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1. INTRODUCCION

1.1. Reproduccion estacional

La vida de los seres vivos se ve influida por factores y elementos cli-
maticos que pueden variar estacionalmente dependiendo de la regién
geografica en la que nos encontremos (como ocurre en las zonas tem-
pladas y boreales). En estas zonas, el invierno es la estacion que se
presenta como un mayor reto para los seres vivos, que, a pesar de tener
menor disponibilidad de recursos energéticos, muestran mayor reque-
rimiento de éstos, debido a la necesidad de hacer frente al frio. Como
consecuencia, los seres vivos experimentan modificaciones estacionales
de procesos fisiolégicos esenciales, que varian ciclicamente (Bronson,
1989; Bronson y Heideman, 1994). Ejemplos de estos procesos son: el
crecimiento, las funciones endocrina, termogénica, inmunolégica y, por
supuesto, la reproducciéon (Moffatt et al., 1993). Los costes energéticos
de estos procesos son intrinsecamente elevados, y cuando se combinan
con la falta de alimento de los periodos invernales, la balanza de ener-
gia se inclina hacia funciones béasicas que permitan la supervivencia de
estos seres vivos (actividades basicas celulares, de tejido y de 6rgano,
necesarias para la homeostasis, asi como costes energéticos para la ter-
morregulacién y la alimentacién). De esta forma, funciones como el cre-
cimiento y la reproduccion, pueden quedar retrasadas o abolidas para
evitar un balance energético negativo (Bronson, 2009). La reproduccién
estacional provoca que tanto machos como hembras sufran numerosos
y variados cambios ciclicos, afectando éstos a la practica totalidad de
su cuerpo. No obstante, caben destacar las modificaciones que se pro-
ducen a nivel de sus 6rganos reproductores (génadas), ya que implican
una activacion durante la época reproductora (generalmente en pri-
mavera y verano) y una inactivacion durante la no reproductora (con
frecuencia, en otofio e invierno) (Bronson y Heideman, 1994). Aunque
los cambios se producen en ambos sexos, no podemos decir que sean
iguales o equivalentes, ya que las demandas energéticas relacionadas
con la reproduccion son distintas para cada sexo; asi pues, mientras
que los costes para los machos son principalmente comportamentales
(su éxito reproductivo viene determinado no sélo por la produccion de
semen, sino por la dominancia fisica frente a otros machos y a su ca-
pacidad de atraer hembras), en el caso de las hembras, las demandas
energéticas derivadas de la lactancia (en mamiferos) y de los cuidados
parentales suelen ser mucho mas complejas (Bronson, 2009).



Como vemos, la reproduccién es uno de los procesos biolégicos que
mas fuertemente se ve afectado por el clima. Teniendo en cuenta el in-
minente cambio climatico que afecta a la Tierra, es logico pensar que
la eficiencia reproductiva de muchos organismos (incluidos los mamife-
ros, grupo al que pertenecemos), se vea alterada en un futuro préximo.
Son animales que presentan sistemas ambientales de determinacién
sexual (reptiles entre los que encontramos cocodrilos y tortugas), los
que muestran un ejemplo mas claro del peligro que el cambio climati-
co puede suponer para la supervivencia de determinadas especies. En
estas especies, la temperatura de incubacién de los huevos determina
el sexo, por lo que, cualquier fluctuacién térmica puede desemparejar
la tasa de desarrollo de sexos (Neuwald y Valenzuela, 2011). En algu-
nos casos, las altas temperaturas favorecen un sexo, y en otros casos, el
contrario, pero como balance final, el resultado es el desequilibrio entre
sexos, que podria llevar a la extincién de muchas de estas especies. En
el caso de aves y mamiferos, la determinacién del sexo es genética, lo
que hace que la dependencia de las condiciones ambientales no sea tan
relevante en cuanto a su desarrollo sexual, aunque, como hemos expli-
cado anteriormente, si que tiene cierta repercusién en cuanto al éxito
reproductivo. El clima mundial estd cambiando rapidamente y existe
gran inquietud sobre la posible extinciéon de muchas especies que, al
enfrentarse a estos cambios, no sean capaces de desarrollar nuevas es-
trategias estacionales (Bronson, 2009).

1.2. Reproduccion estacional en mamiferos

La reproduccion en mamiferos es un proceso complicado que debe
ocurrir en armonia con unas condiciones sociales, fisicas y dietéticas
adecuadas (Bronson, 1985), por ello, debe estar perfectamente regu-
lada, a nivel génico, endocrino y neuronal, siendo el eje hipotalamo-
pituitaria-génada (HPG) el encargado de controlar este proceso en ver-
tebrados. Las neuronas GnRH estan distribuidas ampliamente en el
prosencéfalo, pero principalmente se encuentran en la parte anterior
del hipotalamo y en el area preéptica (Bronson, 2009). La actividad
de estas neuronas se ve influida por factores intrinsecos y extrinse-
cos, tales como las hormonas sexuales, el desarrollo, el estrés, la nutri-
cién y la estacion (Clarke y Pompolo, 2005). Las neuronas GnRH se-
gregan, mediante pulsos intermitentes, un decapéptido llamado GnRH
(gonadotropin-releasing hormone) que entra a la vasculatura portal de
la pituitaria (hipéfisis), donde regula la sintesis y secrecion de gonado-
tropinas (Sisk y Foster, 2004). Las gonadotropinas son hormonas glico-
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proteicas y heterodiméricas, que estan glicosiladas (Bousfield y Dias,
2011). Durante la pubertad o en el proceso de reactivacién de la fun-
cion sexual en especies con reproduccion estacional, se liberan dos de
éstas hormonas: LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona foliculo-
estimulante), que viajan por la sangre y cuyas células diana son tes-
ticulos y ovarios. Sobre éstos actian, activando la produccién de game-
tos y de hormonas sexuales (esteroideas), siendo fundamentales tan-
to para la funcién gonadal como para el comportamiento reproductivo
(Sisk y Foster, 2004). En la génada, las hormonas esteroideas partici-
pan en la espermatogénesis y en la maduracion folicular; en el cerebro,
influyen en los bucles de retroalimentacién por via neuroendocrina de
secrecion de GnRH, y facilitan el comportamiento sexual.

