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1. Resumen

La reproducción estacional es la que se produce de forma discontinua a
lo largo del año como resultado de la adaptación a las fluctuaciones am-
bientales resultante de las estaciones climáticas. Este comportamiento lo
presentan numerosas especies de vertebrados que habitan en regiones tem-
pladas de la Tierra, concentrando así su esfuerzo reproductivo en aquellas
estaciones del año que ofrecen mejores condiciones ambientales y garanti-
zando que la descendencia nazca y crezca en los periodos más favorables.
Las especies con reproducción estacional son capaces de detener y reanu-
dar la gametogénesis de forma cíclica. Tanto los machos como las hembras
experimentan cambios sustanciales en sus gónadas durante la transición
entre los períodos reproductivos y no reproductivos. En los machos tiene
lugar un proceso de regresión testicular que implica cambios importantes
en la función testicular, viéndose alteradas la espermatogénesis, la andro-
génesis y el sistema inmunológico local. La mayor parte de los estudios
realizados hasta el momento son incompletos pues sólo enfocan aspectos
muy particulares de proceso en muchos casos (apoptosis, variaciones hor-
monales, ultraestructura, cambios morfológicos, dinámica de las moléculas
de adhesión celular). Estudios completos que incluyan todas estas carac-
terísticas sólo se han llevado a cabo en un número reducido de especies,
como el topo ibérico, el armadillo de pelo largo y topillo mediterráno.

En la presente tesis doctoral, hemos realizado un estudio completo
del proceso de regresión testicular en una nueva especie, el erizo orejudo,
Hemiechinus auritus con individuos procedentes del norte de Egipto.
Nuestros resultados muestran que en esta especie el principal efector de
regresión testicular es la descamación de las células germinales, como
se ha descrito previamente tanto en el topo ibérico Talpa occidentalis
como en el gran armadillo peludo C. villosus. La presencia de abundantes
espermatocitos primarios en el lumen, tanto de los túbulos seminíferos
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1. RESUMEN

como de los epidídimos, indica que las células meióticas inmaduras se
desprenden precozmente del epitelio seminífero. Posteriormente, estas
células germinales que se han desprendido son eliminadas a través de
la sección distal del tracto genito-urinario. Además encontramos que la
apoptosis no es la causa principal de la pérdida de células germinales
en el testículo en regresión de H. auritus, ya que hay un número muy
reducido de células apoptóticas en dichos testículos. Sin embargo, la
apoptosis sí juega un papel importante en los testículos inactivos, ya
que es el principal mecanismo que elimina los espermatocitos primarios
que alcanzan el estadio de paquitene. Por otro lado, hemos encontrado
que la expresión de moléculas de adhesión celular está alterada tanto en
el epitelio germinativo de los testículos en regresión como los inactivos,
sugiriendo que la adhesión entre células de Sertoli y entre las células de
Sertoli y las células germinales está comprometida en los testículos en
regresión, explicando así el desprendimiento de células germinales que tiene
lugar durante este periodo. Finalmente, al igual que ocurre en todas las
especies estudiadas hasta la fecha, los niveles de testosterona circulantes
están reducidos en los individuos inactivos de H. auritus, indicando que
la reducción de la concentración de andrógenos es probablemente la señal
hormonal que induce la eliminación estacional de las células germinales y
la pérdida de la adhesión celular en el epitelio germinativo de mamíferos.

A partir de los diferentes trabajos realizados en mamíferos, como el
realizado en la presente tesis doctoral, en los que se estudian los cambios
que los testículos sufren durante su ciclo reproductivo anual se extrae
la conclusión de que es evidente que no existe un mecanismo único de
regresión testicular. Actualmente se han identificado dos procesos celulares
principales por los que se eliminan masivamente las células germinales
durante el proceso de regresión testicular: la apoptosis y la descamación
de células germinales. A pesar de ello, el control genético de estos cambios
testiculares es poco conocido, principalmente por la complejidad de las
rutas genéticas que operan en un tipo celular específico de testículo y la
señalización cruzada entre los diferentes tipos celulares. En este sentido, los
estudios de perfiles de expresión pueden proporcionar una visión integrada
de las rutas moleculares interactivas que operan en el testículo, y también
pueden darnos información sobre cuáles de ellas están afectadas en los
testículos con regresión. En la presente tesis doctoral hemos analizado
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el transcriptoma testicular de dos especies para las que previamente
habíamos realizado un estudio histológico, inmunohistológico, funcional
y hormonal de los cambios testiculares a lo largo de su ciclo reproductivo,
el topillo mediterráneo, Microtus duodecimcostatus y el topo ibérico Talpa
occidentalis.

Para M. duodecimcostatus hemos encontrado que las rutas de seña-
lización MAPK/ERK1/2, WNT, TGF-β, Ca2+ citosólico y PI3K están
desreguladas en el testículo inactivo. Todas estas rutas operan en las célu-
las de Sertoli y están implicadas en la regulación de la espermatogénesis y
en la dinámica de las uniones estrechas y adherentes presentes en la barrera
hemato-testicular (BTB). Nuestro análisis demostró que MAPK/ERK1/2,
una ruta de señalización necesaria para la proliferación celular mitótica y
meiótica, desempeña un papel central en este proceso. Estudios anterio-
res han demostrado que la testosterona modula la actividad de la ruta de
señalización MAPK/ERK en las células de Sertoli, indicando que la dismi-
nución de los niveles séricos de testosterona en los machos inactivos de M.
duodecimcostatus afecta a la regulación por parte de las células de Sertoli
de varias rutas moleculares interconectadas que inducen: a) alteraciones
del ciclo espermatogénico, b) desregulación de las moléculas de adhesión
célular y c) alteración de la dinámica de la BTB.

El testículo está sometido a un entorno inmunológico especial conoci-
do como “inmuno-privilegio” que protege a las células germinales de un
ataque autoinmune. Este “inmuno-privilegio” se basa en: a) la formación
de la BTB en el epitelio germinativo, b) la capacidad disminuida de la po-
blación de macrófagos testiculares para inducir una respuesta inflamatoria
y c) la expresión constitutiva de citoquinas antiinflamatorias por parte de
las células inmunitarias y otras células somáticas. Nuestro análisis trans-
criptómico indicó que la población de macrófagos estaba activada en el
testículo inactivo de M. duodecimcostatus. Estudios previos han mostra-
do que la testosterona es esencial para mantener el “inmuno-privilegio”
testicular en condiciones fisiológicas, por lo que podemos concluir que los
niveles reducidos de testosterona en los testículos inactivos de M. duo-
decimcostatus pueden inducir la secreción de citoquinas pro-inflamatorias
por parte de los macrófagos y, probablemente, por otros tipos de célu-
las somáticas (por ejemplo, Sertoli y células mioides peritubulares) que
activan a los macrófagos.
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Resulta interesante que el estudio transcriptómico de los testículos de
T. occidentalis también reveló que procesos biológicos como la adhesión
celular y el ensamblaje de las uniones celulares, así como varias rutas
moleculares, incluyendo MAPK, ERK1/2, TGF-β, Ca2+ citosólico, PI3K,
GTPasa y TNF estaban alteradas en los testículos inactivos. Por otro
lado, el análisis transcriptómico también reveló que el sistema inmunitario
se activaba en los testículos inactivos de T. occidentalis. Teniendo en
cuenta todas estas observaciones, sugerimos que, como ocurre en M.
duodecimcostatus, los bajos niveles de testosterona en los testículos
inactivos de T. occidentalis conducen a la pérdida del “inmuno-privilegio”
del testículo activo, hecho que se manifiesta por la permeabilidad de la
BTB y el aumento de la producción de citoquinas por parte de la población
de macrófagos (y quizás de otras células somáticas). En conjunto, todos
estos procesos podrían contribuir a mantener el estado de quiescencia de
las gónadas de los topos durante el periodo no reproductivo.

En T. occidentalis también analizamos los niveles de expresión de genes
pertenecientes a la “firma de expresión génica” de grupos espermatogéni-
cos tempranos y descubrimos que varios procesos biológicos están alterados
en los testículos inactivos del topo ibérico, en particular la ubiquitinación
de proteínas en la etapa de espermatogonia. Sin embargo, es difícil saber
si esta alteración en los perfiles de expresión se debe al entorno testicular
de los testículos quiescentes, en el que tanto la BTB como la función de
adhesión celular están comprometidos, o a mecanismos actualmente desco-
nocidos que afectan directamente a la expresión de las células germinales,
o a ambos.

Por último, hemos comparado los datos de los tanscriptomas del topo
con los del topillo mediterráneo. Encontramos un gran número de genes
que están desregulados en los testículos inactivos de ambas especies, con
dos coincidencias notables: 1) muchos de estos genes están implicados en
el control de la adhesión celular y, de acuerdo con esto, se desregulan
rutas moleculares como MAPK, ERK1/2, TGF-β, GTPasa y TNF, que
controlan las uniones celulares en el epitelio germinativo y 2) también
encontramos un conjunto compartido de genes implicados en la regulación
de la respuesta inmune. Estas coincidencias son relevantes si tenemos en
cuenta que los testículos inactivos de estas dos especies no presentan
características idénticas. Por ejemplo, la iniciación de la meiosis por
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parte de las espermatogonias está completamente abolida en los testículos
inactivos de M. duodecimcostatus, pero no en los de T. occidentalis,
donde las células germinales entran en meiosis y la espermatogénesis
progresa hasta los primeros estadíos de espermatocitos primarios. Además,
los túbulos seminíferos inactivos de M. duodecimcostatus permanecen
adyacentes entre sí, mientras que los de T. occidentalis se separan
ampliamente por la interposición de las células de Leydig. A pesar de
estas diferencias, aquí hemos encontrado que dos importantes funciones
testiculares, la adhesión celular y la respuesta inmune, están desreguladas
en los testículos inactivos de estas dos especies, lo que sugiere que existen
mecanismos moleculares conservados asociados a la involución testicular
estacional en los mamíferos. Por lo tanto, deberían realizarse estudios
similares en otras especies para comprobar esta hipótesis.
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2. Abstract

Seasonal reproduction is the reproduction that occurs discontinuously th-
roughout the year as a result of adaptation to environmental fluctuations
resulting from climatic seasons. This behaviour is exhibited by numerous
vertebrate species inhabiting temperate regions of the Earth, thus concen-
trating their reproductive effort in those seasons of the year that offer the
best environmental conditions and ensuring that the offspring born and
grow in the most favourable periods. Species with seasonally reproduction
are able to stop and resume gametogenesis cyclically. Both males and fe-
males undergo substantial changes in their gonads during the transition
between reproductive and non-reproductive periods. In males, a process of
testicular regression takes place which involves major changes in testicu-
lar function, altering spermatogenesis, androgenesis and the local immune
system. Most of the studies to date are incomplete due to they only focus
on very particular aspects of the process in many cases (apoptosis, hor-
monal variations, ultrastructure, morphological changes, dynamics of cell
adhesion molecules). Complete studies including all these features have
only been carried out on a small number of species, such as the Iberian
mole, the large hairy armadillo and the Mediterranean vole.

In the present PhD thesis, we have carried out a comprehensive
study of the process of testicular regression in a new species, the long-
eared hedgehog, Hemiechinus auritus captured from northern Egypt.
Our results show that germ cell desquamation is the main effector of
testicular regression in this species, as previously described in two studies
in the Iberian mole Talpa occidentalis and the large hairy armadillo C.
villosus. The presence of abundant primary spermatocytes in the lumen
of seminiferous tubules and epididymis indicates that immature meiotic
cells detach early from the seminiferous epithelium. Subsequently, these
detached germ cells are eliminated via the distal section of the genito-
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urinary tract. In addition we found that apoptosis is not the main cause
of germ cell loss in the regressing testis of H. auritus, as very small numbers
of apoptotic cells are present in these testes. However, apoptosis has an
important role in the quiescent testis, because it is the main mechanism
that eliminates primary spermatocytes that reach the pachytene stage.
On the other hand, we have found that the expression of cell adhesion
molecules is altered in both the germinal epithelium of regressing and
inactive testes, suggesting that Sertoli cell-cell adhesion and Sertoli cell-
germ cell adhesion is compromised in regressing testes, thus explaining the
germ cell detachment that occurs during this period. Finally, as happens
in all species studied to date, circulating testosterone levels are reduced
in reproductively inactive H. auritus individuals, indicating that reduced
androgen concentration is probably the hormonal signal that induces
seasonal germ cell depletion and loss of cell adhesion in the mammalian
germ cell epithelium.

From the different studies carried out in mammals, including the
present one, it is clear that there is not a unique mechanism of testis
regression. Two main cellular processes by which germ cells are massively
depleted during the process of testicular regression have now been
identified: apoptosis and germ cell desquamation. Despite this, the genetic
control of these testicular changes is poorly understood, mainly because
of the complexity of the genetic pathways operating in a specific testicular
cell type and the cross-signalling between different cell types. In this
sense, expression profiling studies can provide an integrated view of the
interacting molecular pathways that act on the testis, and can also give us
information on which of them are affected in the regressing testis. In this
PhD thesis we have analysed the testicular transcriptome of two species
in which we had previously carried out histological, immunohistological,
functional and hormonal studies throughout their reproductive cycle: the
Mediterranean vole, Microtus duodecimcostatus, and the Iberian vole, T.
occidentalis.

In M. duodecimcostatus, we found that MAPK/ERK1/2, WNT, TGF-
β, cytosolic Ca2+ and PI3K signalling pathways are downregulated in
the inactive testis. All these pathways operate in Sertoli cells and are
involved in the regulation of spermatogenesis and in the dynamics of tight
and adherens junctions present in the BTB. Our analysis demonstrated
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that MAPK/ERK1/2, a signalling pathway required for mitotic and
meiotic cell proliferation, plays a central role in this process. Previous
studies have shown that testosterone modulates the activity of the
MAPK/ERK signalling pathway in Sertoli cells, indicating that decreased
serum testosterone levels in inactive M. duodecimcostatus males affect
Sertoli cell regulation of several interconnected molecular pathways leading
to: a) alterations in the spermatogenic cycle, b) deregulation of cell
adhesion molecules and c) alteration of BTB dynamics.

The testis is subjected to a special immunological environment, known
as the immuno-privilege, that protects the germ cells from autoimmune
response. This immuno-privilege is based on: a) the formation of BTB
in the germinal epithelium, b) the decreased ability of the testicular
macrophage population to induce an inflammatory response and c) the
constitutive expression of anti-inflammatory cytokines by immune and
somatic cells. Our transcriptomic analysis indicated that the macrophage
population was activated in the inactive testis of M. duodecimcostatus.
Previous studies have shown that testosterone is essential to maintaining
testicular immuno-privilege under physiological conditions, so we can
conclude that reduced testosterone levels in the inactive testis of M.
duodecimcostatus may induce the secretion of pro-inflammatory cytokines
by macrophages and, probably, by other somatic cell types (e.g. Sertoli
and peritubular myoid cells) that activate macrophages. Interestingly,
transcriptomic study of T. occidentalis testis also revealed that biological
processes such as cell adhesion and cell junction assembly, as well as several
molecular pathways, including MAPK, ERK1/2, TGF-β, cytosolic Ca2+,
PI3K, GTPase and TNF were altered in the quiescent testis. On the other
hand, transcriptomic analysis also revealed that the immune system was
activated in the inactive testis of T. occidentalis. According to all these
observations, we suggest that, as in M. duodecimcostatus, low testosterone
levels in the inactive testis of T. occidentalis lead to the loss of the immuno-
privilege operating in the active testis, as manifested by permeability of
the BTB and increased cytokine production by the macrophage population
(and perhaps other somatic cell). Definitely, all of these processes could
contribute to the maintenance the quiescent state of the mole gonads
during the non-reproductive period.

In T. occidentalis we also analysed the expression levels of genes
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belonging to the gene expression profile of early spermatogenic clusters
and found that several biological processes are altered in inactive testes, in
particular the protein ubiquitination at the spermatogonia stage. However,
it is difficult to know if this alteration in expression profiles is due to the
testicular environment of the quiescent testis, in which both BTB and cell
adhesion function are compromised, or to currently unknown mechanisms
directly affecting germ cell expression, or both.

Finally, we compared the tanscriptomic data of both the Iberian
mole and the Mediterranean pine vole. We found a large number of
genes that are deregulated in the inactive testes of both species, and
found two notable coincidences: 1) many of these genes are involved
in the control of cell adhesion, including those involved in molecular
pathways such as MAPK, ERK1/2, TGF-β, GTPase and TNF, which
control cell junctions in the germinative epithelium, and 2) we also
found a shared set of genes involved in the regulation of the immune
response. These overlaps are relevant because the inactive testes of these
two species do not have identical features. For example, the initiation
of meiosis by spermatogonia is completely abolished in the inactive
testes of M. duodecimcostatus, but not in those of T. occidentalis, where
spermatogonia continue enterig meiosis and spermatogenesis progresses
to zygotene-pachytene. In addition, the quiescent seminiferous tubules of
M. duodecimcostatus remain adjacent to each other, whereas those of T.
occidentalis are widely separated by Leydig cell intervention. Despite these
differences, here we have found that two important testicular functions,
cell adhesion and immune response, are dysregulated in the inactive
testes of these two species, suggesting that there are conserved molecular
mechanisms associated with seasonal testicular involution in mammals.
Therefore, similar studies should be conducted in other species to test
this hypothesis.
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3. Introducción

3.1 Reproducción sexual

La reproducción sexual es el proceso que genera un nuevo individuo a
partir de la combinación del material genético de dos individuos de la
misma especie. Representa un hecho fundamental para la supervivencia
y propagación de numerosas especies. En este proceso actúan las células
sexuales, los gametos masculino y femenino, cuya fusión inicia el desarrollo
del nuevo individuo. Las gónadas son los órganos especializados en generar
y mantener estos gametos haploides, espermatozoides en el caso de machos
y óvulos en el de las hembras, y son los únicos órganos diferentes en machos
y hembras, cuyo desarrollo se realiza a partir de un mismo primordio
gonadal embrionario. En mamíferos, esta diferenciación gonadal marca el
inicio de la diferenciación sexual, que viene determinada por la presencia
en los machos del gen SRY, que está ligado al cromosoma Y, y su ausencia
en las hembras. La expresión de SRY en el primordio gonadal de los
machos activa una cascada génica que induce la diferenciación testicular
(Sinclair et al., 1990). En cambio, su ausencia en las hembras permite la
activación de la ruta de señalización WNT, que da lugar a la diferenciación
ovárica. En el individuo adulto, las gónadas están implicadas en la
producción de gametos y en funciones endocrinas, secretando hormonas
responsables del crecimiento, desarrollo, mantenimiento y regulación del
sistema reproductor.

3.1.1 Estructura de los testículos y los epidídimos

El testículo es el órgano principal del aparato reproductor masculino. Una
de las funciones biológicas más importantes de los testículos adultos es
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la de mantener la fertilidad durante la vida reproductiva al mediar en la
renovación y diferenciación de las células madre espermatogoniales dentro
de los túbulos seminíferos, procesos fundamentales para la generación y
mantenimiento de los espermatozoides. El testículo se encuentra compar-
timentado en dos zonas claramente diferenciadas: los túbulos seminíferos
y el tejido intersticial. Los túbulos seminíferos contienen el epitelio ger-
minativo, formado por células somáticas, las células de Sertoli, y diversos
tipos de células germinales. En el epitelio germinativo tiene lugar la es-
permatogénesis, proceso por el cual se producen espematozoides mediante
la diferencianción de las células madre espermatogoniales. Este proceso
incluye una división meiótica y se inicia en la parte exterior del túbulo
seminífero, progresando hacia el lumen (Fig. 3.1). Las células de Sertoli
envuelven a las células germinales actuando como soporte, aportando nu-
trientes y ejerciendo funciones de regulación del ciclo espermatogénico, ya
que, como veremos más adelante, son células diana de las hormonas go-
nadotrópicas y de los andrógenos (Jégou, 1993). Además, participan en la
deposición de componentes de la matriz extracelular, permitiendo la for-
mación de uniones celulares especializadas. También son indispensables
para la espermiación que es el proceso de diferenciación de los productos
meióticos que da lugar a la formación de espermatozoides. Este proceso
tiene tres pasos principales: 1) encapsulación de las cabezas de las esper-
mátidas, 2) eliminación de las uniones especializadas Sertoli-espermátida
y 3) la liberación final de las espermátidas. Además, la células de Sertoli
forman la barrera hemato-testicular (BTB, del inglés: blood-testis barrier),
que se establece mediante la formación de uniones estrechas entre células
de Sertoli adyacentes y que divide el epitelio germinativo en dos comparti-
mentos aislados: el compartimento basal, en el que se encuentran alojadas
las espermatogonias y los espermatocitos muy tempranos, y el compar-
timento adluminal, en el que se encuentran todas las demás células de
la línea germinal (espermatocitos primarios y secundarios, espermátidas y
espermatozoides) (Russell y Clermont, 1977). Esta barrera aisla las células
meióticas y post-meióticas del sistema inmunológico, evitando reacciones
autoinmunes derivadas el hecho de que este tipo de células no existían
cuando se desarrolló aquel. En la etapa inicial de la profase I de la meiosis,
preleptoteno, los espermatocitos cruzan la BTB desde el compartimento
basal al adluminal, donde completarán la meiosis. Una vez situados en el
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compartimento adluminal, se desarrollan en un ambiente protegido. Asi-
mismo, la BTB previene el paso de sustancias citotóxicas del sistema cir-
culatorio a las células germinales. En consecuencia, cuando la BTB pierde
su funcionalidad se detiene la espermatogénesis (Wong y Cheng, 2005).

Las células de Sertoli tienen un núcleo irregular, y disponen su
polo apical orientado hacia el lúmen de los túbulos seminíferos y el
polo basal orientado hacia el exterior. Rodeando la pared externa de
los túbulos, se sitúa una capa de células denominada túnica propia,
y que está formada por las celulas mioides peritubulares, que tienen
capacidad contráctil similar a la del músculo liso y realizan movimientos
peristálticos que permiten evacuar el contenido espermático del lumen
tubular. Además, las células mioides participan en la regulación de la
espermatogénesis y la función testicular interaccionando con las células
de Sertoli. Esta interacción se produce gracias a que secretan factores
de crecimiento (PMOdS, TGFβ, IGF-I y activina-A) y componentes
de la matriz extracelular (fibronectina, colágenos de tipo I y IV y
proteoglicanos) que formarán la lámina basal del túbulo donde se asienta
el nicho de células madre espermatogoniales (Richardson et al., 1995;
Skinner et al., 1985). Las células mioides peritubulares también contienen
receptores de andrógenos, por lo que participan en el control hormonal de
la espermatogénesis e intervienen en el procesamiento del retinol.

El compartimento intersticial del testículo alberga fundamentalmente
las células de Leydig. Éstas células constituyen el linaje estereidogénico
principal de la gónada ya que son las encargadas de producir y secretar
los andrógenos, principalmente testosterona, que es la hormona sexual
masculina más importante. Además, producen dihidrotestosterona, an-
drostendiona y dehidroepiandrosterona. Se trata de células de morfología
poliédrica con un destacado núcleo y citoplasma eosinófilo, con numerosas
vesículas lipídicas. En el compartimento intersticial, es común encontrar
macrófagos, frecuentemente en la superficie de los túbulos seminíferos,
donde expresan factores que inducen la proliferación y diferenciación de
las espermatogonias (DeFalco et al., 2015). Por otro lado, en este compar-
timento se localizan también vasos sanguíneos, linfáticos y nervios.

En la parte posterior de los testículos, están situados los epidídimos,
formados por un conducto estrecho, alargado y enrollado sobre si mismo
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Figura 3.1: Localización de la BTB en el testículo: Dibujo esquemático
en el que se ilustra la localización de la BTB y de las diferentes células
espermatogénicas en el epitelio seminífero. Explicación en el texto (Created
with BioRender.com)
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que conecta los testículos con los conductos deferentes y son los respon-
sables tanto de la capacitación como del almacenamiento de los esper-
matozoides. La capacitación es la última fase de la maduración de los
espermatozoides, durante la cual adquieren la capacidad de unirse a la
zona pelúcida del ovocito y de llevar a cabo la reacción acrosómica.

3.1.2 Espermatogenesis

El proceso de la espermatogénesis depende de la existencia de células
germinales que puedan entrar en meiosis. Se trata de las espermatogonias,
que se diferencian a través de múltiples divisiones mitóticas y meióticas
hasta llegar espermatozoides maduros, proceso que tiene lugar en los
túbulos seminíferos y se divide en tres etapas. En la primera, las células
madre germinales (espermatogonia tipo A) se dividen mediante mitosis,
manteniendo así el reservorio de células germinales. La mitad de las células
hijas inicia la segunda etapa diferenciándose como espematogonias tipo B
que entran en meiosis convirtiéndose en espermatocitos primarios. Estos
migran al compartimiento adluminal del túbulo seminífero, atravesando
la BTB y dan lugar a 4 espermátidas redondas haploides. Por último, en
la tercera etapa, se lleva a cabo la espermiogénesis mediante la formación
del acrosoma, la condensación del núcleo y la diferenciación del flagelo
espermático. Durante este proceso la mayor parte del citoplasma es
eliminado y el espermatozoide maduro es liberado al lumen del túbulo
seminífero gracias a la interacción con las célula de Sertoli, proceso
denominado espermiación (Bellve y O’brien, 1983).

Eje hipotálamo-pituitaria-gónada

La función testicular no es autónoma sino que está controlada por el eje
hipotálamo-pituitaria-gónada (HPG) (Fig. 3.2). Este eje está formado
por un conjunto de glándulas endocrinas entre las que se incluyen el
hipotálamo, la pituitaria (hipófisis anterior), y las gónadas. Todas ellas
juegan un papel fundamental en el desarrollo y regulación del sistema
reproductivo. Las neuronas hipotalámicas son estimuladas por factores
externos, lo que finalmente produce la liberación del decapeptido GnRH
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(hormona liberadora de gonadotropinas) al sistema de vasos porta-
hipofisario e induce la síntesis de las hormonas gonadotrópicas: LH
(hormona luteinizante) y FSH (hormona estimulante del folículo) en la
glándula pituitaria. La LH tiene como función el regular y estimular la
biosíntesis de testosterona en las células de Leydig, que desempeña diversas
funciones en multitud de órganos diana. La FSH, en cambio, estimula la
espermatogénesis al actuar sobre las células de Sertoli mediando en el
proceso de maduración de los espermatozoides (Hayes et al., 2001). Las
células de Sertoli, a su vez, producen otras hormonas como la inhibina,
que actúa sobre la hipófisis frenando la producción de FSH, y la activina
y la folistatina que, por el contrario, estimulan su secreción. La liberación
de LH es un proceso discontinuo que ocurre fundamentalmente durante
la noche y se corresponde con la secreción de GnRH, que está ligado
al fotoperiodo, y cuyos niveles disponibles determinan la cantidad de
testosterona secretada. La testosterona liberada al torrente sanguíneo por
las células de Leydig tiene un efecto regulador sobre el hipotálamo y la
pituitaria, inhibiendo la síntesis de hormonas en las mismas.

Sharpe et al. (1988) hicieron diferentes estudios con ratas a las cuales
extirparon la hipófisis y mediante la inyección de dimetanosulfonato de
etano (EDS), una citotoxina específica de las células de Leydig, consiguie-
ron retirar completamente la testosterona intratesticular. Posteriormente,
a un grupo de ratas tratadas les administraron FSH, a otro solo testos-
terona y al ultimo las trataron con ambas. Los resultados, indicaron que
la FSH induce parcialmente la espermatogénesis hasta el desarrollo de
espermátidas, mientras que la testosterona es capaz de mantener el desa-
rrollo de espermátidas durante todo el ciclo. En el grupo de ratas tratadas
conjuntamente con FSH y testosterona, se observaron efectos sinérgicos
sobre la espermatogénesis, ejerciendo mayor efecto que los vistos de forma
individual. De esta manera, concluyeron que la FSH desarrolla funciones
durante el ciclo de la espermatogénesis y que este papel es esencial para
aumentar la respuesta de los testículos a la testosterona.
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Figura 3.2: El eje hipotalámico-pituitario-gonadal: Representación esque-
mática de las interacciones entre las hormonas y las glándulas del eje HPG
durante el control del ciclo reproductivo. Explicación en el texto (Created
with BioRender.com)
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Regulación de la espermatogénesis mediante señalización para-
crina

Se sabe que las células de Sertoli establecen numerosas vías de señalización
paracrina implicadas en la regulación de la espermatogénesis, por lo que
el papel de éstas células en dicha regulación es muy importante (Ni
et al., 2019). Las vías de señalización paracrina más importantes son las
siguientes:

a) Ácido retinoico
El ácido retinoico (RA, del inglés retinoic acid) es un metabolito de
la vitamina A que difunde fácilmente a través de los tejidos gracias a
su carácter lipídico y es necesario para la expresión del gen Stra8, que
controla el inicio de la meiosis en células germinales de ratón (Koubova
et al., 2006). Su presencia es imprescindible para la espermatogénesis,
ya que la deficiencia de vitamina A en la dieta de las ratas causa su
detención (Morales y Griswold, 1987).

b) MAPK
Las quinasas de proteínas activadas por mitógenos (MAPK, del inglés,
mitogen-activated protein kinases) se encuentran tanto en las células
de Sertoli como en las células germinales del epitelio seminífero y son
reguladores muy importantes en multitud de procesos celulares. En
los testículos de mamíferos, juegan un papel imprescindible durante la
espermatogénesis, regulando la autorrenovación de las células madre
espermatogoniales y en la dinámica de las uniones celulares Sertoli-
Sertoli y Sertoli-célula germinal dentro compartimento adluminal, ya
que regulan la renovación de los complejos proteicos asociados a la
unión celular. Existen varias subfamilias de MAPK, entre las que se
encuentran las quinasas reguladas por la señal extracelular (ERK), las
c-Jun N-terminal (JNK) y las MAPK p38 (Johnson y Lapadat, 2002;
Pearson et al., 2001). Las MAPK se activan por estímulos internos y
externos y las subfamilias implicadas dependen de la naturaleza del
estímulo, obteniendo una serie de respuestas entre las que se incluyen
división celular, diferenciación, migración, expresión génica y apoptosis
(Martín-Blanco, 2000; Reddy et al., 2003; Dent et al., 2003; Kyriakis y
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Avruch, 2001). La subfamilia ERK ejerce funciones en la modulación
de la adhesión celular y la motilidad en diferentes epitelios.

c) WNT
Las WNT son glicoproteínas ricas en cisteína que controlan un gran
número de procesos durante el desarrollo embrionario además de la
polaridad celular y la adhesión mediada por caderinas. La desregulación
de la señal WNT conduce a la formación de tumores, ya que a nivel
celular, dicha señal regula la morfología, proliferación, motilidad y
destino celular, que son procesos importantes en la espermatogénesis
(Cadigan y Nusse, 1997).

d) TGF-β
TGF-β es una citoquina implicada en procesos celulares, cuya expresión
es variable entre especies. En ratas se expresa en las células de Leydig,
Sertoli, espermatocitos y espermátidas (Olaso et al., 1998; Haagmans
et al., 2003). TGF-β se une a los receptores transmembrana de la super-
ficie celular (Wrana et al., 1994), ejerciendo una regulación en un gran
número de funciones celulares tales como la hematopoyesis, angiogéne-
sis, diferenciación, migración, proliferación y apoptosis (Gonzalo-Gil y
Galindo-Izquierdo, 2014; Ohta et al., 1996).

e) AMPK
La AMPK es un tipo de quinasa que actúa como sensor de energía,
ya que es sensible al aumento de la relación AMP:ATP intracelular
(Crisóstomo et al., 2018; Galardo et al., 2007). La vía de señalización
de la AMPK en las células de Sertoli regula el metabolismo energético,
la estabilidad del complejo de unión intercelular y la proliferación (Pe-
tricca et al., 2019). Una vez que el equilibrio se interrumpe se altera el
microambiente testicular, afectando a la calidad de los espermatozoi-
des, con cambios en la morfología de la cabeza espermática, la vaina
y la motilidad (Tartarin et al., 2012). Además, se ha comprobado que
los ratones mutantes condicionales para la α1AMPK tienen una expre-
sión reducida de proteínas de unión (β-catenina, vimentina, ocludina
y ZO-1), y una desregulación de la homeostasis energética (Bertoldo
et al., 2016). Esto apoya la noción de que la vía de señalización de la
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AMPK en las células de Sertoli tiene un papel importante en la esper-
matogénesis. La regulación del metabolismo energético se lleva a cabo
mediante el control de la producción de lactato. Las células de Sertoli
producen lactato y piruvato a partir de glucosa y los suministran a las
células germinales (Kishimoto et al., 2015; Brauchi et al., 2005). Du-
rante este proceso, los transportadores de glucosa regulan la glucólisis
a través del transporte transmembrana del sustrato, mientras que los
transportadores de monocarboxilato controlan el suministro de lactato
a las células germinales y ambos transportadores contribuyen a ajustar
la producción de lactato en las células de Sertoli (Rato et al., 2012; Na-
kai et al., 2006). Por tanto la vía de señalización de AMPK en células
de Sertoli sirve como regulador para proporcionar lactato, que aporta
energía a las células germinales y mantiene la espermatogénesis (Galar-
do et al., 2010). En el compartimento adluminal, el lactato, junto con
la glucosa y la acción de la LH (ver más adelante) modulan la concen-
tración de Ca2+ y el pH intracelular en espermátidas y espermatocitos
primarios (Reyes et al., 2002; Costa y Varanda, 2007). El Ca2+ intra-
celular participa en el transporte de colesterol desde el citoplasma a las
mitocondrias. Una mayor concentración de Ca2+ aumenta el nivel de
transporte y esto, a su vez, incrementa la producción de testosterona
en las células de Leydig (Spät et al., 2001).

