migración de
células mesonéfricas induce la formación de cordones testiculares en gónadas
XX cultivadas entre una gónada XY y un mesonefros XY ó XX (Tilmann y
Capel, 1999). Por tanto, la activación de los genes de la ruta masculina no es
necesaria para que se produzcan los procesos testiculares observados en las
hembras de topo.

En las hembras de topo falla la inhibición de la migración de células
mesonéfricas a la gónada.

El hecho de que se produzcan eventos caracteŕısticos del desarrollo
testicular en hembras que carecen de determinados genes de la ruta femenina,
sugiere que tanto la migración de células mesonéfricas como los procesos
ulteriores que ésta conlleva ocurren de manera constitutiva. Esta hipótesis
entra en conflicto directo con las ideas que se han venido aceptando
hasta ahora, que contemplaban la organogénesis testicular como un proceso
inducible, puesto que la tendencia primaria de la cresta genital parećıa ser la
de originar un ovario.

Los datos obtenidos en el presente trabajo sobre la migración celular en T.
occidentalis apoyan claramente las consideraciones anteriores. Los resultados
sobre MT1–MMP muestran que existe migración celular en el interior de la
gónada XX. El estudio de este marcador de células migratorias no nos permite
saber si hay colonización de la gónada por parte de células mesonéfricas, pero
śı indica que el movimiento celular es mucho mayor en la médula que en la
corteza a partir del momento en el que la regionalización de la gónada XX es
evidente (estadio s5a).

El perfil de expresión de PDGFRα, sin embargo, śı aporta datos mucho
más esclarecedores. Este gen codifica un receptor al que se unen diferentes
factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF). Los ligandos PDGF
son producidos por células de naturaleza epitelial (las células de Sertoli
en el test́ıculo) y el receptor que reconocen está localizado en células
mesenquimáticas del intersticio (Hoch y Soriano, 2003). Se ha comprobado
que PDGFRα es fundamental en la transmisión de la señal que induce la
migración desde el mesonefros hacia la gónada XY. En ratón, PDGFRα es
inhibido en las hembras durante el periodo de la determinación sexual, de
forma que tanto el ligando como el receptor sólo están presentes en la gónada
masculina cuando ocurre la migración de células mesonéfricas (Brennan y col.,
2003). En la gónada XX de topo, se detecta una expresión leve de PDGFRα

en el primordio gonadal (estadio s4), tal como se ha descrito en ratón, pero
dicha expresión, lejos de ser inhibida, aumenta progresivamente en la región
medular hasta s5b. Curiosamente, en s5c este gen aún continúa expresándose
en la gónada XX, aunque con menor intensidad, mientras que en la gónada
XY su expresión ya ha cesado. Estos datos, junto con el hecho de que, como en
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machos, se observen grupos de células migratorias positivas para MT1–MMP
atravesando la frontera entre la gónada y el mesonefros, indican claramente
que en las hembras de topo también ocurre migración de células mesonéfricas
al interior de la gónada. Esta migración finaliza un d́ıa después de lo que lo
hace en machos.

Todas estas observaciones nos llevan a pensar que en los individuos XX de
T. occidentalis debe ocurrir un fallo en la inhibición de la migración celular
espećıfica de test́ıculo, causado, probablemente, por una pérdida de función
de alguno de los genes de la ruta femenina que controlan este proceso en las
hembras. Como ya se ha comentado en varias ocasiones, uno de estos genes
es WNT4, el cual parece ser fundamental en la activación de FST, localizado
((aguas abajo)), que seŕıa el responsable directo de inhibir la migración (Yao y
col., 2004). Si se tiene en cuenta que las células medulares de la gónada XX de
topo muestran una alta expresión de WNT4 durante la ventana temporal en
la que se determina el sexo, en principio caben dos posibles explicaciones sobre
este hecho. Una de ellas seŕıa que WNT4 ha perdido su capacidad de inhibir
la migración celular, bien de forma directa o bien porque no consiga activar
a FST. La otra posibilidad seŕıa que la propia protéına FST es la que, por
algún motivo, no puede llevar a cabo su función inhibitoria de la migración de
células mesonéfricas. En este sentido, es indispensable un estudio del patrón
de expresión de FST en el topo, que está siendo llevado a cabo actualmente
en nuestro laboratorio.