La mayoria de especies con reproducciéon estacional utiliza el foto-
periodo como el principal factor ambiental para obtener informacién
estacional, siendo éste el resultado de un proceso adaptativo que per-
mite a estas especies hacer coincidir los nacimientos con la estacion
del afio energéticamente mas favorable en cada caso. La respuesta al
fotoperiodo en mamiferos no esta sélo basada en la longitud absoluta
del dia, sino también en la historia fotoperiédica de los animales (Mal-
paux et al., 2001); por ello, exposiciones a un mismo fotoperiodo pueden
producir efectos opuestos dependiendo del animal y de su historia evo-
lutiva (Robinson y Karsch, 1988). El complejo sistema neuroendocrino
que percibe el fotoperiodo en mamiferos esta constituido por la retina,
el nucleo supraquiasmatico y la glandula pineal (Malpaux et al., 2001),
siendo esta ultima la que produce y libera melatonina. Esta secrecion
es exclusivamente nocturna, pero mientras que en algunas especies
(ovejas, etc), dura todo el periodo de oscuridad, en otras (hamster sirio,
rata, etc), la secreciéon no empieza hasta pasadas unas horas de oscu-
ridad (Arendt, 1995). Parece ser que la caracteristica mas importante
del ritmo secretor de la melatonina es la duracion (tiempo que perma-
nece a niveles elevados) (Malpaux et al., 2001), por ello, a lo largo del
ano, esta duracién de la secrecion varia estacionalmente y proporciona
una representacién endocrina del fotoperiodo. Estas variaciones actian
como senales que regulan la secrecién de GnRH mediante dos mecanis-
mos complementarios: una modulacién directa independiente de este-
roides de la secrecion de GnRH y un cambio en la retroalimentacién
negativa mediada por esteroides de la secrecion de GnRH (Goodman,
1994). No obstante, apenas se conocia algo sobre el mecanismo de ac-
cién de la melatonina sobre las neuronas productoras de GnRH hasta
el descubrimiento de uno de los intermediarios esenciales: el complejo
formado por las kisspeptinas. Son un conjunto de péptidos de distintas
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longitudes, productos del gen Kissl que, junto con su receptor GPR54,
juegan un papel importante en la regulacion de la reproduccién. De he-
cho, mutaciones en humanos, o deleciones dirigidas en ratones, bien de
Kiss1 o de su receptor, causan hipogonadismo hipogonadotraéfico pro-
fundo (Oakley et al., 2009). En el hamster sirio se ha demostrado que
la actividad reproductora es promovida por los dias largos de verano e
inhibida por los dias cortos de invierno, ya que los niveles de mRNA de
Kiss1 aparecen regulados por la melatonina en las células del hipota-
lamo encargadas de producir GnRH (Revel et al., 2006). Ademas, hay
descritos multiples experimentos en hamsters y otras especies que han
demostrado que la alteracién del fotoperiodo tiene efectos evidentes en
la funcién gonadal (Moffatt-Blue et al., 2006; Beery et al., 2007; Trainor
et al., 2007, 2008; Vrooman y Young, 2010).

1.3. Reproduccion estacional en T. occidentalis

El topo ibérico Talpa occidentalis (Cabrera, 1914) es un mamifero
perteneciente al nuevo orden Eulipotyphla (derivado del antiguo orden
Insectivora), que se distribuye por toda la Peninsula Ibérica, excepto
en determinadas areas del Norte y Noroeste, que se encuentran habi-
tadas por la especie Talpa europaea. Los topos presentan una repro-
duccion estacional cuyos ciclos varian segun la latitud (Jimenez et al.,
1990) y en el Sur de la Peninsula Ibérica abarca desde Noviembre has-
ta Marzo, pudiendo variar estos limites de un periodo reproductivo a
otro. El periodo de gestacién consta de 29 dias con una media de 4
crias por camada. Durante cada periodo reproductor, las hembras que-
dan prenadas hasta un maximo de 2 veces. En 1988, Jiménez et al.
describieron en Talpa occidentalis el unico caso conocido hasta la fe-
cha, en mamiferos euterios, de hermafroditismo verdadero que afecta
a todas las hembras de una misma especie. Estas hembras presentan
ovotestes bilaterales con tejido testicular y ovarico simultaneamente,
en lugar de ovarios y no obstante, su funcién reproductora no se ve al-
terada. Posteriormente, se ha comprobado que otras muchas especies
de topos (familia Talpidae) presentan este singular y complejo desarro-
llo ovarico. Estos ovotestes XX han sido descritos en diversas especies
europeas del género Talpa, T. europaea, T. romana y T. stankovici (Ji-
ménez et al., 1993; Sanchez et al., 1996; Mathews, 1935; Popoff, 1911),
el desman Galemys pyrenaicus (PEYRE, 1962), el topo de nariz estre-
llada Condylura cristata (Mossman, 1973; Rubenstein et al., 2003), el
topo musarafia americano (Rubenstein et al., 2003) y el topo japonés
Mogera wogura (Carmona et al., 2008). Esto indica que podria tratar-
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se de una caracteristica adquirida por algunas especies de este grupo
taxonomico.

La porcién ovarica del ovoteste contiene oocitos maduros durante
el periodo reproductor y es completamente funcional, mientras que la
parte testicular no presenta células germinales y es de mayor tamario
que la ovarica. Esta porcion testicular desarrolla numerosas caracte-
risticas especificas de testiculos, como la diferenciaciéon de células de
Leydig, productoras de testosterona (que convierte a estas hembras en
territoriales y agresivas en los periodos infértiles). Anualmente, ambas
porciones alternan ciclos de regresion y crecimiento. Durante la épo-
ca reproductiva, la parte ovarica predomina sobre la testicular, y en la
época de descanso ocurre lo contrario, detectandose altos niveles cir-
culatorios de testosterona de la region testicular, que desaparecen en
la época fértil (Jiménez et al., 1993). En los testiculos de los machos,
que presentan un desarrollo gonadal muy similar al del resto de ma-
miferos, también se han observado cambios de morfologia con respecto
a los ciclos estacionales. Durante periodos de inactividad, el testiculo
sufre una reduccién de un 80-90 % de su masa, como consecuencia de
una reducida proliferacion de las espermatogonias que también origi-
na que haya un bajo niimero de células germinales. La apoptosis parece
no ser la causa de la masiva deplecion de células germinales (Dadhich
et al., 2010). Una oleada de proliferacién restaura las espermatogonias
perdidas durante el periodo de inactividad. Al contrario que en otras
especies con reproduccion estacional, en este caso el fotoperiodo parece
ejercer una menor influencia sobre estos cambios morfolégicos ya que,
por tener una vida principalmente subterranea, los topos pueden pre-
sentar dificultad para percibir cambios en la longitud del fotoperiodo.

1.4. Genes de estudio
1.4.1. PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

Este gen se encuentra localizado en el locus 20pter-p12 del cromo-
soma 20 humano y tiene un tamarfo aproximado de 11 Kb. Hay dos
transcritos para este gen, de longitudes 1344 y 1359 bp respectivamen-
te, codificando cada uno, la misma secuencia de 261 aminoéacidos. Como
se muestra en la figura 1, tiene 6 exones y 5 intrones.

PCNA es una proteina nuclear de 36 kDa altamente conservada
que actda como proteina auxiliar de la DNA polimerasa, funcionando
durante la replicacién, elongacién del DNA y reparacién por excisién
(Bravo y Macdonald-Bravo, 1987; Prelich et al., 1987; Madsen y Celis,



Figura 1: PCNA: a Transcrito de 1344 bp codificado por el gen PCNA que da lugar a
la proteina funcional. Su estructura secundaria consta de 6 hélices «, 20 laminas 3
y un giro, agrupandose en 6 exones. b Estructura terciaria de la proteina codificada
por PCNA. Homotrimero con una regién potencial de unién al DNA que consta de 20
bp, la cual permite albergar en su cavidad central la cadena duplex de DNA, ademaés
de una region de 94 bp que interacciona con NUDT15
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1985). Los patrones temporales de expresion de PCNA la convierten en
una herramienta interesante para el estudio de la proliferacion celular,
ya que empieza a acumularse en la fase G1 del ciclo celular, alcanzando
su maximo nivel de expresion durante la fase S y decreciendo durante
G2/M (Kurki et al., 1988). La expresion de PCNA se ha localizado en el
ovario de diferentes especies de mamiferos, entre las que se encuentran
el raton (Chapman y Wolgemuth, 1994) la rata (Oktay et al., 1995), la
vaca (Wandji et al., 1996), el babuino (Wandji et al., 1997) y el cerdo
(Tomanek y Chronowska, 2006), asi como en testiculos de otras tantas
especies (Chapman y Wolgemuth, 1994; Chieffi et al., 2001). Chapman
y Wolgemuth (1994) describieron la expresion de este gen en ovario y
testiculo de raton, resumiéndose como sigue:

Ovario: no se observé expresion en foliculos primordiales. En foliculos
primarios y secundarios se observa expresion en el nicleo de los
oocitos y apenas expresion en células de la granulosa, mientras
que en foliculos en crecimiento activo y preantrales, se observa
expresion en células de la granulosa y de la teca. No se observa
expresion en células del cuerpo luteo aunque células de la granu-
losa de foliculos atrésicos si tienen expresion.