3.1.3 Uniones inter-celulares en el testículo

En la cara externa de los túbulos se sitúan las células mioides peritubula-
res, que forman una única capa de células en el caso de los roedores, de-
nominada túnica propia (Fig. 3.3). Estas células mioides están unidas por
complejos de unión que contienen numerosos filamentos de actina que se
distribuyen orientados de forma paralela y perpendicular al eje longitudi-
nal del túbulo seminífero (Maekawa et al., 1996). Además, contienen otras
proteínas citoesqueléticas como miosina, desmina/vimentina y actinina-A.
Al tratarse de células con capacidad contráctil, desempeñan funciones de
transporte de fluidos testiculares y espermatozoides en el túbulo. Las cé-
lulas de Sertoli, en cambio, residen en la membrana basal de los túbulos
seminíferos, dando soporte a las células germinales durante todo el proceso
de la espermatogénesis. La BTB se desarrolla en ratas y ratones entre 17
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y 20 días post parto y está formada por diferentes tipos de uniones (Fig.
3.3) (Dym y Fawcett, 1970; Pelletier y Byers, 1992). Entre estas están 1)
los desmosomas, que establecen uniones puntuales entre células adyacentes
mediante cadherinas, 2) las uniones adherentes, formadas principalmente
por cadherinas y cateninas que sirven de anclaje entre células contiguas,
3) las uniones de tipo gap, que presentan conexinas en su estructura y
conectan las membranas plasmáticas a través de canales situados entre
citoplasmas de células adyacentes, y 4) las uniones estrechas, destacando
en ellas la presencia de claudinas y ocludinas que impiden el flujo libre
de sustancias y moléculas de adhesión JAM, que se unirá a la actina a
través de la zonula occludens (ZO-1, ZO-2 y ZO-3) (Stanton, 2016). Las
células de Sertoli facilitan la migración de las células germinales en desa-
rrollo desde el compartimento basal al adluminal. Para que se produzca
este desplazamiento es preciso que las uniones estrechas de la BTB se rom-
pan, así como las uniones entre las células de Sertoli y las germinales, para
volver a restablecerse tras dicha migración. Sin embargo, las células madre
espermatogoniales nunca migran al compartimento adluminal, permane-
ciendo unidas a la membrana basal. Por su parte, el epitelio que rodea el
epidídimo está formado por uniones estrechas y adherentes que conectan
las células de la región apical para formar la barrera hemato-epididimaria
(BEB, del inglés blood-epididymis barrier) (Gregory y Cyr, 2006; Hoffer y
Hinton, 1984).

A modo esquemático, las principales proteínas de unión celular que
encontramos en el testículo son las siguientes:

• Claudina 11 : son proteínas que forman las uniones estrechas exis-
tentes entre células de Sertoli contiguas.

• Conexina: familia de proteínas estructurales transmembrana que
se unen para formar uniones gap esenciales en numerosos procesos
fisiológicos.

• Laminina: se trata de un grupo de glucoproteínas que dan lugar a la
lámina basal y que se presentan asociadas a otras proteínas, teniendo
funciones de anclaje celular.

• βcatenina: se trata de un miembro de la familia de las cateninas
existente tanto en el citoplasma como núcleo celular y que participa
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Figura 3.3: Uniones celulares: Dibujo esquemático que ilustra la ubicación
de los diferentes tipos de uniones celulares en el epitelio seminífero de
mamíferos adultos (Cheng y Mruk, 2012). Explicación en el texto (Created
with BioRender.com)
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en la formación de uniones adherentes ayudando a anclar las
cadherinas al citoesqueleto de actina.

• N-cadherina: es un tipo de cadherina responsable de las uniones
célula-célula para mantener la integridad de los tejidos. Estas
glucoproteínas transmembrana son las principales moléculas de
adhesión celular con un papel importante en diferentes procesos
fisiológicos

• αActinina: la alfa actinina es una proteína de unión a actina
especialmente abundante en los sarcómeros del músculo esquelético.
Esta proteína interviene junto con las cateninas y las cadherinas
en la comunicación entre el exterior celular, con las estructuras de
adhesión celular y el citoesqueleto.

Para más información, ver Pelletier (2011)

3.1.4 Privilegio inmunológico testicular

La existencia en el testículo adulto de espermatozoides y demás células
germinales meióticas y post-meióticas implica un desafío para el sistema
inmunológico, ya que se trata de células propias del organismo que,
sin embargo, aparecen mucho después de la maduración del sistema
inmunológico y la formación de la auto-tolerancia inmunológica. El
término privilegio inmunológico (o inmuno-privilegio) se refiere a la
supervivencia de este tipo de células que expresan antígenos que, en
circunstancias normales, deberían provocar una respuesta auto-inmune.
Ésta es una adaptación evolutiva para proteger tejidos vulnerables y
evitar la pérdida de su función (Maddocks y Setchell, 1990; Setchell
et al., 1990). Tanto las células germinales situadas en los testículos
como los espermatozoides en el epidídimo, están protegidos de las células
inmunes mediante barreras específicas. La BTB (Cheng y Mruk, 2012)
y la BEB (Cyr et al., 2007) crean un microambiente esencial para la
espermatogénesis, maduración y almacenamiento en el interior de estos
tejidos. Ambas barreras limitan la entrada de leucocitos y anticuerpos al
compartimento adluminal y previenen el contacto de inmunoglobulinas de
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la sangre con los antígenos presentes en las células germinales (Mital et al.,
2011).

En un primer momento, se atribuyó este privilegio del testículo a
la existencia de la BTB como único medio para proteger a las células
germinales, pero se ha demostrado que es un sistema complejo, con
una combinación equilibrada entre elementos físicos de barrera y el
control endocrino y paracrino de las células inmunitarias y somáticas.
Los mecanismos responsables aún no se conocen con exactitud, pero
parece ser fruto de una cooperación entre: 1) las uniones celulares en
el testículo y epidídimo (BTB y BEB), 2) las células inmunológicas
del intersticio (macrófagos, células dendríticas y linfocitos) y 3) las
células somáticas testiculares (células de Leydig, Sertoli y células mioides
peritubulares). Una característica del sistema inmune presente en el
testículo es la inactivación de las células T específicas de antígeno. La
actividad de los linfocitos T está controlada por un proceso de apoptosis
que se induce por la interacción del receptor Fas (CD95), presente en
la superficie de los linfocitos, con su ligando (FasL) (Ju et al., 1995).
Existen pruebas de que la expresión de FasL en las células epiteliales
de los tejidos inmuno-privilegiados, entre las que se incluye las células
de Sertoli, puede ser responsable de la eliminación de las células T
activadas, suprimiendo así la inmunidad de manera localizada (Bellgrau
et al., 1995). Además, las células de Sertoli expresan el ligando B7-H1,
que induce la apoptosis de los linfocitos T (Dal Secco et al., 2008), así
como inhibidores del complemento, que son un importante inductor de
la inflamación y la posterior respuesta inmune. Otro colaborador en la
supresión de los linfocitos T es la indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) cuya
inhibición anula la capacidad de las células de Sertoli para proteger los
aloinjertos de islotes pancreáticos (Fallarino et al., 2009). La proteína
IDO causa inmunosupresión a través del metabolismo del triptófano, ya
que el agotamiento del triptófano hace que los linfocitos T se inactiven.
Además, se ha encontrado que la mayoría de los macrófagos testiculares
que residen dentro de los testículos exhiben un fenotipo caracterizado por
una producción reducida de citocinas proinflamatorias y un aumento de
las funciones inmunorreguladoras (Hedger, 2002; Kern et al., 1995). Éstos
macrófagos ejercen funciones en la proliferación y diferenciación de las
espermatogonias, siendo las células de Leydig las encargadas de regular su
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acción a través del factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF)
(Wang et al., 1994; Meinhardt et al., 1998). Varios estudios indican que la
expansión de la población de macrófagos y su mantenimiento está bajo el
control de la LH, y que la FSH está implicada en su maduración (Raburn
et al., 1993; Duckett et al., 1997).

Por otro lado, las células de Leydig contribuyen a la función inmunoló-
gica testicular regulando el número de leucocitos testiculares e influyendo
en el entorno inmunológico de los testículos mediante la secreción de ci-
tocinas y andrógenos. Éstos últimos regulan la actividad de las células
inmunitarias dentro de los testículos y los ganglios linfáticos, alterando los
flujos de Ca+2 en los linfocitos y macrófagos a través de los receptores aco-
plados a la proteína G de la membrana (Benten et al., 1999; Wunderlich
et al., 2002). La función de células mioides peritubulares en las respuestas
inflamatorias y el mantenimiento del privilegio inmunológico no se cono-
ce bien, aunque se sabe que secretan sustancias receptoras y mediadoras
en procesos inflamatorios (Iosub et al., 2006; Schuppe y Meinhardt, 2005;
Schell et al., 2008).

Por último, cabe mencionar otros dos grupos de moléculas con efectos
sobre la respuesta inmunitaria testicular: se trata de los neuropéptidos
bioactivos y los prostanoides. Los péptidos derivados del gen de la
pro-opiomelanocortina, la β-endorfina y la α-hormona estimulante de
melanocitos, son producidos por las células de Leydig y los macrófagos
testiculares, y ejercen efectos tanto estimulantes como inhibidores sobre
la actividad de los linfocitos y los macrófagos (Bhardwaj et al., 1996;
Grabbe et al., 1996). En el caso de los prostanoides, se expresan de
forma constitutiva en la mayoría de las células testiculares (Winnall et al.,
2007), donde las prostaglandinas y el tromboxano A, en particular, tienen
importantes funciones inmunosupresoras (Hata y Breyer, 2004).

3.2 Reproducción estacional

La reproducción estacional es la que se produce de forma discontinua
a lo largo del año como resultado de la adaptación a las fluctuaciones
ambientales resultante de las estaciones climáticas. Este comportamiento
lo presentan numerosas especies de vertebrados que habitan en regiones
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templadas de la Tierra, concentrando así su esfuerzo reproductivo en
aquellas estaciones del año que ofrecen mejores condiciones ambientales
y garantizando que la descendencia nazca y crezca en los periodos más
favorables. En especies con reproducción continua, cuando un individuo ha
alcanzado la madurez sexual, las gónadas están plenamente desarrolladas
y son capaces de producir gametos de forma ininterrumpida. Pero esta
gametogénesis no tiene lugar en todos los mamíferos de forma continua
ya que las especies con reproducción estacional son capaces de detener
y reanudar la gametogénesis de forma cíclica. En este caso, tanto los
machos como las hembras experimentan cambios sustanciales en sus
gónadas durante la transición entre los períodos reproductivo y no
reproductivo (Bronson, 1985). En los machos tiene lugar un proceso
de regresión testicular que implica cambios importantes en la función
testicular, viéndose alteradas la espermatogénesis, la androgénesis y el
sistema inmunológico local. Por otro lado, en las hembras los ovarios entran
en una fase de anestro (fase de inactividad ovárica) acompañada de una
disminución o desaparición de la receptividad sexual.

Durante la regresión testicular, la gónada masculina experimenta
una reducción del epitelio germinativo que causa una disminución de
la masa y el volumen gonadal, debido a que se reduce el diámetro
de los túbulos seminíferos y desciende el número de células germinales.
Este fenómeno implica cambios drásticos en la arquitectura y la función
testicular, incluyendo la alteración de estructuras como la BTB, procesos
celulares como la apoptosis y la proliferación y funciones como la
producción de andrógenos. Estos cambios conducen a la interrupción
de la espermatogénesis y dan paso a un periodo no reproductivo cuya
duración depende de la especie y/o de la localización geográfica de la
población. En algunas especies, la actividad meiótica no desaparece por
completo durante este periodo, ya que las espermatogonias continúan
entrando en meiosis y los espermatocitos primarios tempranos siguen
estando presentes en los túbulos seminíferos de los testículos de los machos
sexualmente inactivos. No obstante, estos espermatocitos primarios entran
en apoptosis, interrumpiéndose así la meiosis y, en consecuencia, la
espermatogénesis (Dadhich et al., 2010, 2013). Esto se ha observado en
una varias de especies entre las que se incluyen: hámsters (Phodopus
sungorus y Mesocricetus auratus) (Furuta et al., 1994; Sato et al., 2005),
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la ardilla terrestre de Dauria (Citellus dauricus) (Sheng et al., 2008), el
armadillo de la Patagonia (Zaedyus pichiy) (Superina y Jahn, 2009), el
mapache boreal (Procyon lotor) (Kaneko et al., 2005), monos (Macaca
mulatta y M. radiata) (Bansode et al., 2003), ratones, Apodemus speciosus
(Kuwahara et al., 2000) y Apodemus sylvaticus (Massoud et al., 2021), el
caballo (Equus caballus) (Johnson, 1991) y topos (Talpa europaea y T.
occidentalis) (Dadhich et al., 2010).

Por el contrario, en otras especies con reproducción estacional, la
meiosis se detiene por completo durante el periodo de inactividad sexual,
por lo que los túbulos seminíferos sólo contienen células de Sertoli y
espermatogonias. Esto ocurre en animales como el corzo (Capreolus
capreolus) (Blottner et al., 1996; Schön et al., 2004), el zorro rojo (Vulpes
vulpes) (Andersen Berg et al., 2001), el ratón de patas blancas (Peromyscus
leucopus) (Young et al., 1999) y el armadillo peludo Chaetophractus
villosus (Luaces et al., 2014, 2013).

La pérdida de la mayor parte del epitelio germinativo implica una
reducción drástica del diámetro de los túbulos seminíferos, lo que obliga a
las células de Sertoli a reducir su volumen citoplasmático y situarse en la
periferia tubular. La estructura de las células de Leydig también cambia
a lo largo del ciclo reproductivo en animales con reproducción estacional.
Se ha descrito una reducción en el tamaño de las células de Leydig en el
damán de El Cabo, el camello, la vizcacha y el hámster durante el periodo
no reproductivo (Neaves, 1973; Sinha Hikim et al., 1988; Zayed et al.,
1995; Muñoz et al., 1997). Otros mamíferos, como el hamster y el camello,
muestran reducciones en el número de células de Leydig en este periodo
(Johnson, 1986; Johnson et al., 1987; Sinha Hikim et al., 1988; Zayed
et al., 1995). Es posible que esta disminución en el número de células de
Leydig sea debida a la apoptosis durante la regresión testicular. Pero esto
no ocurre así en todas las especies: en el topo europeo, Talpa europaea, no
se observó diferencia en el tamaño y abundancia de células de Leydig y
el contenido de su citoplasma entre machos activos e inactivos (Suzuki y
Racey, 1978; Tähkä et al., 1989).

Las señales ambientales que determinan el ciclo de reproducción
estacional son muy variadas e incluyen el fotoperiodo, la disponibilidad
de alimento, el estrés, la temperatura y las precipitaciones, entre otras.
Hay evidencias que muestran que el fotoperiodo es el factor ambiental
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más importante en la regulación de la reproducción estacional (Dardente
et al., 2016). Esto podría deberse a que los equinocios y solsticios son los
eventos que ocurren con una mayor exactitud temporal cada año, mientras
que factores tales como la disponibilidad de alimentos o la pluviometría
son factores mucho más variables e impredecibles (Nakane y Yoshimura,
2019). Sin embargo, hay especies en las que el fotoperiodo no es un factor
determinante en el control del ritmo de la reproducción estacional. En
estas especies, factores tales como la disponibilidad de alimentos y agua,
el estrés y el clima, pueden modificar e incluso superar la influencia del
fotoperíodo. Por ejemplo, las hembras de musaraña doméstica asiática,
Suncus murinus, dejan de reproducirse como consecuencia de la pérdida
de la receptividad sexual en periodos de déficit nutricional (Temple, 2004).
En el ratón californiano, Peromyscus californicus, el periodo reproductivo
depende de la disponibilidad de agua (Nelson et al., 1995), y en algunos
rumiantes, como las ovejas, Ovis aries, depende de la disponibilidad
de alimento y factores sociales (Martin et al., 1994). Estos animales
tienen un ciclo reproductivo puramente oportunista, independiente del
fotoperiodo, con una estrategia reproductiva que depende de respuestas
a señales ambientales en el corto plazo. Por otra parte, se ha observado,
que el patrón de reproducción estacional de diferentes poblaciones de la
misma especie también puede variar con la latitud. Jiménez et al. (1990)
demostraron que los topos que habitan en el sur de la Península Ibérica
se reproducen en invierno, mientras que los del centro de Europa y Gran
Bretaña lo hacen en primavera y verano.

Una situación similar ocurre en machos de la musaraña común,
Crocidura russula. En las poblaciones que habitan en el norte de la
Península Ibérica se reproducen en verano y experimentan una regresión
testicular completa en invierno (Fuster, 1985), mientras que en el sur el
ciclo se invierte, reproduciéndose en invierno, primavera y otoño, pero
no en verano. A pesar de ello, no se produce una regresión testicular
estival, un hecho que los autores interpretan como una adaptación a
las circunstancias particulares de estas poblaciones: 1) el periodo no
reproductivo es muy corto, 2) los testículos de esta especie son pequeños
como consecuencia de la monogamia y 3) su ciclo espermatogénico es
largo. Como consecuencia, la regresión testicular estacional en este caso
no sería rentable en términos de ahorro energético puesto que la suma de
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la regresión más la recuperación de la función testicular duraría más que
el periodo en que las hembras no son receptivas (Massoud et al., 2014).
Los autores sugieren que la sequía extrema existente durante el verano
en el sureste de España es el factor que probablemente provoque este
ciclo inverso, ya que, en esta región, el invierno proporciona condiciones
mas favorables para la reproducción. Estos hechos llevaron a Jiménez
et al. (2015) a concluir que un determinado patrón de reproducción
estacional es atribuible a poblaciones concretas de una determinada
especie, pero no a la especie en sí. Además, algunos vertebrados tienen una
estrategia de reproducción oportunista que implica que la reproducción
tiene lugar siempre y cuando las condiciones ambientales sean favorables,
independientemente del fotoperiodo, latitud o altitud, como se muestra en
muchas especies de roedores (Heldstab, 2021).

3.2.1 Control de la reproducción estacional

En especies con reproducción estacional, la regulación de la función
gonadal debe ser muy precisa. Entre los cambios estacionales que tienen
lugar en las gónadas de estas especies, los más importantes son lo que
afectan a la espermatogénesis, la barrera hemato-testicular y los niveles
de testosterona, mostrando todos ellos acusadas variaciones entre los
dos periodos reproductivo y no reproductivo. Existen diversos estímulos
externos capaces de desencadenar estos cambios estacionales aunque, como
veremos a continuación ninguno de ellos está generalizado para todas las
especies con reproducción estacional.

Regulación mediante el fotoperiodo

Muchos animales con reproducción estacional utilizan el fotoperiodo para
regular la actividad gonadal, aunque también se ha comprobado que la
respuesta al fotoperiodo es específica de cada especie. Un ejemplo de ello
es la duración variable en cuanto a la gestación en muchos animales. Por
ejemplo, el hámster tiene una gestación corta, de tan sólo 3 semanas, y
se reproduce en primavera-verano cuando los días son mas largos. Por
tanto, se dice que son reproductores de día largo (Hikim et al., 1988). En
esta especie, los días cortos inducen una restricción de la reproducción
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manifestada por una disminución de los niveles séricos de LH, FSH y
prolactina, lo que implica una supresión completa de la espermatogénesis
y una reducción de la biosíntesis de hormonas esteroideas gonadales. En
cambio, las ovejas, las cabras y los ciervos tienen una gestación más
larga, de 5-6 meses, y se aparean en otoño, cuando la duración del día
es mas corta, por lo que se consideran reproductores de día corto. Los
animales que tienen periodos de hibernación, como osos, erizos, tejones,
ardillas o marmotas, son reproductores de día largo, con una temporada
de cría que se extiende desde finales de la primavera hasta principios
o finales de verano. En estas especies, un aumento de la duración del
día no sólo activa la función testicular, sino que también proporciona
la señal que conduce al final del periodo de hibernación (Fowler, 1988;
Tsubota et al., 1997). Independientemente del periodo del año en que
se produzcan las cópulas (en función de la extensión de la gestación)
la mayoría de estas especies crían su descendencia en primavera-verano,
cuando las condiciones ambientales son más favorables.

En mamíferos, es el sistema fotoneuroendocrino el encargado de
detectar variaciones en el fotoperiodo. Éste sistema, está compuesto por
la retina, la glándula pineal y el núcleo supraquiasmático del hipotálamo
(Pévet, 1988; Goldman, 2001; Schwartz et al., 2001) (Fig. 3.4). La glándula
pineal se encarga de transducir la duración del ciclo diario (captado
por la retina) en una señal endocrina, mediante una secreción rítmica
de melatonina (Simonneaux y Ribelayga, 2003). La melatonina es una
hormona sintetizada a partir del triptófano, que ejerce un efecto inhibidor
sobre el sistema reproductivo (viviD y Bentley, 2018). Las concentraciones
de melatonina en la glándula pineal y en sangre son bajas durante el
día y aumentan durante la noche, por lo que la liberación de melatonina
fluctúa con el fotoperiodo. La duración de su secreción nocturna es un
factor crítico que determina respuestas fisiológicas y comportamientos
reproductivos (Bartness et al., 1993; Pitrosky y Pévet, 1997). A su vez, la
melatonina regula la secreción de la hormona inhibidora de gonadotropina
(GnIH), que inhibe la actividad de la GnRH. Esta modulación de la
secreción de GnRH a través de la melatonina se puede llevar a cabo a
través de dos mecanismos complementarios: 1) mediante cambios en la
retroalimentación negativa de la testosterona sobre la liberación de GnRH
(Tamarkin et al., 1976; Barrell et al., 1992) y 2) mediante una modulación
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directa de la secreción de GnRH independiente de esteroides (Bittman
y Goldman, 1979; Goodman et al., 1982). Además, la secreción de la
GnIH y su ritmo son modulados por glucocorticoides, que son secretados
en situaciones de estrés y que aumentan la secreción de GnIH y, por
tanto, inhiben la de GnRH (lo que a su vez inhibe la producción de
gonadotropinas). La GnRH, y en general el eje HPG, es activado por
las kisspeptinas, un conjunto de péptidos neuroactivos liberados por las
neuronas del hipotálamo. Éstos neuropéptidos, son codificados por el gen
KISS-I que se expresa también en gónadas y varios tejidos endocrinos, y
participan en la regulación de la función endocrina, con la activación del
receptor de kisspeptina (GPR54) que desencadena la secreción de GnRH
(Revel et al., 2007; Plant et al., 2006). En el ejemplo del hámster, la
melatonina regula la expresión de KiSS-1 en las células hipotalámicas
responsables de la producción de GnRH, controlando así la reproducción.

Como idea general, las señales ambientales actúan modulando la
expresión de las hormonas liberadas por el eje HPG. Los niveles de
gonadotropinas séricas son más bajos en el periodo no reproductivo, hecho
que en machos conduce a una reducción de la testosterona circulante, lo
que se asocia a la inhibición de la espermatogénesis y, como consecuencia,
a la pérdida del epitelio germinativo y la consiguiente regresión testicular,
donde se reduce el tamaño y la masa testicular (Jiménez et al., 2015).

Se ha comprobado que los cambios temporales del tamaño testicular
no se correlacionan con alteraciones en la secreción de gonadotropinas y,
por tanto, no parecen ser una consecuencia directa de las variaciones en la
LH testicular. Estos resultados indican que deben existir otros mecanismos
independientes de la GnRH que controlen la actividad testicular (Martin
et al., 1994). Uno de estos mecanismos fue descubierto en la musaraña
común asiática, Suncus murinus, una especie en la que, como ya se indicó
anteriormente, las hembras dejan de reproducirse como respuesta a la falta
de alimento, mediante la pérdida completa de la receptividad sexual, una
respuesta que está controlada por la GnRH-II. Por tanto, esta proteína
también puede modular el comportamiento reproductivo (Temple et al.,
2003).
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Figura 3.4: Efectos del fotoperiodo en la reproducción estacional:
Representación esquemática en la que se muestra los efectos del fotoperiodo
y el estrés, además de las interacciones entre moléculas durante el control
del ciclo reproductivo. Explicación en el texto (Created with BioRender.
com)
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Regulación mediante andrógenos

La testosterona es la hormona esteroidea derivada del colesterol más
relevante en machos y se sintetiza principalmente en las células de Leydig,
un proceso regulado por el eje HPG, como hemos visto anteriormente.
Pero, a su vez, los niveles de testosterona sérica son fundamentales
para la regulación del propio eje HPG, por lo que la presencia de
testosterona inhibe la producción de GnRH en el hipotálamo y por tanto
la liberación de gonadotropinas en la hipófisis, actuando como un sistema
de retroalimentación negativa. Como es de esperar, también ocurre a
la inversa: ante una concentración baja de testosterona, el hipotálamo
aumenta la secreción de GnRH y ésta estimula la liberación de FSH y LH,
aumentando la síntesis de testosterona.

Ésta hormona tiene funciones esenciales en los machos, actuando
como molécula de señalización que ejerce su efecto al unirse al receptor
de andrógenos (AR, del inglés androgen receptor). En los testículos,
AR se expresa en las células mioides peritubulares, en las células de
Leydig y en las células de Sertoli, siendo todas ellas células diana para
la testosterona (Sar et al., 1990). Tras la unión del ligando al AR, se
desencadena una cascada de moléculas de señalización que se unen a los
elementos de respuesta androgénica (AREs) presentes en los promotores
y/o potenciadores de determinados genes. De este modo, se regula la
transcripción de estos genes en concierto con otras proteínas nucleares
que sirven de coactivadores o correpresores (Shang et al., 2002). En
experimentos con ratones mutantes (knockout) que carecen de AR en todos
los tejidos (ratones ARKO), la espermatogénesis se interrumpe durante
la meiosis y son pocas las células germinales que maduran hasta estadios
más avanzados que el de espermatocito (Yeh et al., 2002). Sin embargo, en
ratones mutantes en los que el AR se eliminó selectivamente en las células
de Sertoli (ratones ScARKO), la espermatogénesis rara vez progresaba
más allá del estadio de espermatocito en diplotene (De Gendt et al., 2004;
Tsai et al., 2006).

Las células de Sertoli son el principal transductor de señales de
la testosterona y son necesarias para el mantenimiento de las células
germinales y la espermatogénesis. En estas células, la testosterona puede
actuar a través de dos vías que difieren del mecanismo clásico por lo que
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otras hormonas ejercen sus efectos. En primer lugar, la estimulación de
la testosterona despolariza las células de Sertoli y provoca la entrada
de calcio en ellas. En segundo lugar, la testosterona activa una serie de
quinasas que resultan en la activación de la vía MAPK y la fosforilación
del factor de transcripción CREB (Walker y Cheng, 2005). Sharpe
et al. (1988), en sus experimentos con ratas carentes de testosterona
intratesticular, comprobaron que tras la administración de EDS no se
producía la espermatogénesis. Sin embargo, el tratamiento posterior con
EDS y testosterona rescató parcialmente la estructura testiculares normal.

La testosterona regula la espermatogénesis a través de dos mecanismos
principales: 1) regulando su propio nivel de expresión en el bucle de
retroalimentación que se forma con las gonadotropinas en el eje HPG,
y 2) a través de las vías de señalización de las células de Sertoli, en el que
influyen tanto el nivel de testosterona como el de FSH. (Zhang et al., 2003;
Spaliviero et al., 2004; Lindsey y Wilkinson, 1996; Johnston et al., 2004).
Durante el periodo no reproductivo, los niveles bajos de testosterona sérica
reprimen la señalización en las células de Sertoli lo que lleva a la detención
de la espermatogénesis, situación que revertirá en la siguiente temporada
de cría tras darse las señales ambientales oportunas. Éste evento se ha
comprobado en animales como el corzo, (Capreolus capreolus) (Blottner
et al., 1996), los monos rhesus (Conaway y D S, 1965), el ratón de bosque
japonés, (Apodemus speciosus) (Kuwahara et al., 2000), el topillo de playa,
(Microtus breweri) (Adams et al., 1980), el caballo (Equus ferus caballus)
(Johnson, 1985), el lémur, (Microcebus murinus) (Petter-Rousseaux y
Picon, 1981), el erizo (Erinaceus europaeus) (el Omari et al., 1989) y el
topo ibérico, (T. occidentalis) (Dadhich et al., 2013).

