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Resumen

El cerdo es una especie empleada para consumo carnico e investigacion. A través del
tiempo han surgido diferentes razas, como los cerdos miniatura. Por otro lado, se ha
empleado la castracion inmunolégica con Improvac® como alternativa a la castracion
quirdrgica para evitar el olor sexual en verracos. Hasta el momento se desconocen los
efectos sobre el desarrollo testicular al aplicar un mayor nimero de dosis en los cerdos
miniatura. El objetivo fue determinar el efecto supresor de la vacuna contra la hormona
GnRH en diferentes protocolos de aplicacion. Empleamos 33 cerdos miniatura divididos
en: grupo Control, n=9; grupo Tratamiento Convencional (TC) n=9, aplicacién de dos
dosis de vacuna; grupo Sin Tiempo de Retiro n=9, aplicacién de 4 o mas dosis de
vacunay grupo Con Tiempo de Retiro n=6, con 4 0 5 dosis de vacuna mas 8 semanas
de descanso. Al llegar a la edad necesaria fueron castrados quirdrgicamente, se
tomaron 2 muestras testiculares; la primera para inclusion en parafina, para
determinacion de receptores a androgenos (RA) y Factor de proliferacion celular
(PCNA) por inmunohistoquimica y la segunda para ser incluida en EPON vy realizar
mediciones morfoldgicas, determinar indice de maduracion e indice histopatologico. El
grupo TC tuvo diferencias contra el grupo control en algunas mediciones, mientras que
los otros dos grupos fueron diferentes en las mediciones realizadas. Debido a que en
los grupos con mas dosis la vacuna se aplic6 en momentos criticos del desarrollo
testicular se observaron alteraciones severas mas evidentes que en el grupo TC el cual
si tuvo oportunidad de tener la primera etapa, por lo que sus alteraciones presentaron
diferencias comparadas con los otros dos grupos. Concluimos que la aplicacion de 4 o
mas dosis que coincidan con etapas criticas del desarrollo testicular pueden provocar
dafios probablemente irreversibles al testiculo de cerdo miniatura.

Palabras clave

Inmunocastracion, Inmunohistoquimica, PCNA, Cerdo miniatura, Desarrollo

testicular, indice de Maduracion.




Abstract

The pig is a species that is used for meat consumption and for research. Over time
different breeds have emerged, among which are miniature pigs. On the other hand,
immunological castration with Improvac® has been used as an alternative to surgical
castration to avoid sexual odor in boars. So far, the effects on testicular development
are unknown when applying a greater number of doses in minipigs. The objective was
to determine the suppressive effect of the GnRH vaccine in different application
protocols. We used 33 minipigs divided into: control group, n=9; TC group n=9,
application of two doses of vaccine; STR group n=9, application of 4 or more doses of
vaccine and CTR group n=6, with 4 or 5 doses of vaccine plus 8 weeks of rest. Upon
reaching the necessary age they were castrated, 2 testicle samples were taken; the first
for inclusion in paraffin, for immunohistochemistry and determination of RA and PCNA
and the second to be included in EPON and perform morphological measurements and
determine maturation index and histopathological index. The conventional treatment
group had differences against the control group in only a few measurements, while the
other two groups were different in all measurements made. Because in the groups with
more doses the vaccine was applied at critical moments of testicular development,
severe alterations were observed more evident than in the group with conventional
treatment which did have the opportunity to have the first stage, so its alterations are
less severe than in the other two groups. We conclude that the application of 4 or more
doses that coincide with critical stages of testicular development can cause probably
irreversible damage to the miniature pig testicle.

Key Words

Immunocastration, Immunohistochemistry, PCNA, Minipig, Testicular Development,

Maturation Index.
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1. INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA DEL CERDO
1.1.1. Historia del cerdo

Todos los cerdos que conocemos actualmente provienen de la especie Sus scrofa,
de la cual se comenz6 su domesticacion en Eurasia hace aproximadamente 9000
afos (Larson et al., 2007; Yafez et al., 2005) Con el paso del tiempo se describieron
variantes considerando las caracteristicas fisicas entre los cerdos europeos y
asiéticos lo cual fue confirmado gracias a un estudio de diferenciacién mitocondrial
donde se observé una variacion entre sus secuencias de ADN, lo que llevo a que

fueran clasificadas como subespecies (Giuffra et al., 2000).

Las razas de cerdo chinas han contribuido en gran medida al desarrollo de las razas
con las que contamos en la actualidad. Esto gracias a la exportacién de estos
animales al Imperio Romano (S. Il A.C.) e Inglaterra (S. XVI — XVIII DC) con la
finalidad de mejorar las razas europeas debido a caracteristicas relevantes con las
gue cuentan como su cantidad de grasa o la alta tasa de prolificidad (Yafiez et al.,
2005).

1.1.2. Razas de cerdos

Durante muchos afios las razas de cerdos estuvieron confinados a secciones
geograficas especificas lo que les confirid una serie de cualidades propias de cada
region. Anteriormente la caracteristica mas buscada en estos animales era la
manteca que producian, sin embargo, en la actualidad se busca una produccion

mMAas magra con un alto grado de calidad en la carne (Abraham, 2020).

Esta busqueda por la calidad en la produccién porcina ha ocasionado que se realice
una seleccion genética muy estricta con la finalidad de satisfacer las demandas del

mercado, esto ha provocado la creacion de mas de 355 razas de cerdos en todo el
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mundo. El tipo y la conformacién de los cerdos son factores muy importantes para
determinar el valor de la canal, debido a esto, se esta en la busqueda constante de
la mejora de estas caracteristicas. (Abraham, 2020; Benitez Ortiz & Sanchez,
2004).

En la actualidad, dificilmente se trabaja con razas puras, es mas comun emplear
animales cruzados con la finalidad de aprovechar el vigor hibrido de esta mezcla.
Gracias a la seleccion de razas puras y su cruzamiento de manera selectiva se ha
llevado a la clasificacion de los cerdos de acuerdo con sus caracteristicas
productivas en 3 esquemas de seleccion y cruzamiento como son: razas
exclusivamente paternales, razas fundamentalmente paternales y razas

fundamentalmente maternales (Safudo Astiz, 2011).

Al mismo tiempo también existen razas de cerdos que no son empleados con la
finalidad principal de produccion de carne. Este el caso de las razas de cerdos
miniatura, las cuales cumplen una funcién principal como animales de compaiiia y
de laboratorio. Estas tienen su origen en el sudeste asiatico y pacifico (Safiudo
Astiz, 2011). Los pesos promedios de estas razas pueden oscilar entre los 30 y 60
kg, sin embargo, existen variedades de menor peso y tamafio como son los
minipigs, vietnamitas, Gottigen, Yucatan minipigs, y microminipigs los cuales
pueden tener un peso en edad adulta menor a los 30 kg (Dang-Nguyen et al., 2010;

Kangawa, Otake, Enya, Yoshida, Kangawa, et al., 2016; Svendsen, 2006)
1.1.3. El cerdo en la actualidad

Actualmente la carne de cerdo tiene una gran importancia en la economia a nivel
mundial, de acuerdo a la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO, 2021), hoy en dia la carne de cerdo es la carne roja de mayor
consumo en el planeta, su produccion estéa distribuida internacionalmente (excepto
en aquellas regiones que mantienen ciertas reservas culturales sobre el consumo
de carne de cerdo) y su industria ha alcanzado un alto nivel de insumos y un

elevado rendimiento gracias a la tecnologia.




La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO)
(2017) sefiala que, debido a la rapida expansion de la demanda mundial de carne
roja, se proyecta un aumento del 10% en la produccién mundial de carne de cerdo
para 2026, la cual seguira representando un factor importante para satisfacer la

necesidad de proteina de origen animal a nivel mundial.

Por otro lado, los cerdos también han sido empleados durante muchos afios como
animales de laboratorio, principalmente los de raza miniatura, en diversas éreas de
investigacion entre las que tenemos, toxicologia (Stricker-Krongrad et al., 2016),
farmacologia (Ren et al., 2009), virologia (Pavio et al., 2017), genética (Cui et al.,
2015), neurociencias (Langhout et al., 2018), optometria (Lobue et al., 2017),
xenotrasplantes (Hampton, 2017), infectologia (Fiebig et al., 2017) y reproduccion
donde se han hecho investigaciones en el area de fertilidad (Arato et al., 2018)
maduracion testicular (Ma et al., 2016).Debido que se ha reportado casos de cancer
testicular en cerdos (Weaver et al., 1999) también podria ser considerado un

modelo animal adecuado para el estudio de esta patologia.