Considerando que, como aśı parece ser, la migración desde el mesonefros
hacia la gónada está inducida de manera constitutiva, el fallo en la inhibición
de este evento podŕıa ser la causa del proceso de masculinización que sufren
las hembras de T. occidentalis.

5.4.4. Caracterización y origen de la población de células

de Leydig XX

Hasta hace poco se pensaba que las células de Sertoli eran imprescindibles
para la diferenciación de las células intersticiales del test́ıculo (Merchant-
Larios y Taketo, 1991). Estudios más recientes sugieren que es más bien la
ausencia de determinados factores, como WNT4 y FST, lo que favorece esta
situación (Jeays-Ward y col., 2003; Jordan y col., 2003; Yao y col., 2004).

Las células de Leydig son las encargadas de llevar a cabo la śıntesis de
hormonas esteroideas masculinizantes durante el desarrollo de los individuos
XY. Existen dos poblaciones diferentes de este tipo celular en el test́ıculo. Una
de ellas es la ĺınea fetal, cuya función es la producción de testosterona durante
la embriogénesis. En el ratón, las células de Leydig fetales están presentes
desde los 12.5 dpc hasta poco después del nacimiento. La otra población,
conocida como ĺınea adulta, reemplaza a la anterior durante la pubertad
y es la responsable del comienzo de la espermatogénesis y la aparición de
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los caracteres sexuales secundarios en los machos (Habert y col., 2001). Se
ha propuesto que las células de Leydig fetales del test́ıculo y las células
esteroidogénicas del riñón provienen de una misma población precursora, que
está presente en el mesonefros antes de la formación de la cresta genital
(Hatano y col., 1996). El origen de las células de Leydig adultas sigue siendo
una incógnita.

La porción testicular del ovoteste contiene una extensa población de células
de Leydig XX

Estudios morfológicos y hormonales previos han sugerido la existencia de
una amplia población de células de Leydig en los ovotestes de las hembras de
T. occidentalis, responsable del gran tamaño que presenta la porción testicular
(Barrionuevo y col., 2004b; Jiménez y col., 1993; Zurita y col., 2003). En
el presente trabajo, se ha llevado a cabo una caracterización molecular de
dicha población mediante la detección del factor esteroidogénico 1 (SF1) y
el citocromo P450scc, que interviene en la śıntesis de testosterona (Chen y
col., 1995; Lala y col., 1992; Rice y col., 1991). Nuestros resultados confirman
que las células intersticiales del tejido testicular de las hembras de topo son,
efectivamente, células de Leydig, puesto que expresan estos dos marcadores.

La ausencia de células germinales meióticas en la médula del ovoteste
podŕıa ser la causa de la diferenciación de las células de Leydig XX.

En T. occidentalis, la diferenciación de las células de Leydig XX no
se produce hasta después del nacimiento. Esto hace que las hembras
de topo sufran un proceso de masculinización parcial, llegando incluso a
formar epid́ıdimos rudimentarios, debido a una considerable producción de
testosterona a partir del estadio s9 (Barrionuevo y col., 2004b; Zurita y col.,
2003). El hecho de que estas células no se diferencien durante el desarrollo
embrionario es fundamental para la supervivencia de las especies de Talpa y,
como se comentará más adelante, podŕıa estar controlado por la protéına
WNT4. Estudios con ratones han mostrado que Wnt4 es necesario para
inhibir la diferenciación de las células de Leydig fetales (Jeays-Ward y col.,
2003; Jordan y col., 2003). Al parecer, las células germinales podŕıan tomar el
relevo de las células somáticas en el bloqueo del desarrollo testicular cuando
entran en meiosis (Yao y col., 2003). En este sentido, la ausencia de células
germinales en la médula gonadal de las hembras de Talpa, podŕıa ser la causa
de que las células de Leydig XX se diferencien una vez que ha cesado la
expresión de WNT4. No obstante, es necesario un estudio más profundo para
determinar el origen de esta población esteroidogénica.