Las células de Leydig de los reproductores estacionales también mues-
tran diferencias entre los periodos reproductivo y no reproductivo. Durante
el primero, los machos alcanzan la máxima producción de testosterona y,
en consecuencia, la maquinaria para sintetizar hormonas esteroideas es
muy activa en las células de Leydig: su citoplasma contiene un destacado
retículo endoplásmico liso (SER, del inglés smouth endoplasmic reticulum),
complejos de Golgi bien desarrollados, grandes mitocondrias y numerosas
gotas lipídicas. En cambio, durante el segundo, la estructura del SER se
reduce, el aparato de Golgi está poco desarrollado y el número de inclusio-
nes lipídicas disminuye(Neaves, 1978; Johnson et al., 1987; Hikim et al.,
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1988; Zayed et al., 1995; Muñoz et al., 1997; Beltrán-Frutos et al., 2016).

Mantenimiento de la BTB

Una de las estructuras que se ve alterada en los testículos en regresión
es la BTB, que se vuelve permeable durante el periodo no reproductivo,
aunque dicha permeabilización es reversible. Este proceso también está
sujeto a control hormonal, aunque existe controversia sobre si el control
lo ejercen la FSH, la testosterona o ambas simultáneamente (Xia et al.,
2005; Meng et al., 2005, 2011; Kaitu’u-Lino et al., 2007; Tarulli et al.,
2008). Junto a las uniones estrechas existentes entre las células de Sertoli
existen multitud de haces de microfilamentos de actina que sirven como
sitio de unión para las proteínas de adhesión. Éstas uniones son reguladas
por una compleja red de cascadas de señalización paracrina que generan
cambios en la funcionalidad de la BTB (Wen et al., 2016). Además, junto
a los microfilamentos de actina, encontramos microtúbulos orientados en
paralelo al eje longitudinal de la célula, con funciones en el mantenimiento
de la forma columnar de las células de Sertoli y en el transporte y
posicionamiento de los orgánulos en el citoplasma, además de ser la
maquinaria de transporte para el traslado de las espermátidas hacia el
lumen tubular. (Tang et al., 2016; Lie et al., 2010; O’Donnell y O’Bryan,
2014; Tang et al., 2013).

Existen diferentes vías de transducción de señales que están implicadas
en la regulación de las uniones estrechas entre células de Sertoli, entre
las que se incluyen: kinasas y fosfatasas (Balda et al., 1993; Citi, 1992;
Li et al., 2001, 2000), Ca2 intracelular (Nigam et al., 1992; Stuart et al.,
1996, 1994), proteínas G, calmodulinas, cAMP, fosfolipasa C (Balda et al.,
1991), varios miembros de la superfamilia TGFβ y GDF9 (Lie et al.,
2013). Es interesante destacar que muchas de estas vías son mediadoras de
la inflamación y la subsiguiente respuesta inmune, como los TNFα (Xia
et al., 2009; Gao y Lui, 2014), varias interleucinas (Zhang et al., 2014;
Sarkar et al., 2008) y las activinas A y B (Nicholls et al., 2012). Existen
también vías antagónicas a éstas, tales como la señalización retinoide,
que actúa como mecanismo antagónico al de la activina (Hogarth et al.,
2015; Hogarth y Griswold, 2010; Sugimoto et al., 2012), inhibiendo su
expresión (Nicholls et al., 2013). Además, la BTB también está sujeta a
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una regulación endocrina por parte de la testosterona junto a la FSH y la
LH ya que estas últimas influyen en la formación de las uniones estrechas
entre células de Sertoli (Vitale et al., 1973; Russell y Peterson, 1985).

La testosterona y la FSH activan la producción de proteínas de
adhesión y promueven su localización en las uniones estrechas que forman
la BTB. Asimismo, estimulan la producción claudina-11, un componente
importante de las uniones estrechas entre células de Sertoli (Florin
et al., 2005; Kaitu’u-Lino et al., 2007). La confirmación de que los
andrógenos desempeñan un papel imoprtante para la función de la BTB
vino de experimentos con ratones ScARKO. Como vimos anteriormente,
en estos ratones se detenía la espermatogénesis, pero también se comprobó
la permeabilización de la BTB, por lo que ésta perdía su función
(Willems et al., 2010). Esta pérdida de funcionalidad está asociada con
la reorganización de las proteínas de adhesión celular implicadas en la
formación de uniones estrechas, que son los principales componentes de la
BTB.

La estructura y funcionalidad de la BTB han sido investigados en va-
rios animales con reproducción estacional: el visón, (Mustela visón) (Pe-
lletier, 1988), el hámster, (Phodopus sungorus) (Tarulli et al., 2008), el
topo ibérico (Talpa occidentalis) (Dadhich et al., 2013), el ratón de cam-
po, Apodemus sylvaticus y el ratón moruno, Mus spretus (Massoud et al.,
2021). Los experimentos realizados con trazadores moleculares han demos-
trado que en la mayoría de estas especies la BTB se vuelve permeable en
el periodo no reproductivo, permitiendo que el trazador llegue al compar-
timento adluminal del epitelio germinativo. En el visón se comprobó que
durante su ciclo espermatogénico existe una fase en que se diferencian las
células germinales aún cuando la BTB todavía no es competente e im-
permeable, lo que demuestra que la formación/desorganización de la BTB
no coinciden de forma precisa con la aparición/desaparición de las células
meióticas en el epitelio germinativo. Estos resultados muestran que la pre-
sencia de una barrera permeable temporalmente no inicia necesariamente
una respuesta autoinmune de magnitud suficiente para inducir el deterioro
del epitelio germinativo (Pelletier, 1986).

En el topo ibérico, T. occidentalis, se comprobó la degeneración
de la BTB durante el periodo no reproductivo. Dadhich et al. (2013)
inyectaron un trazador de biotina en el espacio intersticial de los testículos
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de topos activos, mostrando que el trazador permanecía en la región
intersticial y en el compartimento basal de los túbulos seminíferos, sin
pasar al compartimento adluminal. Sin embargo, en topos sexualmente
inactivos (periodo no reproductivo), el trazador aparecía también en el
compartimento adluminal, demostrando que la BTB es permeable en
estos animales. También observaron los cambios estructurales en la BTB
asociados con la regresión testicular de esta especie. En la región apical
del epitelio germinativo existen complejos de especialización ectoplásmica,
formados por moléculas tales como la integrina y la laminina, por lo que
la alteración de la expresión de estas moléculas afectará a la adhesión
celular Sertoli-Sertoli y Sertoli-célula germinal. También demostraron
que el patrón de expresión de algunas de estas moléculas de adhesión
cambia durante la regresión testicular. En esta especie, los patrones de
expresión de varias moléculas de adhesión celular aparecen alterados en el
testículo inactivo. Entre ellos se incluyen complejos multiproteícos como
la conexina 43, la beta-catenina, la N-cadherina y la E-cadherina, que
tienen funciones de adhesión celular entre células germinales y de Sertoli.
Éstos resultados indican que el control de la expresión de estas moléculas
puede desempeñar un papel esencial en los mecanismos que regulan la
reproducción estacional.

3.3 Mecanismos de regresión testicular

Los mecanismos involucrados en los cambios cíclicos que sufren los
testículos de animales con reproducción estacional no son conocidos en
detalle actualmente ya que se han estudiado en pocas especies y de
manera incompleta. Muchos de estos estudios se centran generalmente en
un aspecto particular de todo el proceso de la regresión testicular, como
la apoptosis, la proliferación celular, la producción hormonal, los cambios
morfológicos o la dinámica de las moléculas de adhesión celular (Young y
Nelson, 2001; Blottner et al., 1996; Strbenc et al., 2003; Pelletier, 2011),
por lo que sería necesario un estudio más completo para comprender mejor
este proceso. Hasta la fecha, se han descrito dos mecanismos celulares
principales para explicar la reducción de las células germinales durante la
regresión de los testículos en mamíferos con reproducción estacional: la
apoptosis y descamación (desprendimiento) celular (Jiménez et al., 2015).
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Durante años, la apoptosis fue el único proceso celular que se conocía
que estaba involucrado en la regresión testicular, y por tanto como
principal causa de la eliminación de células germinales en mamíferos
(Young et al., 2001; Pastor et al., 2011). Posteriormente, la descamación
de las células germinales meióticas y post-meióticas se ha propuesto como
mecanismo alternativo de regresión testicular en varios animales entre los
que se incluyen el topo ibérico T. occidentalis (Dadhich et al., 2013, 2010)
y el armadillo peludo Chaetophractus villosus (Luaces et al., 2014).

También se ha mostrado que los mecanismos que hay detrás de la
transición entre los periodos activos e inactivos no están conservados, ni
siquiera entre especies relacionadas evolutivamente, mostrando variaciones
entre diferentes especies e incluso poblaciones.

3.3.1 Apoptosis celular

En machos con reproducción estacional, la muerte celular programada
o apoptosis, es el principal proceso celular que media en la regresión
testicular. La apoptosis permite la eliminación de células dañadas e
innecesarias de diversas partes del organismo durante la remodelación
y diferenciación de los tejidos (Raff, 1998; Cohen, 1999; Lockshin y
Zakeri, 2004) y desempeña un papel esencial en la reducción del número
de células durante la embriogénesis, la homeostasis de los tejidos y la
eliminación de las células prescindibles o potencialmente dañinas. En los
testículos de mamíferos, la espermatogénesis es un evento caracterizado
por tener altas tasas de proliferación, pero se ha comprobado que junto a
este incremento celular se produce la degeneración espontanea de células
espermatogénicas (Kerr et al., 1992; Allan et al., 1988). Esta degeneración,
viene mediada por procesos apoptóticos, que pueden afectar a las células
germinales tanto a nivel de espermatogonias como de espermatocitos I
y II y espermátidas (Blanco-Rodríguez y Martínez-García, 1996a, 1998)
y es un proceso celular que se encuentra altamente regulado mediante
diversas vías de señalización (Young y Nelson, 2001). Pero este proceso
de la apoptosis en los diferentes niveles de maduración de las células
germinales no ocurren con la misma periodicidad. Se ha comprobado que,
en la rata, las espermatogonias de tipo A2, A3 y A4 sufren apoptosis con
cierta regularidad (Allan et al., 1988), mientras que los espermatocitos
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primarios, secundarios y las espermátidas, lo hacen ocasionalmente (Kerr
et al., 1992; Brinkworth et al., 1995; Blanco-Rodríguez y Martínez-García,
1996b), mientras que las espermatogonias A1, intermedias y de tipo B
rara vez degeneran (Bronson, 1988). La apoptosis es necesaria para el
correcto desarrollo embrionario, pues cuando se inhibe aparecen defectos
congénitos graves, disfunción de órganos e incluso la muerte del individuo
(LeGrand, 1997; Thompson, 1994; Wyllie et al., 1980; Vaux y Strasser,
1996). En el testículo, la apoptosis tiene importantes funciones que son
fundamentales para mantener la capacidad reproductora del animal. Entre
estas funciones, destacan: 1) regula el número de espermatogonias, 2)
mantiene la homeostasis requerida entre los distintos tipos de células
germinales, 3) ayuda a la conservación de la estructura del túbulo
seminífero, 4) salvaguarda la integridad genética del espermatozoide y
5) sincroniza los ciclos de las espermatogonias y los espermatocitos de
las distintas etapas de la espermatogénesis (Hamer et al., 2008; Tripathi
et al., 2009; Pastor et al., 2011; McClusky, 2012; Shukla et al., 2012).

En animales con reproducción estacional, se han observado diferencias
en el número de células germinales apoptóticas existentes entre los
periodos reproductivo y no reproductivo, comprobando que durante la fase
de transición, el testículo se atrofia debido a un aumento de la apoptosis
de las células germinales. Ésto se ha comprobado en animales como el
hámster (Furuta et al., 1994; Morales et al., 2002), el ratón de patas
blancas (/textitPeromyscus leucopus) (Young et al., 1999) y la liebre parda
europea (Lepus europaeus L) (Strbenc et al., 2003). Más recientemente,
Seco-Rovira et al. (2014) demostraron en el hámster sirio que es durante
el periodo de regresión testicular cuando se alcanza la máxima tasa
apoptótica y no después, cuando el proceso se ha completado, concluyendo
que este aumento de la apoptosis es lo que provoca la atrofia masiva del
epitelio germinativo. En cambio, se encontró una excepción en el corzo,
(Capreolus capreolus), en el que la apoptosis no es la causa de la regersión
testicular estacional (Blottner et al., 1995, 1996; Schön et al., 2004).
Posteriormente, se demostró que ocurre lo mismo en otras especies como
el topo ibérico, (Talpa occidentalis) (Dadhich et al., 2010) y el armadillo
peludo (Chaetophractus villosus) (Luaces et al., 2014). En el topo, la tasa
de apoptosis de las células germinales varía en función de la estación
del año, siendo mayor una vez que el proceso de regresión testicular
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ha concluido, y no durante dicho proceso. La apoptosis sigue activa
durante todo el periodo no reproductivo y termina cuando una oleada de
proliferación espermatogonial restaura el número de espermatogonias que
se perdieron durante el periodo de inactividad testicular, volviendo así al
periodo reproductivo (Dadhich et al., 2010). El descubrimiento de especies
en las que la apoptosis no es la principal causa de la regresión testicular
indica que los mamíferos no son un grupo homogéneo en cuanto a los
mecanismos que regulan la dinámica celular en los testículos por lo que
deben existir otros mecanismos que colaboren en la regresión testicular que
experimentan los animales con reproducción estacional (Dadhich et al.,
2010).

3.3.2 Descamación celular

La descamación o desprendimiento de las células germinales desde su
emplazamiento normal en el epitelio germinativo es un proceso bien
conocido en distintas situaciones patológicas del testículo de mamíferos.
Durante la descamación, se produce una desregulación de la expresión
de las moléculas de adhesión celular, lo que conduce a la pérdida de las
uniones Sertoli-Sertoli y Sertoli-célula germinal, además del deterioro del
citoesqueleto de microtúbulos del citoplasma de las células de Sertoli,
que resulta en el desprendimiento de las células germinales meióticas y
post-meióticas situadas en el compartimento adluminal de los túbulos
seminíferos Russell et al. (1981). Se sabe que tanto la testosterona como
las gonadotropinas regulan la expresión de las moléculas de adhesión
celular en los testículos. Por tanto, las diferencias en los niveles de FSH,
LH y testosterona entre la estación reproductiva y la no reproductiva
pueden explicar la disminución de células germinales que muestran los
reproductores estacionales durante el periodo de transición. En las especies
analizadas hasta la fecha, la función androgénica de los machos disminuye
durante el periodo no reproductivo. Estos datos sugieren que las señales
ambientales reducen los niveles de gonadotropinas, lo que a su vez reduciría
los niveles de testosterona y esta producción deprimida de andrógenos
es probablemente la señal hormonal que induce la descamación de las
células germinales acompañado de una pérdida de permeabilidad de la
BTB (revisado por Jiménez et al. (2015)). Los estudios realizados en
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el topo ibérico, T. occidentalis, han demostrado que en esta especie
la regresión testicular se produce mediante una descamación masiva de
las células germinales vivas que se eliminan a través del epidídimo,
acompañando de la pérdida de funcionalidad de la BTB, descubriendo
así un mecanismo altenativo a la apoptosis como efector de la regresión
testicular (Dadhich et al., 2013). Analizando estos datos, los autores
afirmaron que este proceso de descamación viene determinado por los
bajos niveles de testosterona intratesticular, que inducen la desregulación
de la expresión y/o distribución de las moléculas de adhesión celular
que conectan las células de Sertoli y las células germinales en el epitelio
germinativo. En el topo, los patrones de expresión de varias moléculas de
adhesión celular parecen estar alterados en el testículo inactivo, incluyendo
la conexina 43, la β-catenina, la N-cadherina y la E-cadherina, que son
componentes de los complejos multiproteicos que forman la especialización
ectoplásmica y otros complejos de adhesión entre las células de Sertoli y
las germinales. Esto implica que las células de Sertoli pierdan su función de
soporte lo que conlleva el desprendimiento de las células germinales vivas,
que se eliminan a través del epidídimo y la uretra. Una vez concluida la
regresión testicular, al inicio del periodo no reproductivo y durante dota
la duración de éste, las espermatogonias del topo continúan entrando en
meiosis, aunque los espermatocitos primarios no superan nunca la etapa
de paquitene, ya que son eliminados por apoptosis. Esta es la razón de por
que la mayor tasa de apopotosis en esta especie se observa en el periodo
inactivo. Por tanto, la apoptosis asegura el estado inactivo de los testículos
de topo durante el periodo reproductivo, pero no es la causa de la regresión
testicular en esta estacie. Dadhich et al. (2013) mostraron además que este
proceso de descamación y la permeabilización de la BTB se regulan por
separado, ya que esta última se produce una vez que la mayoría de las
células germinales adluminales han desaparecido.

El armadillo peludo C. villosus representa un modelo bastante similar
al descrito para el topo (Luaces et al., 2013, 2014). En este animal, la
pérdida de la adhesión entre las células de Sertoli y las células germinales
parece inducir la apoptosis en las células germinales ya descamadas, lo que
implica que en esta especie la apoptosis tampoco es el principal causante de
la regresión testicular. Además, durante las últimas fases de la regresión
testicular del armadillo, se observó una fagocitosis de restos celulares y
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gotas de lípidos dentro de las células de Sertoli, lo que sugiere que esta
actividad fagocítica contribuye a la eliminación de las células germinales
residuales aún presentes. De forma similar, en un estudio reciente en la
vizcacha, Lagostomus maximus, González et al. (2018) propusieron un
novedoso mecanismo de regresión testicular en el que un equilibrio entre
la apoptosis y la autofagia regula el proceso.

Existe un número de estudios sobre especies con reproducción esta-
cional en los que se asocia la regresión testicular con la apoptosis, pero
cuyos datos no son concluyentes. En algunos casos, se observó un aumento
del número de células apoptóticas cuando el testículo ya estaba inactivo,
después de que se hubiera producido la eliminación de las células ger-
minales. Es el caso de los estudios sobre la rana toro (Rana catesbeiana)
(Sasso-Cerri et al., 2006), el ratón de patas blancas (Peromyscus leucopus)
(Young et al., 1999), la liebre (Lepus europaeus) (Strbenc et al., 2003), y
la cobaya (Cavia porcellus) (Hingst y Blottner, 1995).

No sabemos si los mecanismos de regresión testicular basados en
la descamación masiva de células germinales y en la apoptosis son los
más frecuentes en la regresión testicular en mamíferos con reproducción
estacional y, si es así, cuál de los dos es el preponderante. Evidentemente,
para responder a estas preguntas es necesario realizar estudios exhaustivos
similares a los realizados en el topo en muchas otras especies de mamíferos
(Jiménez et al., 2015).

3.4 Genes de interés en la regresión testicular

Actualmente se sabe que muchos productos génicos desempeñan papeles
importantes en las principales funciones testiculares. Para conocer el
control genético de la reproducción estacional, es conveniente estudiar el
patrón de expresión de los siguientes genes durante el ciclo reproductivo:

SOX9 (SRY-box transcription factor 9)

Se trata de un miembro de la familia de genes SOX perteneciente
al grupo SOXE, donde también se incluye a SOX8 y SOX10 (Guth
y Wegner, 2008). SOX9 es un factor de transcripción implicado en
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numerosos procesos del desarrollo, como la condrogénesis, formación
de válvulas cardíacas y la cresta neural, los testículos y la médula
espinal (Barrionuevo et al., 2009). Además, desempeña un papel muy
importante en la función de diferentes órganos del adulto. En mamíferos,
SOX9 se expresa en la gónada bipotencial, durante la determinación
sexual, volviéndose una expresión específica para machos después de
esta etapa. En el ratón, cuando la expresión de Sry se extingue, la
expresión de Sox9 se restringe al linaje de las células de Sertoli dentro
de los cordones testiculares y persiste durante la etapa adulta (Kobayashi
et al., 2005),(Sekido y Lovell-Badge, 2008)). Además, la proteína SOX9,
a diferencia de SRY, está muy conservada a lo largo de la evolución de
los vertebrados. Estas peculiaridades hacen que Sox9 sea un excelente
marcador de las células de Sertoli tanto embrionarias como adultas. El
papel clave de Sox9 en la determinación del sexo se comprobó inhibiendo
condicionalmente ambos alelos de Sox9 en la gónada, lo que condujo a una
reversión sexual completa de macho a hembra. Los individuos mutantes
para Sox9 muestran marcadores específicos del ovario temprano (Wnt4 y
Foxl2 ) y una falta de formación del cordón testicular y células de Leydig
(Barrionuevo et al., 2006). Por otra parte, la activación ectópica de Sox9
en ratones XX Odd Sex (Ods: un modelo de mutación dominante para
la alteración a largo plazo de la expresión de Sox9 ), o la expresión de un
transgén de Sox9 en embriones XX producen ratones macho con reversión
sexual completa, pero estériles (Vidal et al., 2001). Los ratones knockout
heterocigotos para Sox9 mueren al nacer, con un síndrome similar al de
la displasia campomélica humana.

Actualmente, hay pocos estudios sobre la expresión y el papel de
SOX9 en los testículos de los mamíferos adultos. Barrionuevo et al.
(2016) demostraron que este gen, junto con Sox8, son necesarios para
el mantenimiento del testículo adulto, ya que su ablación condicional
induce la transdiferenciación Sertoli-granulosa y desemboca finalmente
en la degeneración completa de los túbulos seminíferos. Su expresión
es máxima en las fases de división de las células germinales activas, y
alrededor del estadio VIII de la espermatogénesis (Fröjdman et al., 2000).
El patrón de expresión de SOX9 en los túbulos seminíferos de ratas adultas
sugiere que puede tener un papel fundamental en la diferenciación de
las células germinales. Este mismo patrón de expresión se observó en los

43



3. INTRODUCCIÓN

testículos adultos del topo ibérico T. occidentalis (Dadhich et al., 2011),
donde se observó una expresión más intensa de SOX9 en las células de
Sertoli durante el periodo no reproductivo.

DMRT1 (Doublesex and mab-3 related transcription factor 1)

Es un regulador transcripcional necesario para el desarrollo testicular y
está muy conservado en vertebrados (Krentz et al., 2009). En ratón, Dmrt1
se expresa en las células de Sertoli y en las células germinales donde, a la
semana del nacimiento, alcanza niveles elevados de expresión en los túbulos
que se encuentran en las fases iniciales del ciclo espermatogénico. Los
estudios realizados con ratones mutantes para el gen Dmrt1 revelaron que
en la gónada masculina tiene funciones en la supervivencia y diferenciación
de las células somáticas y germinales (Raymond et al., 2000). Estudios
posteriores demostraron que este gen también es esencial para mantener la
identidad de los testículos, ya que la pérdida de este factor de transcripción
en las células de Sertoli de ratón, incluso en adultos, reprograma el patrón
de expresión génica de las células de Sertoli y las convierte en células
ováricas de la granulosa (Matson et al., 2011). Estudiando la expresión de
DMRT1 en testículos de los topos ibéricos adultos, Dadhich et al. (2011)
vieron que ésta variaba en función de la etapa del ciclo espermatogénico,
siendo mayor en el estadio VII, y de la estación del año, mostrando una
expresión más intensa durante el periodo reproductivo.

DMC1 (Disrupted meiotic cDNA gene 1)

Es un gen con función específica en la recombinación meiótica, que
se expresa durante el emparejamiento (sinapsis) cromosómico mediado
por la recombinación y los intercambios de cromátidas que da lugar a
los quiasmas (Yoshida et al., 1998). Los ratones mutantes para Dmc1
sufren alteraciones cromosómicas durante la recombinación meiótica, lo
que conduce a la infertilidad (Pittman et al., 1998; Yoshida et al., 1998).
Además, se han visto interacciones entre DMC1 y BRCA2 (breast cancer
gene 2), que también desempeña un papel importante en la recombinación
meiótica de mamíferos ya que, en ratones, se expresa en gran medida
durante la espermatogénesis (Connor et al., 1997), y particularmente
se localiza en los cromosomas meióticos durante la profase I temprana,
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cuando se produce la sinapsis entre los homólogos. Por ello, la proteína
DMC1 es un buen marcador para las células meióticas tempranas. En
el topo ibérico, DMC1 aparece durante los estadios espermatogénicos que
contienen células meióticas en fases tempranas. En los testículos inactivos,
la expresión es similar, ya que en esta especie el inicio de la meiosis no se
interrumpe durante la época no reproductiva, aunque estos espermatocitos
sufren apoptosis tras alcanzar el estadio de cigotene (Dadhich et al., 2011).

P450scc (Cholesterol side-chain cleavage enzyme)

El primer paso en la síntesis de las hormonas esteroides es la conversión
del colesterol en pregnenolona en las mitocondrias, cuya reacción está
catalizada por el enzima de escisión de la cadena lateral del colesterol
(P450scc), cuya producción está regulada hormonalmente (Miller, 1988).
La P450scc humana está codificada por el gen CYP11A1 (Nebert et al.,
1991), que se expresa en las glándulas suprarrenales, gónadas, placenta
y cerebro (Mellon y Deschepper, 1993). Los estudios bioquímicos y
morfológicos sugieren que el P450scc se localiza en la matriz de la
membrana mitocondrial interna de las células de Leydig (Miller, 1988). Los
estudios inmunohistoquímicos realizados en los testículos del topo ibérico
mostraron la expresión de P450scc en las células de Leydig, tanto de los
testículos activos como de los inactivos, pero con una señal más débil
en el periodo inactivo. Esto se confirmó mediante un análisis con RT-Q-
PCR mostrando una reducción de 4,7 veces en los niveles de expresión de
CYP11A1 en testículos de topos inactivos (Dadhich et al., 2013).

PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)

El antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) es una proteína
muy conservada en todo el reino animal que desempeña un papel crítico
en varios procesos biológicos tales como la fijación de la ADN polimerasa,
el metabolismo de los ácidos nucleicos, el mecanismo de replicación del
ADN, la síntesis del ADN cromosómico y la recombinación y reparación
del ADN. Además, se ha demostrado que PCNA interactúa con proteínas
implicadas en la regulación del ciclo celular (Dieckman y Washington,
2013). Entre las muchas vías de reparación que se conocen, la reparación de
los apareamientos incorrectos generados durante la replicación (MMR) es
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una de las mejor caracterizadas por la participación del PCNA (Moldovan
et al., 2006). Por tanto, PCNA se expresa en todas las células en
división, tanto mitótica como meiótica, y es un excelente marcador de
espermatogonias y espermatocitos primarios (Chapman y Wolgemuth,
1994). En coherencia con esto, en el topo ibérico, PCNA se expresa con
intensidad en las células de la capa externa de los túbulos seminíferos, que
se corresponde con las espermatogonias, y más débilmente en una capa
interna de células, marcando los espermatocitos en fases de cigotene y
paquitene (Dadhich et al., 2011).

3.5 Nuevas especies para los estudios sobre re-
producción estacional

El número de especies de mamíferos utilizados investigar los mecanismos
generales de regresión testicular estacional es todavía insuficiente. Además,
tal como se indicó anteriormente, muchos de los estudios no abordan
todos los procesos relevantes (apoptosis, variaciones hormonales, cambios
morfológicos y dinámica de las moléculas de adhesión celular), por lo que
no ofrecen toda la información necesaria para comprender los mecanismos
de regresión testicular de forma suficiente. En muy pocas especies se
han realizado estudios completos que incluyen todas estas características.
Entre ellas están el topo ibérico (Dadhich et al., 2010, 2013), el armadillo
de pelo largo (Luaces et al., 2014), el hámster sirio (Pastor et al., 2011;
Seco-Rovira et al., 2014, 2015), la musaraña común (Massoud et al.,
2014), el ratón de campo (Massoud et al., 2021) y el ratón moruno
(Massoud et al., 2021). Todas las poblaciones analizadas de estas especies,
excepto el ratón moruno, presentaron reproducción estacional, pero no
en todas ellas se produce regresión testicular, ya que en la musaraña
los machos mantienen la actividad espematogénica durante el periodo
no reproductivo. Puesto que el número de especies analizadas es bajo
y, además, muestran cierta heterogeneidad, es necesario investigar otras
poblaciones de nuevas especies de mamíferos con reproducción estacional
que nos permitan averiguar si hay un mecanismo conservado de regresión
testicular en este grupo, o si existen varios mecanismos alternativos.

Los micromamíferos son animales ideales para este tipo de estudios,
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ya que es necesario realizar múltiples capturas de animales silvestres para
obtener significación estadística en las comparaciones entre diferentes
estaciones. Éstos cumplen los requisitos ya que además de ser animales
abundantes en la naturaleza, son fáciles de capturar y de manipular por
su reducido tamaño.

Para ampliar el estudio de especies con reproducción estacional, en esta
tesis doctoral hemos realizado un detallado análisis morfométrico, histoló-
gico, hormonal y molecular de las variaciones testiculares de una especie
de micromamífero, el erizo orejudo o erizo egipcio, Hemiechinus auritus.
Además, hemos ampliado el estudio del topo ibérico, T. occidentalis, y del
topillo mediterraneo, Microtus duodecimcostatus, analizando y comparan-
do los transcriptomas testiculares de ambas especies durante los periodos
reproductivo y no reproductivo. A continuación se aportan algunos deta-
lles de la biología reproductiva y la distribución de estas especies.

1) Hemiechinus auritus

Figura 3.5: Hemiechinus auritus: Imagen de un ejemplar de Hemiechinus
auritus fuente: https://www.treknature.com/gallery/photo111690.htm)

El erizo orejudo (Fig. 3.5), Hemiechinus auritus (Gmelin, 1770),
pertenece a la familia Erinaceidae, que engloba seis especies africanas
de erizos. H. auritus se distribuye en las zonas costeras semidesérticas
de Libia y Egipto, en la Isla de Chipre, en Oriente Medio y en
Asia Central, siendo un mamífero terrestre de hábitos nocturnos,
que viven en madrigueras y tiene preferencia por hábitats con un
equilibrado suministro de humedad (mesohábitat), como jardines,

47



3. INTRODUCCIÓN

olivares y zonas cultivadas (M Happold, 2013). Esta especie tiene
un ciclo vital que muestra su máxima actividad en verano (mes de
julio), mientras que en invierno, la mayoría de los individuos hibernan
durante periodos de hasta 40 días. Este ciclo va acompañado de
fluctuaciones anuales de la masa corporal, siendo máxima en verano
y mínima en invierno. Por lo tanto, H. auritus es un reproductor
estacional e independientemente de la localización geográfica, los erizos
de esta especie se reproducen a finales de la primavera-verano y están
inactivos a finales del otoño y el invierno (Miriam Schoenfeld, 2009;
Goyal y Mathur, 1974; Asawa y Mathur, 1982). Antes de esta tesis
doctoral, no se había realizado ningún estudio sobre el proceso de
regresión testicular estacional en Hemiechinus auritus y este es uno
de los objetivos de este trabajo. Realizamos un estudio exhaustivo
de los testículos en poblaciones de esta especie de erizo durante los
dos períodos (reproductivo y no reproductivo), incluyendo análisis
histológicos e inmunohistológicos (detección de marcadores de células
somáticas y germinales), morfometría (masa corporal y testicular,
diámetro de los túbulos seminíferos), permeabilidad de la barrera BTB,
niveles séricos de testosterona e incidencia de apoptosis. Este estudio
ya ha sido publicado (Massoud et al., 2018).