Esta tendencia al alta, tanto en el area de produccién de carne como en la
investigacion, nos hacen contemplar la proyeccion del cerdo como una especie que

necesita seguir siendo investigada.
1.2. CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DEL VERRACO

El semental porcino se caracteriza por ser un animal territorial que en ocasiones
puede volverse agresivo debido a la libido tan alta que llega a tener en condiciones
de salud adecuadas, siempre dispuesto a montar a la cerda, lo que en ocasiones
puede dificultar su manejo (Cordova-lzquierdo et al., 2007; Trujillo Ortega et al.,
2017).

El cerdo es una especie no estacional, esto implica que en los machos la produccién

espermatica se mantiene constante, solo teniendo variaciones en la calidad seminal
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si el individuo se encuentra en estrés calorico en ciertas épocas del afo, sin
embargo, esto no afecta su capacidad reproductiva (Calatayud-Marquez &
Quintero-Moreno, 2021). Los niveles maximos en la produccion espermética se
alcanzan una vez que el individuo llega a la madurez sexual, que en el caso de las
razas de produccion carnica es alrededor de los 12 a 14 meses mientras que en las

miniaturas se presenta entre los 7 y 8 meses (Contreras-Ortiz et al., 2021).
1.2.1. Testiculo

El testiculo es un érgano par de tipo parenquimatoso que se forma durante la vida
fetal del cerdo en la cresta gonadal, teniendo como sitio definitivo el saco escrotal
(Trujillo Ortega et al., 2017). Se conforma de tubulos huecos denominados tubulos
seminiferos, en el epitelio de estos tubulos se lleva a cabo la espermatogénesis.
Esto gracias a la colaboracién de las células de Sertoli, quienes son las encargadas
de proveer las condiciones necesarias para que se lleve a cabo la formacién de los
espermatozoides. En el espacio extratubular se encuentran las células de Leydig
que tienen como funcién principal la produccion de andrégenos, las cuales son
hormonas masculinas encargadas de promover las caracteristicas sexuales en el

animal.

Las células de Leydig tienen tres etapas de proliferacion: la primera se presenta
durante la vida fetal, aproximante al dia 30 al 60 de gestacion, la segunda, entre la
semana 3 y 5 semana de vida, durante la mini pubertad y la tercera se produce al
llegar a la pubertad (Franga et al., 2000).

Para que el testiculo realice de manera adecuada sus funciones es necesario el
estimulo dado por las gonadotropinas provenientes de la adenohipdfisis, estas son
la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y Hormona Luteinizante (LH), las cuales
tienen accion directa sobre las células de Sertoli y Leydig respectivamente. A su
vez para que la adenohipdfisis libere las gonadotropinas debe ser estimulada por

un decapéptido proveniente del hipotalamo llamado Hormona liberadora de




gonadotropinas (GnRH), a este eje de comunicacion se le conoce como eje
Hipotalamo-Hipofisis-Testiculo (H-H-T) (Stocco & McPhaul, 2006).

1.2.2. Espermatogénesis

La funcion principal del testiculo es la produccion de espermatozoides, para ello es
necesario que dentro del epitelio seminifero se realice una serie de eventos
ordenados llamada espermatogénesis. Esta comienza con la espermatogonia A, la
cual es la célula germinal masculina, de ella se derivan, por medio de mitosis y
meiosis sucesivas, los diferentes tipos de espermatogonias y los espermatocitos.
Al culminar la meiosis Il se forman las espermatidas redondas y posteriormente
tienen varios cambios en su morfologia hasta convertirse en espermatida elongada
(Cheng & Mruk, 2010; Stocco & McPhaul, 2006). Para este punto ya estan listas
para salir de los tubulos seminiferos, a este se conoce como espermiacion, a partir

de este punto los gametos son llamados espermatozoides.

El que la espermatogénesis se lleve a cabo de manera adecuada depende de
andrégenos y su duracion varia dependiendo de la raza del verraco. En las razas
de produccion, el proceso dura 36 dias (Trujillo Ortega et al., 2017) mientras que
en las razas miniatura, tiene una duracion de 40.9 dias (Kangawa, Otake, Enya,
Yoshida, Kangawa, et al., 2016).

La espermatogénesis es un proceso continuo; esto ocasiona que en un Mismo
momento puedan encontrarse diferentes asociaciones celulares dentro de los
tubulos seminiferos, lo que da lugar a las etapas del ciclo del epitelio seminifero
(SEC). La cantidad de etapas varia por especie y en el caso del cerdo también
depende de la raza. En los cerdos de producciéon se aprecian 8, mientras que en
los cerdos miniatura se puede observar hasta 11 etapas (Kangawa, Otake, Enya,
Yoshida, Kangawa, et al., 2016; Trujillo Ortega et al., 2017). Estas asociaciones
celulares se pueden identificar con base en las caracteristicas del nucleo de las
espermatidas o de acuerdo con el grado de maduracion del acrosoma. Una

espermatogénesis completa tiene una duracién de 4.5 ciclos del epitelio seminifero;




en cerdos cada ciclo dura aproximadamente de 8.6 a 9 dias para completar en su

totalidad una espermatogénesis (Franca et al., 2005).
1.2.3. Anormalidades

La integridad del epitelio seminifero es de suma importancia para la produccién
adecuada de gametos, sin embargo, en ocasiones pueden encontrarse
alteraciones en ciertos tubulos seminiferos sin que esto evite la reproduccion del
individuo, como es el caso de las razas de cerdos miniatura, entre las que tenemos
a los vietnamitas, minipigs, Gottingen minipigs o Yucatan minipigs. En estos se han
reportado como caracteristica intrinseca de estas razas la presencia de
anormalidades en el tibulo seminifero como pueden ser: descamacion excesiva,
vacuolizacion, plegamiento de la lamina basal, sincitios y presencia de fagosomas;
en consecuencia, esto da como resultado alteraciones en la espermatogénesis. A
pesar de ello estas razas tienen una muy buena produccién espermatica, con lo
que consiguen reproducirse de manera adecuada. (Contreras-Ortiz et al., 2021;
Kangawa, Otake, Enya, Yoshida, & Shibata, 2016).

1.3. LA CASTRACION EN EL CERDO
1.3.1. Por qué se castra

La castracién quirargica en los cerdos es una practica habitual en las granjas
porcinas a nivel mundial, con la finalidad de controlar el olor sexual y evitar la
agresividad en los machos. Esta se realiza durante la primera semana de vida del
lechdn y no se emplea ningun tipo de analgesia o anestesia al momento de realizar
el procedimiento. De las ventajas que conlleva realizar el procedimiento de esta
manera, es que a esta edad los testiculos son mucho mas faciles de remover, existe
poco riesgo de hemorragia y se realiza de manera facil y rapida por el personal de
granja. Esto contribuye al control de la conducta, ya que los machos enteros pueden

tornarse muy agresivos conforme se acercan a la pubertad, asi como la eliminacién




de olor sexual en la carne del cerdo (James Squires et al., 2020; Truijillo Ortega et
al., 2017).

En cambio, se presentan desventajas que son bien conocidas desde mucho tiempo
atras al realizar la castracion quirurgica, tal es el caso de la reduccién de la ganancia
de peso por parte de los animales castrados comparado con los cerdos enteros a
pesar de estar en igualdad de circunstancias como alimentacion y manejo. Ademas,
existen riesgos de aparicion de infecciones y hernias, lo que en casos graves puede
desencadenar la muerte del lechén (Prunier et al., 2006)

Del mismo modo, existe una gran critica a esta técnica ya que no se llevan a cabo
las medidas necesarias para mantener el bienestar animal. Esto debido a que no
se provee una anestesia previa al procedimiento, lo que ocasiona el desagrado de
muchos grupos de bienestar animal, lo que obliga a los productores a buscar
alternativas para este método de castracion (Poklukar et al., 2021a; Skrlep et al.,
2020).

1.3.2. El olor sexual

En comparacion con los machos castrados, los machos enteros aprovechan el
alimento de manera mas eficiente, lo que los convierte en candidatos mas rentables
en una explotacion porcina (Claus et al., 2008). Sin embargo, el olor y sabor
aportados por “el olor sexual” a la carne en el cerdo no castrado limitan su
explotacién (Einarsson et al., 2011; Robaire et al., 2006). Esta caracteristica
consiste en la presencia de un olor similar al de las heces u orina en la carne; esto
se debe a la deposicion de androstenona, escatol e indol en el tejido graso del

verraco (Duarte et al., 2021)

La androstenona es un esteroide derivado de la testosterona (T) producido por las
células de Leydig, la cual a su vez es regulada por la accion de la LH, y su
produccion depende del grado de madurez sexual que tenga el individuo (Ana et
al., 2021; Robic et al., 2008).