155



5. Discusión

5.5. Formación del conducto de Müller en

embriones de T. occidentalis

Los conductos embrionarios de Wolff y de Müller, localizados en el
mesonefros, son los precursores de los componentes del tracto reproductivo
en machos y hembras, respectivamente. Su desarrollo dependerá del sexo
gonadal, de forma que si éste es masculino, la śıntesis de testosterona por
parte de las células de Leydig hará que se desarrollen los conductos de Wolff,
dando lugar a los epid́ıdimos, los conductos deferentes y las veśıculas seminales
(Haqq y Donahoe, 1998). A su vez, la hormona anti–Mülleriana, producida
por las células de Sertoli, será la responsable de inhibir el desarrollo de los
conductos de Müller (Munsterberg y Lovell-Badge, 1991). Por el contrario, la
ausencia de ambas hormonas en las hembras desembocará en la degeneración
de los conductos de Wolff y el desarrollo de los de Müller, que formarán el
útero, los oviductos y la vagina superior (Mossman y Duke, 1973). Tanto
el desarrollo de los conductos de Müller como la inhibición de los de Wolff
ocurren de forma normal en individuos castrados, lo que indica que los ovarios
no están implicados en dichos eventos (Austin y Edwards, 1981; Jost, 1947).

En T. occidentalis, los conductos de Wolff ya se observan en el estadio
s4, mientras que los de Müller no aparecen hasta s5c. En los machos, éstos
últimos desaparecen rápidamente, sugiriendo una acción muy intensa de AMH
en esta especie. En hembras, el desarrollo de los conductos de Müller es similar
al resto de mamı́feros (Zurita y col., 2003).

Las protéınas WNT4, DAX1 y PDGFRα parecen tener alguna función en
la formación del conducto de Müller en el topo.

Aunque la regulación hormonal de estos procesos está ampliamente
estudiada, no son muchos los conocimientos actuales sobre su control genético.
En este sentido, se ha comprobado que WNT4 está involucrado directamente
en la formación de los conductos de Müller, aunque se desconoce su actuación
concreta (Vainio y col., 1999). El estudio de expresión génica realizado en este
trabajo ha puesto de manifiesto que algunos de los genes implicados en el
desarrollo gonadal deben tener algún papel en la formación y/o degeneración
del conducto de Müller. Desde el estadio s4, se detecta expresión en ambos
sexos de WNT4, DAX1 y PDGFRα en la región del mesonefros en donde se
originará el conducto de Müller. Además, en esta zona se observa una intensa
actividad migratoria, según los resultados de MT1–MMP. Probablemente, el
receptor PDGFRα esté relacionado con este hecho.

SOX9 podŕıa intervenir en la degeneración del conducto de Müller.

En el estadio s5c, SOX9 comienza a expresarse en el conducto de Müller
recién formado de ambos sexos, aunque en los machos los niveles de protéına
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son significativamente mayores y se detecta no sólo en las células epiteliales
del conducto, sino también en varias capas celulares concéntricas a él. Este
claro dimorfismo sexual nos induce a pensar que la protéına SOX9 debe tener
alguna función en la transducción de señales que conlleva la degeneración de
los conductos de Müller en los individuos XY. En este sentido, SOX9 podŕıa
activarse de forma constitutiva tanto en machos como en hembras y la acción
de AMH sobre esta región mesonéfrica seŕıa la responsable de que los niveles
de SOX9 aumentasen en machos.

Este trabajo aporta, por primera vez, evidencias que sugieren que DAX1
y PDGFRα podŕıan estar implicados en la formación del conducto de Müller
en ambos sexos, y que SOX9 tendŕıa un papel en el proceso de regresión de
dicho conducto en los machos.

5.6. Origen de la reversión sexual de Talpa

La existencia de tejido testicular XX permite utilizar el término de
reversión sexual en T. occidentalis, a pesar de que los individuos afectados son
hembras funcionales. Por el mismo motivo, es apropiado denominar ((ovoteste))
a la gónada XX de estos animales. No obstante, dado el carácter disgenésico
de este tejido testicular, la reversión sexual que presentan las hembras de topo
no es completa, sino sólo parcial.