Testiculos: la expresion de PCNA se observa en el nticleo de esperma-
togonias que se estan dividiendo y en algunos espermatocitos pri-
marios (leptotene, zigotene y paquitene temprano), mientras que
no se observa expresion en espermatocitos secundarios ni esper-
matidas. También se observa expresién en las células de Leydig
intersticiales (aunque esta expresion no es especifica).

1.4.2. CLDN11 (claudin 11)

Este gen comprende la regiéon 39q26.2-q26.3 del cromosoma 3 hu-
mano y tiene un tamario aproximado de 440 Kb. Tiene hasta 10 trans-
critos, de los cuales solo 3 dan lugar a proteina. El transcrito que da
lugar a CLDN11 tiene una longitud de 2169 bp y se traduce en una
proteina de 207 aminoacidos. Como se muestra en la figura 2, tiene 3
exones y 2 intrones.

CLDN11 también es conocida como proteina especifica de oligoden-
drocitos (OSP) y pertenece a la familia de las moléculas de adhesién
(JAM). Se describi6 por primera vez en la vaina de mielina del sistema
nervioso central (Bronstein et al., 1996). Las claudinas junto con las
ocludinas, son moléculas de adhesién que contienen cuatro dominios
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Figura 2: Claudin 11: a Transcrito de 440 Kb codificado por el gen Cldnll que da
lugar a la proteina funcional y que consta de 3 intrones. b Esquema de la estructura
terciaria de Cldnll. Consta de 4 hélices transmembrana, 2 dominios extracelulares
y 3 dominios intracelulares (incluyendo los extremos N y C terminal).

transmembrana, dos bucles extracelulares, un pequero bucle intracito-
plasmatico corto y los dominios N y C terminal citoplasmaticos. Cldn11
se expresa especificamente en oligodendrocitos en el cerebro y en célu-
las de Sertoli en el testiculo, donde forma la barrera hematotesticular.
Es aqui donde se ha comprobado que su expresion esta regulada hor-
monalmente por FSH y testosterona (Hellani et al., 2000; Gye, 2003).
La barrera hematotesticular (BTB: Blood-Testis Barrier) esta formada
por uniones estrechas (Tds: Tight Junctions) entre las células de Sertoli
adyacentes y divide el epitelio seminifero en dos compartimentos: basal
y adluminal (Mruk y Cheng, 2004). Las espermatogonias y los esper-
matocitos primarios se encuentran por debajo del compartimento ba-
sal y los espermatocitos secundarios y espermatidas por encima, en el
compartimento adluminal (Morrow et al., 2010). Esta separacion fisica
establece las condiciones del microambiente necesarias para la meio-
sis de las células germinales y la maduracién de los diferentes tipos
de células germinales. Se han establecido relaciones directas entre las
proteinas que unen a células de Sertoli y los andrégenos, que parecen
regular positivamente la expresion de mRNA de claudin 11 en cultivos
primarios de células de Sertoli de rata y ratén (Gye, 2003). Ademas, se
ha observado que la testosterona aumenta de forma significativa, en-
tre dos y tres veces, la formacion de estas Tds in vitro (Kaitu'u-Lino
et al., 2007), aunque los resultados in vivo sugieren que multiples fac-
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tores ademas de estos ya mencionados, controlan la expresién basal de
mRNA de cldn11 (Morrow et al., 2010). Los niveles de mRNA de cldn11
se inhiben exclusivamente en presencia de espermatidas, lo que apoya
el efecto inhibidor postmeiético de las células germinales (Florin et al.,
2005). En varias especies de hamster y visén, las Tds que compren-
den la BTB sufren roturas ciclicas y reapariciones en asociacién con el
fotoperiodo y cambios en las gonadotropinas circulantes (Kaituu-Lino
et al., 2007), como ocurre en el hamster Djungarian en el que, en los
dias cortos en los que las gonadotropinas en suero se presentan en ba-
jas concentraciones, hay una falta funcional de estas Tds (Bergmann,
1987).

1.4.3. AR (androgen receptor)

Este gen se encuentra localizado en el locus Xq12 del cromosoma
X humano y tiene un tamarfio aproximado de 185 Kb. Tiene hasta 8
transcritos de los cuales dos (de 10065 y 1728 bp respectivamente) son
los que dan lugar a las dos isoformas de AR, que constan de 920 y
388 aminoacidos respectivamente. Ambas isoformas tienen 8 exones y
7 intrones, como se muestra a continuacion.

Figura 3: AR: a Transcrito de 10065 bp codificado por el gen AR que da lugar a la
proteina funcional y que consta de 8 exones. b Estructura terciaria de AR, compuesta
por un dominio N-terminal modulador, una regién de unién al DNA con estructura
en dedos de zinc y el dominio C-terminal de unién a ligando. Es necesaria la unién de
cofactores para la dimerizacién y union al DNA diana.