Por otro lado, durante el metabolismo de los aminoacidos en el intestino del varraco,
el triptofano se descompone debido a la accién enzimatica de diferentes bacterias
en el colon del animal, culminando en la formacién de 3-metilindol o mejor conocido
como escatol (Robic et al., 2008). De este una parte es expulsada en las heces y
la otra es reabsorbida por el epitelio intestinal. Cuando esto ultimo sucede debe
pasar por el higado donde las enzimas hepaticas lo degradan para que sea
eliminado por la orina; sin embargo, cuando existe la presencia de androstenona
dichas enzimas no son capaces de degradar el escatol y en vez de ser eliminado
se acumula en la grasa del animal (Deslandes et al., 2001; Oskam et al., 2010;
Wicks et al., 2013a).

Si bien hay estudios que demuestran que estrategias como la formulacion de dietas
especiales (como evitar la ingesta excesiva de triptéfano) (Deslandes et al., 2001),
la seleccion genética con base en marcadores especificos (Robic et al., 2008) y el
sexado de semen son opciones potenciales para disminuir las concentraciones de
escatol y androstenona en grasa. La manera mas habitual, econdémica y efectiva
sigue siendo la castracion de los machos destinados a la engorda Claus et al., 2008;
Wicks et al., 2013).

Es por esto que la exigencia del consumidor por tener una carne libre de olor y
sabor desagradable, la presion social ejercida para el mantenimiento del bienestar
animal y el interés econdmico por mantener la relacion magro-grasa que tienen los
animales no castrados, se ha encaminado al desarrollo de nuevas técnicas que
permitan tener una mejor produccion evitando lo mas posible el dolor y sufrimiento
a los animales. Debido a esto han surgido diferentes opciones buscando cumplir
con dichos requisitos, una de ellas es la castracion inmunologica o

inmunocastracion la cual es una opcion viable para tales fines (Lonardi et al., 2015).




2. MARCO TEORICO

2.1. TIPOS DE CASTRACION EN EL CERDO
2.1.1. Castracion quirdrgica

La castracion quirurgica es la técnica més realizada en las producciones porcinas
debido a las ventajas que se mencionaron con anterioridad. Consiste en realizar
una incision con un bisturi en el escroto y en las tanicas que envuelven a alguno de
los testiculos, posteriormente este se expone en su totalidad, se sujeta y con un
jalén debe ser retirado de una sola intencién procurando haber extirpado toda la
gonada junto con el epididimo y parte del paquete testicular. Habiendo hecho esto,
se procede a realizar lo mismo con el testiculo restante. Una vez removidos ambos
testiculos se aplica un cicatrizante en la herida del escroto y se devuelve el lechén
a su camada. Debido a que en este proceso no se emplea ningun tipo de sedacion
0 anestesia se recomienda que se realice en los primeros dias de vida del lechon
(Quiles, 2009).

2.1.2. Inmunocastracion

La inmunocastracion consiste en vacunar a los cerdos enteros contra alguna de las
hormonas sexuales para evitar la manifestacion de ciertas caracteristicas sexuales
secundarias (Poklukar et al., 2021b). Los productos con los que actualmente se

cuenta en el mercado son los siguientes:
2.1.2.1. Improvac®

El Improvac® (Zoetis EE. UU.) es la primera vacuna para inmunocastracion que
surgio en el mercado. Este producto resulta ser un compuesto totalmente libre de
accion farmacolégica u hormonal. Se compone de un péptido sintético analogo de
la GnRH conjugado con toxoide de difteria y un adyuvante acuoso. El tratamiento

recomendado por el fabricante del producto consiste en 2 aplicaciones de 2 ml cada




una, por via subcutanea con intervalos de al menos 4 semanas de tal manera que

la segunda dosis se aplique de 4 a 10 semanas antes del sacrificio (Zoetis, 2021).

Cuando el producto es administrado en el verraco se producen elevadas
concentraciones de anticuerpos contra la GnRH enddgena. Esto ocasiona la
inhibicion del eje H-H-T debido a que la adenohipodfisis no obtiene el estimulo
necesario para la produccion de LH y FSH, gonadotropinas encargadas de
estimular a las células de Leydig y Sertoli respectivamente (Einarsson et al., 2011;
Zoetis, 2021).

2.1.2.2. Valora®

La segunda vacuna para inmunocastracion en surgir al mercado fue Valora®
(CEVA, EE. UU) la cual es una vacuna preparada a partir de péptidos sintéticos de
la LH ligados a péptidos propios con una formula farmacéutica de emulsion agua
en aceite. El tratamiento consiste en 2 aplicaciones de 1 ml cada una, por via
subcutanea. Se debe administrar la primera dosis a partir de la tercera semana de
edad y la segunda dosis entre la tercera y octava semanas antes del sacrificio. Se
debe considerar un intervalo de 4 semanas entre la primera y segunda aplicacion.
(CEVA, 2021). En este caso la administracion de esta vacuna si permite la
comunicacién adecuada entre el hipotalamo y la adenohipoéfisis ocasionando la
liberacion de las hormonas gonadotrépicas, sin embargo, se forman anticuerpo
contra la LH enddgena por lo que las células de Leydig no tienen el estimulo
adecuado para la produccion de andrégenos (Einarsson et al., 2011).

2.1.3. Efectos de la inmunocastracion en el cerdo

En el caso de ambas vacunas se obtiene una bajada considerable en la produccién
de T (Einarsson et al., 2011) y con ello la reduccion en la produccion y acumulacion
de hormonas esteroideas, incluyendo a la androstenona, lo cual inhibe le presencia

del olor sexual, (Brunius et al., 2011; di Pasquale et al., 2019).
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En cualquiera de los casos la inmunocastracion se vuelve una opcion viable para
mantener el bienestar animal ya que evita el dolor agudo y reduce el estrés en los
animales, ademas de que simplifica el manejo ya que la aplicacion de la vacuna es

de forma subcutanea. (di Pasquale et al., 2019).

Otra ventaja que tiene la inmunocastracion es que los animales castrados por esta
via tienen una mejor conversion alimenticia con mayor porcentaje de carne magra
en la canal que los castrados quirirgicamente (di Pasquale et al., 2019; Lonardi et
al., 2015).

En el caso de los 6rganos sexuales, se puede observar una reduccion significativa
en el tamafo y peso de los testiculos, epididimos y glandulas accesorias entre un
70% aproximadamente (Brunius et al., 2011). En cuanto a la morfologia testicular
se puede observar una atrofia con reduccion en el citoplasma de las células de
Sertolli y Leydig y en los tubulos seminiferos se puede a preciar de escasa a nula

actividad espermatogénica (Wicks et al., 2013a).

Mas aun, al suspender el farmaco, con el tiempo el funcionamiento y tamafio

testicular regresan (Einarsson et al., 2011; Oskam et al., 2010).
2.1.4. Actualidades acerca de inmunocastracion

Se ha reportado que la aplicacién de Improvac® siguiendo el protocolo establecido
por la marca, afecta el desarrollo y funcionalidad de los érganos reproductivos de
tal manera que una vacunacién mas temprana provoca una alteracion de mayor
severidad en la estructura y funcionalidad testicular del macho inmunocastrado
(Brunius et al., 2011) Sin embargo, se ha demostrado que después de 9 semanas
de aplicada la segunda dosis, ocurre un efecto compensatorio por parte del
testiculo, ocasionando una regresion a valores normales, en cuanto a tamafio, area
e histopatologia de los tubulos seminiferos y establecimiento de Ila
espermatogénesis (Castellanos, 2015; Claus et al., 2008). Esto no se presenta en

el epididimo, en donde se demostré que el efecto de una vacunacion temprana
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provoca que a las 9 semanas de aplicada la segunda dosis adn no se alcanza una
maduracion completa de este 6rgano (Contreras Ortiz, 2016). Sin embargo, no se
sabe si el efecto de esta vacuna pueda llegar a ser mas prolongado con un mayor
namero de aplicaciones sumadas al efecto de una vacunacién temprana que
abarquen las dos etapas mas importantes en el desarrollo de los 6rganos sexuales.
La primera es la regeneracion de las células de Leydig que se presenta a las 3
semanas de edad; y la segunda es la pubertad, que tiene lugar entre las semanas
de vida 16 y 20 en los cerdos de produccion cérnica y entre las 12 y 14 semanas
en los cerdos miniatura (Franca et al., 2005; Kangawa, Otake, Enya, Yoshida,

Kangawa, et al., 2016)