En la gónada XX, las células homólogas de las células de Sertoli XY
mantienen cierto grado de indiferenciación durante la determinación del sexo.

En el primordio gonadal indiferenciado, existen células somáticas de tipo
epitelial con un mismo origen ontogenético en ambos sexos, que darán lugar a
las células de Sertoli en machos y a las células foliculares en hembras (Albrecht
y Eicher, 2001). Se ha demostrado que estos precursores proceden, a su vez,
del epitelio celómico (Karl y Capel, 1998). Es precisamente en este tipo celular
en donde ocurre el evento clave del desarrollo testicular: la expresión del gen
SRY. Esto provoca que, en la gónada XY, se inicie una cascada génica en la
que se activan genes de la ruta masculina como SOX9, SF1, DMRT1 y AMH,
y se inhiben otros de la ruta femenina como WNT4 y FST. En la gónada
XX, al no haber ninguna copia activa de SRY, ocurre justo lo contrario, es
decir, se favorece la expresión de los genes de la ruta femenina y se reprimen
los genes de la ruta masculina (Capel, 2000).

En los machos de T. occidentalis, estas células bipotenciales se diferencian
de forma similar a las de otros mamı́feros, salvo por el hecho de que lo hacen
mucho antes de que se formen los cordones testiculares. En las hembras de
topo, sin embargo, es necesario distinguir entre aquellas células epiteliales
que permanecen en la corteza y las que pasan a formar parte de la médula.
Las primeras presentan unas caracteŕısticas genéticas similares a las de las
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células pre–foliculares del tejido ovárico de otras especies, no observándose
diferencias dignas de resaltar. Por el contrario, las células localizadas en la
región medular tienen un perfil de expresión génica bastante peculiar. Como
ya se ha comentado, estas células no pueden ser consideradas células de la
ĺınea Sertoli a pesar de que se encuentran en un ambiente testicular, puesto
que en ellas no se detecta expresión de los marcadores sertolianos SOX9 y
AMH. Por otra parte, si tenemos en cuenta que durante el periodo en el
que ocurre la determinación sexual estas células expresan WNT4 e inhiben
genes de la ruta masculina como DMRT1, podŕıa pensarse que su naturaleza
es de tipo pre–folicular. No obstante, existen algunos indicios indirectos que
sugieren que su patrón de expresión tampoco es el t́ıpico de la ĺınea folicular.
Uno de estos indicios es que no reprimen la expresión de SF1 sobre el estadio
s5b, algo que si se observa en las células homólogas de la región cortical. Este
gen está involucrado en la formación de la cresta genital y en el desarrollo
testicular, de forma que su expresión aumenta en machos y disminuye en
hembras de ratón a los 12.5 dpc (Hatano y col., 1994; Ikeda y col., 1994; Shen
y col., 1994). En la región medular de la gónada XX de topo, los niveles de SF1
no descienden en el estadio equivalente, aunque tampoco parecen aumentar.
En este sentido, podŕıa pensarse que estas células medulares mantienen un
estatus indiferenciado en relación con la expresión de SF1. Además, el hecho
de que se detecte el receptor PDGFRα en las células intersticiales de la gónada
XX y que, consecuentemente, se produzca migración de células mesonéfricas
en la hembra, da pie a especular sobre la posibilidad de que estas células
epiteliales también expresen el ligando PDGF. La demostración de este hecho,
sobre el cual se está investigando actualmente en nuestro laboratorio, apoyaŕıa
la idea de que las células epiteliales de la médula del ovoteste nunca llegan
a adquirir un perfil caracteŕıstico de células pre–foliculares. El desajuste
génico responsable de esta situación les llevaŕıa incluso a mostrar algunas
caracteŕısticas propias de las células pre–Sertoli, como la expresión del ligando
de PDGFRα.