Los andrégenos son hormonas esteroideas que determinan la expre-
sion fenotipica de macho, incluyendo los caracteres sexuales secunda-
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rios, ademas de la iniciacién y el mantenimiento de la espermatogé-
nesis. Su accién esta mediada por el receptor de andrégenos (AR), un
miembro de la superfamilia de receptores nucleares. AR est4 codificado
por un gen que se localiza en el cromosoma X y actda como factor de
transcripcion inducible por ligando, modulando la expresién de genes
diana (Lubahn et al., 1988; Chang et al., 1988). La uniéon de AR con su
ligando testosterona o su metabolito DHT (5-alpha-dihidrotestosterona),
induce la dimerizacion del receptor, lo que facilita la capacidad de AR
de unirse a sus elementos de respuesta conocidos y reclutar corregu-
ladores para promover la expresion de sus genes diana (Quigley et al.,
1995; Heinlein y Chang, 2002). Fallos en este receptor causan una serie
de desdérdenes hereditarios denominados Sindrome de Insensibilidad a
Andrégenos (AIS) o mutaciones de feminizacion testicular (Tfm) (Grif-
fin, 1992; Spada et al., 1991; McPhaul, 1999; Quigley et al., 1995). En
el raton, AR se expresa en células de Leydig, mioides y de Sertoli (Zhou
et al., 2002); no obstante, aunque la expresién en células de Leydig y
mioides es continua, en células de Sertoli, ocurre de un modo depen-
diente del estadio. Coincide que cuando la expresion de AR es fuerte
en células de Sertoli, se produce una mayor retirada de andrégenos, y
puesto que estas células estan en contacto directo con las células ger-
minales (en las que la expresion de AR es mas controvertida), se puede
pensar que son estas células los principales mediadores de la regula-
cién de la espermatogénesis mediante AR (Holdcraft y Braun, 2004).
Ademas de expresarse en testiculo, AR se expresa, entre otros tejidos,
en hipotalamo, pituitaria y varias células ovaricas, aunque su papel es-
pecifico en la regulacion de la fertilidad femenina permanece incierto
(Sen y Hammes, 2010). En hembras de primates, se ha encontrado ex-
presion en células de la granulosa de foliculos antrales y preantrales,
estando ausente en foliculos preovulatorios y cuerpos liuteos (Hillier
et al., 1997). Hembras de raton knock-out (ARKO) presentan fertilidad
reducida, tienen fallos en la foliculogénesis y desarrollan fallo ovarico
prematuro. Ademas, tienen bajo nimero de foliculos atrésicos, pocos
cuerpos luteos y altas tasas de apoptosis de células de la granulosa (Hu
et al., 2004; Walters et al., 2007). Hay diversos trabajos que estudian
la expresion de AR en ovarios de roedores (Hirai et al., 1994; Tetsuka y
Hillier, 1996; Szoltys y Slomczynska, 2000; Gilling-Smith et al., 1994),
cerdos (Stomczynska et al., 2001; Cardenas y Pope, 2002), ganado ovino
y bovino (Juengel et al., 2006; Hampton et al., 2004) y humanos (Suzuki
et al., 1994; Chadha et al., 1994; Horie et al., 1992). En ellos, suele ob-
servarse expresion en mayor o menor grado en células de la granulosa,
en funcion del grado de desarrollo (suele descender en foliculos madu-
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ros) y en células de la teca y oocitos. Cuando la sefnalizacién mediada
por AR esta bloqueada o eliminada, los foliculos preantrales no pueden
progresar a foliculos antrales, y por lo tanto, se produce un aumento
de atresia, lo que podria explicar el bajo nimero de foliculos antrales
y cuerpos luteos, ademas de bajo namero de oocitos, en ratones ARKO
(Sen y Hammes, 2010).

1.4.4. PDGFRa (platelet-derived growth factor receptor)

Este gen se encuentra localizado en el locus 4q12 del cromosoma 4
y tiene un tamafio aproximado de 69 Kb. Tiene hasta 10 transcritos, de
los cuales el que da lugar a la secuencia codificante tiene una longitud
de 6576 bp. La proteina resultante tiene 1089 aminoacidos y consta de
23 exones y 22 intrones como se muestra en la imagen 4.

Figura 4: PDGFRa: a Transcrito de 69 Kb codificado por el gen PDGFRa que da
lugar a la proteina funcional y que consta de 23 exones. b Estructura terciaria de
PDGFRa. La proteina consta de un dominio de activacién que acepta protones, un
dominio de unién al ATP, una hélice o transmembrana, un dominio protein kinasa,
seis dominios Ig-like C2 y una zona rica en serinas.

Los factores de crecimiento derivados de plaquetas son una familia
de senales moleculares que fueron identificadas por primera vez como
factores del suero que estimulaban la proliferacién de las células mioi-
des de las arterias (Ross et al., 1978). Desde entonces, han sido amplia-
mente estudiados, mostrando ser fundamentales en diversos procesos
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biolégicos, como la proliferacion, supervivencia y migracion celular y
la deposicion de la matriz extracelular. Esta familia esta compuesta
por cuatro ligandos, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C y PDGF-D, que pue-
den formar diferentes combinaciones de homo y heterodimeros que se
unen a uno de los dos receptores: PDGFRa o PDGFRS (Heldin, 1996).
Generalmente, los ligandos PDGF son sintetizados por células epite-
liales o endoteliales, mientras que los receptores se suelen encontrar
en las células mesenquimaticas. La proliferacién y migracién de las cé-
lulas mesenquimaticas en respuesta a estos factores, contribuye a la
morfogénesis e integridad de diversos 6rganos (Hoch y Soriano, 2003).
PDGFRa es esencial para la proliferacién de células mesenquimaticas
durante el desarrollo temprano del intestino, la piel, los pulmones, los
rifiones y las génadas, ademdas de estar implicado en procesos de cre-
cimiento celular (Heldin, 1996; Raines y Ross, 1990), reorganizacién
de actina (Eriksson et al., 1992) y quimiotaxis (Hossain et al., 1998;
Kaplan et al., 1979; Shure et al., 1992; Yu et al., 1991) entre otros.
La migracién de células del mesonefros hacia la génada embrionaria
es necesaria para la formacién de testiculos en el ratéon (Smith et al.,
2005), y puesto que en los procesos de migracién hace falta algin tipo
de respuesta quimiotactica, parecen verse implicados estos receptores
PDGFRa, no sélo en los mamiferos, sino también en aves, como Smith
et al. (2005) han demostrado. Sorprendentemente, en el transcurso de
esta migracién, PDGFRa sélo esta presente en las células de la géna-
da, no detectandose expresion en las células mesonéfricas. Este hecho
sugiere que las senales PDGF no inducen directamente la migracion
celular, aunque si son necesarias como segundos mensajeros para que
ésta se lleve a cabo (Brennan et al., 2003). Recientemente, también se
ha encontrado expresion tanto del receptor como del ligando en oocitos,
células de la teca y células del estroma ovarico (Pinkas et al., 2008).
En topos, se ha estudiado en el macho, la expresién de este receptor
(Carmona et al., 2009), mostrando que es transitoria durante la dife-
renciacion del testiculo. La maxima inmunoreactividad se observa en
gonadas del estadio sba a partir del cual, la expresiéon va decreciendo
hasta desaparecer, quedando sé6lo expresiéon fuera de los cordones tes-
ticulares. Esta expresion coincide con la presencia de precursores de
las células de Leydig, que acaban diferenciandose en s5c, justo cuando
deja de expresarse PDGFRq, lo que demuestra que estos receptores es-
tan implicados también en la diferenciacién de células de Leydig en el
testiculo (Gnessi et al., 1995; Brennan et al., 2003; Ricci et al., 2004).
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1.4.5. FOXL2 (forkehead box L2)

Este gen se encuentra localizado en el locus 3q22.3 del cromosoma
3 de humanos. Tiene dos transcritos, de los cuales, solo uno da lugar
a la proteina, que consta de un tnico exén y estd compuesta por 376
aminoacidos.

Figura 5: FoxL2: a Transcrito de 2917 bp codificado por el gen FoxL2 que contiene un
Unico exon. b Estructura terciaria de FoxL2 que tiene una region de unién al DNA de
tipo Fork-head; ademas, tiene dos regiones de poli-alanina, una regién de poli-glicina
y una regién de poli-prolina.