Con todo esto nos serd mas facil conocer el mecanismo de desarrollo testicular,
permitiéndonos comprender de mejor manera la forma en la que se presenta la
maduracion testicular. Esto gracias a la medicidn de los factores morfométricos, asi
como la presencia de receptores sensibles a receptores a androgenos (RA) y al

factor de proliferacion celular (PCNA), durante tratamientos a corto y largo plazo.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de la gran importancia del testiculo para la reproduccion, existe poca
informacion acerca del efecto supresor de androgenos de la vacuna contra GnRH
aplicada en momentos criticos del desarrollo testicular en protocolos de corta y
larga duracion, sobre el crecimiento y desarrollo testicular y la dinamica de
presencia/ausencia de receptores en células sensibles a andrégenos (RA) y del
factor de proliferacion celular (PCNA), en razas de cerdos miniatura. Esto
contribuira al conocimiento de los mecanismos de accion de este método de
inmunocastracion y conocer los puntos criticos de accion en el desarrollo testicular

del cerdo miniatura.
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4. HIPOTESIS

La aplicacién de una vacuna a largo plazo contra GnRH, que coincida con periodos
de establecimiento y diferenciacion de poblaciones celulares testiculares, tendra un
efecto supresor significativo sobre el crecimiento, desarrollo testicular y la dindmica
de presencia/ausencia de receptores de androgenos y del factor de proliferacion
celular; comparado con un esquema de vacunacion a corto plazo en razas de cerdo

miniatura.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto supresor de andrégenos de la vacuna contra GnRH
(Improvac®) aplicada en momentos criticos del desarrollo testicular en protocolos
de corta y larga duracion sobre la dinamica de desarrollo del testiculo de cerdos

miniatura
5.1.1. Objetivos especificos

Analizar en cerdos miniatura, el efecto supresor de andrégenos de la vacuna contra
GnRH (Improvac®) aplicada en momentos criticos del desarrollo testicular en

protocolos de corta y larga duracion sobre:

e La morfologia del epitelio seminifero como un indicador de la madurez y de
dafio testicular.

e El dafio histolégico ocasionado como un indicador de la integridad del
epitelio seminifero.

e La inmunoreactividad de RA como un indicador en el indice de T en el
testiculo de animales con inmunocastracion temprana y a largo plazo.

e Lainmunoreactividad a PCNA como un indicador del indice de proliferacion

celular.

15

—
| —



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. ANIMALES Y DISENO EXPERIMENTAL

Para este estudio de emplearon 33 cerdos miniatura divididos en cuatro grupos
experimentales los cuales se alojaron en condiciones de granja. El manejo se apegdé
a los principios éticos y de regulacion recomendados por la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00 1999, asi como a las especificaciones del Subcomité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (SICUAE), de la FMVZ de la
UNAM con numero de autorizacion DC-2018/2-3.

El alojamiento, mantenimiento, crecimiento y tratamiento de los animales se realizé
en instalaciones de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia y el Centro de
Ensefianza Investigacion y extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, durante los meses de marzo a octubre
de 2018 debido a que en estos meses la diferencia en el nimero de horas de luz
es minima. Los animales se seleccionaron al nacimiento y se mantuvieron en
lactancia con la madre durante 21 dias. Después se destetaron y se mantuvieron
alojados en corrales dentro de edificios cerrados bajo ciclos naturales de
luz/oscuridad de 12 h + 1,25 h, una temperatura ambiente de 10 a 16°C y una
humedad relativa que oscilaba entre 64 % y 84 %. Se les dio acceso ad libitum al
agua y se les dio alimento dos veces al dia con una dieta balanceada, la cual es

elaborada dentro del centro de produccion.

Los animales fueron agrupados de la siguiente manera:
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EDAD EN SEMANAS

0 3 8 12 16 20 24 28
CONTROL P 7 7
n=9 n=3 n=3 n=3

- } } n=3 ﬁ@nﬂ ﬁ@

n=9 n=9 n=9 @ n=6 @ n=3 n=3

TRATAMIENTOS

y aplicacion de vacuna //9’@ castracion @ periodo de descanso

Figura 1.- Metodologia de aplicacién de Improvac® y castracion: TC= Tratamiento
convencional, STR= Sin Tiempo de Retiro, CTR = Con Tiempo de Retiro.

6.1.1. Grupo Control

Se seleccionaron 9 lechones de raza miniatura y se mantuvieron sin ser castrados.
A las 20 semanas se seleccionaron al azar tres de estos para ser castrados
quirdrgicamente manteniendo los restantes en las mismas condiciones, a las 24
semanas se realiz6 la misma seleccion y castracion a 3 cerdos, se mantuvieron los

restantes y a las 28 se castraron los ultimos 3 animales.
6.1.2. Grupo con Tratamiento Convencional (TC)

Se seleccionaron 9 animales y se mantuvieron sin ser castrados quirargicamente,
con esto animales se realizo la aplicaciéon de Improvac® de acuerdo con la manera

convencional que la marca determina que debe ser empleado el producto.

A todos los animales se les aplicaron 2 dosis, la primera a las 12 y la segunda a las
16 semanas de vida, cada una de 2 ml de manera subcutanea en el pliegue detras
de la oreja. Una vez realizada la segunda aplicacion cuatro semanas después (20
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semanas de vida) se seleccionaron 3 animales para ser castrados de manera
quirdrgica, dejando los animales restantes. A las 24 semanas se seleccionaron
nuevamente 3 animales para practicarles la orquiectomia. Y finalmente a las 28

semanas se castraron quirdrgicamente los ultimos 3 animales.
6.1.3. Grupo Sin Tiempo de Retiro (STR)

Se seleccionaron 9 animales y se mantuvieron sin ser castrados quirargicamente.
A todos los animales se las aplicaron 4 dosis de Improvac® a las 3, 8, 12 y 16
semanas de vida; a las 20 semanas se seleccionaron 3 para ser castrados
quirdrgicamente a los 6 restantes se les aplicé una 5° dosis de medicamento. A las
24 semanas se seleccionaron otros 3 animales para ser castrados quirirgicamente
y a los 3 animales restantes de les aplico una 6° dosis de Improvac® y finalmente

se castraron quirargicamente a las 28 semanas.
6.1.4. Grupo Con Tiempo de Retiro (CTR)

Se seleccionaron 6 animales y se mantuvieron sin ser castrados quirdrgicamente.
Se seleccionaron 3 cerdos a los que se les aplicaron una dosis de Improvac® a las
3, 8,12y 16 semanas de vida, en total 4 dosis. Se les dejaron 8 semanas de tiempo
de retiro de la vacuna y se castraron quirargicamente a las 24 semanas de edad.
Los 3 animales restantes se les aplicaron dosis de vacuna a las 3, 8, 12, 16 y 20
semanas de edad, en total 5 dosis, se les dejaron 8 semanas de retiro del

medicamento y se castraron quirdrgicamente a las 28 semanas.
6.2. METODO Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para la realizacion de la castracion quirdrgica lo animales se premedicaron con un
tranquilizante (Azaperona 2.2mg/kg IM, CHINOIN) en la zona de tabla del cuello, el
cual se dej6 actuar por un lapso de 20 minutos. Posteriormente se procedio al
lavado y rasurado de la zona lumbosacra para una posterior desinfeccién con

solucion yodada. Se procedié a la administracion epidural de epinefrina al 2% (Pisa)
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a razéon de 3mg/kg y se dejo actuar por dos minutos, en cuanto el animal se
encontraba insensibilizado se procedio a la castracion. Una vez terminada la cirugia
se administré antibiético y analgésico de manera intramuscular, igualmente en la

tabla del cuello durante 3 dias (Dexabiopen® 1ml/10 kg).

Los testiculos obtenidos fueron cortados para obtener muestras de 0.5cm3
aproximadamente que fueron fijadas en parafomaldehido al 4% y de 0.3cm?® que

fueron fijados en solucion Karnovsky. (M.J., 1985).
6.3. ANALISIS MORFOLOGICO

Las muestras fijadas en Karnosky, se mantuvieron en este fijador durante 24 horas.
Posteriormente se lavaron las muestras con solucion buffer de cacodilatos (0.1 M).
Para el siguiente paso se fijaron en solucién de OsO4 al 1 % (Merck, Darmstadt,
Alemania) y se procesaron para su inclusion en Epon 812. Se realizaron cortes
semifinos de 1 um de ancho se hicieron con un ultramicrétomo Leica UCT (Leica,
Viena, Austria), se tifieron por flotacion con azul de toluidina al 0,5% y luego se

colocaron en laminillas para observacion microscopica.