Una pérdida de función de WNT4 o de otro gen bajo su control explicaŕıa
la existencia de migración en las hembras

El hecho de que las células epiteliales medulares de la gónada XX de T.
occidentalis no se comporten como células pre–foliculares, podŕıa ser debido a
que alguno de los genes de la ruta femenina no ejerce su papel adecuadamente.
Actualmente, se sabe que WNT4 está implicado en la inhibición de la
migración desde el mesonefros a la gónada, bien de forma directa (Jeays-
Ward y col., 2003) o bien como activador de otros genes como FST (Yao y col.,
2004). En las hembras de topo, dichas células medulares muestran un patrón
de expresión normal de WNT4, pero es indudable que la migración de células
mesonéfricas no está inhibida. Esta circunstancia nos ha llevado a pensar en la
posibilidad de que este gen, o algún otro situado ((aguas abajo)), haya perdido
esta función en Talpa. La consecuencia de esta situación anómala seŕıa, por
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tanto, la colonización del primordio gonadal XX por parte de precursores
celulares del tejido testicular con la consecuente masculinización del mismo,
tal como ocurre en los ratones XX homocigotos para un alelo nulo de WNT4
(Yao y col., 2004).

WNT4 parece mantener sus funciones de inhibir la diferenciación de las
células de Leydig y favorecer la supervivencia de las PGCs corticales.

Otra de las funciones conocidas de WNT4 es la de impedir la diferenciación
de las células de Leydig (Jeays-Ward y col., 2003; Jordan y col., 2003). En
los machos de topo, este tipo celular se diferencia en el estadio s5c, mientras
que en las hembras lo hace sobre el s9 (Barrionuevo y col., 2004b; Zurita y
col., 2003). Los resultados de este trabajo y otros no publicados obtenidos
en nuestro laboratorio, indican que WNT4 no ha perdido esta capacidad en
T. occidentalis, puesto que este gen se inhibe en ambos sexos justo en el
momento en el que comienzan a diferenciarse las células de Leydig. El hecho
de que WNT4 conserve este papel inhibidor y se mantenga activo en hembras
hasta después del nacimiento, es fundamental desde un punto de vista
evolutivo. En caso contrario, las células de Leydig XX comenzaŕıan a producir
testosterona en las etapas tempranas de la gonadogénesis, produciéndose un
proceso de masculinización de los embriones XX que no seŕıa viable. Por
tanto, la capacidad de WNT4 para inhibir la ĺınea esteroidogénica masculina
debe haber sido conservada en Talpa. Asimismo, el hecho de que las células
germinales premeióticas XX de las hembras de topo expresen WNT4 hasta
el comienzo de la meiosis (datos no mostrados), también nos hace pensar que
este gen mantiene el papel que se le ha asignado en el mantenimiento de las
PGCs femeninas en ratón (Yao y col., 2004).

En resumen, de los tres papeles propuestos para el gen WNT4 durante
la determinación sexual, es decir, favorecer la supervivencia de las PGCs
femeninas, inhibir la diferenciación de las células de Leydig y bloquear
la migración de células mesonéfricas al interior de la gónada, sólo los
dos primeros parecen ser mantenidos en T. occidentalis. WNT4 podŕıa
ejercer estas funciones disponiendo de dominios funcionales diferentes o bien
interviniendo en varias rutas reguladoras alternativas, o incluso mediante una
combinación de ambas posibilidades. En el primer caso, la situación observada
en Talpa podŕıa deberse a una mutación en el dominio de WNT4 implicado
en la inhibición de la migración. En el segundo, podŕıa estar afectado alguno
de los genes bajo el control de WNT4 en la correspondiente ruta reguladora.
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5. Discusión

5.7. El patrón de desarrollo gonadal en mamı́fe-

ros: un enfoque evolutivo

La embrioloǵıa de la gónada ha sido motivo de estudio desde mediados del
siglo XIX, cuando Waldeyer (1870) estableció la ((teoŕıa clásica)) del desarrollo
gonadal. Desde entonces, se han publicado cientos de trabajos embriológicos
en los que se describen diferentes tipos de gonadogénesis en muchos taxones
de vertebrados, incluyendo especies de mamı́feros, aves, reptiles, anfibios y
peces. Witschi (1951) propuso que la gónada indiferenciada es un órgano
regionalizado, en el que el tejido ovárico se desarrolla a partir de la corteza
y el tejido testicular a partir de la médula. Alternativamente, Gillman
(1948) sugirió que, por el contrario, el primordio gonadal está formado por
células bipotenciales que pueden seguir dos v́ıas diferentes de diferenciación,
dando lugar a un ovario o a un test́ıculo en función de la ruta elegida. La
demostración de que las células de Sertoli y las foliculares tienen un origen
común (Albrecht y Eicher, 2001) apoyó esta última hipótesis.