2) Talpa occidentalis

Figura 3.6: Talpa occidentalis: Imagen de un ejemplar de Talpa occidentalis

Los topos de la familia Talpidae presentan varias características
singulares en cuanto a su biología reproductiva. En las hembras del
género Talpa, las gónadas se desarrollan siguiendo un patrón similar
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al de los testículos. En este desarrollo se incluye la formación de
cordones medulares, migración de células mesonéfricas, vascularización
profusa y la diferenciación de células de Leydig y células mioides
peritubulares (Barrionuevo et al., 2004). Así, en lugar de ovarios
normales, desarrollan ovotestes que están compuestos por una pequeña
porción de tejido ovárico normal y una porción generalmente grande
de tejido testicular estéril (disgenésico). No obstante, son fértiles como
hembras, por lo que se trata de especies excepcionales entre los
mamíferos (Jiménez et al., 1993, 1996). Otra peculiaridad es que los
ovotestes carecen de células de Sertoli completamente diferenciadas,
ya que no expresan los marcadores típicos de estas células (AMH
o SOX9). Sin embargo, las células de Leydig presentes en estos
ovotestes producen abundante testosterona en las etapas postnatales
del desarrollo y durante los periodos no reproductivos del año, lo
que provoca que tengan un gran desarrollo muscular. Los topos son
reproductores estacionales estrictos. En el sur de la Península Ibérica,
los topos de la especie Talpa occidentalis (Cabrera, 1907) (Fig. 3.6) se
reproducen durante el invierno (Jiménez et al., 1990). Por el contrario,
los topos de la especie Talpa europaea, que viven en el norte de
la Península Ibérica y en toda Europa, se reproducen durante la
primavera.

A lo largo del ciclo reproductivo anual, se producen cambios morfo-
lógicos importantes en las gónadas de ambos sexos. En los machos,
los testículos son mucho más grandes durante el periodo reproductivo,
llegando la masa testicular de los machos capturados en diciembre a
cuadruplicar la de los de julio. En coherencia con esto, las característi-
cas histológicas de los testículos de ambos periodos son muy diferentes
ya que la mayoría de las células presentes en el epitelio germinativo
de los testículos fértiles desaparecen durante la regresión testicular, re-
virtiendo la situación en el otoño siguiente. La confluencia de varias
particularidades y singularidades que tiene T. occidentalis hace que
esta especie sea un modelo animal de gran interés científico para inves-
tigar muchos aspectos del control genético, endocrino y paracrino de la
función gonadal. Sin embargo, en la actualidad se desconoce el control
genético del proceso de regresión testicular de esta especie. Por esta
razón y con el fin de encontrar diferencias en la expresión génica entre
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el periodo activo e inactivo, en la presente tesis hemos realizado un
estudio transcriptómico que completa así los estudios que se hicieron
anteriormente sobre esta especie en nuestro laboratorio.

3) Microtus duodecimcostatus

Figura 3.7: Microtus duodecimcostatus: Imagen de un ejemplar de Microtus
duodecimcostatus. Fotografía de Victor Ramos fotonatura.org

El topillo mediterráneo,Microtus duodecimcostatus (de Sélys-Lonchamps,
1839) forma parte de un grupo de roedores pertenecientes a la familia
Cricetidae, subfamilia Arvicolinae, que engloba 20 géneros (Fig. 3.7)
Los topillos del género Microtus son pequeños mamíferos de alimenta-
ción predominantemente herbívora, que están presentes en el hemisfe-
rio norte ocupando preferentemente hábitats abiertos, como praderas,
pastos e incluso terrenos agrícolas, aunque algunas especies/poblacio-
nes también se asocian a zonas de bosque (Cotilla y Palomo, 2007).
Se distribuye por la mayor parte de la Península Ibérica, excepto en
la región noroeste y algunas zonas dispersas de España, apareciendo
también en el sur de Francia (Shenbrot et al., 2005; Cotilla y Palomo,
2007). Se caracterizan por llevar una vida subterránea, ya que pasan la
mayor parte del tiempo en túneles y madrigueras. Estos topillos reali-
zan una extensa red de túneles poco profundos, arrojando al exterior de
los mismos pequeños montones de tierra a medida que los excavan. A
diferencia de los topos (género Talpa), no muestran ninguna adaptación
morfológica típica a la vida subterránea (ML, 1984; da Luz Mathias,
1990; SM Giannoni, 1993; Santos et al., 2009). Se alimentan de par-
tes subterráneas de las plantas (bulbos, raíces, rizomas, etc.), aunque
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a veces también pueden ingerir las partes aéreas (Cotilla y Palomo,
2007). En ocasiones, M. duodecimcostatus constituye una plaga en cul-
tivos hortícolas y huertos (Cotilla y Palomo, 2007). En la provincia de
Granada, esta especie es relativamente abundante en diversos hábitats
como páramos, taludes de carreteras, cultivos de cereal, plantaciones
de almendros, alamedas y huertas de regadío, donde causa daños oca-
sionales cuando forma plagas con una frecuencia plurianual (datos no
publicados). En las zonas donde ha sido estudiada esta especie, puede
considerarse sexualmente activa durante todo el año, con un pico de
actividad reproductiva en invierno y primavera, (de noviembre a mayo
con el máximo en febrero-marzo) (Santos et al., 2009).
El ciclo reproductivo estacional de esta especie ha sido publicado recien-
temente (Lao-Pérez et al., 2021). La descripción del ciclo reproductivo
y los análisis morfométricos, histológicos, inmunohistoquímicos y hor-
monales contenidos en este artículo formaron parte de la tesis doctoral
que el Dr. Diaa Massoud realizó en nuestro laboratorio, mientras que
el estudio de los transcriptomas de los testículos activos e inactivos
forman parte de la presente tesis doctoral. El patrón reproductivo de
esta especie fue estudiado en poblaciones situadas en los alrededores
de la ciudad de Granada. Es interesante destacar que los individuos
que viven en páramos baldíos se reproducen de forma estacional, con
un periodo estival de inactividad sexual, mientras que los que viven en
plantaciones de chopos cercanas (a sólo 8 km de distancia) se reprodu-
cen durante todo el año, al igual que los topillos capturados en páramos
y mantenidos en cautividad. Estos animales representan, por tanto, un
paradigma de reproductor oportunista independiente del fotoperiodo,
ya que los individuos dejan de reproducirse o no, dependiendo de las
condiciones ambientales a las que se enfrenten en cada momento. Los
machos sexualmente inactivos capturados en los páramos durante el
verano sufren una regresión testicular completa.
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4. Objetivos

1. Determinar si la especie Hemiechinus auritus se reproduce estacio-
nalmente y, en caso afirmativo, establecer su ciclo reproductivo cir-
caual y caracterizar el proceso de regresión testicular.

• Examinar las características histológicas y morfométricas de las
gónadas masculinas en cada etapa reproductiva para determi-
nar el estado funcional de los principales tipos celulares (Sertoli,
Leydig, mioides peritubulares y células germinales), estructuras
(túbulos seminíferos) y procesos biológicos (espermatogénesis)
a lo largo del ciclo reproductivo estacional.

• Identificar el patrón espacio-temporal de expresión de varios
genes implicados en la función testicular en machos adultos
activos e inactivos.

• Estudiar el posible papel de la apoptosis durante el proceso de
regresión testicular.

• Caracterizar la dinámica estacional de las uniones celulares de
la línea germinal a lo largo del ciclo reproductivo.

• Estudiar el posible papel de la descamación durante el proceso
de regresión testicular.

• Analizar los niveles séricos de testosterona en testículos de
machos activos e inactivos.

2. Analizar el perfil transcriptómico de los testículos activos e inactivos
de la especie Microtus duodecimcostatus

• Elaborar los transcriptomas testiculares de esta especie.
• Realizar un estudio comparativo de expresión génica entre los

periodos activo e inactivo
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3. Analizar el perfil transcriptómico de los testículos activos e inactivos
de la especie Talpa occidentalis

• Realizar un estudio comparativo de expresión génica entre
los periodos activo e inactivo, utilizando los transcriptomas
realizados anteriormente por nuestro grupo.

4. Comparar los transcriptomas de testículos activos e inactivos de
Microtus duodecimcostatus y Talpa occidentalis para identificar
alteraciones conservadas evolutivamente.
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5. Material y Métodos

5.1 Material analizado

Para la realización de este estudio se han analizado machos adultos de tres
especies de pequeños mamíferos: el erizo orejudo, Hemiechinus auritus
(n=12), el topillo mediterraneo, Microtus duodecimcostatus (n=6), y el
topo ibérico, Talpa occidentalis (n=6). Todas las hembras capturadas de
las especies mencionadas fueron excluidas del estudio aunque se comprobó
y registró su estado reproductivo (gestación y lactancia). Del mismo
modo, también se excluyeron los machos juveniles capturados, que fueron
identificados por su baja masa corporal y testicular, registrando también
las fechas de captura.

• Las capturas de Hemiechinus auritus fueron realizadas en Matrouh
(Egipto) bajo la dirección de nuestro colaborador, el Dr. Diaa
Massoud. Este estudio se llevó a cabo siguiendo estrictamente las
recomendaciones de la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Instituto Nacional de Salud de Egipto. Los protocolos
de captura y experimentación fueron aprobados por el Comité de
Ética para la Experimentación con Animales del Departamento de
Zoología de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Fayoum.
El erizo orejudo está clasificado por el Sistema de Protección de la
Fauna Egipcia como (LR/lc), (riesgo menor/preocupación menor),
por lo que no es una especie amenazada o protegida.

• Las capturas de Microtus duodecimcostatus y Talpa occidentalis,
realizadas en la provincia de Granada, se llevaron a cabo con el
permiso de las autoridades ambientales andaluzas (Consejería de
Agricultura, Pesca y Medio Ambiente) y su manipulación se llevó a

55



5. MATERIAL Y MÉTODOS

cabo siguiendo las directrices y la aprobación tanto del Comité Ético
de Experimentación Animal de la Universidad de Granada como de
la Consejería de Agricultura y Pesca y Desarrollo Rural de Andalucía
(Número de registro: 450-19131; 16 de junio de 2014). Estas especies
están clasificadas como de “riesgo menor/preocupación menor”, por
lo que no se trata de especies amenazadas o de protección especial.

5.1.1 Métodos de captura

• Las capturas de Hemiechinus auritus fueron realizadas en la Gober-
nación de Matrouh, parte noroeste de Egipto, a unos 400 km de
El Cairo (Fig. 5.1). Los animales fueron capturados por un cazador
profesional con permiso de la Federación Egipcia de Caza Silvestre.
Para minimizar el sufrimiento de los animales, los erizos fueron cap-
turados a mano en sus madrigueras y transportados inmediatamente
al laboratorio donde se les aplicó la eutanasia por inhalación de C02.

• Las capturas de Microtus duodecimcostatus se llevaron a cabo en
tres ubicaciones, todas ellas situadas en la provincia de Granada, en
el sureste de la península Ibérica (Fig. 5.2) Para ello, se utilizaron
trampas subterráneas de forma cilíndrica y construidas con una
malla metálica. Éstas trampas constan de una sola puerta, la cual se
cierra una vez que el animal entra en la misma, y fueron diseñadas
y fabricadas en nuestro laboratorio. Como señuelo, se cebaron con
trozos de manzana, zanahoria y patata. Durante los meses fríos,
las trampas se colocaron de día, mientras que en los meses cálidos,
las capturas se llevaron a cabo durante la noche. De esta manera
evitamos el malestar del animal e incluso su muerte debido a las
temperaturas extremas.

• Las capturas de Talpa occidentalis se realizaron en una única ubica-
ción, situada en Granada y donde previamente se habían capturado
ejemplares de M. duodecimcostatus (Fig. 5.2) Las capturas de T. oc-
cidentalis se llevaron a cabo de la misma forma, mediante el uso de
trampas subterráneas, pero en cambio estas están construidas con
tubos de PVC y son de mayor tamaño, con doble puerta, y una zo-

56



5.1. MATERIAL ANALIZADO

na en la cual el animal puede resguardarse. Al igual, éstas trampas
fueron diseñadas y fabricadas en nuestro laboratorio.

Figura 5.1: Mapa de captura de Hemiechinus auritus: Mapa de la
zona geográfica donde se capturaron los ejemplares. Corresponde a Marsa
Matrouh, Egipto, (Coordenadas: 31°20′58,4′′N 27°13′23,8′′E)
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Figura 5.2: Mapa de captura de Microtus duodecimcostatus y Talpa
occidentalis: Mapa del área geográfica donde se realizaron las capturas
en Granada, situada al sureste de la peninsula Ibérica. Las capturas de
Microtus duodecimcostatus se realizaron en tres ubicaciones pertenecientes
a tres municipios Granadinos, donde la Ubicación 2 pertenece a Las
Gabias (Coordenadas: 37°8′52,6′′N 3°44′40,9′′W) y la 3 a La Malaha
(Coordenadas: 37°6′9,5′′N 3°43′56,9′′W). En la ubicación 1, perteneciente
a la localidad de Santa Fe (Coordenadas: 37°12′53,5′′N 3°43′51,7′′W), fué
donde se realizaron las capturas de M. duodecimcostatus en una superficie
de páramo. En una alameda colindante a la ubicación 1, a unos 500 metros
de distancia, se capturaron todos los ejemplares de Talpa occidentalis.
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5.1.2 Colección de los tejidos

Hemiechinus auritus

El estudio de Hemiechinus auritus surgió de una colaboración con el
departamento de Zoología de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Fayum, situada en Egipto, por lo que la recogida de muestras, y los
pasos iniciales del procesado de las muestras fue realizado por el grupo
del Dr. Diaa F. Massoud. Éste grupo, capturó doce machos adultos de H.
auritus en total, de los cuales seis fueron capturados en la temporada
de verano (entre mayo y agosto) cuatro en invierno (entre enero y
febrero) y dos individuos durante el período de regresión testicular, (a
finales de septiembre). El mismo día de la captura los animales fueron
sacrificados por inhalación de CO2 e inmediatamente después se extrajeron
los testículos y epidídimos, se pesaron y se fijaron (Cuadro 5.1). Tras
incluir estos tejidos en parafina, fueron enviados a nuestro laboratorio de
Granada, donde se continuó con el tratamiento y posterior estudio (Ver
siguiente apartado, "Tratamiento de los tejidos")

Individuo Estación
captura

Masa cor-
poral (g)

Masa
gonadal
(mg)

Estado reproductivo

HA1 Verano 223 755 Activo
HA2 Verano 209 853 Activo
HA3 Verano 207 870 Activo
HA4 Verano 229 995 Activo
HA5 Verano 273 980 Activo
HA6 Verano 213 870 Activo
HA7 Otoño 235 470 Inactivando
HA8 Otoño 212 453 Inactivando
HA9 Invierno 203 324 Inactivo
HA10 Invierno 195 270 Inactivo
HA11 Invierno 189 227 Inactivo
HA12 Invierno 178 290 Inactivo

Cuadro 5.1: Ejemplares de Hemiechinus auritus analizados. Las captu-
ras de invierno se realizaron en los meses de enero-febrero, las de otoño a
finales de septiembre y las de verano entre mayo y agosto
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Microtus duodecimcostatus

Se examinaron un total de 6 machos adultos de topillo mediterráneo
para los estudios transcriptómicos. Fueron capturados en páramos, ya que
es uno de los hábitats donde se ha comprobado que estos mamíferos tienen
reproducción estacional [datos obtenidos en estudios previos realizados
en nuestro grupo; (Lao-Pérez et al., 2021)]. Tres de los 6 individuos
corresponden al periodo reproductivo, que tiene lugar durante el invierno
(febrero) y otros tres fueron capturados en verano, que corresponde al
periodo no reproductivo (julio) (Cuadro 5.2). Antes de preparar el material
testicular para la realización de los transcriptomas, nos aseguramos de que
los individuos empleados se ajustaban a los estados reproductivos previstos
(activo e inactivo), analizando sus parámetros morfométricos mediante
técnicas histológicas.

Individuo Mes de
captura

Masa
corporal
(g)

Masa
gonadal
(mg)

Estado reproductivo

MD12 Febrero 16.8 57 Activo
MD19 Febrero 19 57 Activo
MD34 Febrero 20 50.7 Activo
MD63 Julio 15 4 Inactivo
MD64 Julio 20 15.6 Inactivo
MD65 Julio 19 18 Inactivo

Cuadro 5.2: Ejemplares de Microtus duodecimcostatus analizados

Talpa occidentalis

Para el estudio transcriptómico realizado en el topo ibérico, Talpa
occidentalis, se emplearon seis individuos en total, de los cuales 2
pertenecían al periodo reproductivo (diciembre), otros 2 al no reproductivo
(julio) y 2 más al periodo comprendido entre ambas etapas (abril), cuando
se produce la regresión testicular (Cuadro 5.3). Todos los ejemplares fueron
capturados en alamedas, ya que es en este hábitat boscoso, húmedo y con
abundante alimento en forma de lombrices de tierra, Lumbricus terrestris,
donde los topos son especialmente abundantes. Igual que en el caso del
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topillo, antes de realizar los transcriptomas nos aseguramos mediante
análisis morfométricos de que los individuos cumplían con la condición
reproductiva esperada en cada caso.

Individuo Mes de
captura

Masa
corporal
(g)

Masa
gonadal
(mg)

Estado reproductivo

TD21 diciembre 64.4 790 Activo
TD22 diciembre 72.4 617 Activo
TA35 abril 70.2 193 Inactivando
TA36 abril 58 202 Inactivando
TL91 julio 69 79 Inactivo
TL92 julio 59 74 Inactivo

Cuadro 5.3: Ejemplares de Talpa occidentalis analizados

5.1.3 Tratamiento de los tejidos

En el caso de H. auritus, como hemos mencionado anteriormente, recibi-
mos en nuestro laboratorio las muestras testiculares incluidas en parafina,
aunque previamente fueron tratadas de forma idéntica a como lo hemos
hecho nosotros con las muestras testiculares de topo ibérico y topillo me-
diterraneo.

El mismo día de la captura, los animales fueron trasladados inmedia-
tamente al laboratorio, con el fin de minimizar el estrés de los mismos.
Una vez en el, fueron sacrificados por inhalación de CO2 y seguidamente
se extrajeron los testículos y los epidídimos y se pesaron. Para los estudios
transcriptómicos realizados en M. duodecimcostatus y Talpa occidentalis,
un testículo se empleó para las pruebas histológicas (para asegurarnos del
estado reproductivo en el que se encontraba el animal) y usamos el otro
testículo para extraer el ARN que empleamos para realizar el transcripto-
ma correspondiente.

El primer paso para realizar estudios histológicos es la fijación del
testículo y epidídimo. Para ello, empleamos el fijador de Serra (una
mezcla de 100% de etanol, 40% de formaldehído y ácido acético glacial
en proporciones de 60:30:10, respectivamente) durante un máximo de
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36 horas (dependiendo del volumen del testículo), en agitación y a 4 ℃,
para facilitar que la solución penetre en todo el tejido. El volumen de
fijador añadido fue como mínimo de 50x (50 veces más volumen de fijador
que el de la pieza de tejido). Una vez que la pieza está fijada, se eliminan
los restos de fijador y se sumerge en etanol al 70%. Posteriormente, las
muestras se deshidratan por completo e incluyen en parafina siguiendo el
siguiente protocolo:

• Etanol al 70%, 60 min

• Etanol al 96%, 120 min

• Etanol absoluto, 60 min

• Etanol absoluto, 4 ℃, hasta el dia siguiente

• Etanol absoluto/Xileno (1:1), 120 min

• Xileno, Ta ambiente, 120 min

• Xileno, 60 ℃, 60 min

• Xileno/Parafina (1:1), 60 ℃, 120 min

• Parafina, 60 ℃, 60 min

• Parafina, 60 ℃, 60 min

Al finalizar estos pasos, las muestras se pasan a parafina nueva,
manteniéndolo en parafina líquida hasta el momento en que se orientan y
se preparen los bloques, que finalmente se almacenan a 4 ℃ hasta su uso.

5.2 Métodos histológicos

Las piezas incluidas se cortaron de forma seriada en secciones de 6 µm
utilizando un microtomo rotativo automático SLEE CUT 6062 y se
almacenaron en cajas planas. Los cortes se montaron sobre portaobjetos
tratados con polilisina (VWR, Bélgica; ref. 631-0107) que se habían
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cubierto previamente con H2O bidestilada y colocado sobre una placa
termoestática (J.P. Selecta) estabilizada a 40 ℃. Transcurridas 24 horas,
las preparaciones se almacenaron a 4 ℃ debidamente identificadas hasta
su utilización.

5.2.1 Tinción Hematoxilina-Eosina

Mediante esta técnica, los núcleos de las células, que son ácidos, se tiñen
de color violeta oscuro debido a su afinidad por la hematoxilina, mientras
que los citoplasmas, que son básicos y tienen afinidad por la eosina, lo
hacen de color rosado. Para realizar esta tinción hemos seguido el siguiente
protocolo:

• Calentar las preparaciones en una estufa a 60 ℃ para que la parafina
se ablande (aproximadamente 20 minutos).

• Desparafinar en 2 lavados de Xileno de 10 minutos cada uno.

• Rehidratar las preparaciones en una serie decreciente de alcoholes
(EtOH 100% (2 lavados), 70% y 50%), 5 minutos en cada uno.

• Lavado rápido con H2O destilada.

• Teñir con hematoxilina durante 25 segundos (el tiempo puede variar
en función del estado de la solución).

• Quitar el colorante sobrante mediante baño en H2O destilada

• Teñir con eosina durante 90 segundos (este tiempo también varía
según el estado del colorante).

• Quitar el colorante sobrante mediante baño en H2O destilada

• Deshidratar las preparaciones utilizando una serie creciente de
alcoholes (EtOH 50%, 70%, y 100%) durante 6-8 segundos en cada
solución. El tiempo utilizado es el mínimo posible para no perder
intensidad en la tinción con eosina.

• Sumergir en Xileno durante 1 minuto.
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• Aplicar el medio de montaje DePeX (DPX) (Sigma; ref. 44581) y
colocar un cubreobjetos con cuidado de no atrapar burbujas de aire.
Dejar solidificar durante 30 minutos como mínimo antes de observar
al microscopio.

5.2.2 Técnicas inmunológicas

Inmunohistoquímica

Esta técnica permite detectar la presencia o ausencia de determinadas
proteínas en un tejido mediante el uso de anticuerpos específicos. La
señal se obtiene gracias a un anticuerpo secundario conjugado con la
fosfatasa alcalina que en presencia de diaminobencidina (DAB) origina
un precipitado marrón que es visible al microcopio. Hemos utilizado el
siguiente protocolo:

• Calentar las preparaciones en una estufa a 60 ℃ para que la parafina
se ablande (aproximadamente 20 minutos).

• Desparafinar en 2 lavados de Xileno de 10 minutos cada uno.

• Rehidratar las preparaciones en una serie decreciente de alcoholes
(EtOH 100% (2 lavados), 70% y 50%), 5 minutos en cada uno.

• Hacer 2 lavados con PBT de 5 minutos cada uno.

• Recuperación de antígeno: transferir las preparaciones a un recipien-
te que contenga 500 ml de tampón Tris-EDTA pH=9 y calentar en el
microondas a 800W durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo,
se restablece el nivel de agua evaporada añadiendo 100 ml de H2O
destilada y se vuelve a calentar a la misma potencia durante otros
10 minutos.

• Dejar enfriar 25-30 minutos a temperatura ambiente

• Lavar las preparaciones dos veces con PBT durante 10 minutos cada
una.
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• Bloquear el tejido con suero al 10% en PBT, usando un suero de la
misma especie de la que se haya obtenido el anticuerpo secundario.
Introducir las preparaciones en una cámara húmeda, añadir la
solución de bloqueo y cubrir con parafilm para que la superficie
del porta junto a los tejidos quede totalmente impregnada. Incubar
durante 1 hora en la cámara húmeda a temperatura ambiente.

• Preparar la dilución adecuada del anticuerpo primario en PBT
(Cuadro 5.4), añadir a la preparación y cubrir con parafilm. Incubar
en cámara húmeda a 4 ℃ durante toda la noche.

• Lavar 3 veces en PBT, 10 minutos cada una.

• Bloqueo de la actividad peroxidasa endógena: sumergir las prepa-
raciones en peróxido de hidrógeno al 10% durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

• Lavar 2 veces en PBT durante 5 minutos cada lavado.

• Bloqueo de la biotina endógena: tratar las preparaciones durante
15 minutos con una solución de Avidina D en cámara húmeda a
temperatura ambiente. Para ello, se añaden dos gotas de dicha
solución por porta y se cubre con parafilm. Enjuagar con PBT y
repetir el mismo procedimiento pero esta vez con una solución de
biotina.

• Lavar 2 veces en PBT durante 5 minutos cada lavado.

• Aplicación del anticuerpo secundario: añadir a la preparación la
IgG conjugada con Biotina diluida en PBT (Cuadro 5.5), cubrir
con parafilm e incubar durante 1 hora en la cámara húmeda a
temperatura ambiente.

• Preparar el reactivo ABC (Para 1 ml de solución: 10 µl de A + 10
µl de B + 980 µl de PBT; Vector Laboratories, Burlingame, CA) e
incubar 30 minutos a 4 ℃ en oscuridad.

• Lavar las preparaciones 3 veces en PBT durante 10 minutos en cada
lavado.
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• Añadir el reactivo ABC a las preparaciones, cubrirlas con parafilm
e incubar 30 minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente.

• Lavar 2 veces en PBT durante 10 minutos cada lavado.

• Revelado: aplicar la solución de DAB (1 µl H2O2 35% + 50 µl
DAB 20× + 950 µl PBT) a la preparación, cubriendo con parafilm
e incubar durante 3-4 minutos, hasta que aparezca el color. En este
momento, se detiene la reacción sumergiendo las preparaciones en
H2O destilada.

• Realizar una contra-tinción con hematoxilina diluida 4 veces durante
40 segundos.

• Deshidratar las muestras usando una serie creciente de alcoholes
(EtOH 50%, 70%, y 100%) durante 1 minuto en cada solución.

• Sumergir en xileno durante 1 minuto.

• Aplicar medio de montaje DePeX y colocar un cubreobjetos. Dejar
solidificar 30 minutos como mínimo. Estas preparaciones se pueden
conservar a temperatura ambiente.

Inmunofluorescencia doble

Este ensayo persigue el mismo objetivo que la inmunohistoquímica, con la
diferencia que aquí la señal se obtiene gracias a un anticuerpo secundario
conjugado con un fluoróforo. Por tanto, tenemos la posibilidad de estudiar
el patrón de expresión de varios genes simultáneamente uniendo a cada
uno de ellos un anticuerpo secundario con fluoróforo de distinto color.

• Calentar las preparaciones en una estufa a 60 ℃ para que la parafina
se ablande (aproximadamente 20 minutos).

• Desparafinar en 2 lavados de Xileno de 10 minutos cada uno.

• Rehidratar las preparaciones en una serie decreciente de alcoholes
(EtOH 100% (2 lavados), 70% y 50%), 5 minutos en cada uno.
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• Hacer 2 lavados con PBT de 5 minutos cada uno.

• Recuperación de antígeno: transferir las preparaciones a un recipien-
te que contenga 500 ml de tampón Tris-EDTA pH=9 y calentar en el
microondas a 800W durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo,
se restablece el nivel de agua evaporada añadiendo 100 ml de H2O
destilada y se vuelve a calentar a la misma potencia durante otros
10 minutos.

• Dejar enfriar 25-30 minutos a temperatura ambiente

• Lavar las preparaciones dos veces con PBT durante 10 minutos cada
uno.

• Bloquear el tejido con suero al 10% en PBT de la especie en la que
se haya sintetizado el/los anticuerpo/s secundario/s. Introducir las
preparaciones en una cámara húmeda, añadir la solución de bloqueo
y cubrir con parafilm para que la superficie del porta junto a los
tejidos quede totalmente impregnada. Incubar durante 1 hora en
cámara húmeda a temperatura ambiente.

• Preparar la dilución adecuada del anticuerpo primario en PBT
(Cuadro 5.4), añadir a la preparación y cubrir con parafilm. Incubar
en cámara húmeda a 4 ℃ durante toda la noche. En el caso de
inmunofluorescencias dobles o triples, añadir todos los anticuerpos
primarios en este paso, teniendo en cuenta que cada uno debe haber
sido obtenido de una especie distinta y en su dilución óptima.

• Lavar 3 veces en PBT dejándolas 10 minutos en cada uno.

• Preparar la dilución del anticuerpo secundario conjugado con un
fluorocromo diluido en PBT (Cuadro 5.5). También se agrega a la
dilución DAPI 1× (4’,6-diamino-2-fenilindol) a una concentración
1:100 (se trata de un fluorocromo que se une al DNA y se excita
con luz ultravioleta, haciendo visibles los núcleos celulares). Añadir
esta solución a la preparación, cubrir con parafilm e incubar 1 hora,
a temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad y en cámara
húmeda. Cada anticuerpo secundario debe unirse específicamente
a las inmunoglobulinas de la especie de la que se obtuvo cada
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anticuerpo primario y estar marcado con un fluoróforo de distinto
color.

• Realizar 3 lavados con PBT en oscuridad de 10 minutos cada uno.

• Añadir 150-200 µl de negro Sudán B al 0.1% para eliminar la
autofluorescencia del tejido (Sun et al., 2011). Cubrir la preparación
con parafilm, e incubar en cámara húmeda oscura 10 minutos a
temperatura ambiente.

• Lavar las preparaciones dos veces con PBT en oscuridad durante
5 minutos cada una.

• Montar con Vectashield (Vector; ref. H-1000) y conservar a 4 ℃ en
condiciones de oscuridad.

• Observar en un microscopio de fluorescencia.