Los tubulos seminiferos se analizaron histolégicamente con un microscopio 6ptico
(BX51, Olympus Corp., Tokio, Japon) y el sistema de analisis de imagenes Image-
Pro-Plus 5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, EE. UU.). Todos los examenes
histoldgicos fueron realizados por un solo observador. Se seleccionaron
subjetivamente diez tubulos seminiferos con secciones transversales y se
observaron en un objetivo de 20x. Las areas del epitelio seminifero se estimaron

deduciendo el area del lumen del area externa de los tubulos seminiferos.

El grado de madurez del epitelio seminifero se determind mediante el indice de
maduracion (IM) también llamado indice de Johnsen (Johnsen, 1970) (ANEXO I:
indice de Johnsen.), este es un sistema de puntuacién para cuantificar la
espermatogénesis segun el grado de desarrollo de las células que se encuentran

en los tubulos seminiferos. Una puntuacion de 10 indica la maxima actividad de
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espermatogénesis, mientras que una puntuaciéon de 1 indica ausencia total de
células. El indice histopatolégico (IH) se determind mediante la suma de los
puntajes por seccion de tubulo seminifero, un puntaje de 26 se consideré el puntaje
mas alto. Se consideraron plegamiento de la lamina basal, descamacién celular,
vacuolizacion epitelial, sincitio celular, picnosis; tubulos sin espermatidas,
espermatocitos, espermatogonias o ausencia de todo tipo de células (Vigueras-
Villasefior et al., 2009) (ANEXO II: indice Histopatoldgico.).

6.4. DETERMINACION DE PROLIFERACION CELULAR Y
RECEPTORES A ANDROGENOS

Los receptores a andrdgenos y la proliferacion celular se determinaron por
inmunohistoquimica y se valor6 mediante microscopia 6ptica la expresion del

antigeno correspondiente.

Para ello las muestras testiculares fueron fijadas en paraformaldehido al 4% y se
procesaron para su inclusion parafina en un histoquinette. Se obtuvieron cortes de
4 pm de espesor con un micrétomo (Leica RM 2155; Microsystems, Nussloch
Gmbh, Alemania) y se montaron en portaobjetos cargados con geletina Fluka
biochemika 70151 con sulfato doble de cromo y potasio al 0.5% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.). Luego, se desparafinaron en una estufa a 60°C durante 30
minutos y se rehidrataron en una serie gradual de etanol, después los cortes se
colocan en solucion de citrato de sodio 0,01 M (Bio SB Inc., Santa Barbara, CA, EE.
UU.) enolla a presion para microondas a una temperatura de 100°C durante 5 min,
se deja enfriar para poder retirar los portaobjetos, realizar un lavado con agua
destilada y se dejaron secar; las secciones se delimitaron con un lapiz Dako (Dako,
Glostrup, Dinamarca). Posteriormente se utilizé albumina de suero bovino (BSA,
GE Healthcare, Amersham Biosciences, Little Chalfont, Bucks, Reino Unido)
durante 2 h para el bloqueo de receptores inespecificos. Luego, se incubaron
durante 24 h con anticuerpo monoclonal primario hecho en ratén contra; PCNA
([(PC10) sc-56, Lote #D1811 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU.)]
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y para AR con anticuerpo primario policlonal hecho en conejo, [(N-20) sc-816, Lote
#J020 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU.)]. Ambos se diluyeron
en una proporcion de 1:50 y se incubaron en camara humeda durante 24 h a
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se incubaron con anticuerpo secundario
durante 2 h a temperatura ambiente; para PCNA con IgG anti-raton biotinilado e
IgG anti-conejo biotinilado para RA (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EE. UU.), ambos se diluyeron en una proporcién de 1:200. Luego, se incubaron con
complejo de avidina-biotina a temperatura ambiente durante 1 h, luego de lo cual
las muestras se revelaron con diaminobencidina (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EE. UU.) durante 1 min y se contrastaron con hematoxilina GILL durante
1 min, se realiz6 un lavado con agua destilada, se dejaron secar las laminillas, se
deshidrataron con concentraciones crecientes de alcohol y posteriormente xylol,
después ser montaron con Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Las
secciones se analizaron bajo un microscopio optico (BX51, Olympus Corporation,

Tokio, Japdn) en un objetivo de 20x (Contreras-Ortiz et al., 2021).

Se realizé un analisis semicuantitativo de la inmunoreactivad dada por PCNA y RA,
se seleccionaron diez tubulos seminiferos con secciones transversales
seleccionadas al azar y se valoro la cantidad de células inmunoreactivas de manera
observacional presentes en cada tubulo. Se le dio una valoracién en una escala de
1 a 3 cruces; donde 1 significa una presencia de celulares reactivas evidentemente
menor en comparacion con las células presentes en el tubulo. El 2 significa una
presencia equitativa entre células reactivas y no reactivas y 3 cuando se observa
una proporcion mayor de células reactivas que de no reactivas (Figura 2) al finalizar

las observaciones se calculo el promedio por animal y por etapa.

Todos los exdamenes histologicos fueron realizados por un solo observador. Para
verificar la validez de la prueba, se seleccionaron marcadores positivos: muestras
de intestino para PCNA y muestras de préstata para RA de ratones y cerdos. Las

pruebas se realizaron sin anticuerpo primario para evitar falsos positivos con
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anticuerpo secundario (ANEXO 1ll: Controles positivos y negativos para

inmunohistoquimica.).
6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias en los indices de IM, IH y areas de los tubulos
seminiferos y su desarrollo durante los tiempos analizados se utilizd6 un modelo de
efectos mixtos (Park et al., 2009) Se plante6 la mejor estructura de covarianza y
para delimitar la relevancia se realiz6 una prueba de Tukey ajustada (Kramer,

1956). Previamente se realizdé un ensayo homogéneo de varianza tipo Bartlet.

La diferencia se encontré mediante la prueba de Tukey. El analisis de datos para
este documento se generd utilizando el software SAS/STAT, version [9] para
Windows. Copyright © [2014] SAS Institute Inc. SAS y todos los demas productos
0 nombres de servicios de SAS Institute Inc. son marcas registradas o marcas
comerciales de SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.

Figura 2.-Escala de cruces empleada para el analisis semicuantitativo de inmunoreactividad:

Primera fila: Escala semicuantitativa de Inmunoreactividad para PCNA. Segunda fila: escala de
inmunoreactividad para RA. Flecha roja indica positividad. Imagen 20x. Técnica
Inmunohistoquimica. Barra de calibracion = 50um.
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7. RESULTADOS

7.1. POR TRATAMIENTO
7.1.1. Grupo control

En el grupo control se aprecié una espermatogénesis desde espermatogonia hasta
espermatidas elongadas, culminando en espermiacion en los tres grupos etarios
observados (Figura 3A). De igual forma se observaron diferentes alteraciones en
los tubulos seminiferos entre los que se encontraron plegamiento de la membrana
basal, degeneracion, descamacion y vacuolizacion del epitelio, asi como sincitios
celulares (Figura 3B). Estas alteraciones se presentaron desde las 20 y hasta las
28 semanas de vida y no hubo diferencia significativa en el valor de IH a lo largo
del tiempo (p>0.05, Grafica 1A). En cuanto al IM, se observo que entre las 20y 24
semanas no hubo diferencia (p>0.05), sin embargo, al comparar contra el grupo de
28 semanas este fue superior en 34% al compararlo con los otros dos grupos
(p<0.05, Grafica 1B). Para la medicidn de las areas, el grupo de las 20 semanas
fue mas pequerfio tanto al compararlo con el grupo de 24 (reduccién del 19%) como
contra el de 28 semanas (reduccion del 24%) (p<0.05), por otro lado, entre estos
dos ultimos grupos no hubo diferencia de tamafio (p>0.05, Grafica 1C).

La semicuantificacion de la inmunoreactividad para PCNA se encontré que el valor
de los tres grupos fue similar entre ellos, con valores cercanos a las tres cruces
(Gréfica 2A); también para la inmunoreactividad dada por RA fueron muy similares
con un valor cercano a las 2.5 cruces en los tres casos (Grafica 2B).