Actualmente, el modelo de Gillman está ampliamente aceptado, no
considerándose generalmente las ideas de Witschi. Esta circunstancia se debe
a que la mayoŕıa de los estudios realizados en los últimos años utilizan al
ratón como modelo experimental y, probablemente, los roedores murinos
no son representativos de los mamı́feros en general. En este sentido, las
hembras de muchas especies de mamı́feros tienen una ((glándula intersticial))
en sus gónadas, que se considera presente cuando el tejido intersticial del
ovario (carente de foĺıculos) alcanza un crecimiento considerable. En ciertas
ocasiones, esta glándula tiene un origen medular y puede mostrar ciertas
caracteŕısticas similares a las de un tejido testicular, tal como indicaron los
estudios realizados a principios del siglo XX (Popoff, 1911). Fraenkel (1905)
describió que 21 especies de mamı́feros de 45 analizadas presentaban glándula
intersticial (entre ellas el gato y el murciélago), mientras que las otras 24
carećıan de ella (como ratón, cerdo y humano). Estudios más recientes han
puesto de manifiesto que dicha glándula presenta una gran variabilidad en
cuanto a su origen. En concreto, se han definido siete tipos diferentes, tres
de los cuales se desarrollan a partir de la región medular (Mossman y Duke,
1973).

En el presente trabajo, aśı como en otros anteriores (Barrionuevo y
col., 2004b; Jiménez y col., 1993), se aportan pruebas irrefutables sobre
la existencia de una porción de tejido testicular en las hembras de T.
occidentalis. Esta región se desarrolla a partir de la médula de la gónada
indiferenciada XX, algo que apoya el modelo de Witschi. No obstante, la
regionalización podŕıa no ser incompatible con el modelo de Gillman, puesto
que la corteza y la médula podŕıan tener el mismo origen ontogenético y, por
tanto, desarrollarse a partir de precursores bipotenciales.

Todas estas observaciones indican que la organogénesis del ovario es un
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proceso mucho más heterogéneo que la del test́ıculo. Un claro ejemplo de
ello es la propia familia Talpidae. En este grupo se han descrito ovotestes en
varias especies del género Talpa (Jiménez y col., 1988; Sanchez y col., 1996b),
mientras que las hembras adultas de otras especies de topos norteamericanos,
como Scapanus latimanus y Scapanus orarius, presentan ovarios similares a
los de ratón (Rubenstein y col., 2003).

Las ratillas topo del género Ellobius son, quizás, el caso más representativo
de la variabilidad existente en los procesos que controlan la gonadogénesis.
El gen SRY es el factor determinante del sexo exclusivamente en mamı́feros
(Gubbay y col., 1990; Sinclair y col., 1990). Este hecho ya resulta llamativo
por śı solo, puesto que el test́ıculo de este grupo de animales es similar al
de otros taxones como aves, reptiles o anfibios, que carecen de SRY. No
obstante, la particularidad que presentan algunas especies de Ellobius es de
una singularidad excepcional. Estos roedores excavadores han sido estudiados
ampliamente desde un punto de vista citogenético, habiéndose descrito
especies con la t́ıpica dotación de cromosomas sexuales de los mamı́feros
XX/XY (E. fuscocapillus), pero también con dotaciones sorprendentes como
X0/X0 (E. lutescens, 2n=17). En este último caso, se plantea un problema
de viabilidad importante, puesto que tanto los cigotos 2n=16,00 como
2n=18,XX resultan letales. Otras especies de ratillas topo (E. tancrei,
E. talpinus y E. alaicus) presentan dos cromosomas X en ambos sexos,
oscilando entre 2n=32,XX y 2n=54,XX, debido al efecto de translocaciones
robertsonianas. El cariotipo de estos animales plantea muchos interrogantes
sobre el mecanismo de determinación sexual que opera en ellos, puesto que se
ha demostrado mediante técnicas moleculares que el gen SRY no está presente
en las especies que carecen de cromosoma Y (Vogel y col., 1998).