La observación de las preparaciones y las fotomicrografías tanto de
las muestras tratadas mediante inmunohistoquímica (campo claro) como
inmunofluorescencia (campo oscuro), se hicieron con el microscopio de
fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti equipado con una cámara digital
Nikon DS-U3 a una resolución de 2560 × 1920 píxeles, utilizando la versión
Nis-Elements-AR 4.10.03.64bit. Algunas imágenes se editaron mediante la
herramienta de niveles de color del software de edición de imágenes Gimp
para mejorar el contraste y minimizar señal inespecífica del fondo, que
suele ocurrir con mayor frecuencia en las inmunofluorescencias.
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Proteína Fuente del
anticuerpo

Dilución
de trabajo

Referencia

LAMININA Conejo 1:100 Sigma,L9393
CLAUDINA 11 Conejo 1:100 Santa Cruz Biotech-

nology, CA sc-25711
DMC1 Cabra 1:100 Santa Cruz Biotech-

nology, CA sc-8973
PCNA Ratón 1:100 Santa Cruz Biotech-

nology, CA sc-56
CYP11A1 (P450scc) Cabra 1:200 Santa Cruz Biotech-

nology, CA sc-18043
SOX9 Conejo 1:500 Merck Millipore,

AB5535
DMRT1 Conejo 1:100 Gift from Sylvana

Guioli
α-Actina (ACTA2) Ratón 1:100 Sigma, A2547
β-Catenina Ratón 1:100 Sigma, C7082
N-Cadherina Rata 1:1 Hybridoma bank,
Conexina 43 Conejo 1:10 Santa Cruz Biotech-

nology, CA sc-9059

Cuadro 5.4: Anticuerpos primarios empleados.

Anticuerpo Origen Dilución
de trabajo

Conjugado Referencia

Anti-conejo (IgG) Asno 1:200 Alexa fluor 555 Invitrogen, A31572
Anti-cabra (IgG) Asno 1:200 Alexa fluor 488 Invitrogen, A11055
Anti-ratón (IgG) Asno 1:200 Alexa fluor 555 Invitrogen, A31570
Anti-conejo (IgG) Cabra 1:200 Alexa fluor 488 Invitrogen, A11008
Anti-conejo (IgG) Cabra 1:200 Alexa fluor 555 Invitrogen, A21429
Anti-ratón (IgG) Cabra 1:200 Alexa fluor 488 Invitrogen, A11001
Anti-ratón (IgG) Cabra 1:200 Alexa fluor 555 Invitrogen, A21424
Anti-rata (IgG) Cabra 1:200 Alexa fluor 555 Invitrogen, A21434
Anti-cabra (IgG) Conejo 1:150 Biotinilado Vector,BA-5000
Anti-conejo (IgG) Cabra 1:150 Biotinilado Vector, BA-1000
Anti-raton (IgG) Asno 1:150 Biotinilado Vector,BA-2000

Cuadro 5.5: Anticuerpos secundarios empleados.
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TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling)

Se trata de una técnica que nos va a permitir detectar células apoptóticas
gracias a la actividad de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal.
Esta enzima cataliza la adición de nucleótidos dUTP marcados con un
fluoróforo a los extremos 3’ libres del DNA fragmentado por las nucleasas.
Para ello hemos utilizado el kit “In Situ Cell death Detection fluorescein”
(Roche; ref. 11684795910).

El protocolo es el siguiente:

• Calentar las preparaciones en una estufa a 60 ℃ para que la parafina
se ablande (aproximadamente 20 minutos).

• Desparafinar en 2 lavados de Xileno de 10 minutos cada uno.

• Rehidratar las preparaciones en una serie decreciente de alcoholes
(EtOH 100% (2 lavados), 70% y 50%), 5 minutos en cada uno.

• Hacer 2 lavados con PBT de 5 minutos cada uno.

• Tratamiento con proteinasa K (preparar en H2O bidestilada):

– Tris-HCl 1 M pH=7.5
– EDTA 0.5 M pH=8
– Tritón 0.1%
– Proteinasa K 20 µl/ml

• Incubar durante 30 minutos a 37 ℃ en cámara húmeda.

• Lavar 3 veces con PBT durante 5 minutos cada una.

• Preparar la reacción de TUNEL: mezclar por pipeteo 45 µl de label
solution y 5 µl de enzyme solution y añadirlo a la preparación. Cubrir
con parafilm e incubar en cámara húmeda y en oscuridad durante
90 minutos a 37 ℃.

• Lavar las preparaciones 3 veces con PBT en oscuridad durante
5 minutos cada una.
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• Si se desea hacer una detección doble TUNEL-inmunofluorescencia,
añadir el anticuerpo primario, dejar incubar toda la noche a 4 ℃,
y lavar con PBT al día siguiente. Posteriormente se agrega el
anticuepro secundario como se ha descrito en el protocolo de
inmunofluorescencia (con sus respectivos lavados de PBT).

• Añadir 150 µl de negro Sudán B al 0.1%, cubrir la preparación con
parafilm e incubar en cámara húmeda 10 minutos a temperatura
ambiente.

• Lavar 2 veces con PBT en oscuridad durante 5 minutos cada una.

• Añadir DAPI 1× (1:100) en PBT y cubrir con parafilm e incubar
durante 10 minutos en cámara húmeda y oscuridad.

• Lavar 2 veces con PBT, 5 minutos cada una en oscuridad.

• Montar con Vectashield (Vector; ref. H-1000) y conservar a 4 ℃ en
oscuridad.

Prueba de permeabilidad de la BTB

Con este método podemos estudiar in vivo la funcionalidad de la barrera
hematotesticular (Dadhich et al., 2013).

A continuación se describe el protocolo utilizado:

• Anestesiar los animales con una mezcla de Ketamina (50-100 mg/kg)
y Medetomidina (0.5-1 mg/kg) mediante inyección intraperitoneal.

• Disolver 1 mg de EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin 10 mg/ml (Thermo-
Fisher scientific; ref. 21335) en 100 µl de PBS 1× con CaCl2 1 mM.

• Hacer una incisión en la zona escrotal para exponer los testículos
e inyectar 20 µl de trazador bajo la túnica albugínea en diferentes
puntos de la gónada izquierda usando una aguja hipodérmica. En
el testículo derecho, como control, se inyecta la misma cantidad de
PBS 1× con CaCl2 1 mM. Después los testículos se devuelven a su
posición natural en el interior del abdomen.
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• Pasados 30 minutos desde la inyección del trazador, sacrificar los
animales, aun anestesiados, mediante dislocación cervical y fijar las
gónadas en fijador de Serra durante 24 horas.

• Procesar los testículos como se ha descrito en los métodos histológi-
cos, para su inclusión en parafina, cortar secciones de 6 µm y montar
las preparaciones.

El siguiente paso consiste en la detección del trazador con un anticuer-
po fluorescente. Para ello:

• Calentar las preparaciones en una estufa a 60 ℃ para que la parafina
se ablande (aproximadamente 20 minutos).

• Desparafinar en 2 lavados de Xileno de 10 minutos cada uno.

• Rehidratar las preparaciones en una serie decreciente de alcoholes
(EtOH 100% (2 lavados), 70% y 50%), 5 minutos en cada uno.

• Hacer 2 lavados con PBT de 5 minutos cada uno.

• Recuperación de antígeno: transferir las preparaciones a un recipien-
te que contenga 500 ml de tampón Tris-EDTA pH=9 y calentar en el
microondas a 800W durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo,
se restablece el nivel de agua evaporada añadiendo 100 ml de H2O
destilada y se vuelve a calentar a la misma potencia durante otros
10 minutos.

• Dejar enfriar 25-30 minutos a temperatura ambiente.

• Lavar las preparaciones dos veces con PBT durante 10 minutos cada
una.

• Preparar una dilución 1:1000 de anticuerpo secundario Alexa Fluor
568 conjugado con estreptavidina (Invitrogen; ref. S11226). Añadir
la solución, cubrir con parafilm e incubar en cámara húmeda, en
oscuridad, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

72



5.3. MÉTODOS MOLECULARES

• En el caso de hacer una detección doble trazador-inmunofluorescencia,
el anticuerpo primario se añade previamente, lavando después con
PBT, y el anticuerpo secundario se incorpora junto al anticuerpo
conjugado con estreptavidina.

• Lavar 3 veces con PBT en oscuridad durante 10 minutos cada una.

• Añadir 150 µl de negro Sudán B al 0.1%, cubrir la preparación con
parafilm e incubar en cámara húmeda 10 minutos a temperatura
ambiente.

• Lavar las preparaciones 2 veces con PBT en oscuridad durante
5 minutos cada una.

• Añadir DAPI 1×, (1:100) en PBT y cubrir con parafilm e incubar
durante 10 minutos en cámara húmeda y oscuridad.

• Hacer 2 lavados con PBT de 5 minutos cada uno en oscuridad.

• Montar con Vectashield (Vector; ref. H-1000) y conservar a 4 ℃ en
condiciones de oscuridad.

5.3 Métodos moleculares

Extracción de RNA total

Para extraer el RNA de las gónadas hemos utilizado el “RNeasy Midi kit”
de Qiagen (ref. 75144) y el “RNeasy Micro Kit” del mismo fabricante (ref.
74004). En ambos casos se han seguido las instrucciones proporcionadas
por Qiagen con algunas modificaciones. Ambos protocolos son muy
similares, la principal diferencia radica en la cantidad del material de
partida, siendo superior en el primer kit. Como consecuencia, el tamaño del
las columnas es mayor, y hay que añadir un mayor volumen de reactivos.
Al final del proceso también se puede obtener más cantidad de RNA total.

A continuación, se describe el protocolo para el “RNeasy Micro Kit”:

• Limpiar el instrumental que se va a utilizar y el puesto de trabajo
con RNase-ExitusPlus (PanReac AppliChem; ref. A7153). Utilizar
en todos los pasos tubos y puntas libres de RNasas.

73



5. MATERIAL Y MÉTODOS

• Sacar la muestra (un fragmento de masa testicular) del contenedor
de N2 líquido y mantener en hielo. Actuar con rapidez para evitar
la degradación del ARN.

• Transferir el material a un tubo libre de RNasas y añadir 350 µl de
tampón RLT, al que previamente se le añadido β-mercaptoetanol en
proporción 1:100.

• Homogeneizar las gónadas por completo pasando la muestra por
agujas de diferentes calibres repetidas veces.

• Centrifugar el lisado a máxima velocidad durante 3 minutos. Recoger
el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo.

• Añadir 1 volumen de EtOH 70% al lisado y mezclar bien por pipeteo.
No centrifugar y pasar rápidamente al siguiente paso.

• Transferir la muestra en su totalidad a la columna, que lleva acoplado
un tubo colector y centrifugar durante 30 segundos a 10 000 rpm.
Descartar el eluido.

• Añadir 350 µl del tampón RW1 a la columna y centrifugar a
10 000 rpm durante 30 segundos. Descartar el eluido.

• Preparar la solución de DNasa I mezclando 10 µl de la solución stock
de DNasa I y 70 µl de tampón RDD y pipetear suavemente. Añadir
directamente sobre la membrana de la columna e incubar durante
15-30 minutos a temperatura ambiente.

• Añadir 350 µl del tampón RW1 a la columna y centrifugar a
10 000 rpm durante 30 segundos. Descartar el eluido y el tubo
colector.

• Poner la columna en un tubo colector nuevo y añadirle 500 µl
del tampón RPE. Centrifugar durante 30 segundos a 10 000 rpm
y descartar el eluido.

• Añadir 500 µl de EtOH 80% a la columna y centrifugar durante
2 minutos a 10 000 rpm. Descartar el eluido y el tubo colector.
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• Poner la columna en un tubo colector nuevo y centrifugar a máxima
velocidad durante 5 minutos para secar la membrana.

• Repetir el paso anterior.

• Poner la columna en un tubo nuevo libre de RNasas y añadir
directamente sobre la membrana 15-20 µl de H2O libre de nucleasas.
Incubar durante 10 minutos.

• Centrifugar durante 1 minuto a máxima velocidad para eluir el RNA.

• Medir la concentración en Nanodrop.

• Realizar una electroforesis en gel de agarosa al 1%, cargando
aproximadamente 0.5 µg de RNA y comprobar que existen dos
bandas de ribosómico, lo cual indica que el RNA no está degradado.

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa se realizo mediante el sistema de
electroforesis submarina en gel (Sharp et al., 1973). Los fragmentos de
RNA se separaron en base a su tamaño utilizando geles de agarosa al 1%
en Tris-acetato-EDTA (TAE) 1× y aplicando una corriente de 5 V/cm.

5.4 Otros métodos

5.4.1 Medida de la concentración de testosterona en suero

Extrajimos la sangre mediante punción cardíaca, justo tras el sacrificio de
cada animal y seguimos el siguiente protocolo:

• Dejar coagular la sangre a temperatura ambiente durante 30 minu-
tos.

• Centrifugar 20 minutos a 5 000 rpm, a temperatura ambiente.

• Recolectar el sobrenadante (suero) y pasar a un criotubo, con
cuidado de no remover el sedimento celular.
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• Almacenar a -80 ℃ hasta su uso.

Posteriormente, los niveles de testosterona se midieron por inmuno-
fluorescencia cuantitativa utilizado el kit para testosterona del sistema
i-Chroma TM Reader, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5.5 Transcriptómica

5.5.1 Microtus duodecimcostatus

Para el análisis del transcriptoma de la especie M. duodecimcostatus tuvi-
mos que secuenciar en primer lugar el transcriptoma testicular completo.
Posteriormente elaboramos un estudio comparativo de la expresión génica
entre ambos estados reproductivos, activo e inactivo.

Para realizar este estudio, extrajimos ARN testícular de tres indivi-
duos sexualmente activos (capturados en invierno) y tres inactivos (cap-
turados en verano) tal como se describió anteriormente (Tabla 5.2). Tras
pasar con éxito el control de calidad, las muestras de ARN se secuenciaron
por separado en una plataforma Illumina HiSeq 2000 en las instalaciones
del Instituto Max Planck de Genética Molecular en Berlín y la calidad
de las lecturas de secuenciación resultantes se evaluó mediante FastQC
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). Con los resul-
tados, elaboramos un estudio de expresión diferencial, el cual consta de
una serie de pasos:

Ensamblaje del transcriptoma

Se realizó según el Protocolo Oyster River (ORP), un enfoque de en-
samblaje múltiple y kmer para el ensamblaje de novo del transcriptoma
(MacManes, 2018). Para ejecutar el protocolo sacamos el último contene-
dor docker de macmaneslab/orp en DockerHub. En el ORP, la calidad del
transcriptoma ensamblado se evaluó mediante las puntuaciones Detonate
y TransRate, así como por BUSCO (Seppey et al., 2019). El 87,09% de
las lecturas fueron mapeadas como pares adecuados por BUSCO con una
puntuación del 95,7%, por lo que el transcriptoma se puede considerar
como de alta calidad.
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Anotación del transcriptoma

Se llevó a cabo según la pipeline de trinotate (Bryant et al., 2017).
Trinotate solo funciona con transcriptomas ensamblados por Trinity
porque el script get_Trinity_gene_to_trans_map.pl que hace el archivo
get_Trinity_gene_to_trans_map utiliza expresiones que coinciden con
el estilo Trinity de nombrar las transcripciones en el Trinity.fasta.
La solución que normalmente se recomienda para usar Trinotate con
otros ensambladores consiste en renombrar las transcripciones en el
archivo multifasta para que coincida con el estilo de Trinity, o bien
construir un gene_to_trans_map por otros medios. Para simplificar
análisis posteriores, hemos de utilizar una nomenclatura personalizada
para los nombres de los distintos transcritos, ya que son una mezcla de
nombres de diferentes alineadores, por lo que modificamos las expresiones
regulares en get_Trinity_gene_to_trans_map.pl para que coincidan con
nuestros nombres.

Normalización del transcriptoma

Comparamos los transcriptomas testiculares completos de machos activos
e inactivos. La principal diferencia entre ambos a nivel celular es la
presencia de células de la línea germinal en testículos activos, que se
encuentran ausentes en gran medida en los inactivos. Esta diferencia
en la composición celular haría que los análisis posteriores se vean
afectados, ya que los términos GO (gene ontology) relacionados con
las células germinales aparecerían muy sobreexpresados en los testículos
activos. Esto ocultaría la expresión diferencial de genes en las células
somáticas que se encuentran en ambos estados testiculares, que son
las verdaderas responsables de la regulación de la espermatogénesis,
principalmente los genes que se expresan en las células de Sertoli. Por
lo tanto, para normalizar los datos y hacer que los transcriptomas sean
comparables en términos de contenido celular, decidimos eliminar del
archivo multiFASTA los transcritos propios de las células germinales.
Para identificarlos, utilizamos las firmas celulares descritas previamente en
estudios de secuenciación de células individuales (scRNA-seq) (Hermann
et al., 2018; Green et al., 2018). Estos estudios se realizaron en ratón, por lo
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que todos los genes incluidos en las firmas de células germinales pertenecen
a esta especie. Nuestro informe de Trinotate incluye proteínas de múltiples
especies que son identificadas por BLASTX y BLASTP en bases de datos
de proteínas. Por lo tanto, para identificar los transcritos que debían
eliminarse, tuvimos que buscar las proteínas y genes ortólogos de ratón
que se correspondían con cada una de nuestras entradas multiFASTA.
Utilizamos una estrategia combinada para identificar todos los posibles
genes ortólogos de ratón. Para ello buscamos primero las proteínas
ortólogas de ratón y luego los genes que las codifican. También lo hicimos
identificando en primer lugar el gen que codifica una proteína en una
especie y encontrando después el gen ortólogo de ratón. Realizamos
consultas a las API de las bases de datos de Uniprot, Ensembl y Ensembl-
compara a partir de los ID de las proteínas, los símbolos de los genes, los
ID de entrez IDs o Ensembl IDs. El informe Trinotate, que incluye las
anotaciones de todos los transcritos en el archivo multiFASTA, tiene un
total de 229172 entradas que corresponden a 154507 transcritos únicos
y 114617 de ellos fueron relacionados por Trinotate con proteínas de
múltiples especies. Esta estrategia combinada permitió identificar los
genes ortólogos de ratón de 113914 transcritos. Estas transcripciones
se incluyeron en un nuevo archivo FASTA procesado en el que se
utilizó el símbolo del gen del ratón y un número de transcripción para
renombrar los transcritos. Los transcritos con más de un posible gen
ortólogo de ratón se nombraron mediante la concatenación de todos los
posibles símbolos de genes de ratón para conservar la mayor cantidad
de información posible. De estos nuevos archivos FASTA, eliminamos
todos los genes incluidos en los clústeres 1-13 y 16 de (Hermann
et al., 2018), pertenecientes a diferentes tipos de células germinales, y
también eliminamos los pertenecientes a espermatogonias, espermatocitos,
espermátidas redondas y espermátidas alargadas de (Green et al., 2018).
En definitiva, se descartaron 8282 secuencias transcritas de 7796 genes.
El nuevo archivo FASTA depurado contenía 105632 transcritos de 15807
genes. Para evaluar el efecto de este método de normalización, calculamos
los coeficientes de correlación entre todos los pares de muestras posibles.
Los coeficientes de correlación entre las muestras de la misma categoría
deberían ser más altos que los de la categoría diferente. Después de la
normalización, esperamos una menor diferencia entre estos coeficientes, ya
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que las muestras de diferente categoría deben ser más similares después
de eliminar los transcritos de las células germinales. Efectivamente, el
coeficiente de correlación medio entre las muestras de diferentes categorías
aumentó de 0,5 a 0,7 después de la normalización (Fig. 5.3)

Figura 5.3: Coeficientes de correlación a nivel transcripcional entre
ambas muestras. Las barras muestran el coeficiente de correlación medio
entre las muestras de testículos activos e inactivos. Los extremos de las
líneas verticales indican los coeficientes de correlación máximo y mínimo.

Cuantificación de los transcritos

Para cuantificar la abundancia de cada transcrito en los transcriptomas,
utilizamos Trinity con el transcriptoma ensamblado de ORP como refe-
rencia (Haas et al., 2013; Grabherr et al., 2011)). Para ejecutar este pi-
peline con nuestra nomenclatura de transcripción, utilizamos el archivo
get_Trinity_gene_to_trans_map.pl, como se describió anteriormente, y
modificamos las expresiones regulares en TrinityStats.pl para aceptar no-
taciones que no fueran de Trinity. También comprobamos la calidad del
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transcriptoma como se indica en la documentación del software. Los da-
tos estadísticos basados en todos los contigs de transcripción fueron los
siguientes:

Contig N10: 6366
Contig N20: 4737
Contig N30: 3736
Contig N40: 2953
Contig N50: 2322

Median contig length: 710
Average contig: 1306.27
Total assembled bases: 137983859

y basándonos sólo en la isoforma más larga por gen:

Contig N10: 8068
Contig N20: 6404
Contig N30: 5421
Contig N40: 4678
Contig N50: 4022

Median contig length: 2484
Average contig: 2950.40
Total assembled bases: 46636968

Ambos resultados estadísticos mostraron una elevada longitud de
contig. Como alternativa más adecuada, el estadístico N50 puede limitarse
a los genes más expresados que representan un alto porcentaje del total
de los datos normalizados. El trazado del valor Ex frente al valor ExN50
mostró un máximo cercano a N85. La estadística Ex85N50 muestra que
31028 genes tienen una longitud de transcripción de aproximadamente
3,2kb, lo que apoya la alta calidad del transcriptoma. Cada muestra
se alineó con este transcriptoma de referencia con RSEM (Li y Dewey,
2011). También realizamos una comprobación de la calidad de las muestras
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según la documentación de Trinity. Las muestras pertenecientes a la
misma categoría (sexualmente activas o inactivas) mostraron una alta
correlación (90%) tanto a nivel de genes como a nivel de transcripción.
Las muestras de diferente categoría mostraron una correlación del 60%
entre las muestras a nivel de genes, y 70% a nivel de transcripción. Los
análisis de componentes principales mostraron que la variable principal
(activo frente a inactivo) explica el 85,13% de la variabilidad a nivel de
genes, y el 78,17% a nivel de transcripción.

Analisis de expresión diferencial

Se realizaron con Trinity/RSEM según las instrucciones en la documen-
tación de Trinity. Los genes se consideraron como expresados diferencial-
mente a P < 0,001 y logFC > 2.

5.5.2 Talpa occidentalis

Para el análisis del transcriptoma de la especie T. occidentalis se extrajo
ARN testicular de seis testículos de topo, 2 de machos activos (enero),
otros 2 de machos inactivos (julio) y 2 de machos en proceso de regresión
testicular (abril) (Tabla 5.3), tal y como hemos descrito anteriormente.

RNA-seq

Tras pasar con éxito el control de calidad, las muestras de ARN se
secuenciaron por separado en una plataforma Illumina HiSeq 2000 en las
instalaciones del Instituto Max Planck de Genética Molecular en Berlín,
Alemania.

Bioinformática

La calidad de las lecturas de secuenciación resultantes se evaluó utilizando
FastQC (http: //www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/ projects/fastqc/). Las
lecturas de RNA-seq fueron mapeadas al genoma de T. occidentalis

81



5. MATERIAL Y MÉTODOS

recientemente publicado (M Real et al., 2020) con la función “align”
y “featureCounts” del paquete R subread (Liao et al., 2019). Al igual
que ocurre con M. duodecimcostatus, la mayoría de los tipos de células
germinales meióticas y postmeióticas (desde el espematocito primario
hasta el espermatozoide) son exclusivos de los testículos activos, estando
completamente ausentes en los inactivos.

Así, muchos genes expresados en las células germinales aparecerán
como falsamente sobre-expresados en los testículos sexualmente activos,
no obstante, estos resultados no reflejarán cambios en la expresión génica,
sino diferencias en el contenido celular entre los testículos activos e
inactivos. Esta sobrerrepresentación de los transcritos específicos de las
células germinales en los testículos activos enmascarará los cambios en
la expresión génica de las células somáticas, que sí ejercen el control del
ciclo espermatogénico, en particular las células de Sertoli. Por ello, para
normalizar los datos y centrarnos en el estudio de la expresión génica
en las células somáticas, decidimos eliminar los transcritos expresados
en las células germinales del archivo General Feature Format (GFF) del
topo ibérico que hemos generado recientemente (M Real et al., 2020).
Para ello, usamos la misma estrategia que hemos descrito en esta sección
para M. duodecimcostatus. Después de hacer esto, el número de genes
analizados disminuyó de 13474 (Tabla Suplementaria T. occidentalis S1)
a 8300 (Tabla Suplementaria T. occidentalis S3). El análisis de la expresión
génica diferencial se realizó con edgeR (Robinson et al., 2010). Los genes se
filtraron por niveles de expresión con la función “filterByExpr” de edgeR,
y el número total de lecturas por muestra se normalizó con la función
“calcNormFactors” de edgeR. Se consideró que los genes se expresaban
de forma diferencial con un Padjust < 0,05 y un |log2FC| >1. El análisis
de ontología genética se realizó con la función “enrichGO” del paquete
clusterProfiler (Yu et al., 2012). Los términos generales y los términos
no relacionados con las funciones testiculares no se mostraron. Para la
visualización, se utilizó la función barplot del mismo paquete. Para el
análisis de conceptos de genes, se utilizó la función “cnetplot” del paquete
clusterProfiler.
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5.6 Soluciones

Fijador de Serra

• 60% de Etanol 96%.

• 30% de Formaldehído 37%.

• 10% de Ácido acético glacial.

PBS 10× (para preparar 500 ml)

• Disolver los siguientes componentes en 400 ml de H2O bidestilada:

– NaCl: 40 g
– KCl: 1 g
– Na2HPO4: 7.2 g
– KH2PO4: 1.2 g

• Añadir H2O bidestilada hasta 500 ml.

• Ajustar el pH a 7.4

• Autoclavar

PBT 1× Tween20 al 0.1% en PBS 1×

Tampón Tris-EDTA pH=9 (para preparar 500 ml)

• Disolver los siguientes componentes en 400 ml de H2O bidestilada:

– 2.2 g de tris-base
– 0.86 g de EDTA
– 200 µl de Tween20 al 50%

• Añadir H2O bidestilada hasta 500 ml y disolver con ayuda de un
agitador.
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negro Sudán B 0.1% (para preparar 10 ml)

• Disolver 10 mg de SBB (Sudan black B. Sigma; ref. 199664) en 10 ml
de etanol al 70%.

• Filtrar la solución antes de utilizarla.

DAPI 100×

• Añadir 2 µl de 4’,6-diamino-2-fenilindol (50 000×) a 1 ml de PBS
1×.

• Mezclar por pipeteo y cubrir con papel de aluminio, manteniéndolo
en oscuridad y a 4 ℃.

Hematoxilina

• Disolver 2 g de hematoxilina (Sigma; ref. H3136-25G) en 20 ml de
etanol absoluto.

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

• Después de 24 horas, mezclar las dos soluciones y añadir 1 g de HgO.

• Calentar la solución y dejar enfriar a temperatura ambiente.

• Filtrar y almacenar en botella de vidrio ámbar.

Eosina

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

• Agregar 4 gotas de ácido acético glacial y agitar.

• Filtrar y almacenar en botella de vidrio ámbar.
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Solución stock de proteinasa K

• Disolver la proteinasa K liofilizada (Sigma; ref. P2308) a una
concentración de 20 mg/ml en H2O ultrapura.

• Alicuotar y guardar a -20 ℃.

Tris-HCl 1 M, pH=7.5 (para preparar 200 ml)

• Pesar 24.228 g de Tris base y disolverlos en 180 ml de H2O
bidestilada.

• Ajustar el pH a 7.5 con HCl

• Añadir H2O bidestilada hasta un volumen de 200 ml.

• Autoclavar

EDTA 0.5 M, pH=8 Para un volumen de 100 ml:

• Añadir 18.612 g de EDTA a 80 ml de H2O bidestilada.

• Ajustar el pH a 8 con NaOH 10 N

• Ajustar el volumen a 100 ml.

• Autoclavar

TAE 50× (para preparar un volumen de 1 l)

• Añadir los siguientes componentes a 800 ml de H2O bidestilada:

• Tris: 242 g

• Ácido acético: 57.1 ml

• EDTA 0.5 M pH 8: 100 ml

• Ajustar el volumen con H2O hasta completar 1 l.

• Autoclavar
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6. Resultados

6.1 Hemiechinus auritus

6.1.1 Los testículos de Hemiechinus auritus permanecen
estériles durante el invierno

Como hemos mencionado en la sección de Introducción, el erizo orejudo es
es un reproductor estacional que, independientemente de su localización,
cría a finales de la primavera y durante el verano, mientras que en otoño
e invierno permanece inactivo (Schoenfeld y Yom-Tov, 1985; Flower,
1932; Prakash, 1960; Goyal y Mathur, 1974; Asawa y Mathur, 1982).
De acuerdo con esto, los individuos capturados en este estudio en
verano eran significativamente más grandes que los de invierno (masa
corporal de verano: 225 ± 24 g; masa corporal de invierno: 192 ± 10
g; prueba t-student de dos colas, P = 0,019; Figura 6.1 A). En el
grupo de verano, la masa testicular media fue tres veces superior a la
del grupo de invierno (masa testicular de verano: 887 ± 88 g; masa
testicular de invierno: 277 ± 40 g; prueba t-student de dos colas, P
< 0,001;(Figura 6.1 B). A nivel histológico, los testículos del grupo de
verano presentaban todas las características de un testículo activo y fértil,
con túbulos seminíferos en todas las fases del ciclo espermatogénico y
espermiogénesis completa (Figura 6.2 A). En consecuencia, encontramos
abundantes espermatozoides en los epidídimos (6.2 B). En cambio, los
testículos de invierno mostraron una marcada reducción de los túbulos
seminíferos (diámetro tubular de verano: 195 ± 18 µm; diámetro tubular
de invierno: 80 ± 11 µm; prueba t-student de dos colas, P < 0,001;
(Figuras 6.1 C y 6.2 C). En estos túbulos no se pudo identificar ninguna
etapa del ciclo espermatogénico y la mayoría de ellos estaban llenos
de espermatocitos primarios, careciendo de espermatocitos secundarios,
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espermátidas y espermatozoides (Figura 6.2 C). En consecuencia, el
epidídimo estaba reducido y completamente vacío (Figura 6.2 D)(Tabla
suplementaria H. auritus S1)

Figura 6.1: Comparación de tres parámetros morfométricos entre los
grupos de verano e invierno de H. auritus. (A) masa corporal, (B)
masa testicular y (C) diámetro de los túbulos seminíferos.