7.1.2. Grupo TC

En este grupo encontramos una espermatogénesis desde completa con
espermiacion hasta encontrar tibulos seminiferos con espermatogénesis detenida.
Ademas, se encontrd una gran cantidad de anormalidades muy marcadas durante

las tres edades observadas, como plegamiento de la membrana basal,
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degeneracion, descamacion celular y vacuolizacion del epitelio; asi como sincitios
celulares y picnosis. No se presentaron diferencias significativas al comparar el
grupo de 20 semanas con el de 24semanas (p>0.05,Gréfica 1A) y este Ultimo a su
vez al comparar con el grupo de 28 semanas (p>0.05). Sin embargo, al comparar
el grupo de 20 semanas contra el de 28, este ultimo tuvo un valor superior de 23%
(p<0.05). Cuando se realizo la medicion del IM entre el grupo de 20 y 24 semanas
no se encontro diferencia entre ellos (p>0.05), mientras que el grupo de 28 semanas
fue menor en 47% al comparalo con el grupo de 20 semanas y del 30% al
compararlo con el de 24 semanas (p<0.05,Grafica 1B). Para la medicién de las
areas se observé que el grupo de 20 semanas fue mas pequefio en 35% que el
grupo de 24 semanas y con reduccion del 38% al compararlo con el grupo de 28
semanas (p<0.05) mientras que en entre estos dos ultimos grupos no hubo
diferencia (p>0.05,Grafica 1C).

Para el andlisis semicuantitativo de la inmunoreactividad dada por PCNA se
encontro entre los grupos de 20 y 28 semanas una medicion similar, mientras que
el grupo de 24 semanas fue superior (Grafica 2A). Para el mismo andlisis, pero
dado por inmunoreactividad a RA, los valores del grupo de 20 semanas se
mantuvieron cercanos a 1.5 cruces, mientras que en el caso de los grupos de 24y

28 semanas se mantuvieron en niveles por debajo de una cruz (Gréfica 2B).
7.1.3. Grupo STR

En las tres edades de este grupo encontramos una espermatogénesis incompleta
la cual se observé detenida en espermatogonias y en algunos casos hasta
espermatocitos. Otros tubos mostraron tibulos seminiferos con células germinales
y nucleos de las células de Sertoli desplazadas hacia el centro del tubulo
seminifero; con alteraciones como plegamiento de la membrana basal,
descamaciones, degeneracion y sincitios celulares, degeneracion y vacuolizacion
del epitelio, picnosis, y en ciertos casos ausencia de lumen tubular. Todas estas

alteraciones se encontraron de forma pronunciada y muy frecuentes durante las
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tres edades estudiadas. No se mostré diferencia a las 20 semanas comparado con
el grupo de 24 semanas (p>0.05). Sin embargo, estos dos grupos tuvieron un indice
superior que el grupo de 28 semanas de 41 y 48% respectivamente (p<0.05,Grafica
1A). En la medicién del IM se observo que no hubo una diferencia entre los grupos
de 20 y 24 semanas (p>0.05), por otro lado, estos dos grupos fueron inferiores en
un 49 y 50% que el grupo de 28 semanas (p<0.05, Gréafica 1B). En la medicion de
las &reas pudimos observar que los tres grupos se mantuvieron sin diferencia
(p>0.05, Grafica 1C).

Para el analisis semicuantitativo de la inmunoreactividad para PCNA se
mantuvieron constantes en valores entre 0.5y 1 cruz (Grafica 2A) para el caso de
RA se aprecio que los grupos de 20 y 28 semanas se mantuvieron con niveles por
debajo de una cruz mientras que el grupo de 24 semanas se vio mas elevado con

niveles cercanos a 1.5 cruces (Grafica 2B).
7.1.4. Grupo CTR

En este grupo se observé tanto a las 24 como a las 28 semanas de edad que la
espermatogénesis se detuvo en la fase de espermatogonias en la mayoria de los
tubulos. En algunos casos se apreciaron espermatocitos escasos y en ciertos
tubulos seminiferos se encontraron células germinales y nucleos de células de
Sertoli desplazados hacia el centro del tibulo. También se observaron una gran
cantidad de anomalias de los tubulos seminiferos como las descritas para el grupo
anterior. Esto llevd como resultado un IH elevado durante las dos edades
observadas sin encontrar diferencia entre ellas (p>0.05, Grafica 1A). Caso contrario
al IM el cual se mantuvo en niveles bajos y sin diferencia para las dos edades
(p>0.05, Grafica 1B). Para la medicion de las areas de igual forma no se encontro
diferencia entre los dos grupos (p>0.05, Grafica 1C).

Para la semicuantificacion de inmunoreactividad dada por PCNA ambos grupos se

mantuvieron en mediciones similares de una cruz o menos (Grafica 2A), esta
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similitud también se aprecidé en la semicuantificacion de RA donde estuvieron

cercanos a las 0.5 cruces (Gréfica 2B).

| Ees’
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Figura 3.-Tubulos seminiferos de cerdo miniatura del grupo control a las 28 semanas de edad:
A.- se aprecian las diferentes etapas de la espermatogénesis, asi como algunas alteraciones en
el epitelio seminifero; B.- Se aprecian las principales alteraciones encontradas en las diferentes
edades y tratamientos. (S) Sertoli; (Eg) Espermatogonia; (EgB) Espermatogonia tipo B; (Pq)
Espermatocitos en Paquiteno; (Er) Espermatidas redondas; (Ee) Espermatidas elongadas; (V)
Vacuolizacién; (P) Picnosis; (Dc) Descamacion; (Sc) Sincitios celulares; (Pm) Plegamiento de la
membrana basal. Imagen 60x. Barra de calibracién 50um. Tincién azul de toluidina.
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Gréfica 1.-Mediciones de IH, IM y area de los tubos seminiferos de los diferentes tratamientos

agrupados por edad: A.- Se muestra el IH de los cuatro tratamientos; B.- Se muestra el IM de

los cuatro tratamientos; C.- Se muestra el area de los cuatro tratamientos analizados agrupados
por edad se observa una disminucion en todos los grupos especialmente en el STR y CTR. En

todos los casos diferentes literales significan diferencia entre las mediciones (p<0.05).
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ANALISIS SEMICUANTITATIVO PARA INMUNOREACTIVAD DADA POR PCNA
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Grafica 2.-_Andlisis semicuantitativo de la inmunoreactividad en escala de cruces: Los grupos

se encuentran acomodados por tratamientos. A.- inmunoreactividad para PCNA. B.-
inmunoreactividad para RA
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7.2. POR EDAD
7.2.1. 20 semanas de edad

Al comparar el grupo control con el grupo de TC encontramos las mismas
alteraciones histologicas (Figura 3 A y B). Sin embargo, en este ultimo, se
encontraron mas pronunciadas en la mayoria de los tubulos seminiferos, las cuales
fueron superiores al grupo control (p<0.05,Gréfica 3A). Esto ocasioné que el area
se observara reducida en un 57% (p<0.05, Grafica 3C) sin que se provocaran
cambios en el indice de maduracién del epitelio seminifero (p>0.05, Gréafica 3B).
Aungue no se aprecio espermiacion en todos los tubulos seminiferos, se pudieron
encontrar espermatidas en diferentes grados de maduracion. En cuanto al grupo
STR, presentaron con mayor frecuencia y de forma méas pronunciada las
alteraciones histolégicas antes mencionadas (Figura 4C) con un IH més elevado al
compararse tanto al grupo control (con un incremento de 565%) como con el grupo
con TC (con un incremento de 56%) (p<0.05, Grafica 3A). Esto repercutié en el
reducido indice de maduracion del epitelio seminifero comparado con los otros 2
grupos (p<0.05, Gréfica 3B), (reduccion de 47% al compararlo con el Control y de
54% al comparar con el grupo de TC). Aunque si hubo reduccién en el area al
comparar con el grupo control (p<0.05) no mostro diferencias con el grupo de

tratamiento convencional (p>0.05, Gréfica 3C).

En el caso de la semicuantificacion de la proliferacion celular determinada por la
inmunoreactividad a PCNA se observdé mas intensa en el grupo de tratamiento
control, seguida del grupo con tratamiento convencional y al final el grupo sin tiempo
de retiro (Grafica 4A). Este mismo comportamiento se mantuvo para la

inmunoreactividad dada por receptor a andrégenos (Grafica 4B).
7.2.2. 24 semanas de edad.

En el momento de la comparaciéon del grupo control con el grupo TC, las

alteraciones histoldgicas continuaron con el mismo patrén que en la edad anterior.
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El grupo TC se aprecié con un IH mayor (p<0.05, Grafica 3A) en un 69% y con
disminucién del area (p<0.05) del 47% con respecto a grupo control (Grafica 3C);
esto a pesar de que en algunos de los tubulos seminiferos se aprecio espermiacion

lo que llevé a que el IM continuara similar entre ambos grupos (p>0.05, Gréfica 3B).

En el caso de grupo STR se observo un IH superior a los grupos control (266%) y
TC (57%) (p<0.05) y una disminucion del area comparada tanto con el grupo control
(84%) como con el TC (69%). (Grafica 3A y C). Por otro lado, las marcadas
alteraciones en la espermatogénesis provocaron un IM menor que los dos grupos
antes mencionados (p<0.05) (del 48% al comparar con el control y del 50% al

comparar con TC) (Figura 5C, Gréfica 3B).