Todos estos datos indican que los procesos que intervienen en el desarrollo
gonadal presentan una gran plasticidad, pudiendo haber divergido y conver-
gido varias veces a lo largo de la evolución de los mamı́feros. Además, el hecho
de que excepciones tan llamativas como las de Ellobius o Talpa puedan afec-
tar a especies concretas de un género pero no a otras, demuestra que cambios
muy drásticos en el control genético de procesos del desarrollo tan complejos
como la diferenciación sexual, pueden producirse de forma muy rápida y con-
servando, al menos suficientemente, la viabilidad y eficacia biológica de los
organismos implicados.

Finalmente, cabŕıa preguntarse cual es el motivo de que se haya mantenido
un órgano tan peculiar como el ovoteste a lo largo de la evolución de deter-
minadas especies de Tálpidos. En principio, tal como ha sido ampliamente
detallado en esta memoria, el desarrollo del tejido testicular XX no impide
la correcta diferenciación de una porción ovárica con oocitos maduros, por lo
que los individuos XX de topo pueden actuar como hembras funcionales, no
representando un obstáculo para la supervivencia de las poblaciones afecta-
das. No cabe duda de que durante la evolución de este fenómeno han debido
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ser necesarios numerosos reajustes en el patrón de desarrollo y en los meca-
nismos genéticos que lo controlan. Este proceso de co–adaptación genética ha
evitado situaciones insostenibles como la presencia de testosterona durante
el desarrollo embrionario femenino, que habŕıa originado una masculinización
somática incompatible con la fertilidad. Aśı, el hecho de que las células de
Leydig XX no se diferencien hasta después del nacimiento, ha permitido que
la testosterona no aparezca en las hembras antes de que el tracto reproductor
femenino esté casi totalmente desarrollado. No obstante, los altos niveles de
testosterona sérica de las hembras adultas provocan en ellas cierto grado de
virilización que se manifiesta en rasgos peculiares, tales como la presencia de
un cĺıtoris peniforme, lo que recuerda en cierta medida la situación descrita
en las hienas (Glickman y col., 1987), y la desaparición del orificio vaginal
durante la estación no reproductiva (Barrionuevo y col., 2004b; Mathews,
1935). Zurita y col. (2003) analizaron los niveles séricos de testosterona en
T. occidentalis, constatando que, durante la época infértil, algunas hembras
llegaban a mostrar valores mayores que los machos. Por el contrario, en la
estación reproductiva, la situación se invierte y en las hembras disminuyen
drásticamente los niveles de testosterona sérica, mientras que aumentan con-
siderablemente en los machos.

Aunque la relación causa–efecto no está claramente establecida, existen
multitud de estudios que relacionan la testosterona con la agresividad y la
territorialidad (Wingfield, 2005). En este sentido, podŕıa especularse sobre
la posibilidad de que la presencia de dicha hormona en las hembras de topo
haya favorecido su comportamiento territorial. El ciclo anual de variación
de los niveles de testosterona sérica descrito en las hembras de topo, es
coherente con el contexto social con el se enfrentan éstas en las distintas
estaciones del año, si se admite que esta hormona tiene una relación directa
con el comportamiento territorial. De esta manera, durante la época fértil,
las hembras debeŕıan disminuir su agresividad permitiendo aśı la intrusión de
los machos en su territorio y la consiguiente cópula; sin embargo, en la época
infértil, la única necesidad de las hembras seŕıa la de defender su territorio
para garantizarse unos recursos vitales. La territorialidad es un hecho fuera de
lo común en las hembras de los mamı́feros, por lo que esta caracteŕıstica de los
topos incrementa la larga lista de curiosidades que muestran estos fascinantes
animales subterráneos.
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1. Los perfiles de expresión génica observados en el desarrollo testicular
temprano de los machos de T. occidentalis, evidencian que los eventos
morfológicos que tienen lugar durante este proceso están más conserva-
dos que sus mecanismos de control genético, incluso dentro del grupo
de los mamı́feros.