Este gen pertenece a la familia de factores de transcripcion family
winged helix/forkhead cuyas mutaciones son causa de numerosas en-
fermedades que afectan al desarrollo, mostrando fenotipos pleiotrépi-
cos con defectos oculares, craneofaciales, circulatorios, esqueléticos, in-
munes y gonadales. Estudios de mapeo cromosémico en individuos que
presentaban sindromes de blepharophimosis/ptosis/epicanthus inver-
sus (BPES) tipo I (que lleva asociado fallo ovarico prematuro) y tipo II,
permitieron identificar mutaciones en este gen (Crisponi et al., 2001).
FoxL2 juega un papel importante durante el desarrollo ovarico. En ova-
rios mutantes homozigotos para foxl2-, las células de la granulosa no
llegan a completar la transicién de escamosas hasta cuboidales, lo que
ocasiona la ausencia de foliculos y atresia de oocitos (Schmidt et al.,
2004). Ademas, este gen parece ser necesario en la regulaciéon de la se-
creciéon de gonadotropinas. Se han descrito dos dianas para FoxL2 en
pituitaria, GnRH y A-GSU (Ellsworth et al., 2003, 2006). En humanos,
FoxL2 se detecta en el ovario de la génada inmadura, mostrando una
fuerte expresion en el nucleo de células de la granulosa y una expre-
si6n menor en las células del estroma durante el desarrollo fetal. Este
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patrén de expresion continua en el adulto. Sin embargo, en génadas
XY no se detecta expresion de este gen. Se han hecho estudios de ex-
presion en otras especies, como el ratén (Schmidt et al., 2004), el pollo
(Govoroun et al., 2004) y tortuga (Loffler et al., 2003) entre otras.

1.5. Objetivo

El objetivo de este trabajo, consiste en estudiar las diferencias de
expresion de una serie de proteinas para estudiar su posible implica-
cién en los cambios morfolégicos y funcionales que ocurren durante la
reproduccion estacional de la especie T. occidentalis, cuyas hembras
presentan ovotestes. Compararemos los perfiles de expresiéon de la por-
cién ovarica y de la testicular, en dos periodos reproductivos, fértil e
infértil y contrastando nuestros resultados con los de estudios previos
en otras especies, estableceremos papeles potenciales que estos genes
pueden desempenar bien en la regulacion de la foliculogénesis, bien en
la de la secrecién de gonadotropinas durante la reproduccién estacio-
nal.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material analizado

Para realizar este Trabajo de Fin de Master se han usado ovotestes
de dos individuos hembras, de la especie de topo Talpa occidentalis.
Uno de ellos fue capturado en Julio, por lo que se encontraria en periodo
infértil, y otro, capturado en Febrero, siendo una hembra preniada, y por
tanto, encontrandose en periodo fértil.

2.2. Métodos
2.2.1. Inclusion de material en parafina

Tras la extraccion del material, las génadas fueron fijadas en para-
formaldehido al 4 % no mas de 24 horas. A continuacién, se deshidrata
la muestra y se incluye segun los siguientes pasos:

= Dos lavados de PBS de 20 minutos cada uno

= Series de etanol:PBS : 50 %, 70 %, 96 %, 100 %. Se dejan 20 minu-
tos en cada solucién
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s Etanol 100 % toda la noche a -20 °C
s Etanol 100 % durante 2 horas a 4 °C

= Mezcla etanol absoluto:xileno 1:1 durante 1 hora a temperatura
ambiente

s Xileno durante 1 hora a temperatura ambiente

= Xileno durante 1 hora. En este paso se colocan las piezas en una
estufa a 60 °C para que se calienten gradualmente

= Mezcla xileno:parafina 1:1 durante 1 hora a 60 °C
s Parafina durante 12-24 horas a 60 °C
» Parafina nueva durante 4-5 horas a 60 °C

= Orientacién de los bloques en moldes de plastico. Dejar solidificar
4-5 horas a temperatura ambiente

= Almacenaje de los bloques a 4 °C hasta su uso

2.2.2. Procesado de los bloques y montaje de los cortes

Las piezas incluidas se cortaron de forma seriada (5-7 ym) utilizan-
do un microtomo rotativo tipo Minot. Para lo obtencién de las prepara-
ciones histoldgicas, se depositaron los cortes en portaobjetos tratados
con polilysina (Polysine, VWR International, Belgium) a los que pre-
viamente se les aplicé una gota de agua destilada. Los portaobjetos se
colocaron en una placa termostatica estabilizada a 37 °C ya que a esta
temperatura la parafina se extiende mejor sin llegar a fundirse. Las
preparaciones se dejan toda la noche a esta temperatura para favore-
cer la evaporacion del agua y a la maiana siguiente se almacenan a 4
°C hasta su uso.

2.2.3. Inmunohistoquimica

Con esta técnica se estudia el patrén de expresion de diversos ge-
nes detectando la presencia o ausencia de las proteinas que codifican,
mediante el uso de anticuerpos especificos. La sefial se obtiene gra-
cias a un anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina, que
al contacto con DAB origina un precipitado marrén. Para realizar esta
técnica, se usé el siguiente protocolo:
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» DIA1

¢ Calentar las preparaciones en una placa termoestable esta-
bilizada a 60 °C hasta que se funda la parafina (aproximada-
mente 20 minutos)

* Desparafinar, aplicando 2 lavados de xileno de 20 minutos
cada uno

* Rehidratar las muestras en una serie de alcoholes de mayor
a menor gradaciéon (EtOH 100 %, 75 %, 50 %) dejandolas 5
minutos en cada uno

e Lavar 2 veces en PBT (Tween20 al 0,1 % en PBS) durante 10
minutos

* Recuperaciéon de antigeno (antigen retrieval): se mezclan 2,2
g de Tris-Base y 0,86 g de EDTA en 500 ml de agua desti-
lada. Se colocan las preparaciones en un recipiente con esta
solucién y se introduce en el microondas, durante 10 minutos
a maxima potencia. Transcurrido ese tiempo, se afiaden 100
ml de agua destilada al recipiente y se vuelve a calentar a
maxima potencia durante otros 10 minutos.

* Dejar enfriar durante 30-40 minutos dentro del microondas
* Lavar 2 veces en PBT durante 10 minutos

¢ Bloqueo utilizando el suero de la especie en que se ha sinteti-
zado el anticuerpo secundario, al 2% en PBT durante 1 hora
a temperatura ambiente en camara himeda

* Incubacion con el anticuerpo primario diluido 1:75 en la so-
lucién de bloqueo en camara himeda durante toda la noche
a 4 °C. Ver Cuadro 1 para més informacion.

» DIA2

e Lavar 3 veces con PBT durante 10 minutos cada uno

* Bloqueo de la actividad peroxidasa endégena; tratar las pre-
paraciones con peréxido de hidrégeno al 3,5 % durante 30 mi-
nutos a temperatura ambiente

e Lavar 2 veces con PBT durante 10 minutos cada uno

* Bloqueo de la actividad botina endégena: tratar las prepa-
raciones con una solucién de Avidina durante 15 minutos a
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temperatura ambiente en cAmara humeda. Enjuagar en PBT
y aplicar una solucién de Biotina durante 15 minutos a tem-
peratura ambiente en camara himeda

¢ Lavar 2 veces con PBT durante 5 minutos cada uno

* Incubacién con el anticuerpo secundario, IgG conjugado con
Biotina (1:150 en PBT) durante 30 minutos a temperatura
ambiente en camara humeda. Ver Cuadro 2 para mas infor-
macion.