Para el grupo CTR, las fuertes alteraciones histolégicas observadas en este grupo
a esta edad ocasionaron un IH superior tanto al grupo control del 87% como al TC
del 30% e inferior al grupo STR con una reduccion del 17% (p<0.05, Figura 5D;
Grafica 3A). Las areas en este grupo fueron menores en comparacion con el grupo
control (72%) y TC (46%) (p<0.05), mas no asi con el grupo STR en donde no hubo
diferencia entre sus valores (p>0.05, Grafica 3C). La espermatogénesis tan alterada
gue se observd ocasiond un IM menor con una reduccion del 30% al comparar con
el grupo control y del 32% al comparar con el grupo de TC (p<0.05) y similar al
grupo STR (p>0.05, Grafica 3B)

Para la semi cuantificacion de la inmunoreactividad para por PCNA fue similar para
los grupos control y TC ademas de que ambos fueron superiores a los grupos STR
y CTR los cuales no fueron diferentes entre si (Gréfica 4A). En el caso de la
inmunoreactividad para RA el grupo control fue superior a todos los grupos, seguido
por el grupo STR, el cual fue superior a los grupos TC y CRT los cuales no fueron
diferentes entre si (Grafica 4B).
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7.2.3. 28 semanas de edad

Al hacer la comparativa entre el grupo control y con TC se observo que este altimo
presento la misma clase de anomalias, sin embargo, de forma mas recurrente y
pronunciada que el grupo control (Figura 6A y B), lo que repercutié en un IH 222%
mayor (p<0.05, Grafica 3A). En cuanto a la espermatogénesis reportada para el
grupo TC, resulté en un IM (47%) y area (47%) inferiores a las del que el grupo
control (Gréfica 3By C).

Para el grupo STR se encontraron anormalidades histologicas similares que en el
grupo TC por lo tanto entre sus niveles de IH no hubo diferencia (p>0.05, Figura
6C, Grafica 3A). caso contrario al grupo control, el cual se observé en un rango
inferior (174%) (p<0.05). En el andlisis de la espermatogénesis se observaron las
mismas lineas celulares que en el grupo TC lo que repercutié en que no hubiera
diferencia entre sus valores de IM (p>0.05, Grafica 3B). sin embargo, cuando se
comparoé en el grupo control con el grupo STR, este dltimo resultdé inferior en un
31% (p<0.05). Para el valor de las areas se observo que el grupo SRT fue inferior
tanto al grupo control (73%) como al grupo TC (48%) (p<0.05, Gréfica 3C).

En el caso del grupo CTR el IH fue mayor que en cualquiera de los otros tres grupos
(control 307%, TC 26%, y STR 49%) (p<0.05; Gréfica 3A); sin embargo, presento
las mismas lineas celulares que los grupos TC y SRT por lo que no se encontrd
diferencia en el IM de estos 3 grupos (p<0.05). mas no asi al compararlo con el
grupo control en donde este fue superior en un 67% (p<0.05, Figura 6D, Gréfica
3B). En cuanto a la medicion de las areas el grupo CTR no tuvo diferencia al
compéralo con grupo SRT (p>0.05) mas no asi contra los grupos TC y control,
donde resulto inferior a ambos en un 77 y 88% respectivamente (p<0.05, Grafica
30).

Para el caso de la semicuantificacion de la inmunoreactividad para PCNA el grupo
control fue superior a todos los grupos seguido del grupo con TC el cuél fue méas

alto al compararlo con SRT y CTR los cuales fueron iguales entre si (Grafica 4A).
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Mientras que la semicuantificacion para la inmunoreactividad a RA la de grupo
control fue mayor, mientras que los otros 3 grupos se mantuvieron un nivel bajo sin

diferencia entre ellos (Gréfica 4B).

Figura 4.-Tubulos seminiferos de cerdo miniatura de 20 semanas de edad: A.- Grupo Control;
B.- Grupo TC; C.-Grupo STR. Las alteraciones encontradas fueron: (V) Vacuolizacion; (P)
Picnosis; (Dc) Descamacion; (Sc) Sincitios celulares; (Pm) Plegamiento de la membrana basal.
Células reportadas: (S) Sertoli; (Eg) Espermatogonia; (EgB) Espermatogonia tipo B; (Pq)
Espermatocitos en Paquiteno; (Er) Espermatidas redondas; (Ee) Espermatidas elongadas
Imagen 20x. tinciébn azul de toluidina. Barra de calibracién= 50pum.
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Gréfica 3.-Mediciones de IH, IM y &rea de los tubos seminiferos de los diferentes tratamientos
agrupados por edad: A.- Se muestra el IH de los cuatro tratamientos; B.- Se muestra el IM de los
cuatro tratamientos; C.- Se muestra el area de los cuatro tratamientos analizados agrupados por
edad se observa una disminucién en todos los grupos especialmente en el STRy CTR. En todos
los casos diferentes literales significan diferencia entre las mediciones (p<0.05).

33

—
| —
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Grafica 4.-_Andlisis semicuantitativo de la inmunoreactividad en escala de cruces: Los grupos
se encuentran acomodados por tratamientos. A.- inmunoreactividad para PCNA. B.-
Inmunoreactividad para RA.
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Frigura 5.-Tubulos seminiferos de cerdo miniatura de 24 semanas de edad: A.- Grupo Control;

B.- Grupo TC; C.-Grupo STR. Las alteraciones encontradas fueron: (V) Vacuolizacion; (Dc)
Descamacién; (Sc) Sincitios celulares; (Pm) Plegamiento de la membrana basal. Células
reportadas: (S) Sertoli; (Eg) Espermatogonia; (Pq) Espermatocitos en Paquiteno; (Er)
Espermatidas redondas; (Ee) Esperméatidas elongadas Imagen 20x. tincién azul de toluidina.
Barra de calibracién= 50um
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Figura 6.-Tubulos seminiferos de cerdo miniatura de 28 semanas de edad: A.- Grupo Control;

B.- Grupo TC; C.-Grupo STR. Las alteraciones encontradas fueron: (V) Vacuolizacion; (Dc)
Descamacion; (Sc) Sincitios celulares; (Pm) Plegamiento de la membrana basal. Células
reportadas: (S) Sertoli; (Eg) Espermatogonia; (Pq) Espermatocitos en Paquiteno; (Er)
Espermétidas redondas; (Ee) Espermétidas elongadas Imagen 20x. tincién azul de toluidina.
Barra de calibracion= 50pum




8. DISCUSION
8.1. GRUPO CONTROL

El grupo control a lo largo de las edades estudiadas presentd una
espermatogénesis completa con una adecuada espermiacion en la mayoria de los
tubulos seminiferos, lo cual se apega a lo reportado en la literatura donde se
menciona que el comienzo de la pubertad en cerdos miniatura se establece entre
las 10 y 12 semanas de edad con la primera espermiacion a las 14 semanas
aproximadamente (Contreras-Ortiz et al., 2021). Mientras que en animales que se
emplean en la produccion carnica como los Landrace x Duroc, estos procesos los
vemos entre las 20 y 24 semanas de edad. Es por lo que en nuestros animales a
las 20 semanas ya pudimos apreciar una espermatogénesis completa; ademas de
mantener sin diferencia significativa, la misma area del epitelio seminifero hasta las
24 semanas con un aumento del IM a las 28. Esto nos hace inferir que se encuentra
llegando al punto de madurez sexual, el cual en este tipo de razas se presenta entre
las 28 y 32 semanas (Contreras-Ortiz et al., 2021), mientras que para cerdos de
produccion carnica se presenta hasta las 56 semanas de edad aproximadamente
(Allrich et al., 1983; Franca et al., 2000).

En cuanto a las alteraciones histopatolégicas encontradas en el epitelio seminifero
coinciden con lo mencionado para razas de cerdos miniatura como los de
Gottingen, Yucatan y microminipigs (Helke et al., 2016; Kangawa, et al., 2016), asi
como para otras especies, como perros beagle y conejos chinchilla (Morton, 1988;
Rehm, 2000; Vigueras-Villasefior et al., 2013). En dichos casos, no se menciona el
origen de las alteraciones; sin embargo, en todos los estudios infieren que estas
aparecen durante la pubertad (Vigueras-Villasefior et al., 2009). Esta observacion
podria explicar en nuestro estudio el valor observado de IH e IM, que se refieren a
un dafio epitelial leve a moderado sin afectar la capacidad reproductiva (Grafica 1A
y B). Esto nos permite suponer que en los cerdos miniatura estas alteraciones son

intrinsecas a esta raza. Es importante considerar esta caracteristica en estudios
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experimentales que analicen la integridad del epitelio seminifero. Morton (1988)
propone que, al considerar estas alteraciones como no especificas, es necesario
aumentar el tamafio de la muestra para detectar los efectos en el epitelio seminifero

asociados a la manipulacion experimental.