6.1.2 La espermatogénesis se interrumpe en paquitene en
los testículos inactivos de Hemiechinus auritus

Mediante inmunofluorescencia estudiamos el patrón de expresión de mar-
cadores moleculares específicos de células somáticas en testículos de erizos
orejudos capturados en verano (los cuales en adelante denominaremos ac-
tivos) y en invierno (que denominaremos inactivos). SOX9 es un factor de
transcripción necesario para el mantenimiento y función de las células de
Sertoli adultas (Barrionuevo et al., 2016). En los testículos activos las cé-
lulas positivas para SOX9 estaban distribuidas uniformemente en la parte
basal de los túbulos seminíferos (Figura 6.3 a). En los testículos inactivos,
las células positivas para SOX9 también se localizaban en la periferia de
los túbulos testiculares, en cambio, la distancia entre las células positivas
adyacentes estaba notablemente reducida en comparación con la de los
testículos activos (Figura 6.3 e). Esto sugiere que las células de Sertoli en
los testículos inactivos sufren una fuerte contracción. También estudiamos
dos marcadores que se expresan en la periferia de los túbulos: 1) α-actina
(ACTA2), que es un marcador de las células mioides peritubulares y de las
fibras musculares arteriales en testículo (Palombi et al., 1992) y 2) lami-
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Figura 6.2: Histología de los testículos y los epidídimos de erizos ore-
judos capturados en invierno y verano. Tinción hematoxilina-eosina
de secciones de testículos (A y C) y epidídimos (B y D), pertenecientes a
individuos capturados en verano (A y B) e invierno (C y D). La barra de
escala mostrada en D representa 100 µm para todas las imágenes.
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nina (LAM), un componente presente en la membrana basal (Richardson
et al., 1995). En los testículos activos encontramos una intensa expresión
de ACTA2 y LAM rodeando a los túbulos seminíferos de forma continua
(Figura 6.3 b y c). Sin embargo, en los testículos inactivos, la señal de
ACTA2 y LAM era más débil y se observaba de forma discontinua alre-
dedor de los túbulos. Esto probablemente también es consecuencia de la
involución de los túbulos seminíferos (Figura 6.3 f y g). También estudia-
mos la expresión de la enzima de escisión de la cadena lateral del colesterol
(P450scc), una proteína implicada en la síntesis de testosterona que es un
marcador de las células intersticiales esteroidogénicas, las células de Ley-
dig. Observamos que tanto en los testículos activos como en los inactivos
la expresión de P450scc era visible en las células de Leydig, indicando que
en los testículos inactivos la función esteroidogénica está activa, al menos
hasta ciertos niveles (6.3 d y h).

Figura 6.3: Estudio de marcadores moleculares de células somáticas en
testículos de H. auritus. Inmunofluorescencia para SOX9 (a, e), ACTA2
(b, f), LAM (c, g) y P450scc (d, h) en testículos activos (a-d) e inactivos
(e-h). La barra de escala mostrada en h representa 50 µm.

También analizamos el patrón de expresión de marcadores específicos
de células germinales. Para ello, estudiamos la expresión de DMC1, un
marcador de espermatocitos primarios en leptotene, cigotene y paquitene
temprana (Yoshida et al., 1998), y del antígeno nuclear de células en
proliferación (PCNA), que se expresa tanto en las espermatogonias, como
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en espermatocitos primarios en cigotene y paquitene, pero no en leptotene
(Chapman y Wolgemuth, 1994). Los testículos activos presentaban células
positivas tanto para DMC1 como PCNA (Figura 6.4 a-c), localizándose
la señal en la periferia de los túbulos seminíferos. Ambas proteínas
mostraban un patrón de expresión que variaba en función de la fase
del ciclo espermatogénico, como se ha descrito previamente (Dadhich
et al., 2011; Massoud et al., 2014). Así, las células positivas para
DMC1 sólo se observaron en los túbulos seminíferos que estaban en los
estadios espermatogénicos VII-IX, los cuales contenían espermatocitos
en leptotene, cigotene y paquitene temprana (estrellas en la Figura 6.4
a). Por su parte, PCNA se encontró en espermatogonias en mitosis así
como en espermatocitos en fase de cigotene y paquitene (Figura 6.4 b).
Ambas proteínas coexpresan en los espermatocitos en cigotene y paquitene
tempranos de los túbulos seminíferos en los estadios VII-IX (estrellas
en la Figura 6.4 c), pero no en los túbulos seminíferos que contienen
espermatocitos en paquitene más tardíos (asteriscos en la Figura 6.4
c). En el testículo inactivo ambos marcadores mostraron un patrón de
expresión similar al de los testículos activos, aunque la señal de las células
positivas no presentaban una organización circular y aparecían de forma
agrupada (Figura 6.4 d-f). A mayor aumento observamos que el lumen de
los túbulos seminíferos estaba completamente lleno de espermatocitos que,
o bien eran positivos pra DMC1 y PCNA (cigotene y paquitene temprana),
o bien eran negativos para DMC1 y positivos para PCNA (paquitene
tardía) (Figura 6.5 b-d). En conjunto, nuestros resultados muestran que
en los testículos inactivos de H. auritus las espermatogonias continúan
proliferando y entrando en meiosis, aunque se detienen posteriormente en
el estadio de paquitene.

6.1.3 Los espermatocitos primarios sufren apoptosis en el
testículo inactivo de Hemiechinus auritus

La apoptosis es un proceso que ocurre normalmente en los testículos
regresionados de muchos mamíferos con reproducción estacional (Young
y Nelson, 2001), por ello decidimos aplicar la técnica TUNEL en cortes
histológicos de los testículos activos e inactivos de H. auritus (Figura
6.6). Los testículos activos sólo contenían algunas células positivas en un
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Figura 6.4: Estudio de marcadores moleculares de células germinales
en testículos de H. auritus. Doble inmunofluorescencia para DMC1
(verde) y PCNA (rojo) en testículos activos (a-c) e inactivos (d-f). Las
estrellas marcan túbulos seminíferos que contienen células positivas para
DMC1 y los asteriscos marcan los túbulos que carecen de ellas. La barra
de escala mostrada en f representa 100 µm.
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Figura 6.5: Micrografías a mayor aumento de la doble inmunofluores-
cencia para DMC1 y PCNA en testículos inactivos (Figura 6.4).
Tinción con DAPI (a, azul), DMC1 (b, verde), PCNA (c, rojo) y todos los
canales mezclados (d). La barra de escala mostrada en d representa 50 µm)
para todas las micrografías.

número reducido de túbulos seminíferos, mientras que el número de células
apoptóticas era notablemente mayor en los testículos inactivos (activos:
17 ± 4 células apoptóticas por 100 secciones tubulares; inactivos 334 ± 54
células apoptóticas por 100 secciones tubulares; prueba t-student de dos
colas, P = 0,0094; Figura 6.7)

Para identificar los tipos de células que sufren apoptosis en los
testículos inactivos de H. auritus combinamos la técnica TUNEL junto
con la inmunofluorescencia usando bien un marcador de células de Sertoli,
SOX9, o bien un marcador de células germinales, PCNA. Observamos que
las células positivas para SOX9 nunca eran positivas para TUNEL (Figura
6.8 a-c), lo que indica que las células de Sertoli no estaban muriendo. Por
el contrario, todas las células apoptóticas mostraron inmunoreactividad
para PCNA (células amarillas en la Figura 6.8 f), mostrando que en los
testículos inactivos de H. auritus se produce una pérdida masiva de células
germinales por apoptosis.
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Figura 6.6: Estudio de la apoptosis en testículos activos e inactivos de
H. auritus Ensayo TUNEL en un corte histológico de testículo activo (a)
e inactivos (b) de H. auritus. Los núcleos se han teñido con DAPI. La barra
de escala en b representa 100 µm en a y b.

Figura 6.7: Cuantificación de la apoptosis en testículos activos e
inactivos.
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Figura 6.8: Identificación de células apoptóticas en testículos inactivos
de H. auritus. Doble tinción TUNEL-SOX9 (a-c) y TUNEL-PCNA (d-f)
en testículos inactivos de H. auritus. La barra de escala en f representa 50
µm para todas las micrografías.
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6.1.4 Las células germinales se eliminan mediante descama-
ción durante la regresión testicular de Hemiechinus
auritus

Dos individuos capturados a principios de otoño (finales de septiembre)
presentaban testículos en los que se estaba produciendo el proceso de
regresión (en adelante, en inactivación). En estos testículos, el diámetro
medio de los túbulos seminíferos se situaba entre los del grupo de
verano y el de invierno (120 ± 12 µm). El epitelio germinativo tenía un
aspecto desorganizado en muchos túbulos y se encontraron espermatocitos
primarios y secundarios de forma anómala en el lumen (recuadro en Figura
6.9 a), indicando que se habían desprendido de su ubicación habitual en
regiones más basales. También detectamos este tipo de células germinales
dentro del lumen del epidídimo (Figura 6.9 b).

Para comprobar si la apoptosis era responsable de la pérdida masiva de
células germinales que tiene lugar en los testículos en inactivación del erizo
orejudo realizamos el ensayo TUNEL. Se observaron células apoptóticas
dentro de los túbulos seminíferos de los testículos en inactivación, aunque
pocas de ellas estaban localizadas en el lumen o en sus proximidades
(Figura 6.10), lo que indica que la descamación afecta principalmente a
las células vivas. Estos resultados sugieren que, aunque la apoptosis puede
contribuir en cierta medida a la depleción masiva de células germinales
que afecta a los testículos en inactivación, otros mecanismos adicionales
deben estar implicados en el proceso.
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Figura 6.9: Descamación de las células germinales en el testículo en
regresión. Tinción de hematoxilina y eosina de testículo (a) y epidídimo
(b) de un testículo en regresión. Durante la regresión testicular, los
túbulos seminíferos muestran un epitelio germinativo desorganizado, con
espermatocitos primarios y secundarios ocupando el lumen (punta de
flecha en el recuadro en a). Estos espermatocitos primarios también están
presentes en algunas secciones del epidídimo (punta de flecha en el recuadro
b). La barra de escala mostrada en b representa 75 µm en a y b.
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Figura 6.10: Ensayo TUNEL en un testículo en proceso de inactivación.
Nótese la presencia de varias células apoptóticas (fluorescencia verde)
situadas en los túbulos seminíferos. Los núcleos se han teñido con DAPI.
La barra de escala mostrada representa 75 µm.

Dos estudios recientes han demostrado que en los testículos de dos
reproductores estacionales, el topo ibérico T. occidentalis (Dadhich et al.,
2013) y el gran armadillo peludo C. villosus (Luaces et al., 2014), la
pérdida de las uniones entre las células de Sertoli y las células germinales
conduce a una rápida descamación de las células germinales durante el
periodo de regresión testicular. Para determinar si la expresión de las
proteínas que forman las uniones entre las células de Sertoli y entre
las células de Sertoli y las células germinales estaba alteradas en los
testículos en inactivación de H. auritus, realizamos inmunofluorescencia
para las siguientes moléculas de adhesión celular en secciones histológicas
de testículos activos, en inactivación e inactivos:

• N-cadherina (NCAD) y β-catenina (β -CAT): son componentes es-
tructurales de las uniones adherentes, así como de la especialización
ectoplásmica existente entre las uniones entre las células de Sertoli y
entre las células de Sertoli y las células germinales (Mruk y Cheng,
2004).

• Claudina 11 (CLDN11): es una proteína transmembrana de las
uniones estrechas que forman la BTB (Gow et al., 1999).
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• Conexina 43 (CNX43): es un componente de las uniones GAP que
se encuentran en las zonas de contacto entre las células de Sertoli
y entre las células de Sertoli y las células germinales (Batias et al.,
1999).

La expresión de NCAD Y βCAT en los testículos activos era más
fuerte en el compartimento basal que en la región adluminal (Figura 6.11
a, d) y la expresión de CLDN11 Y CNX43 se encontraron localizadas
principalmente en el compartimento basal del epitelio germinativo (Figura
6.11 g, j). Por el contrario, tanto en los testículos que están en inactivación
como en los inactivos, se observó una desorganización generalizada para
las cuatro moléculas en todo el epitelio germinativo (Figura 6.11 b, c, e,
f, h, i, k y l).

Estos resultados sugieren que la adhesión entre las células de Sertoli
y entre las células de Sertoli y las células germinales está comprometida
en los testículos en regresión, explicando así el desprendimiento de células
germinales que tiene lugar durante este periodo.

6.1.5 Los niveles de testosterona sérica de Hemiechinus
auritus están reducidos durante la temporada no
reproductiva

La reducción de los niveles de testosterona sérica en los machos durante la
época no reproductiva es una característica común a todos los mamíferos
con reproducción estacional estudiados hasta la fecha. En el caso de H.
auritus, los niveles medios de testosterona sérica se redujeron significativa-
mente en los individuos capturados en invierno en comparación con los del
grupo de verano (verano: 15,8 ± 3,11 ng/ml; invierno 0,9 ± 0,21 ng/ml;
prueba t-student de dos colas, P < 0,001; Figura 6.12)
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Figura 6.11: Patrón de expresión de varias moléculas de adhesión ce-
lular en el epitelio germinativo de testículos activos, en inactiva-
ción e inactivos de H. auritus. Inmunfluorescencia para N-CAD (a-c),
β-CAT (d-f) CLDN11 (g-i) y CNX43 (j-l) en testículos activos (a, d, g, j),
en inactivación (b, e, h, k) e inactivos (c, f, i, l) de H. auritus. Los núcleos
se han teñido con DAPI. La barra de escala en l representa 50 µm para
todas las micrografías
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Figura 6.12: Concentración de testosterona sérica en individuos de H.
auritus capturados en la época activa (verano) e inactiva (invierno).

6.2 Microtus duodecimcostatus

6.2.1 Expresión diferencial entre testículos activos e inac-
tivos de Microtus duodecimcostatus

Como hemos indicado en la sección de Introducción, nosotros hemos es-
tudiado el ciclo reproductivo de M. duodecimcostatus a nivel histológico,
innmunohistológico y hormonal (Lao-Pérez et al., 2021). Tras este trabajo
nos propusimos estudiar los cambios que ocurren a nivel transcriptómi-
co entre los testículos activos e inactivos de esta especie. Para realizar
el estudio de expresión diferencial, realizamos RNA-seq en tres testículos
activos y tres inactivos de machos capturados en páramos, un hábitat don-
de esta especie presenta un patrón reproductivo estacional. Como hemos
descrito anteriormente, en los testículos inactivos de M. duodecimcostatus
la espermatogénesis está interrumpida a nivel de espermatogonia (Figu-
ras 6.13 y 6.14) (Lao-Pérez et al., 2021). Por lo tanto, tal como se indicó
anteriormente en la sección de Material y Métodos, en testículos activos
encontraríamos un mayor nivel de expresión de genes propios de células
meióticas y postmeióticas, que no están presentes en los testículos inacti-
vos. El análisis de estos genes no reflejaría ningún cambio fisiológico, sino
más bien diferencias entre ambas condiciones en el contenido celular. Esta
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sobre-representación de marcadores específicos de las células germinales
en los testículos activos enmascararía la expresión génica diferencial pro-
ducida en las células somáticas, que son las responsables de la regulación
de la espermatogénesis, en particular la de las células de Sertoli. Por ello,
decidimos excluir de nuestro análisis transcriptómico una serie de genes
conocidos cuya expresión es específica de las células germinales.

Figura 6.13: Histología de los testículos activos e inactivos de M.
duodecimcostatus. Secciones histológicas teñidas con hematoxilina y
eosina de un testículo activo (a) y otro inactivo (b) deM. duodecimcostatus.
Nótese que el en interior de los túbulos seminíferos del testículo inactivo no
se observan espermátidas ni espermatozoides maduros. La barra de escala
mostrada en b representa 100 µm para a y b.

Al excluir estos marcadores, el coeficiente de correlación medio entre
las muestras de los diferentes estados testiculares aumentó de 0,5 a 0,7
después de la normalización (Figura 5.3 en el apartado de Material y
Métodos), lo que confirma que nuestro enfoque eliminó buena parte de
las diferencias derivadas del distinto contenido celular de los testículos
activos e inactivos. Tras el análisis, encontramos 3809 genes expresados
diferencialmente (DEGs), de los cuales 2623 estaban sobreexpresados
en testículos activos (Act-up-DEG) y 1186 estaban sobreexpresados en
testículos inactivos (Inact-up-DEG) (FDR < 0,001 y |log2FC| > 2; Figura
6.15);(Tabla suplementaria M. duodecimcostatus S1).
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Figura 6.14: La espermatogénesis está interrumpida en el estadio de
espermatogonia en testículos inactivos de M. duodecimcostatus.
Inmunofluorescencia para SOX9, un marcador de células de Sertoli,
y DMRT1, marcador de células de Sertoli y espermatogonias. En los
testículos activos (a) DMRT1 se expresa en las espermatogonias (flechas)
y en las células de Sertoli (cabezas de flecha), donde se colocaliza con
SOX9. Obsérvese que, en el interior de los túbulos, hay muchas células
negativas para SOX9 y DMRT1, que corresponden a células germinales
en fases más avanzadas del ciclo espermatogénico. En el testículo inactivo
(b), se observan células de Sertoli (positivas para SOX9 y DMRT1) que
llenan toda la parte interna de los túbulos (cabezas de flecha), y también se
observan espermatogonias (negativas para SOX9 y positivas para DMRT1)
situadas en posiciones basales (flechas) (b). No se observan células negativas
para SOX9 y DMRT1 en el interior de los túbulos (b). La barra de escala
mostrada en b representa 50 µm para a y b.
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Figura 6.15: Diagrama de la prueba de expresión diferencial Diagrama
de dispersión tipo “volcano plot” mostrando genes con expresión diferencial
entre testículos activos e inactivos de M. duodecimcostatus. La magnitud
del cambio viene indicada en el eje de abscisas mediante el log2FC
entre ambas condiciones. En el eje de ordenadas se representa el nivel
de significación estadística mediante el -log10(FDR). El color rojo indica
sobreexpresión en los testículos activos y el color azul sobreexpresión en
los testículos inactivos.
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6.2.2 Rutas moleculares que controlan la adhesión celular
en el epitelio germinativo están alteradas en los
testículos inactivos de M. duodecimcostatus

El análisis de ontología génica (GO) de los DEGs mostró un enriqueci-
miento significativo (p.adjust < 0,05) en una serie de categorías, muchas
de las cuales están estrechamente relacionadas, asociadas a diferentes fun-
ciones biológicas (Figura 6.16;(Tabla suplementaria M. duodecimcostatus
S2)

Figura 6.16: Análisis de ontología génica de los genes desregulados.
Podemos observar un enriquecimiento significativo (p.adjust < 0,05) en
términos asociados con las funciones testiculares normales

.

Dentro de estas funciones biológicas enriquecidas, encontramos entre
las más significativas varias categorías implicadas en la formación de los ga-
metos (Figura 6.16) como la “espermatogénesis” (GO:0007283; p.adjust =
1,41 × 10−5) y la “diferenciación de los gametos masculinos” (GO:0048232;
p.adjust = 1,19 × 10−5;(Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S2).
Estas categorías estaban enriquecidas también en el análisis GO de Act-
up-DEG (Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S3), pero no en el de
Inact-up-DEG (Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S4). El hecho
de que encontremos este tipo de términos GO a pesar de que hemos eli-
minado un gran número de marcadores moleculares se debe a 2 razones
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principales: a) que a pesar de nuestra normalización, todavía hay muchos
genes expresando en las células germinales meióticas y postmeióticas que
no fueron excluidos como genes específicos de las células germinales y b)
muchos de estos genes corresponden a marcadores moleculares de las cé-
lulas somáticas que intervienen en la regulación de la meiosis, como Sox9,
Sox8, Gata4 y Wt1 Figura 6.17; (Tablas Suplementarias M. duodecimcos-
tatus S1-4).

Además, también encontramos términos GO implicados en la “regula-
ción del tamaño de los vasos sanguíneos” (GO:0050880; p.adjust = 1,4 ×
10−3), la “angiogénesis” (GO:0001525; p.adjust = 1,0 × 10−2), la “contrac-
ción del músculo liso” (GO:0006939; p.adjust = 3,3 × 10−3), la “regulación
de la fagocitosis” (GO:0060099; p.adjust = 1,4 × 10−2) y la “regulación ne-
gativa de la vía de señalización del receptor de andrógenos” (GO:0060766;
p.adjust = 3,1 × 10−2). Todas estas categorías se encontraron en el análisis
GO de Inact-up-DEG pero no en el de Act-up-DEG (Figura 6.16;(Tablas
Suplementarias M. duodecimcostatus S2-4)

Las células de Sertoli desempeñan un papel fundamental en el apoyo
a la espermatogénesis, incluyendo el suministro de nutrientes, el manteni-
miento de las uniones celulares y la regulación de la dinámica de la BTB.
También regulan la entrada de las células germinales en mitosis y meiosis.
Sabemos que la BTB no es funcional en los testículos inactivos de M. duo-
decimcostatus (Lao-Pérez et al., 2021), y de acuerdo con esto, encontramos
un término GO enriquecido en la “regulación negativa de la adhesión cé-
lular”. Durante nuestro análisis, también encontramos varios términos GO
relacionados con rutas moleculares implicadas en la señalización de las cé-
lulas de Sertoli que participan en la regulación de la espermatogénesis y
la dinámica de la BTB (Figura 6.18; (Tabla Suplementaria M. duodecim-
costatus S2), incluyendo la “regulación positiva de las vías de señalización
MAPK” (GO:0043410; p.adjust = 7,0 × 10−3) (Ni et al., 2019), “ERK1 y
ERK2” (GO:0070371; p.adjust = 4,5 × 10−5) (Zhang et al., 2014), “fos-
fatidilinositol 3-cinasa” (GO:0014065; p.adjust = 2,8 × 10−2) (Siu et al.,
2005) y la “regulación de la concentración de iones de calcio citosólico”
(GO:0051480; p.adjust = 2,7 × 10−4) (Gorczynska y Handelsman, 1995).
Todos estos términos se encontraron también en el análisis GO de Inact-
up-DEG (Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S4), entre los que
también encontramos categorías implicadas en el control genético de la

106



6.2. MICROTUS DUODECIMCOSTATUS

Figura 6.17: Análisis de asociación “genes-categorías” usando DEGs
entre testículo activo e inactivo de M.duodecimcostatus, perte-
necientes a la categoría asociada con la espermatogénesis. El co-
lor rojo indica sobre-expresión en el testículo activo y el color azul sobre-
expresión en el testículo inactivo. El tamaño de los círculos sepia es pro-
porcional al número de genes desregulados que representan.
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integridad de la BTB y la espermatogénesis, como la “vía de señalización
canónica WNT” (GO:0060070; p.adjust = 1,8 × 10−5) (López et al., 2019)
y la “respuesta ante el estímulo del factor de crecimiento transformante
β” (GO:0071560; p.adjust = 1,3 × 10−10) (Ni et al., 2019).

Figura 6.18: Análisis de asociación “genes-categorías” usando DEGs
entre testículo activo e inactivo de M.duodecimcostatus, pertene-
cientes a categorías asociadas con rutas moleculares implicadas en
el control de la espermatogénesis y la adhesión celular. El color rojo
indica sobre-expresión en el testículo activo y el color azul sobre-expresión
en el testículo inactivo. El tamaño de los círculos sepia es proporcional al
número de genes desregulados que representan.

El análisis del tipo “genes-categorías” (“gene-concept”) usando cate-
gorías asociadas a rutas moleculares identificadas en nuestro análisis de
términos GO mostró una red muy compleja en la que la vía de señalización
MAPK/ERK ocupaba una posición central, compartiendo muchos genes
con las otras categorías. En este análisis también incluimos el término GO
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“regulación negativa de la adhesión célular” (GO:0022408; p.adjust = 4,5
× 10−2), el cual compartía muchos genes con otras vías de señalización
(Figura 6.18).

La visualización de los DEGs pertenecientes a la ruta KEGG MAPK
(mmu04010) confirmó que los Inact-up-DEGs estaban preferentemente
sobre-expresados en el testículo inactivo en todos los pasos de esta vía
de señalización (Figura 6.19).

Figura 6.19: Visualización de los genes expresados diferencialmente en
la vía de señalización MAPK Comparación entre los testículos activos
e inactivos de M. duodecimcostatus. El color rojo indica activación en los
testículos activos y el color azul en los testículos inactivos.

En conjunto, estos resultados indican que la activación de la vía
de señalización MAPK/ERK, y su interacción con otras vías como
WNT, TGF-β, regulación del Ca2+ citosólico y PI3K desempeña papeles
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importantes en el control de las funciones testiculares durante el ciclo
reproductivo de M. duodecimcostatus, incluyendo la regulación de las
moléculas de adhesión celular.

6.2.3 El testículo inactivo de M. duodecimcostatus pierde
el “inmunoprivilegio” que normalmente opera en un
testículo funcional

En el análisis GO de los DEGs también identificamos varios términos
GO enriquecidos relacionados con la respuesta inmune, (Figura 6.16),
incluyendo “activación de macrófagos” (GO:0042116; p.adjust = 2,6 ×
10−3), “regulación positiva de la respuesta inflamatoria” (GO:0050729;
p.adjust = 4,0 × 10−3) y “regulación de la proliferación de linfocitos”
(GO:0050670; p.adjust = 2,1 × 10−2), entre otros. También encontramos
términos GO asociados con las rutas genéticas implicadas en el control
genético del sistema inmunitario, como “regulación de la producción del
factor de necrosis tumoral” (GO:0032680; p.adjust = 1,5 × 10−2) y
“regulación de la secreción de citoquinas” (GO:0050707; p.adjust = 1,8 ×
10−2; Figura 6.20;(Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S2). Al igual
que antes, todos estos términos se encontraron en el análisis GO de Inact-
up-DEG (Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S4), pero no en el de
Act-up-DEG (Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S3). Un análisis
de asociación “genes-categorías” realizado utilizando estos datos mostró
una red en la que tanto el factor TNF como la producción de citoquinas
comparten muchos genes con otros términos GO. (Figura 6.20).

La visualización de los DEGs pertenecientes al término KEGG “TNF”
(mmu04668) confirmó una mayor abundancia de Inact-up-DEG en todos
los pasos de esta vía de señalización que conduce al reclutamiento y la
activación de los leucocitos (Figura 6.21). El predominio del color azul
en esta figura indica que gran parte de los componentes de esta vía de
señalización se activan durante la regresión testicular, lo que sugiere que la
modulación de la respuesta inmunitaria es un proceso importante durante
la regresión testicular

110



6.2. MICROTUS DUODECIMCOSTATUS

Figura 6.20: Análisis de asociación “genes-categorías” usando DEGs
entre testículo activo e inactivo de M.duodecimcostatus, perte-
necientes a categorías asociadas con la activación del sistema in-
munitario. El color rojo indica sobre-expresión en el testículo activo y el
color azul sobre-expresión en el testículo inactivo. El tamaño de los círculos
sepia es proporcional al número de genes desregulados que representan.
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Figura 6.21: Visualización de los genes expresados diferencialmente de
la vía de señalización del TNF. Comparación entre los testículos activos
e inactivos de M. duodecimcostatus. El color rojo indica sobre-expresión en
los testículos activos y el color azul en los testículos inactivos
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6.3 Talpa occidentalis

6.3.1 Rutas moleculares que controlan la adhesión celular
en el epitelio germinativo y la respuesta inmune están
alteradas en los testículos inactivos de T. occidentalis

En el sur de la Península Ibérica, el topo ibérico, Talpa occidentalis,
se reproduce en invierno (de noviembre a marzo) mientras que no lo
hace en verano (julio-septiembre). Los túbulos testiculares en la época
de reproducción presentan un epitelio seminífero bien estructurado con
abundantes espermatozoides en el lumen. Por el contrario, en la época
no reproductiva, los túbulos testiculares están muy reducidos, el epitelio
seminífero casi ausente, la espermatogénesis está detenida y no se observan
espermatozoides maduros en el lumen (Figura 6.22) (Dadhich et al., 2010,
2013).

Figura 6.22: Regresión testicular en T. occidentalis. Corte histológico de
un testículo activo (A) y otro inactivo (B) de T. occidentalis teñidos con
hematoxilina y eosina. La barra de escala en B representa 100µ en A y B.

Para encontrar diferencias de expresión génica, realizamos RNA-seq
a partir de testículos activos e inactivos de T. occidentalis. El gráfico
de escalamiento multidimensional (MDS plot) mostró que las muestras
correspondiente a la misma época del ciclo estacional se agrupan juntas, lo
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que indica una alteración consistente en el transcriptoma de los testículos
entre las temporadas activas e inactivas (Figura 6.23 arriba)

El análisis de expresión diferencial reveló que 7049 genes estaban
expresados diferencialmente (DEGs) entre ambas condiciones, de los cuales
3684 estaban sobre-expresados en testículos activos (Act-up-DEG) y 3365
infra-expresados en los testículos inactivos (Inact-up-DEG) (FDR < 0,05
y |log2FC| >1;(Tabla suplementaria T. occidentalis S1) (Figura 6.24).

El análisis de ontología génica (GO) de los DEGs mostró un enri-
quecimiento significativo (Padjust < 0,05) en varias categorías, muchas
de ellas asociadas a procesos biológicos que ocurren durante la esper-
matogénesis y espermiogénesis, incluyendo “organización de los cilios”
(GO:0044782; Padjust = 8,04 x 10−22), “movimiento basado en micro-
túbulos” (GO:0007018; Padjust = 1,44 x 10−15), “ciclo celular meióti-
co” (GO:0051321; Padjust = 1,47 x 10−8), “desarrollo de espermátidas”
(GO:0007286; Padjust = 7,1 x 10−5) y “motilidad de los espermatozoides”
(GO:0097722; Padjust = 3,1 x 10−4), entre otros (Figura 6.25; (Tabla su-
plementaria T. occidentalis S2).

Como hemos mencionado, la espermatogénesis está interrumpida en
los testículos de los topos inactivos, y por lo tanto, los altos niveles de
expresión de genes meióticos y postmeióticos encontrados en los testículos
activos en comparación con los inactivos no reflejarán cambios fisiológicos
en la expresión génica, sino diferencias en el contenido de células germina-
les entre los testículos de ambas estaciones. Esta sobrerrepresentación de
genes específicos de células germinales en los testículos activos va a enmas-
carar los cambios en la expresión génica de las células somáticas, que son
las que tienen un papel primordial en el control del ciclo espermatogénico,
en particular el de las células de Sertoli. Para corregir esto, decidimos omi-
tir una serie de marcadores específicos de las células germinales en nuestro
análisis transcriptómico, como se ha descrito en la sección de Material y
Métodos. Al hacer esto, la distancia entre las muestras activas e inactivas
se redujo en el gráfico de escalado multidimensional (Figura 6.23 abajo),
lo que indica que nuestra aproximación elimina las diferencias derivadas
del distinto contenido de células germinales presente en los testículos de
las estaciones activas e inactivas.