2. La diferenciación de las células de Sertoli dos d́ıas antes de la formación
de los cordones en los test́ıculos de Talpa, sugiere que ambos eventos no
tienen una causa común, a diferencia de lo actualmente aceptado según
los estudios realizados en ratón.

3. Durante los primeros estadios del desarrollo gonadal del topo se produce
una compartimentación funcional previa a la aparición de signos
morfológicos de diferenciación.

4. La expresión de WNT4 durante el largo el periodo premeiótico en las
células germinales femeninas de Talpa, es coherente con la función que
se le ha asignado a este gen en el mantenimiento de la viabilidad de
dichas células germinales.

5. La distribución asimétrica de las células germinales en la gónada XX,
que implica su ausencia en la región medular, junto con el retraso en el
inicio de la meiosis hasta estadios post–natales, podŕıa favorecer que en
la médula ocurran procesos propios del desarrollo testicular.

6. El hecho de que no se detecten marcadores sertolianos t́ıpicos, como
SOX9 y AMH, en las células medulares de tipo epitelial de la gónada XX
de T. occidentalis, demuestra que, en contra de la teoŕıa convencional
al respecto, es posible un desarrollo testicular en ausencia de células de
Sertoli.

7. El desarrollo testicular XX de Talpa se inicia por un fallo en la inhibición
de la migración de células mesonéfricas a la gónada. Esta situación
podŕıa deberse a una pérdida de función de WNT4 o de algún gen bajo
su control.
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8. El gen WNT4 de T. occidentalis, no obstante, parece haber conservado
su papel inhibidor en la diferenciación de las células de Leydig, puesto
que éstas no se diferencian en ambos sexos hasta que dicho gen cesa su
expresión.

9. El presente trabajo proporciona las primeras evidencias que implican
a DAX1 y PDGFRα en la formación del conducto de Müller de los
mamı́feros, y a SOX9 en su posterior regresión en los machos.

10. La existencia de tejido testicular en las hembras de topo podŕıa haber
favorecido el comportamiento territorial observado en éstas, un hecho
bastante excepcional entre los mamı́feros.
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Conclusions

1. The gene expression patterns observed at the early testicular develop-
ment of males in T. occidentalis, show that the morphological events
taking place during this process are more evolutionarily conserved than
their mechanisms of genetic control inside the mammalian taxa.

2. The fact that Sertoli cells differentiate two days before testicular cords
formation in Talpa, suggests that these two events do not share a
common origin, contrarily to what it is currently accepted from data
obtained in mice.

3. During the first stages of the mole gonad development a functional
regionalization occurs before any morphological sign of differentiation
appear.

4. The expression of WNT4 during the long pre–meiotic period of the
female germ cells in the mole, is consistent with the role in the
maintenance of germ cells viability proposed for this gene.

5. The asymmetric distribution of the female germ cells, which leads to
its absence in the medullary region, together with the delay of meiosis
onset to postnatal stages, might favour that some testicular features
appear in the medulla of the XX gonad.

6. The lack of typical Sertoli cell molecular markers, such as SOX9 and
AMH, in the epithelial cells of the medulla in T. occidentalis XX
gonad, evidences that, contrary to the current opinion in this respect,
a testicular development is possible in the absence of Sertoli cells.

7. Testicular tissue development in female moles is due to a failure in the
inhibition of mesonephric cell migration into the gonad. This could be
the consequence of a loss–of–function mutation in either WNT4 or any
other gene under its control.

8. The WNT4 gene of T. occidentalis, however, seems to have conserved
its inhibitory action on Leydig cell differentiation, since these cells do
differentiate in both sexes just after this gene is down–regulated.
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9. This work provides the first evidence suggesting that DAX1 and
PDGFRα are involved in the formation of the mullerian duct in
mammals, and that SOX9 may participate in its later regression in
males.

10. The existence of testicular tissue in the gonads of female moles might
have favoured the territorial behaviour observed in these animals, which
is a very exceptional feature among mammalian females.
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