* Preparacion de ABC reagen (10 ul A + 10 1 BC + 980 1.1 PBT,
Vector Laboratories, Burlingame, CA) e incubar 30 minutos
a 4 °C en oscuridad

¢ Lavar 3 veces en PBT durante 10 minutos cada uno

e Aplicar el ABC reagen a las preparaciones e incubar a 30
minutos a temperatura ambiente en camara hiumeda

e Lavar 2 veces en PBT durante 5 minutos cada uno

* Aplicar solucién DAB (1 ul peréxido de hidrégeno + 50 ul
DAB 20x + 950 ul PBT) hasta la aparicién de color, momen-
to en que se detiene la reaccion lavando la preparacion con
agua destilada

¢ Contratincién con Hematoxilina unos segundos

* Deshidratar con serie de alcoholes de menor a mayor grada-
cién (unos minutos en cada uno)

¢ Xjleno durante 1 minuto

* Montaje con DePeX y colocacién de un cubreobjetos. Dejar
solidificar

A continuacién se muestran dos tablas resumen de los anticuerpos
primarios y secundarios usados para esta técnica, especificandose la
fuente y la procedencia de los mismos.
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Proteina  Descripcién Fuente del anticuerpo Procedencia
PCNA Proteina nu- Monoclonal de ratén, Santa Cruz Bio-
clear marcadora obtenido a partir de la tech. sc-56
de proliferacion proteina de la rata
celular
Cldnl1 Proteina es- Policlonal de ratén, ob- Santa Cruz Bio-
pecifica de tenido a partir de la tech. sc-25711
oligodendrocitos proteina humana (H-107)
que forma par-
te de wuniones
fuertes
PDGFRa Receptor alpha Policlonal de conejo, NeoMarkers ref:
de factor de cre- obtenido a partir de la RB-9027
cimiento deriva- proteina humana
do de plaquetas
AR Receptor de an- Policlonal de conejo, Santa Cruz Bio-
drégenos obtenido a partir de la tech. sc-815 (C-
proteina humana 19)
FoxL.2 Regulador Policlonal de conejo, Santa Cruz Bio-
transcripcional  obtenido a partir de la tech. sc-68348
de localizaciéon proteina humana (H-43)
nuclear
Cuadro 1: Anticuerpos primarios usados
Anticuerpo Tipo Conjugado Origen Procedencia
Anti-conejo (IgG) Policlonal Biotina Cabra  Vector Labs. Ref. BA-1000
Anti-ratén (IgG) Policlonal Biotina Caballo Vector Labs. Ref. BA-2000

Cuadro 2: Anticuerpos secundarios usados
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3. RESULTADOS

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos en el estudio
del patron de expresion de los genes PCNA, CLDN11, AR, PDGFRa y
FOXL2 en ovoteste de topo durante dos periodos reproductivos distin-
tos: activo (fértil) e inactivo (infértil).

3.1. PCNA

La expresion del gen PCNA en la parte ovarica del ovoteste de T.
occidentalis muestra un patrén parecido entre ambos periodos. En el
periodo fértil, se observa una senal fuerte en células de la granulosa
y algo mas débil en las de la teca, asi como sefial en el interior de los
cuerpos liteos. Por otro lado, en el periodo infértil, también se observa
sefial en el interior de los cuerpos liteos, en células de la granulosa y
la teca, en nucleos de oocitos y en foliculos primordiales.

FERTIL | INFERTIL |

| ovArica4ox | [ ovaArica10x |

Figura 6: Resultados de expresiéon de PCNA en parte ovarica: Fértil Imagen
a 10 y 40 aumentos de la expresién de PCNA en parte ovarica del ovoteste fértil de
T. occidentalis. Senal fuerte en células de la granulosa y mas débil en células de la
teca. Aparece expresion en todos los estadios de la foliculogénesis. Infértil Imagen a
10 y 40 aumentos de la expresion de PCNA en parte ovarica del ovoteste infértil de
T. occidentalis. Patron de expresion similar al del periodo fértil. Se observan foliculos
primordiales (flecha negra) y foliculos secundarios (flecha roja).
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La expresion del gen PCNA en la parte testicular del ovoteste de T
occidentalis muestra una clara diferencia entre los periodos reproducti-
vos activo e inactivo. En el periodo fértil sélo se observa una leve sefial
inespecifica en células de Leydig, mientras que en el periodo infértil, se
puede observar una fuerte expresion en células similares a Sertoli.

TESTICULAR 10x

TESTICULAR 40X

Figura 7: Resultados de expresion de PCNA en parte testicular: Fértil Ima-
gen a 10 y 40 aumentos de la expresion de PCNA en parte testicular del ovoteste
fértil de T. occidentalis. Expresion inespecifica en células de Leydig intersticiales. In-
fértil Imagen a 10 y 40 aumentos de la expresién de PCNA en parte testicular del
ovoteste infértil de T occidentalis. Se observa una sefial mas fuerte en los cordones
like-testiculares, por lo que la sefial se localiza en las células similares a Sertoli (fle-
cha negra) mas que en las intersticiales.
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3.2. CLDN11

La expresion del gen CLDN11 en la parte ovarica del ovoteste de
T. occidentalis también muestra una gran diferencia entre ambos pe-
riodos; en periodo fértil, se observa una senal clara en células de la
granulosa, mientras que en periodo infértil, estas células no son inmu-
norreactivas, y no se observa ningun tipo de sefial para este anticuerpo
en esta porcion.

La expresion del gen CLDN11 en la parte testicular del ovoteste de
T. occidentalis se reduce a las uniones fuertes (TJds) entre células de
Sertoli. Se puede observar que en el periodo fértil, estas uniones son
mas compactas (la expresion es mas abundante y marcada por senales
puntuales fuertes), mientras que en el periodo infértil, las TJds son mas
laxas, lo que viene indicado por una senal mas débil entre las células
de similares a Sertoli.

FERTIL INFERTIL

OVARICA 40X

TESTICULAR 40X

Figura 8: Resultados de expresién de Cldnll en ovoteste: Parte ovarica Ima-
gen a 40 aumentos que muestra fuerte expresién de la proteina durante el periodo
fértil en células de la granulosa (flecha negra), mientras que hay ausencia de sefial
durante el periodo infértil. Parte testicular Imagen a 40 aumentos que muestra la
localizacién de Tds (flecha roja) durante ambos periodos reproductivos, observandose
que hay mayor concentracién de éstas durante el periodo fértil.
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3.3. AR

La expresion del gen AR en la parte ovarica del ovoteste de 7. oc-
cidentalis presenta un patrén de expresion similar en ambos periodos
reproductivos, observandose una sefial fuerte en células de la granulo-
sa y en nucleos de oocitos, mientras que las células de la teca parecen
tener menor expresion, estando ésta ausente en los cuerpos liteos.

FERTIL INFERTIL

OVARICA 10X

OVARICA 40X

Figura 9: Resultados de expresion de AR en parte ovarica: Fértil Imagen a
10 y 40 aumentos de la expresion de AR en la parte ovarica del ovoteste fértil de 7.
occidentalis. Expresion fuerte en células de la granulosa y ntcleos de oocitos. Infértil
Imagen a 10 y 40 aumentos de la expresién de AR en la parte ovarica del ovoteste
infértil de T'. occidentalis. Patrén de expresién similar. Se observa ausencia de sefial
en células de la teca (flecha negra) y presencia en nicleos de oocitos (flecha roja) y
células de la granulosa (flecha verde).