Tras esta normalización, identificamos 4327 DEGs, 2272 Act-up-DEGs
y 2055 Inact-up-DEGs (Figura 6.26; (Tabla suplementaria T. occidentalis
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Figura 6.23: Análisis de clusterización de las muestras de testículo.
Gráfico de escala multidimensional de las muestras de testículos activos e
inactivos utilizadas en este estudio antes (arriba) y después (abajo) de la
normalización. Obsérvese que, tras la normalización, se reduce la distancia
entre las muestras activas e inactivas.
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Figura 6.24: Diagrama de dispersión tipo “volcano plot” mostrando
genes con expresión diferencial entre testículos activos e inactivos
de T. occidentalis antes de la normalización. La magnitud del cambio
viene indicada en el eje de abscisas mediante el log2FC entre ambas
condiciones. En el eje de ordenadas se representa el nivel de significación
estadística mediante el -log10(FDR). El color rojo indica sobreexpresión
en los testículos activos y el color azul sobreexpresión en los testículos
inactivos.
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Figura 6.25: Análisis de términos GO usando genes diferencialmente
expresados entre testículos activos e inactivos de T. occidentalis
antes de la normalización

S3). El análisis GO de los DEGs, incluyendo tanto los Act-up-DEGs como
los Inact-up-DEGs, mostró un enriquecimiento significativo (Padjust <
0,05) en una serie de funciones biológicas, muchas de ellas estrechamente
relacionadas (Figura 6.27; (Tablas suplementarias T. occidentalis S4-6).
Entre los más significativos, encontramos términos relacionados con la
adhesión celular del epitelio seminífero, incluyendo “organización de la
matriz extracelular” (GO:0030198; Padjust = 7,13 x 10−19), “ensamblaje
de la unión celular” (GO:0034329; Padjust = 1,2 x 10−8) “adhesión
célula-matriz” (GO:0007160; Padjust = 1 x 10−4) y “ensamblaje de
la adhesión focal” (GO:0048041; Padjust = 1 x 10−2) entre otros.
A continuación, buscamos procesos biológicos relacionados con rutas
moleculares que operan en células de Sertoli adultas y que participan en la
regulación de la espermatogénesis y la dinámica de la BTB y encontramos
términos GO como “regulación de la actividad de la MAP Kinase”
(GO:0043405; Padjust = 1,25 x 10−5) (Ni et al., 2019), “señalización de la
fosfatidilinositol-3-quinasa” (GO:0014065 Padjust = 1,5 x 10−4) (Siu et al.,
2005), “regulación de la actividad GTPasa” (GO:0043087; Padjust = 2,6
x 10−4) (Lui et al., 2003), “cascada ERK1 y ERK2”(GO:0070371, Padjust
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= 1,4 x 10−3) (Zhang et al., 2014), “regulación de la concentración de
iones calcio citosólicos” (GO:0051480; Padjust = 1,8 x 10−3; (Gorczyńska-
Fjälling, 2004), “respuesta al factor de crecimiento transformante beta”
(GO:0071559; Padjust = 2,2 x 10−3) (Ni et al., 2019) y “señalización
mediada por AMPc” (GO:0019933; Padjust = 7 x 10−3) (Fix et al., 2004).
El análisis de asociación “genes-categorías” (“gene-concept”) utilizando
estos datos dio como resultado una gran red en la que la ruta de
señalización MAPK/ERK1/2 ocupaba una posición central compartiendo
muchos genes con las otras rutas moleculares y con el proceso biológico
“ensamblaje de la unión celular” (Figura 6.28).

Figura 6.26: Diagrama de dispersión tipo “volcano plot” mostrando
genes con expresión diferencial entre testículos activos e inactivos
de T. occidentalis después de la normalización. La magnitud del
cambio viene indicada en el eje de abscisas mediante el log2FC entre ambas
condiciones. En el eje de ordenadas se representa el nivel de significación
estadística mediante el -log10(FDR). El color rojo indica sobreexpresión
en los testículos activos y el color azul sobreexpresión en los testículos
inactivos.

El análisis GO también reveló un enriquecimiento en genes que parti-
cipan en la respuesta inmunitaria (Figura 6.27), entre los que se incluyen
la “regulación positiva de la actividad del factor de transcripción NF-
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Figura 6.27: Análisis de términos GO usando genes diferencialmente
expresados entre testículos activos e inactivos de T. occidentalis
después de la normalización

kappaB” (GO:0051092; Padjust = 7. 7 x 10−5), “activación de macrófagos”
(GO:0042116; Padjust = 1 x 10−3), “producción de citoquinas de la super-
familia del factor de necrosis tumoral” (GO:0071706; Padjust = 6 x 10−3),
“regulación de la diferenciación de leucocitos” (GO:1902105; Padjust = 2 x
10−2), “regulación de la respuesta inflamatoria” (GO:0050727; 3. 8 x 10−2)
y “regulación de la respuesta al estímulo de citoquinas” (GO:0060759; Pad-
just = 4 x 10−2). Todos estos términos se encontraron también en la lista
Inact-up-DEG (Tabla Suplementaria T. occidentalis S6), pero no en la
lista Act-up-DEG (Tabla Suplementaria T. occidentalis S5). El análisis de
asociación “genes-categorías” con estos datos mostró una red en la que
tanto el TNF como la señalización NF-KappaB comparten muchos genes
con procesos biológicos implicados en la activación del sistema inmunita-
rio (Figura 6.29). Los genes que forman esta red estaban preferentemente
sobre-expresados en los testículos inactivos (puntos azules de la Figura
6.29), lo que indica que en los testículos inactivos el sistema inmunitario
está activado.
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Figura 6.28: Cnetplot de varios términos GO significativamente enri-
quecidos asociados a varias rutas moleculares. El color rojo indica
sobre-expresión en el testículo activo y el color azul sobre-expresión en el
testículo inactivo. El tamaño de los círculos sepia es proporcional al núme-
ro de genes desregulados que representan.
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Figura 6.29: Cnetplot de varios términos GO significativamente en-
riquecidos asociados a la activación del sistema inmunitario. El
color rojo indica sobre-expresión en el testículo activo y el color azul sobre-
expresión en el testículo inactivo. El tamaño de los círculos sepia es pro-
porcional al número de genes desregulados que representan.
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6.3.2 Cambios transcriptómicos al inicio de la regresión
testicular en Talpa occidentalis

Nuestro análisis anterior reveló que varias rutas moleculares están alte-
radas en los testículos inactivos cuando se comparan con los activos, sin
embargo, estos resultados pueden no ser indicativos de los procesos bio-
lógicos que son inicialmente responsables de la regresión de los testículos
activos. En el topo, la regresión testicular se produce durante los meses
de primavera (abril-mayo), cuando los túbulos testiculares comienzan a
regresionar, el epitelio germinativo se desorganiza, y tiene lugar una des-
camación masiva de las células germinales meióticas y postmeióticas del
compartimento adluminal (Figura 6.30) (Dadhich et al., 2010, 2013).

Figura 6.30: Inicio de la regresión testicular en T. occidentalis. Corte
histológico de un testículo activo (A), otro en proceso de regresión (inac-
tivando) y otro inactivo (C) de T. occidentalis teñidos con hematoxilina y
eosina. Fíjese en el tamaño intermedio de los túbulos seminíferos del tes-
tículo en regresión. La barra de escala en C representa 100µ en A, B y C.

Debido a esto, capturamos topos en abril y generamos transcriptomas
de testículos que estaban llevando a cabo el proceso de regresión (inacti-
vando). El gráfico de escalamiento multidimensional mostró que las mues-
tras correspondientes a la misma estación reproductiva se agrupan juntas,
y que las muestras inactivando se sitúan entre las activas y las inactivas.
En este gráfico, la separación de las muestras inactivando de los activos
es menor que con la de los inactivos, confirmando que obtuvimos trans-
criptomas correspondientes a testículos que se encontraban en el inicio del
proceso de regresión (Figura 6.31). El análisis de expresión diferencial en-
tre testículos activos e inactivos identificó 452 DEGs, de los cuales 245 eran
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Act-up-DEGs y 207 Inact-up-DEGs (FDR < 0,05 y |log2FC| >1; (Figura
6.32; (Tabla suplementaria T. occidentalis S7), un número mucho menor
que el número de DEGs entre testículos activos e inactivos (ver arriba).
De estos 452 DEGs, 446 también tenían expresión diferencial entre los
testículos activos e inactivos. Todos los genes que estaban sobre-regulados
en los testículos activos en una comparación (activo/inactivo) también lo
estaban en la otra (activo/inactivando). Lo mismo ocurrió con los genes
sobre-regulados en los testículos inactivos e inactivando (Figura 6.33; ver
log2FCs en la (Tabla suplementaria T. occidentalis S8). En general, la
amplitud de los cambios en la expresión génica entre la comparación acti-
vo/inactivo fue mayor que en la comparación activo/inactivando (Figura
6.33, nótese que los log2FCs varían entre -5 y 9 en el primer caso (eje x),
y entre -3 y 3 en el segundo (eje y); (Tabla suplementaria T. occidentalis
S8). Esto también se pudo comprobar por el hecho de que para la mayo-
ría de los genes la magnitud del cambio en la expresión génica (|log2FC|)
es mayor en la comparación activo/inactivo que en la comparación acti-
vo/inactivando (puntos rojos en la Figura 6.33; (Tabla suplementaria T.
occidentalis S8).

El análisis de GO de los DEGs entre los testículos activos y los
inactivos reveló un enriquecimiento significativo (Padjust < 0,05) en
una serie de procesos biológicos (Figura 6.34; (Tabla suplementaria T.
occidentalis S9), entre ellos “organización de la matriz extracelular”
(GO:0030198; Padjust = 1 x 10−2), “regulación del ensamblaje de la unión
celular” (GO:1901888; Padjust = 4 x 10−2), “regulación de la cicatrización
de heridas” (GO:0061041; 4,3 x 10−2) y “diferenciación de leucocitos
mieloides” (GO:0002573; Padjust = 4,5 x 10−2). Estas categorías también
se identificaron en el análisis de GO de los testículos activos e inactivos,
aunque en este caso el enriquecimiento era más significativo (menor
Padjust) y el número de DEGs era mucho mayor (Figura 6.27; (Tabla
suplementaria T. occidentalis S4). No encontramos ningún término GO
significativamente enriquecido asociado a ninguna ruta de señalización.
Por ello, decidimos buscar DEGs entre los testículos activos e inactivos en
los términos GO correspondiente a rutas moleculares identificadas en el
análisis anterior (Figura 6.27; (Tabla suplementaria T. occidentalis S4).
De esta manera encontramos 15 genes pertenecientes a la “regulación
de la actividad MAP quinasa” (GO:0043405), 14 genes a la “cascada
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Figura 6.31: Análisis de clusterización de las muestras de testículo.
Gráfico de escala multidimensional de las muestras de testículos activos,
inactivando e inactivos utilizadas en este estudio. Obsérvese que las
muestras correspondientes a la misma estación reproductiva se agrupan
juntas, y que las muestras inactivando se situan entre las activas y las
inactivas.
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Figura 6.32: Diagrama de dispersión tipo “volcano plot” mostrando
genes con expresión diferencial entre testículos activos y en
activación de T. occidentalis. La magnitud del cambio viene indicada
en el eje de abscisas mediante el log2FC entre ambas condiciones. En el eje
de ordenadas se representa el nivel de significación estadística mediante el
-log10(FDR). El color rojo indica sobreexpresión en los testículos activos y
el color azul sobreexpresión en los testículos inactivos.
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Figura 6.33: Diagrama de dispersión comparando los log2FC obtenidos
tras la expresión génica diferencial entre los testículos activos/i-
nactivos frente a la de los testículos activos/inactivos.

ERK1 y ERK2” (GO:0070371), 11 a la “respuesta al factor de crecimiento
transformante beta” (GO:0071559) y 10 a la “regulación de la actividad
GTPasa” (GO:0043087; Tabla suplementaria T. occidentalis S10). El
análisis de asociación “genes-categorías” con estos DEGs reveló una red
de interacción en la que se podían encontrar genes compartidos por
varias categorías (Figura 6.35). En conjunto, estos resultados indican que
durante la regresión de los testículos los genes pertenecientes a varias
rutas moleculares empiezan a estar desregulados, y cuando el proceso de
regresión avanza, estas rutas genéticas sufren una desregulación mucho
más severa que es responsable del mantenimiento del estado de regresión
de los testículos inactivos de T. occidentalis. En este proceso la ruta
de señalización molecular MAPK/ERK1/2 parece desempeñar un papel
esencial.
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Figura 6.34: Análisis de términos GO usando genes diferencialmente
expresados entre testículos activos e inactivando de T. occiden-
talis después de la normalización

Figura 6.35: Cnetplot de varios DEGs pertenecientes a varias rutas
moleculares. El color rojo indica sobre-expresión en el testículo activo y el
color azul sobre-expresión en el testículo inactivo. El tamaño de los círculos
sepia es proporcional al número de genes desregulados que representan.
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6.3.3 Análisis transcriptómico de la espermatogénesis tem-
prana en el testículo inactivo de Talpa occidentalis

A continuación investigamos la expresión génica en las células germina-
les existentes en el testículo regresionado. En consonancia con nuestras
observaciones anteriores, la doble inmunofluorescencia para DMRT1, un
marcador de células de Sertoli y espermatogonias, y para DMC1, un mar-
cador de espermatocitos en cigoténe y paquitene temprana, reveló que
en los testículos inactivos las espermatogonias están activamente prolife-
rando y que un número reducido de espermatocitos alcanza el estadio de
paquitene temprana (Figura 6.36) (Dadhich et al., 2011).Debido a esto,
decidimos estudiar el perfil de expresión de células que se encontraban
en los primeros estadios de la espermatogénesis en los testículos activos e
inactivos del topo ibérico. Para ello utilizamos la firma de expresión génica
de clústeres espermatogénicos identificada por Hermann et al. (Hermann
et al., 2018), asignando genes expresados diferencialmente entre los tes-
tículos activos e inactivos (Tabla suplementaria T. occidentalis S1) a cada
uno de los clústeres espermatogénicos tempranos, desde espermatogonia
indiferenciada hasta paquitene (Tabla suplementaria T. occidentalis S11).
Dentro de estos grupos, el número de genes sobre-expresados en el testícu-
lo activo aumentaba a medida que la espermatogénesis progresaba, y en
paquitene la mayoría de los DEGs estaban sobre-expresados en los testícu-
los activos (Figura 6.37), lo que es probablemente es una consecuencia del
mayor número de espermatocitos en paquitene en los testículos activos, y
por lo tanto, no refleja cambios en la expresión génica.

La comparación de temas biológicos obtenidos al analizar los Act-up-
DEGs entre los diferentes clústeres (excluyendo el clúster de paquitene)
reveló la existencia de un enriquecimiento de términos asociados a “po-
liubiquitinación de proteínas” (GO:0000209), “modificación covalente de
la cromatina” (GO:0016569), “regulación de la organización cromosómica”
(GO:0033044) y “metilación del ADN” (GO:0006306) en espermatogonias.
A partir del estadio de espermatogonia diferenciada se identificaron cate-
gorías GO asociadas a la meiosis, incluyendo “segregación de cromosomas
nucleares” (GO:0098813) y “división nuclear meiótica” (GO:0140013) en-
tre otras (Figura 6.38; (Tabla suplementaria T. occidentalis S12). Dado
que estos últimos procesos biológicos no ocurren en las gónadas inactivas,
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Figura 6.36: Análisis de las células germinales en el testículo inactivo
de T. occidentalis. Doble inmunofluorescencia para DMRT1 (verde),
marcador de las células de Sertoli y de la espermatogonias, y para DMC1
(rojo), marcador de espermatocitos en cigotene y paquitene temprana.
En los testículos inactivos (A) las espermatogonias están activamente
proliferando mientras que en los inactivos (B) sólo un número reducido
de espermatocitos alcanza el estadio de paquitene temprana. Los núcleos
se han teñido con DAPI. La barra de escala en B representa 50µ en A y B.

la expresión diferencial encontrada para estos genes es de nuevo proba-
blemente una consecuencia del diferente contenido de células germinales
de los testículos activos e inactivos. La comparación de temas biológicos
de los Inact-up-DEGs mostró un enriquecimiento en procesos biológicos
generales como la “orientación cotranslacional de proteínas a la membra-
na” (GO:0006613), la “localización de proteínas al retículo endoplásmico”
(GO:0070972) y la “respiración celular” (GO:0045333) entre otros (Figura
6.39; Tabla suplementaria T. occidentalis S13).

6.4 Análisis comparativo de rutas moleculares
desreguladas en testículos inactivos de Tal-
pa occidentalis y de Microtus duodecimcos-
tatus.

Una vez finalizado el análisis transcriptómico de gónadas activas e
inactivas tanto de Talpa occidentalis como de Microtus duodecimcostatus
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Figura 6.37: Análisis de las células germinales en el testículo inactivo
de T. occidentalis Donde se representa el número de genes que están
desregulados entre testículo activo e inactivo asignados a cada uno de
los tipos celulares de las primeras etapas del ciclo espermatogénico. El
color rojo indica sobre-expresión en el testículo activo y el color azul
sobre-expresión en el testículo inactivo. Und. Spgonia1: espermatogonia
indiferenciada 1; Und. Spgonia2: espermatogonia indiferenciada 2; Diff.
Spgonia: espermatogonia diferenciada; Pre-Lep Scyte: espermatocito en
pre leptotene; Lep-Zyg Scyte: espermatocito entre los estadios leptotene
y cigotene; Pach Scyte: espermatocito en paquitene
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Figura 6.38: Comparación de temas biológicos obtenidos al analizar
los Act-up-DEGs entre diferentes clústeres de células germina-
les. Und. Spgonia1: espermatogonia indiferenciada 1; Und. Spgonia2: es-
permatogonia indiferenciada 2; Diff. Spgonia: espermatogonia diferenciada;
Pre-Lep Scyte: espermatocito en pre leptotene; Lep-Zyg Scyte: espermato-
cito entre los estadios leptotene y cigotene.
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Figura 6.39: Comparación de temas biológicos obtenidos al analizar los
Inact-up-DEGs entre diferentes clústeres de células germinales.
Und. Spgonia1: espermatogonia indiferenciada 1; Und. Spgonia2: esperma-
togonia indiferenciada 2; Diff. Spgonia: espermatogonia diferenciada; Pre-
Lep Scyte: espermatocito en pre leptotene; Lep-Zyg Scyte: espermatocito
entre los estadios leptotene y cigotene.
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comparamos ambos resultados para ver si existían rutas moleculares que
estuviesen afectadas los testículos inactivos de ambas especies. Para ello,
inicialmente buscamos genes que estuvieran sobre-regulados bien en los
testículos activos o bien en los inactivos de ambas especies al mismo
tiempo (FDR < 0,05 y |log2FC| >1), e identificamos 1529 genes, 629
Act-up-DEG y 900 Inact-up-DEG (Tabla suplementaria T. occidentalis
S14). Para estos genes generamos una gráfica en la que representamos
el log2FC de una especie frente a la otra y encontramos que existía
una correlación lineal entre ambos conjuntos de datos (Figura 6.40;
test de correlación de Pearson, cor.coeff = 0,85; p-valor < 2,2 x 10−16)
indicando que existían alteraciones comunes en la expresión génica en los
testículos regresionados de ambas especies. El análisis GO de los DEGs
reveló un enriquecimiento significativo (Padjust < 0,05) en una serie de
procesos biológicos, la mayoría de ellos también identificados en nuestros
análisis anteriores (Figura 6.41; Tabla suplementaria T. occidentalis S15),
incluyendo “organización de la matriz extracelular” (GO:0030198; Padjust
= 1,27 x 10−12) y “ensamblaje de la unión celular” (GO:0034329; Padjust
= 1,1 x 10−3). También encontramos términos GO asociados a rutas
moleculares que también se han identificado en análisis anteriores, como
“regulación de la actividad de la MAP quinasa” (GO:0043405; Padjust
= 2,56 x 10−6), “respuesta al factor de crecimiento transformante beta”
(GO:0071559; Padjust = 2. 6 x 10−4), “regulación de la actividad
GTPasa” (GO:0043087; Padjust = 2,4 x 10−3), “cascada ERK1 y ERK2”
(GO:0070371; Padjust = 1,86 x 10−3), “señalización de la fosfatidilinositol
3-quinasa” (GO:0014065; Padjust = 4,6 x 10−4) y “regulación de la
concentración de iones de calcio citosólico” (GO:0051480; Padjust = 5,3 x
10−3). El análisis de asociación “genes-categorías” reveló una compleja red
de interacción con genes compartidos por varias categorías (Figura 6.42).

Además, también identificamos varias categorías GO enriquecidas re-
lacionadas con la activación del sistema inmunitario (Figura 6.43; Ta-
bla suplementaria T. occidentalis S15), incluyendo “regulación positiva de
la actividad del factor de transcripción NF-kappaB” (GO:0051092; Pad-
just = 1. 5 x 10−5), “regulación positiva de la producción de citoqui-
nas” (GO:0001819; Padjust = 1,3 x 10−3), “activación de macrófagos”
(GO:0042116; Padjust = 7,9 x 10−3), “regulación de la producción de ci-
toquinas de la superfamilia del factor de necrosis tumoral” (GO:1903555;
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Figura 6.40: Diagrama de dispersión comparando los log2FC de los
DEGs entre testículos activos e inactivos de T. occidentalis frente
a los de M. duodecimcostatus

Figura 6.41: Análisis de términos GO de genes que se encuen-
tran diferencialmente expresados en ambos, T. occidentalis y
M.duodecimcostatus
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Padjust = 5,4 x 10−3) y “regulación de la diferenciación de leucocitos”
(GO:1902105; 1,5 x 10−2). El análisis de asociación “genes-categorías” de
estos términos reveló de nuevo una red cooperativa en la que la mayoría
de los genes estaban sobre-expresados en los testículos inactivos (puntos
azules en la Figura 6.43), lo que indica que la activación del sistema in-
munitario es una característica común en los testículos involucionados de
ambas especies.

Figura 6.42: Análisis de asociación “genes-categorías” usando DEGs
de ambos, T. occidentalis y M.duodecimcostatus, pertenecientes
a varias rutas moleculares. El color rojo indica sobre-expresión en el
testículo activo y el color azul sobre-expresión en el testículo inactivo.
El tamaño de los círculos sepia es proporcional al número de genes
desregulados que representan.
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Figura 6.43: Análisis de asociación “genes-categorías” usando DEGs
de ambos, T. occidentalis y M.duodecimcostatus, pertenecientes
a categorías asociadas con el sistema inmunitario. El color rojo
indica sobre-expresión en el testículo activo y el color azul sobre-expresión
en el testículo inactivo. El tamaño de los círculos sepia es proporcional al
número de genes desregulados que representan.
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7. Discusión

7.1 Regresión testicular en Hemiechinus auritus

La regresión testicular es el proceso por el que los machos de las especies
con reproducción estacional inactivan sus gónadas antes de entrar en el
periodo de quiescencia del ciclo reproductivo anual. Esto suele producirse
cuando el periodo no reproductivo es lo suficientemente largo, ya que en
este caso la interrupción la espermatogénesis compensa el coste energético
que supone llevar a cabo los procesos de regresión y activación testicular
(Jiménez et al., 2015). Actualmente se han estudiado varios mamíferos
con reproducción estacional y una de las primeras conclusiones que se
obtiene es que es evidente que no existe un mecanismo único de regresión
testicular. Los estudios realizados hasta el momento han identificado dos
procesos celulares principales por los que se eliminan masivamente las
células germinales: la apoptosis y la descamación de células germinales
(Jiménez et al., 2015). Sin embargo, deben estudiarse más especies para
determinar la prevalencia relativa de cada uno de estos procesos celulares,
y, tal vez, descubrir nuevos mecanismos de regresión testicular. En la
presente tesis doctoral hemos realizado el primer estudio exhaustivo de
los cambios circanuales que afectan a los testículos del erizo orejudo H.
auritus. Nuestros resultados muestran que en esta especie el principal
efector de regresión testicular es la descamación de las células germinales,
como se ha descrito previamente tanto en el topo ibérico T. occidentalis
(Dadhich et al., 2013) como en el gran armadillo peludo C. villosus
(Luaces et al., 2014; González et al., 2018). La presencia de abundantes
espermatocitos primarios (principalmente en cigotene y paquitene) en
el lumen, tanto de los túbulos seminíferos como de los epidídimos,
indica que las células meióticas inmaduras se desprenden precozmente del
epitelio seminífero. Posteriormente, estas células germinales que se han
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desprendido son eliminadas a través de la sección distal del tracto genito-
urinario. Esto es coherente con la desorganización de la distribución de
moléculas de adhesión celular que se observa en los túbulos seminíferos de
los testículos que se están inactivando y de los inactivos.

La apoptosis es un proceso esencial que ocurre normalmente en los
testículos fértiles funcionales. Facilita la regulación de la densidad de
la población de espermatogonias y salvaguarda la integridad genética
del gameto masculino, eliminando las células incapaces de superar los
controles de calidad meiótica derivadas de una inadecuada sinapsis
cromosómica (Pastor et al., 2011; McClusky, 2012; Shukla et al., 2012;
Tripathi et al., 2009). Además, se ha demostrado que la apoptosis es el
proceso celular responsable de la regresión testicular estacional en muchas
especies de tetrápodos, incluidos algunos mamíferos (Morales et al., 2007;
Pastor et al., 2011; Young y Nelson, 2001; Strbenc et al., 2003; Blottner
et al., 1995; Furuta et al., 1994; Morales et al., 2002; Seco-Rovira et al.,
2014). Sin embargo, al igual que en el corzo, Capreolus capreolus (Blottner
et al., 2007), el topo ibérico T. occidentalis (Dadhich et al., 2010), y el
gran armadillo peludo, C. villosus (Luaces et al., 2014), encontramos que
la apoptosis no es la causa principal de la pérdida de células germinales
en el testículo en regresión de H. auritus. La baja abundancia de células
apoptóticas en los testículos en regresión apoya este hallazgo. Sin embargo,
al igual que en el topo, la apoptosis juega un papel importante en los
testículos inactivos de H. auritus, al eliminar todos los espermatocitos
primarios que alcanzan el estadio de paquitene.

Este proceso de eliminación de espermatocitos mediado por la apop-
tosis es necesario porque el inicio de la meiosis no se interrumpe en los
testículos inactivos de esta especie de erizo. La presencia tanto de túbulos
seminíferos que contienen células positivas para DMC1, como de otros que
carecen de ellas, en los testículos inactivos (al igual que en los activos), un
hallazgo también descrito en el topo ibérico (Dadhich et al., 2011), sugiere
que el ritmo de entrada de la meiosis, que determina a su vez el ritmo del
ciclo espermatogénico, se mantiene en los testículos de los machos inac-
tivos de estas especies. Esto, a su vez, implica que los mecanismos que
controlan el inicio de la meiosis siguen siendo funcionales en los testículos
inactivos.

Alternativamente, los machos de otras especies que detienen comple-
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tamente el inicio de la meiosis, muestran testículos que contienen sólo
células de Sertoli y espermatogonias durante la época no reproductiva.
Esta última estrategia es mucho más eficiente y menos costosa en térmi-
nos energéticos para mantener los testículos estériles durante el periodo de
descanso, y se esperaría que existieran más especies en las que los machos
no reproductores detuvieran completamente la entrada de la meiosis. Pa-
radójicamente, la primera estrategia es más frecuente en los tetrápodos.
Por ejemplo, el inicio de la meiosis se mantiene en los testículos inacti-
vos del tritón de vientre rojo japonés Cynops pyrrhogaster (Yazawa et al.,
2000), el zorro plateado Vulpes vulpes (Andersen Berg et al., 2001), el
hámster sirio Mesocricetus auratus (Morales et al., 2007, 2002), la tortu-
ga china de caparazón blando Pelodiscus sinensis (Zhang et al., 2008),
y el cuervo silvestre japonés Corvus macrorhynchos (Islam et al., 2012)
así como en el erizo de orejas largas H. auritus (presente trabajo), entre
otros. Por otro lado, la inhibición completa de la entrada en la meiosis
ocurre en los machos inactivos del ratón de patas blancas Peromyscus leu-
copus (Young et al., 1999), el estornino europeo Sturnus vulgaris (Young
y Nelson, 2001), el gran armadillo peludo Chaetophractus villosus (Luaces
et al., 2014, 2013) y el topillo mediterráneo, Microtus duodecimcostatus
(Lao-Pérez et al., 2021). La presencia de ambas estrategias en al menos
dos clases (mamíferos y aves) de la superclase Tetrapoda, así como en
diferentes clados dentro de estas clases, sugiere que ambos procesos pue-
den haber aparecido repetidamente durante la evolución de estos taxones.
Según la teoría de Wright sobre cimas adaptativas (Wright, 1932), las es-
pecies que adoptan la estrategia de inhibición meiótica completa estarían
ocupando un pico adaptativo más alto que el de las especies que conservan
cierta actividad meiótica, pero estas especies no podrían beneficiarse de
la otra estrategia, pasando de un pico al otro, porque esto requeriría una
pérdida transitoria de eficacia biológica. Esto explicaría la persistencia de
tantas especies que conservan cierta actividad meiótica durante la época
no reproductiva.

Una característica común de la regresión testicular estacional es la
permeabilidad de la barrera hemato-testicular (BTB), un complejo de
uniones especializadas que define un compartimento adluminal y otro
basal en el epitelio germinativo y preserva las células germinales meióticas
y postmeióticas (situadas en el compartimento adluminal) de la acción
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del sistema inmunitario (Kaur et al., 2014; Stanton, 2016). Los cambios
estacionales en la permeabilidad de la BTB se han comprobado mediante
experimentos con trazadores moleculares en tres especies de mamíferos: el
visón Mustela vison (Pelletier, 1988), el hámster ruso Phodopus sungorus
(Tarulli et al., 2008) y el topo ibérico T. occidentalis (Dadhich et al., 2013).
En todos ellos se demostró que la BTB pierde su impermeabilidad durante
el proceso de regresión testicular. No pudimos realizar experimentos de
rastreo molecular in vivo con los erizos incluidos en este estudio, pero
el patrón de expresión desorganizado observado para CLDN11 en los
testículos de los machos inactivos de esta especie se asemeja claramente
a lo que describimos previamente en el topo, y sugiere que la BTB del
testículo de H. auritus también se vuelve permeable durante la regresión
estacional.