La expresion del gen AR en la parte testicular del ovoteste de T.
occidentalis muestra una clara diferencia entre ambos periodos repro-
ductivos. En el periodo fértil se observa expresion en células de Leydig
y no en células similares a Sertoli, mientras que en el periodo infér-
til no sélo las células de Leydig expresan este receptor, sino también
células similares a Sertoli.
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TESTICULAR 10X

TESTICULAR 40X

Figura 10: Resultados de expresion de AR en parte testicular: Fértil Imagen
a 10 y 40 aumentos de la expresion de AR en la parte testicular del ovoteste fértil
de T. occidentalis. Expresion en células de Leydig (flecha negra), permaneciendo los
cordones like-testiculares carentes de expresion. Infértil Imagen a 10 y 40 aumentos
de la expresién de AR en la parte testicular del ovoteste infértil de 7' occidentalis.
Expresion tanto dentro como fuera de los cordones like-testiculares, es decir, sefal
dentro de células de Leydig y de células similares a Sertoli.
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3.4. PDGFRu

La expresion del gen PDGFRa en la parte ovarica del ovoteste de
T. occidentalis parece reducirse al interior de los cuerpos liteos en el
periodo fértil, mientras que células de la granulosa, la teca y oocitos no
presentan expresiéon en ninguno de los periodos reproductivos.

La expresion del gen PDGFRa en la parte testicular del ovoteste de
T. occidentalis no muestra una diferencia en cuanto a patrén, ya que
en ambos periodos podemos observar una sefial en células endoteliales
de los vasos sanguineos, y ausencia de expresion en células de Leydig
y similares a Sertoli.
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Figura 11: Resultados de expresion de PDGFR« en ovoteste: Parte ovarica
Imagen a 10 aumentos que muestra acumulacion de sefal en el interior de cuerpos
lateos (flecha negra) y nicleos de oocitos pero que parece ser una sefal inespecifica.
Parte testicular Imagen a 40 aumentos que muestra sefial s6lo en torno a los vasos
sanguineos, pareciendo asociada al endotelio (flecha roja).
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3.5. FOXL2

La expresion del gen FoxL2 en la parte ovarica del ovoteste de T.
occidentalis presenta un patrén parecido en ambos periodos reproduc-
tivos, observandose una senal fuerte en células de la granulosa de fo-
liculos primarios, que va desapareciendo al ir madurando éstos, y des-
aparece en foliculos secundarios. Células de la teca, cuerpos liteos y
oocitos no presentan expresion en periodo infértil, pero sin embargo,
células de la teca si presentan seiial en periodo fértil.
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Figura 12: Resultados de expresion de FoxL2 en parte ovarica: Fértil Imagen a
10 y 40 aumentos de la expresion de FoxL2 en la parte ovarica del ovoteste fértil de 7.
occidentalis. Expresion en células de la granulosa y de la teca (flecha negra), asi como
en el interior de cuerpos luteos (flecha roja). Infértil Imagen a 10 y 40 aumentos de la
expresion de FoxL2 en la parte ovarica del ovoteste infértil de T'. occidentalis. Senal
fuerte en células de la granulosa que va desapareciendo al ir madurando los foliculos.
Foliculo primario (flecha verde), foliculo secundario (flecha amarilla). Células de la
teca sin expresion.

La expresion del gen FoxL2 en la parte testicular del ovoteste de T.
occidentalis también muestra un patréon semejante en los dos periodos,
si bien, la expresién parece ser algo mayor en el periodo fértil (teniendo
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en cuenta que este método es semicuantitativo). La expresién en ambos
casos se reduce a células similares a Sertoli, permaneciendo las células
de Leydig sin senal.

FERTIL INFERTIL

Figura 13: Resultados de expresion de FoxL2 en parte testicular: Fértil Ima-
gen a 10 y 40 aumentos de la expresion de FoxL2 en la parte testicular del ovoteste
fértil de T occidentalis. Se observa expresion en células similares a Sertoli que for-
man los cordones like-testiculares (flecha negra). Infértil Imagen a 10 y 40 aumentos
de la expresion de FoxLL2 en la parte testicular del ovoteste infértil de 7. occidenta-

lis. Patrén de expresién semejante al periodo fértil, aunque la densidad de expresién
parece ser menor.

TESTICULAR 10X

TESTICULAR 40X
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4. DISCUSION

En este trabajo hemos analizado la expresion de 5 genes que pueden
tener un papel importante en el control del ciclo estacional reproductivo
de T. occidentalis. A continuacién, pasamos a discutir cada uno de los
genes estudiados.

4.1. PCNA

PCNA es un marcador utilizado para estudios de proliferacion celu-
lar (Kurki et al., 1988), lo que implica que juega un papel importante
en muchos procesos del desarrollo embrionario. Debido a ello, nos pre-
guntamos si este gen puede estar implicado también en el control de los
cambios estacionales que tienen lugar en el ovoteste de T. occidentalis.

En primer lugar, analizaremos la parte ovarica. Segun lo descrito
por Chapman y Wolgemuth (1994) en ovario, PCNA se expresa en 00-
citos de foliculos en crecimiento y en células de la granulosa del mismo
tipo celular. Estos autores no describieron expresion de PCNA en ooci-
tos de foliculos primordiales. Nuestros estudios de expresion de PCNA
en la parte ovarica de ovoteste de 7. occidentalis en periodo fértil coin-
ciden con los de Chapman y Wolgemuth (1994), pero ademas, nosotros
hemos encontrado una fuerte expresiéon de PCNA en oocitos pertene-
cientes a foliculos primordiales, resultado que no coincide con el de los
autores anteriores. En periodo infértil nuestros resultados de expresion
coinciden con los del periodo fértil. Esto implica que PCNA puede tener
una funcién conservada en la fase proliferativa de la foliculogénesis.
Teniendo en cuenta que, en otros tejidos, la funcién principal de PCNA
es ayudar a la DNA polimerasa en la replicacién y reparacion del DNA,
es concebible pensar que tiene la misma funcién en este tejido. Dado
que no hemos encontrado diferencias en el patrén de expresion de PC-
NA entre tejido ovarico de ovoteste en periodo fértil e infértil, podemos
concluir que este gen no esta implicado en la regulacién estacional de
la reproduccion de T. occidentalis.

En segundo lugar, analizaremos la parte testicular. En este caso, la
comparacion con estudios previos es mas dificil, ya que en éstos, la ex-
presion suele aparecer en espermatocitos en crecimiento (que son las
células que mayor actividad proliferativa tienen en ese momento), y en
nuestro caso, puesto que la porcién testicular del ovoteste es un tejido
disgenésico, sin células germinales, no podemos observar esta expre-
sién. Sin embargo, si observamos diferencias entre ambos periodos re-
productivos. La ausencia de expresion de PCNA durante el periodo fér-
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til, puede indicar que la porcion testicular esta mas inactiva (hablando
desde un punto de vista proliferativo) que esta misma porcién durante
el periodo infértil, que si presenta una clara expresion en células si-
milares a Sertoli. En periodo inactivo, la porcién testicular aumenta su
actividad metabdlica (aumento de tamano, produccién de testosterona),
por lo que la expresion de PCNA en células similares a Sertoli en esta
época puede estar implicada en el control de este aumento en la acti-
vidad metabdlica. Estudios encaminados a dilucidar el papel del gen
durante este proceso se estan llevando a cabo actualmente en nuestro
laboratorio.

4.2. CLDN11

Se sabe que CLDN11, junto con otras claudinas y ocludinas, forman
un conjunto de proteinas de adhesion implicadas, entre otras uniones
fuertes, en las Tds (Morrow et al., 2010). Ejemplos de estas TdJs se for-
man entre células de Sertoli en testiculo, para formar la barrera he-
matotesticular (Mruk y Cheng, 2004) mientras que no se ha descrito
su expresion en ovarios. También se ha demostrado que altas concen-
traciones de testosterona aumentan de forma significativa, entre dos y
tres veces, la formacion de estas Tds in vitro (Kaitu’u-Lino et al., 2007),
aunque in vivo parecen actuar también otros factores.

En primer lugar, analizaremos la parte ovarica. Aqui hemos obser-
vado una clara diferencia de expresion entre periodo fértil e infértil,
observandose una sefial fuerte en foliculos de ovoteste activo, que des-
aparece en inactivos. Esto nos hace pensar que la presencia de esta
proteina en foliculos puede contribuir a su activacion, pudiendo ver-
se implicada algun tipo de unién celular entre células de la granulosa
hasta ahora no descrita.

En segundo lugar, analizaremos la parte testicular. La expresion en
esta porcién sigue un patrén parecido al que se encuentra formando la
barrera hematotesticular ya que se presentan entre células similares
a Sertoli, de manera homoéloga a lo que ocurre entre células de Sertoli.
En este caso, la existencia de esta barrera no tendria la misma funcién,
ya que no seria necesaria la formacion de este microambiente (porque
no se produce maduracién de las células germinales). Observamos di-
ferencias entre ambos periodos reproductivos, ya que en periodo fértil
la expresién es mas abundante que en periodo infértil. No obstante,
los datos no son concluyentes debido a que hay variabilidad interin-
dividual en el tejido testicular de ovoteste y solo hemos estudiado una
hembra. Ademas hay que tener en cuenta que la hembra que hemos es-
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tudiado estaba prefiada, por lo que seria necesario estudiar cémo esta
el tejido en hembra estro (adulta y fértil) en varios individuos.

4.3. AR

Se sabe que AR es un receptor, que en ratones se expresa en célu-
las de Leydig, mioides y de Sertoli (Zhou et al., 2002) y cuyo ligando
son hormonas esteroideas (andrégenos) responsables de la expresion
fenotipica de macho.

En primer lugar, analizaremos la parte ovarica. Previamente se ha
descrito en primates la expresiéon de AR en ovario y se ha encontra-
do expresion en células de la granulosa (Hillier et al., 1997). Nuestros
estudios de expresion de AR en la parte ovarica de ovoteste de T occi-
dentalis en periodo fértil coinciden con los de Hillier et al. (1997), pero
ademas, nosotros hemos encontrado expresion de AR en oocitos perte-
necientes a foliculos primordiales, un resultado no descrito previamen-
te. En periodo infértil nuestros resultados de expresion coinciden con
los del periodo fértil. Estos resultados implican que en ovoteste de T.
occidentalis, tanto en época fertil como infértil, los andrégenos tienen
un papel importante en la regulacion de la foliculogénesis.

En segundo lugar, analizaremos la parte testicular. Puesto que el
ligando de este receptor es la testosterona, y sabiendo que en el periodo
infértil es donde mayor abundancia hay de esta hormona, cabe pensar
que es en este periodo en el que nos encontraremos mayor expresion
de AR. De hecho, observando los resultados, confirmamos que esto es
asi, ya que en periodo infértil se expresa tanto en células similares a
Sertoli como en células de Leydig, mientras que en periodo fértil sélo
se expresa en estas ultimas.

4.4. PDGFRa

Se sabe que en respuesta a PDGFRq, se produce proliferaciéon y mi-
gracion de las células mesenquimaticas, lo que contribuye a la morfo-
génesis e integridad de diversos 6rganos (Hoch y Soriano, 2003). Con
el estudio de expresiéon de este gen, nos planteamos si también tiene
implicaciones en los procesos de cambio estacionales que se producen
en la génada femenina de T. occidentalis.

En primer lugar, analizaremos la parte ovarica. Aunque observamos
sefial en el interior de los cuerpos luteos y en nicleos de oocitos, esta
sefial parece ser inespecifica, no detectandose expresion en células de
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la granulosa o de la teca de los foliculos en ninguno de los periodos
reproductivos. Esto nos lleva a pensar que este gen parece no ejercer
ningun papel fundamental en el proceso de la foliculogénesis.

En segundo lugar, analizaremos la parte testicular. En ambos perio-
dos observamos una fuerte expresion en células endoteliales, al igual
que ocurre en la parte ovarica, lo que corrobora su funcién en endote-
lios, y, de la misma manera que en el caso anterior, nos hace pensar
que este gen tampoco ejerce un papel fundamental en la secrecién de
hormonas esteroideas.

4.5. FOXL2

Se sabe que FoxL2 est4 implicado en el desarrollo ovarico (Crisponi
et al., 2001; Schmidt et al., 2004), ya que ratones knock-out para FoxL2
han demostrado que este gen es necesario para la maduracién de los
foliculos (Uda et al., 2004). Ademas, su expresion es necesaria para
que se regule correctamente la secrecion de gonadotropinas (Ellsworth
et al., 2003, 2006). Por ello, su estudio en ovoteste de 7. occidentalis
puede ser interesante para comprobar su funcién tanto en uno como en
otro proceso.

En primer lugar, analizaremos la parte ovarica. Aunque apenas
observamos diferencias entre ambos periodos reproductivos, podemos
destacar la desaparicion de la senal en células de la granulosa a me-
dida que éstas van madurando. Esta expresion diferencial puede ser
indicativa de que este gen esta implicado en la maduracién de la folicu-
logénesis, lo que es consistente con el papel conocido de FoxL.2 descrito
por Uda et al. (2004).

En segundo lugar, analizaremos la parte testicular. En los dos perio-
dos reproductivos observamos expresion del gen, con un patréon similar,
apareciendo sefal en las células similares a Sertoli, aunque parece que
la expresion es mayor durante la época fértil. La mayor presencia de
expresion de este gen en la porcién testicular durante el periodo fértil
puede ser indicativa de que FoxL2 es necesario para controlar alguna
de las funciones propias de ésta época. No obstante, habria que com-
probar mediante qPCR que esta diferencia entre periodos sea real.

5. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados que hemos obtenido en esta investiga-
cién y que se han mostrado en este Trabajo Fin de Master, pasamos a
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enumerar las conclusiones mas importantes, que relacionaremos con la
funciéon que nosotros planteamos para cada una de las proteinas estu-
diadas durante el ciclo estacional reproductivo de 7. occidentalis.

= Nuestros resultados en topo indican que PCNA tiene un papel
conservado en la fase proliferativa de la foliculogénesis.

= La expresion de PCNA en la porcion testicular del ovoteste indica
que hay mayor actividad metabdlica en células similares a Sertoli
durante el periodo infértil.

= Algun tipo de unién fuerte mediada por CLDN11 en la parte ova-
rica del ovoteste no descrita hasta ahora, puede estar implicada
en la maduracion folicular.

= El gen AR en la porcién ovarica parece ser necesario para la re-
gulacién de la foliculogénesis, pero no interviene en el control es-
tacional ya que no se observan diferencias en los patrones de ex-
presion entre los periodos reproductivos.

= El aumento de expresion de AR en la parte testicular del ovoteste
en periodo inactivo es coherente con el aumento de testosterona
circulante que los topos poseen en este periodo.

= PDGFRa parece no ejercer ningin papel en los cambios estacio-
nales producidos en la génada femenina de 7. occidentalis, ni en
la porcién ovarica ni en la testicular.

= Nuestros resultados obtenidos en topo indican que FoxL2 juega
un papel conservado durante la foliculogénesis .
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