Tras la identificación de la descamación de las células germinales
como el principal efector de la regresión testicular en el topo ibérico T.
occidentalis (Dadhich et al., 2013), este mecanismo se describió también
en el gran armadillo peludo C. villosus (Luaces et al., 2014, 2013). Aquí
hemos puesto de manifiesto que este proceso celular también opera en
el erizo orejudo H. auritus, sugiriendo así que podría ser relativamente
común en los mamíferos. El proceso de regresión testicular de esta
especie de erizo es similar al descrito para el topo, ya que incluye 1) la
descamación masiva de las células germinales meióticas y postmeióticas,
2) la irrelevancia de la apoptosis durante la regresión, 3) la expresión
desorganizada de las moléculas de adhesión celular, 4) el inicio persistente
de la meiosis, 5) la apoptosis de los espermatocitos en paquitene, y
6) la probable permeabilidad de la BTB. La única diferencia notable
entre estas dos especies es reorganización del tejido intersticial durante la
regresión testicular. En el topo, las células de Leydig forman una matriz
celular densa y continua que ocupa la mayor parte del volumen testicular
inactivo (Dadhich et al., 2013), fenómeno que no se observa en el erizo.
Por otro lado, el armadillo muestra algunas diferencias significativas con
respecto al topo y al erizo. Tres rasgos principales son característicos en
el armadillo pero no en las otras dos especies: 1) las células descamadas
mueren posteriormente por apoptosis, 2) las células de Sertoli fagocitan
las células germinales residuales en las últimas etapas de la regresión, y 3)
el inicio de la meiosis está completamente abolido en el testículo inactivo.
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Refiriéndonos a las pocas especies de mamíferos estudiadas antes de 2013,
sugerimos un posible origen filogenético para las diferencias entre especies
señaladas en el proceso de regresión testicular, ya que las especies con
mecanismos basados en la apoptosis (el hámster sirio M. auratus (Seco-
Rovira et al., 2014)) pertenecen al superorden Euarchontoglires, mientras
que aquellas con regresión testicular no basada en la apoptosis (el corzo C.
capreolus (Blottner et al., 2007) y el topo ibérico T. occidentalis (Dadhich
et al., 2010) pertenecen al superorden Laurasiateria (Dadhich et al., 2013).
Otras evidencias indican que tanto el gran armadillo peludo (Luaces et al.,
2014) como el erizo de orejas largas (presente trabajo), al igual que el
topo (Dadhich et al., 2013), presentan un proceso de regresión testicular
basado en la descamación de las células germinales, y también pertenecen
al superorden Laurasiateria. Además, tanto el topo como el erizo tienen
un mecanismo de regresión testicular muy similar y pertenecen al orden
Eulipotyphla, mientras que el armadillo, que presenta más diferencias a
este respecto, pertenece al orden Cingulata. Por lo tanto, los datos actuales
apoyan un origen filogenético para las diferencias entre clados observadas
en el proceso de regresión testicular y sugieren que probablemente exista
una alta tasa de variación para este proceso. Es necesario el estudio de un
mayor número de especies para arrojar luz sobre esta cuestión.

7.2 Rutas moleculares alteradas en los testículos
inactivos de Microtus duodecimcostatus

En los párrafos anteriores hemos puesto de manifiesto que existen muchas
diferencias específicas de cada especie que hacen muy difícil establecer un
mecanismo general de regresión testicular en mamíferos. En este contexto,
el estudio de las diferencias a nivel de expresión génica entre testículos
activos e inactivos en distintas especies ayudará a explicar qué mecanismos
y rutas génicas se conservan, y cuáles son específicos de cada especie.
Aquí presentamos el primer estudio exhaustivo de los transcriptomas
de testículos activos e inactivos en una especie de mamífero, y hemos
identificado varios procesos biológicos y rutas de señalización que se
alteran durante la regresión testicular.

Como se esperaba, encontramos que los genes implicados en la
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promoción de la espermatogénesis están preferentemente sobre-expresados
en los testículos activos. Muchos de ellos se expresan en las células
germinales y, como hemos mencionado anteriormente, es probable que
esta sobre-expresión sea consecuencia de la diferente cantidad de células
germinales que contienen ambos tipos de gónadas. Sin embargo, también
encontramos marcadores de células de Sertoli implicados en la regulación
de la espermatogénesis, como SOX9 y SOX8 (Barrionuevo et al., 2016),
WT1 (Rao et al., 2006) y GATA4 (Chen et al., 2015), que estaban sobre-
expresados en los testículos inactivos. Previamente hemos demostrado que
SOX9 pierde su patrón de expresión dependiente del ciclo espermatogénico
en los testículos inactivos de M. duodecimcostatus, hecho que también
ocurre en los testículos inactivos del topo ibérico, T. occidentalis, donde
también está sobre-expresado (Dadhich et al., 2011). Dado que este
factor de transcripción está implicado en la regulación de la expresión
de moléculas de adhesión celular (Barrionuevo et al., 2016), puede tener
un papel importante en el control de la espermatogénesis mediado por
las células de Sertoli durante la reproducción estacional, regulando la
expresión de moléculas implicadas en la formación y función del BTB.

Encontramos que las rutas de señalización MAPK/ERK1/2, WNT,
TGF-β, Ca2+ citosólico y PI3K están desreguladas en el testículo inactivo
de M. duodecimcostatus. Todas estas rutas operan en las células de
Sertoli y están implicadas en la regulación de la espermatogénesis y
en la dinámica de las uniones estrechas y adherentes presentes en
la BTB (Ni et al., 2019; Siu et al., 2005; Yan et al., 2008; Franchi
y Camatini, 1985; Wong y Cheng, 2005; Xia et al., 2006; Itman y
Loveland, 2008; Li et al., 2009; Wang et al., 2019). Nuestro análisis
demostró que MAPK/ERK1/2, una ruta de señalización necesaria para
la proliferación celular mitótica y meiótica (Almog y Naor, 2008; Wong
y Cheng, 2005; Wang et al., 2019), desempeña un papel central en este
proceso. Encontramos que 89 genes pertenecientes a la vía de señalización
MAPK/ERK1/2 estaban sobre-regulados en los testículos inactivos (Tabla
Suplementaria M. duodecimcostatus S4), y que muchos de estos genes
también son compartidos por otras vías desreguladas (Figura 6.18), lo que
indica que todas estas vías de señalización probablemente desempeñan
papeles importantes en la regulación de la producción de gametos por
parte de las células de Sertoli durante la reproducción estacional. Estudios
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anteriores han demostrado que la testosterona modula la actividad de la
ruta de señalización MAPK/ERK en las células de Sertoli a través de una
ruta no clásica del receptor de andrógenos (AR), como lo demuestra la
activación de esta ruta tanto en un modelo de supresión de testosterona
que resulta en el agotamiento de las células germinales (Wong y Cheng,
2005), como en células de Sertoli cultivadas en ratas estimuladas con
testosterona (Fix et al., 2004; Cheng et al., 2007). Además, la testosterona
también puede modular otras rutas como la concentración citosólica de
Ca2+ en las células de Sertoli (Lyng et al., 2000). En conjunto, estos datos
indican que la disminución de los niveles séricos de testosterona en los
machos inactivos de M. duodecimcostatus afecta a la regulación por parte
de las células de Sertoli de varias rutas moleculares interconectadas que
conducen a 1) alteraciones del ciclo espermatogénico, 2) desregulación
de las moléculas de adhesión célular y 3) alteración de la dinámica
de la BTB. En conclusión, nuestros resultados sugieren que la ruta de
señalización MAPK/ERK desempeña un papel central como mediador
entre la señalización de la testosterona y la función de las células de Sertoli.

El testículo está sometido a un entorno inmunológico especial conocido
como inmuno-privilegio que protege a las células germinales de un ataque
autoinmune. Este inmuno-privilegio se basa en a) la formación de la BTB
en el epitelio germinativo, b) la capacidad disminuida de la población de
macrófagos testiculares para montar una respuesta inflamatoria y c) la ex-
presión constitutiva de citoquinas antiinflamatorias por parte de las células
inmunitarias y otras células somáticas (Fijak y Meinhardt, 2006; Li et al.,
2012; Zhao et al., 2014). En condiciones fisiológicas normales, los macrófa-
gos testiculares presentan una respuesta inflamatoria relativamente baja y
unas propiedades inmunosupresoras elevadas en comparación con los ma-
crófagos de otros tejidos, tal y como demuestra una capacidad reducida de
sintetizar IL-1β y TNF-α (Hayes et al., 1996; Kern et al., 1995). Nuestro
análisis transcriptómico indicó que la población de macrófagos estaba acti-
vada en el testículo inactivo de M. duodecimcostatus (Figura 6.20) y 6.21).
Además de los macrófagos, los linfocitos T que existen en los espacios in-
tersticiales del testículo, incluyendo células T asesinas naturales (NK) y
células T reguladoras CD4+CD25+ (Tregs), también juegan un papel im-
portante en la supresión inmunitaria. En particular esta última población
celular (Tregs) tiene una potente acción inmunosupresora que contribuye
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al entorno tolerogénico del testículo (Wheeler et al., 2011). Nuestro análisis
mostró que las células T también se activaron en los testículos inactivos de
M. duodecimcostatus (Tabla Suplementaria M. duodecimcostatus S4). Por
lo tanto, si consideramos estos resultados, junto con las observaciones de
que 1) los niveles de testosterona se redujeron en los machos sexualmente
inactivos de M. duodecimcostatus, 2) la testosterona induce una reducción
de las citoquinas pro-inflamatorias en los macrófagos (incluyendo TNF-α)
(D’Agostino et al., 1999), 3) los genes pertenecientes a la vía del TNF
y a la secreción de citoquinas estaban sobre-expresados en los testículos
inactivos de M. duodecimcostatus (Figura 6.20 (Tablas Suplementarias M.
duodecimcostatus S2 y S4), 4) la ruta de señalización del TNF inhibe la
función inmunosupresora de las Tregs (Valencia et al., 2006) y 5) la tes-
tosterona puede inducir un aumento del número de Tregs en los testículos
(Fijak et al., 2011), podemos concluir que los niveles reducidos de testos-
terona en los testículos inactivos de M. duodecimcostatus pueden inducir
la secreción de citoquinas pro-inflamatorias por parte de los macrófagos y,
probablemente, por otros tipos de células somáticas (por ejemplo, Sertoli
y células mioides peritubulares) que activan a los macrófagos y dismi-
nuyen la población de Tregs. En un estudio similar a este realizado en
castores europeos, los autores también identificaron que los procesos infla-
matorios estaban alterados en los testículos de inactivos (Bogacka et al.,
2017). Estos hechos, junto con la alteración de la BTB que tiene lugar
en los testículos en regresión, probablemente conduzcan a la eliminación
del inmuno-privilegio que opera en los testículos activos, necesario para el
mantenimiento de la espermatogénesis y la fertilidad masculina (Fijak y
Meinhardt, 2006; Zhao et al., 2014). Nuestros resultados evidencian que el
sistema inmunitario juega un papel importante durante la regresión testi-
cular de los reproductores estacionales, aunque esta función apenas ha sido
estudiada durante este proceso. Por lo tanto, futuros estudios dirigidos a
desentrañar cómo varían los diferentes componentes del sistema inmune
durante la regresión testicular de diferentes reproductores estacionales nos
ayudarán a entender su papel en este proceso.
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7.3 Rutas moleculares alteradas en los testículos
inactivos de Talpa occidentalis

Anteriormente hemos estudiado los cambios que sufren los testículos
de T. occidentalis a nivel histológico, inmunohistológico y hormonal
(Dadhich et al., 2010, 2011, 2013). Para profundizar en los mecanismos
moleculares que subyacen a estos cambios, en el presente estudio hemos
analizado el transcriptoma de los testículos en diferentes momentos del
ciclo reproductivo de esta especie. Anteriormente hemos demostrado
que, durante la época no reproductiva, los topos machos tienen niveles
reducidos de testosterona en suero y testículos en regresión en los que la
espermatogénesis está detenida, las moléculas de adhesión celular están
desorganizadas y la BTB no es funcional (Dadhich et al., 2013). En
consonancia con esto, hemos encontrado que procesos biológicos como
la“organización de la matriz extracelular” y el “ensamblaje de las uniones
celulares”, así como varias rutas moleculares, incluyendo MAPK, ERK1/2,
TGF-β, Ca2+ citosólico, PI3K, GTPasa y TNF que operan en las células
de Sertoli y son necesarias para la espermatogénesis y la dinámica de las
uniones estrechas y adherentes que forman la BTB, están alteradas en los
testículos inactivos de T. occidentalis.

Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) comprenden
una familia de reguladores involucrados en el control de muchos procesos
fisiológicos (Sun et al., 2015). Existen tres subfamilias clásicas de MAPKs,
a) las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs), b) las
quinasas c-Jun N-terminal (JNKs), y c) las MAPKs p38, y todas ellas han
demostrado regular varios aspectos de la función testicular, incluyendo
la división y diferenciación celular durante la espermatogénesis y la
reestructuración de las uniones del epitelio germinativo (Sun et al., 1999;
Wong y Cheng, 2005; Ni et al., 2019). La ruta MAPK/ERK1/2 desempeña
un papel esencial en la modulación de la adhesión y la motilidad celular
en varios epitelios, incluyendo la señalización mediada por la adhesión
(Howe et al., 2002), la dinámica del citoesqueleto (Stupack et al., 2000)
y el desacoplamiento de las uniones celulares (Wang et al., 2004). En
los testículos, los componentes de MAPK/ERK1/2 se encuentran en
las células de Sertoli y en todas las clases de células germinales del
epitelio seminífero (Wong y Cheng, 2005), y regulan la formación de
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las uniones especializadas entre las células Sertoli y entre las células de
Sertoli y la matriz extracelular que forman la BTB (Crépieux et al.,
2001, 2002). Esta cascada de MAPK también regula la formación de
las especializaciones ectoplásmicas (ES), estructuras que contribuyen a
la adhesión entre las células de Sertoli en la BTB, y entre las células
de Sertoli y las espermátidas en el compartimento adluminal (Sun et al.,
1999; Wong y Cheng, 2005; Ni et al., 2019). Encontramos 96 y 82 genes
desregulados pertenecientes a las vías MAPK y ERK1/2, respectivamente
(Tabla Suplementaria T. occidentalis) S4, GO:0043405 y GO:0070371,
y nuestro análisis de asociación “genes-categorías” indicó que muchos
de estos genes desregulados son compartidos por estas dos vías y por
otros procesos, incluyendo el ensamblaje y la regulación de las uniones
celulares y la señalización mediada por AMPc (Figura 6.28). Como se
ha mencionado anteriormente, la ruta MAPK también puede actuar a
través de la cascada MAPK p38 (Engelberg, 2004). Esta subfamilia es
activada por diferentes rutas, incluidas las GTPasas, que suelen dar
lugar a respuestas inflamatorias o a la apoptosis. Se han encontrado
miembros de la vía p38 MAPK en las células de Sertoli y en los
espermatozoides alargados, y desempeñan un papel en el control de la
dinámica de la unión celular en el epitelio seminífero (Wong y Cheng,
2005). En las células de Sertoli, esta ruta se activa en presencia de
TGF-β3, lo que conduce a una alteración de las proteínas de unión
estrecha de la BTB (Lui et al., 2003; Wong et al., 2004). Nuestro análisis
transcriptómico también reveló que las vías del TGF-β y de la GTPasa
están desreguladas en los testículos inactivos (Figura 6.28). Es probable
que las diferentes cascadas MAPK actúen de forma concertada en la
regulación de la dinámica de la BTB, lo que facilita la migración de
las células germinales a lo largo del epitelio germinativo durante el ciclo
espermatogénico (Wong y Cheng, 2005). Varias observaciones sugieren
que estas rutas están reguladas hormonalmente: a) la testosterona puede
estimular la señalización MAPK/ERK y provoca la fosforilación del factor
de transcripción de la proteína de unión al elemento de respuesta del
AMPc en la serina 133, una modificación que es necesaria para que las
células de Sertoli promuevan la espermatogénesis (Fix et al., 2004; Cheng
et al., 2007) y b) los bajos niveles de testosterona junto con el aumento
de los niveles de TGF-β3 conducen a la pérdida de moléculas de adhesión
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celular en el epitelio seminífero, un proceso que parece estar mediado por
diferentes cascadas MAPK (Xia et al., 2005; Wong y Cheng, 2005). A la
luz de todas estas observaciones, es concebible que los niveles reducidos de
testosterona que sufre el topo ibérico durante el periodo no reproductivo
conduzcan a la activación de diferentes cascadas de señalización MAPK
en los testículos, que en concierto con otras rutas moleculares, incluyendo
la señalización de AMPc, GTPasa, PI3-K y TGF-β, alteran la adhesión
celular en el epitelio germinativo, conduciendo a la desorganización de la
BTB y a la descamación masiva de células germinales, que es el principal
mecanismo de regresión testicular en el topo ibérico.

Durante esta regresión testicular se altera la expresión y distribución
de las moléculas de adhesión celular en el epitelio germinativo y las
células de Sertoli pierden su función de sostén de las células germinales,
así como la impermeabilidad de la BTB (Dadhich et al., 2013). De
acuerdo con estas observaciones, encontramos que procesos biológicos
como la “organización de la matriz extracelular” y la “regulación del
ensamblaje de las uniones celulares” están alterados en el transcriptoma
de los testículos que están llevando a cabo el proceso de regresión, lo
que indica que, en esta etapa, el epitelio seminífero comienza a perder su
función de adhesión celular. La mayoría de los genes que se desregulan
en este periodo siguen desregulados en etapas posteriores, durante el
periodo no reproductivo, aunque a un nivel menos significativo. Entre
ellos, encontramos genes implicados en la regulación de vías que controlan
la adhesión celular como MAPK, ERK1/2, AMPc, GTPasa y TGF-β,
indicando que la desregulación de estas rutas es el principal mecanismo
molecular responsable de la descamación masiva de células germinales que
acompaña a la regresión testicular estacional en el topo.

Nuestro análisis transcriptómico identificó procesos inmunológicos
entre los que se incluyen “regulación de la respuesta inflamatoria”, la
“activación de los macrófagos” y la “regulación de la respuesta al estímulo
de las citoquinas”, así como rutas moleculares que regulan el sistema
inmunitario, como NF-kappaB y TNF. Los genes pertenecientes a estas
categorías estaban preferentemente sobre-expresados en los testículos
inactivos (véanse los puntos azulados en la Figura 6.43), lo que denota
la activación del sistema inmunitario en los testículos inactivos de
T. occidentalis. Como hemos indicado anteriormente, en condiciones
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fisiológicas normales, los macrófagos testiculares presentan una capacidad
reducida para montar respuestas inflamatorias y producir citoquinas en
comparación con los macrófagos de otros tejidos. Nuestros datos de RNA-
seq revelaron la activación de la población de macrófagos en los testículos
inactivos del topo ibérico (24 de los 33 DEGs pertenecientes a la categoría
“activación de macrófagos” estaban sobre-expresado en testículos inactivos
(Tablas Suplementarias T. occidentalis S4,6). Además, encontramos que
la producción de citoquinas estaba estimulada en el testículo inactivo (40
de los 47 genes pertenecientes a la categoría “regulación de la respuesta
al estímulo de citoquinas” estaban sobre-expresados en los testículos
inactivos (Tablas Suplementarias T. occidentalis S4,6) y que TNF y
NF-KappaB, dos rutas moleculares que cooperan en la regulación de la
producción de citoquinas inflamatorias (Hayden y Ghosh, 2014) también
estaban activadas en los testículos inactivos. Varios estudios evidencian un
papel inmunosupresor de la testosterona sobre diferentes componentes del
sistema inmunitario (Trigunaite et al., 2015; Foo et al., 2017). De acuerdo
con esto, la testosterona testicular induce una reducción de las citoquinas
proinflamatorias en los macrófagos (D’Agostino et al., 1999; Li et al.,
1993). Teniendo en cuenta todas estas observaciones, sugerimos que, como
ocurre en M. duodecimcostatus, los bajos niveles de testosterona en los
testículos inactivos de T. occidentalis conducen a la pérdida del inmuno-
privilegio del testículo activo, hecho que se manifiesta por la permeabilidad
de la BTB y el aumento de la producción de citoquinas por parte de
la población de macrófagos (y quizás de otras células somáticas). En
conjunto, todos estos procesos podrían contribuir a mantener el estado de
quiescencia de las gónadas de los topos durante el periodo no reproductivo.

También analizamos los niveles de expresión de genes pertenecientes a
la “firma de expresión génica” de grupos espermatogénicos tempranos (Ta-
bla Suplementaria T. occidentalis S11), y descubrimos que varios procesos
biológicos están alterados en los testículos inactivos del topo ibérico, en
particular la ubiquitinación de proteínas en la etapa de espermatogonia
(Figura 6.38; Tablas Suplementarias T. occidentalis S12,13). La ubiqui-
tinación es esencial para el establecimiento tanto de las células madre
espermatogoniales como de las espermatogonias en diferenciación y tam-
bién está implicada en la regulación de varios eventos clave durante la
meiosis, incluyendo la recombinación homóloga y el silenciamiento de los
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cromosomas sexuales (Bose et al., 2014). De hecho, las mutaciones en la
proteasa específica de la ubiquitina 26 (USP26), que se expresa en las
células de Leydig y en las espermatogonias tempranas (Wosnitzer et al.,
2014), están asociadas a una espermatogénesis defectuosa y a la inferti-
lidad tanto en humanos como en ratones (A Paduch et al., 2005; Sakai
et al., 2019). La testosterona apoya la espermatogénesis a través de tres
mecanismos: a) manteniendo la integridad de la BTB (Meng et al., 2005),
b) regulando la adhesión entre células de Sertoli y espermátidas (Hold-
craft y Braun, 2004), y c) controlando la liberación de esperma maduro
(Holdcraft y Braun, 2004). Todas estas acciones están mediadas por las
células de Sertoli, ya que las células germinales no expresan el receptor de
andrógenos y, por tanto, no son dianas directas de la testosterona. En el
presente estudio revelamos que la expresión génica parece estar alterada en
las espermatogonias de los testículos de topos inactivos, aunque es difícil
saber si esto se debe al entorno testicular de los testículos quiescentes, en
el que tanto la BTB como la función de adhesión celular están comprome-
tidos, o a mecanismos actualmente desconocidos que afectan directamente
a la expresión de las células germinales, o a ambos.

7.4 Mecanismos moleculares conservados res-
ponsables de la regresión testicular de ma-
míferos con reproducción estacional

Por último, hemos comparado los datos de los tanscriptomas testiculares
del topo con los del topillo mediterráneo. Encontramos un gran número
de genes que están desregulados en los testículos inactivos de ambas
especies, con dos coincidencias notables: 1) muchos de estos genes están
implicados en el control de la adhesión celular (Figuras 6.41 y 6.42;
(Tablas Suplementarias T. occidentalis S14,15) y, de acuerdo con esto,
se desregulan vías moleculares como MAPK, ERK1/2, TGF-β, GTPasa
y TNF, que controlan las uniones celulares en el epitelio germinativo
y 2) también encontramos un conjunto compartido de genes implicados
en la regulación de la respuesta inmune (Figuras 6.41 y 6.43; Tablas
Suplementarias T. occidentalis S14,15). Estas coincidencias son relevantes
si tenemos en cuenta que los testículos inactivos de estas dos especies
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no presentan características idénticas. Por ejemplo, la iniciación de la
meiosis por parte de las espermatogonias está completamente abolida en
los testículos inactivos de M. duodecimcostatus (Lao-Pérez et al., 2021),
pero no en los de T. occidentalis, donde las células germinales entran
en meiosis y la espermatogénesis progresa hasta los primeros estadios de
espermatocitos primarios (Dadhich et al., 2010, 2013). Además, los túbulos
seminíferos inactivos de M. duodecimcostatus permanecen adyacentes
entre sí (Lao-Pérez et al., 2021), mientras que los de T. occidentalis
se separan ampliamente por la interposición de las células de Leydig
(Dadhich et al., 2010, 2013). A pesar de estas diferencias, aquí hemos
encontrado que dos importantes funciones testiculares, la adhesión celular
y la respuesta inmune, están desreguladas en los testículos inactivos de
estas dos especies, lo que sugiere que existen mecanismos moleculares
conservados asociados a la regresión testicular estacional en los mamíferos.
Por lo tanto, deberían realizarse estudios similares en otras especies para
comprobar esta hipótesis.
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8. Conclusiones

1. Como ocurre en otras localizaciones, en el norte de Egipto, el erizo
orejudo Hemiechinus auritus se reproduce a finales de la primavera
y durante el verano, mientras que en otoño e invierno permanece
sexualmente inactivo.

2. Durante el periodo reproductivo, la masa testicular media de H.
auritus es tres veces superior a la del periodo inactivo. Los testículos
inactivos muestran una fuerte reducción de los túbulos seminíferos
en los que no se observan las etapas finales del ciclo espermatogénico.

3. En los testículos inactivos de H. auritus algunas células germinales
alcanzan el estadio de paquitene, pero son eliminadas mediante
apoptosis.

4. En los testículos en regresión de H. auritus la apotosis no explica
la eliminación masiva de células germinales que se produce durante
este periodo.

5. En cambio, la presencia anómala de espermatocitos primarios y
secundarios en el lumen de los túbulos seminíferos y del epidídimo
en el testículos en regresión de H. auritus indica que la descamación
es el principal mecanismo de eliminación de células germinales.

6. La adhesión entre las células de Sertoli y entre las células de Sertoli
y las células germinales está comprometida en los testículos en
regresión de H. auritus, explicando así el desprendimiento de células
germinales que tiene lugar durante este periodo.

7. Al igual que ocurre en todas las especies estudiadas hasta la
fecha, los niveles de testosterona circulantes están reducidos en los
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individuos inactivos de H. auritus, indicando que la reducción de la
concentración de andrógenos es probablemente la señal hormonal que
induce la eliminación estacional de las células germinales y la pérdida
de la adhesión celular en el epitelio germinativo de mamíferos.

8. Tanto en Microtus duodecimcostatus como en Talpa occidentalis
existen varias rutas moleculares incluyendo MAPK, ERK1/2, TGF-
β, Ca2+ citosólico y PI3K, que parecen ser responsables de la pérdida
de adhesión celular que tiene lugar en el epitelio germinativo del
testículo inactivo.

9. Tanto en M. duodecimcostatus como en T. occidentalis el testículo
inactivo pierde el inmuno-privilegio que normalmente está presente
en un testículo funcional. Esta pérdida probablemente sea conse-
cuencia de los bajos niveles de testosterona circulante en los machos
durante el periodo no reproductiva.

10. El gen SOX9 está desregulado en los testículos inactivos tanto de
M. duodecimcostatus como de T. occidentalis. Dado su papel esencial
en el control de la expresión de proteínas de adhesión celular en las
células de Sertoli, este gen puede jugar un papel importante en el
control de la regresión testicular.

11. Durante el proceso de regresión testicular de T. occidentalis se
alteran inicialmente ciertas rutas génicas implicadas en el control
de la adhesión celular, lo que puede explicar a nivel molecular como
se produce la descamación masiva de células germinales que tiene
lugar en este periodo.

12. La expresión de numerosos genes, en especial los relacionados
con la ubiquitinación de proteínas, parece estar alterada en las
espermatogonias de los testículos de topos inactivos. Es difícil saber
si esto se debe al entorno testicular de los testículos quiescentes, a
mecanismos actualmente desconocidos que afectan directamente a la
expresión de las células germinales, o a ambos.

13. La comparación de los transcriptomas de M. duodecimcostatus y
de T. occidentalis revela que hay maś de 1500 genes que están
desregulados en los testículos inactivos de ambas especies. Esos
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genes están enriquecidos en procesos biológicos relacionados con
la adhesión celular y la respuesta inmune, lo que sugiere que
existen mecanismos moleculares conservados asociados a la regresión
testicular estacional de los mamíferos.

14. Tras el estudio de varios mamíferos con reproducción estacional es
evidente que no existe un mecanismo único de regresión testicular.
Se han identificado dos procesos celulares principales por los que
se eliminan masivamente las células germinales: la apoptosis y la
descamación de células germinales. Sin embargo, deben estudiarse
más especies para determinar la prevalencia relativa de cada uno de
estos procesos celulares, y, tal vez, descubrir nuevos mecanismos de
regresión testicular.
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9. Conclusions

1. As observed in other locations, in northern Egypt the reproduction
of the long eared hedgehog Hemiechinus auritus takes place in
late spring and summer, while in autumn and winter it remains
reproductively inactive.

2. During the reproductive period, the average testicular mass of H.
auritus is three times higher than during the non-reproductive
period. Inactive testes show a strong reduction of the seminiferous
tubules, in which the final stages of the spermatogenic cycle are
completely absent.

3. In the inactive testes of H. auritus, some germ cells reach the
pachytene stage but they are then eliminated mainly by apoptosis.

4. In the regressing testis of H. auritus, apotosis does not explain the
massive depletion of germ cells that occurs during this period.

5. In contrast, the abnormal presence of primary and secondary sper-
matocytes in the lumen of the seminiferous tubules and epididymis
of the H. auritus regressing testis indicates that desquamation is the
main mechanism of germ cell depletion.

6. Adhesion between Sertoli cells and between Sertoli and germ cells is
compromised in the H. auritus regressing testis, thus explaining the
germ cell desquamation that occurs during this period.

7. As in all species studied to date, circulating testosterone levels
are reduced in inactive individuals of H. auritus, indicating that
reduced androgen concentration is probably the hormonal signal that
induces seasonal germ cell depletion and loss of cell adhesion in the
mammalian germ cell epithelium.
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8. In both Microtus duodecimcostatus and Talpa occidentalis, there
are several molecular pathways including MAPK, ERK1/2, TGF-β,
cytosolic Ca2+ and PI3K, whose deregulation seems to be responsible
for the loss of cell adhesion that occurs in the germinal epithelium
of the inactive testis.

9. In both M. duodecimcostatus and T. occidentalis, the inactive testis
loses the immuno-privilege that normally operates in functional
testes. This loss is probably a consequence of the low levels of
circulating testosterone in males during the non-reproductive season.

10. The SOX9 gene is downregulated in the quiescent testes of both
M. duodecimcostatus and T. occidentalis. Given its essential role in
controlling the expression of cell adhesion proteins in Sertoli cells,
this gene may play an important role in the control of mammalian
testis regression.

11. During the process of testicular regression in T. occidentalis, genetic
pathways involved in the control of cell adhesion are initially altered,
which may explain at the molecular level the massive depletion of
germ cells that takes place during this period.

12. The expression of many genes, especially those related to protein ubi-
quitination, are altered in the spermatogonia of inactive mole testes.
It is difficult to know if this is due to the testicular environment
of the quiescent testis, to currently unknown mechanisms directly
affecting germ cell expression, or both.

13. The results of comparing the transcriptomes of M. duodecimcostatus
and T. occidentalis reveals that there are over 1500 genes that are
deregulated in the inactive testes of both species. These genes are
enriched in biological processes related to cell adhesion and immune
response, suggesting that there are conserved molecular mechanisms
associated with seasonal testicular regression in mammals.

14. From the study of several seasonally reproducing mammals, it is clear
that there is no single mechanism of testicular regression. Two main
cellular processes by which germ cells are massively depleted have
been identified: apoptosis and germ cell desquamation. However,
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more species need to be studied to determine the relative prevalence
of each of these cellular processes, and perhaps to discover new
mechanisms of testicular regression.
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10. Material suplementario

En el siguiente enlace pueden visualizarse y/o descargarse las tablas
suplementarias que se referencian en la presente tesis:

http://sl.ugr.es/Tesis_Mlao
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10. MATERIAL SUPLEMENTARIO
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