En cuanto a las inmunohistoquimicas, los valores constantes de PCNA (Grafica 2
A) y del area del epitelio (Grafica 1C) seminifero para animales de las 3 edades
coincide con lo reportado para otras razas de cerdo como la Piau (Francga et al.,
2000); en la que se reporta la proliferacion de células de Sertoli Gnicamente en la
etapa anterior a la formacion de la barrera hematotesticular; ya que después solo
proliferan las células germinales. Por lo que en nuestro estudio podemos inferir que
la estabilidad en la inmunoreactividad para PCNA se deben Unicamente a la
proliferacion de las células germinales ya que en este punto las células de Sertoli

ya no proliferan.

Un caso similar podemos apreciar con los valores RA en donde se puede observar
una tendencia a estabilizarse (Grafica 2B), esto es similar a lo reportado para el
testiculo humano, donde se aprecia una constancia en los conteos de RA posterior
a la pubertad (Boukari et al., 2009; Chemes et al., 2008).

Al relacionar los dos valores semicuantitativos podemos inferir que la proliferacion
celular de las células germinales es dependiente de andrégenos para su
mantenimiento lo cual corresponde con lo reportado en la literatura (Trujillo Ortega
et al., 2017; Vigueras-Villasefor et al., 2013) y se complementa con lo antes

mencionado, para el establecimiento de la madurez sexual en este tipo de raza.

Estas caracteristicas testiculares del cerdo miniatura lo asemejan mas al testiculo
humano que al de otros animales que normalmente se emplean como modelos de
estudio como por ejemplo los murinos (Bruning et al., 1993; Holstein, 1986), lo cual
apoya el uso del cerdo miniatura como modelo para estudiar patologias testiculares

humanas.
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8.2. GRUPO TC

La frecuencia, dosis y cantidad de aplicaciones de Improvac® en el TC es la
sugerida por la marca desde que salié el producto al mercado (Zoetis, 2021). A
partir de entonces se ha realizado una gran cantidad de estudios sobre esto; sin
embargo, todos ellos en cerdos destinados a la produccién céarnica. En nuestro
estudio se realizo la aplicacion de este medicamento a las edades sugeridas (12 y
16 semanas), no obstante, en el caso de los cerdos miniatura estas aplicaciones
empatan con el inicio y establecimiento de la pubertad (Contreras-Ortiz et al., 2021;
Kangawa, Otake, Enya, Yoshida, Kangawa, et al., 2016), situacion que en los
cerdos destinados a la produccion se presenta a las semanas 20 a 24 de vida
(Allrich et al., 1983; Trudeau et al., 1992). Esto nos hace inferir que los valores de
IH encontrados a estas edades se encuentran alterados debido a la posible
reduccion en las concentraciones de T, sin que esto afectara los valores de IM
reportados a las 20 y 24 semanas de vida (Wicks et al., 2013b) (Gréafica 1 Ay B).
Llama la atenciéon que, a pesar de ello, en estas dos edades hubo de manera
escasa tubulos que presentaron un proceso completo de espermatogénesis hasta
espermiacion, mientras que, en la mayoria, estaba detenida hasta esperméatidas en
proceso de diferenciacion. Esto se puede deber a que los tubulos seminiferos
responden de manera diferencial, probablemente a la produccion hormonal
generada por las células de Leydig asociadas a esos tubulos (Trujillo Ortega et al.,
2017; van Straaten & Wensing, 1978). En cambio, a las 28 semanas la cantidad de
tubulos hasta espermiacion fue menor que a las edades anteriores y la mayoria se

encontraban arrestados hasta espermatocitos (Grafica 1B).

Muy probablemente todo esto se deba a que al aplicar la primera dosis en un
momento en que ya estaba presente la pubertad, las lineas celulares que ya se
encontraban establecidas en ese momento lograron continuar su proceso, aunque
de manera disminuida, pudiendo mantener la espermatogénesis que ya habia
comenzado previamente. Por otro lado, la siguiente aplicacion del medicamento

afectd la produccion de nuevas generaciones celulares, ocasionando que en la
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mayoria de los tubulos solo se observaran pocos espermatocitos probablemente
debido a que estos requieren de T para continuar con su proceso de diferenciacion
(Regadera & Martinez, 2001), todo esto en conjunto ocasiond que los niveles de IH
aumentaran y los de IM disminuyeran a las 28 semanas (Grafica 1 Ay B).

En cuanto a las areas de los tubulos seminiferos, se pudo apreciar que a las 20
semanas tuvo una medicion menor que las edades posteriores (Grafica 1C), esto a
pesar de que la cantidad de anormalidades aumenta a las 28 semanas; lo cual se
corrobora con las mediciones de PCNA en donde se ve un leve incremento durante
las 24 semanas para después decaer a las 28 (Gréfica 2A). Esto nos hace inferir
que la proliferacion de células germinales se encuentra presente y puede llevarse
a cabo a pesar de una probable bajada en las concentraciones de T; sin embargo,
no son suficientes para poder concluir con el proceso de espermatogénesis. Esto
se comprueba con la baja inmunoreactividad para RA en las tres edades (Figura
2B). Esto concuerda con lo descrito por Franca et. al (2005). Quien menciona que
para las primeras fases de la espermatogénesis no se requieren niveles elevados
de T, pero a partir de que el proceso llega hasta espermatocitos es fundamental

esta hormona para poder continuar con el proceso (Grafica 1B).

Por otro lado, cuando comparamos el grupo TC y el control, se pudo apreciar que
el primero tuvo un IH significativamente elevado en comparacion con el segundo
(Grafica 3A). Esto muy probablemente debido a que el grupo TC presenta bajos
niveles de T (Wicks et al., 2013b), la cual se encarga de mantener la integridad del
tubulo seminifero. Esto concuerda con lo reportado en la literatura donde se
menciona que las concentraciones adecuadas de T promueven una integridad
adecuada en el epitelio seminifero (Smith and Walker, 2014), por lo que inferimos
que al estar disminuidos durante la etapa de pubertad dafan la integridad del
epitelio, el cual ya se encuentra afectado de manera normal para esta raza,
elevando asi las alteraciones histopatolégicas. Sin embargo, el IM se mantuvo sin
diferencia entre los grupos de 20 y 24 semanas, lo cual implica que estos dafios no

afectaron la maduracion epitelial a estas edades, pero si a las 28 semanas donde
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el IMy las areas del TC fueron muy inferiores a lo reportado para el grupo control
(Grafica 3 A-C). Por lo tanto, a pesar de que se pudo mantener una
espermatogénesis adecuada a las 20 y 24 semanas de edad (Grafica 3 Ay B) la
cantidad de epitelio seminifero disponible para la produccién de espermatozoides
fue menor y aunque aparenta un incremento para edades mas avanzadas no
parece que pueda ser capaz de llegar a niveles convencionales para esta raza, a
pesar de que los valores semicuantitativos de PCNA fueron similares para ambos
grupos durante las 20 y 24 semanas (Gréfica 3C, Gréfica 4A). Sin embargo, a las
28 semanas el grupo TC se observé con un valor inferior, caso similar a los valores
semicuantitativos de RA, donde el grupo control fue claramente mayor en las tres

edades reportadas (Gréfica 4B).
8.3. GRUPO STR

Este grupo tiene como caracteristica principal que a partir de la primera aplicacion
de Improvac® a las tres semanas de edad no deja de tener efecto antigénico contra
GnRH y por lo que podemos asumir, de acuerdo con lo reportado en la literatura
(Wicks et al., 2013b; Zoetis, 2021), que las concentraciones de T sérica se
mantienen bajas constantemente. Esto se vio reflejado en los altos niveles de IH y
bajos de IM a las 20 y 24 semanas (Gréfica 1 Ay B), lo cual son valores esperados
ya que las probablemente bajas concentraciones de T ocasionaron que la
espermatogénesis no pudiera llevarse a cabo de manera correcta. Por lo tanto, no
se realizd una adecuada diferenciacion celular y las Unicas células germinales que
encontramos en esta etapa fueron las espermatogonias (Regadera and Martinez,
2001). Esto ocasion6 un reducido IM y que no se pudiera mantener una
citoarquitectura del tubulo seminifero adecuada (Smith and Walker, 2014).

Por otro lado, tenemos los animales de 28 semanas, los cuales presentaron una
disminucién en el nivel de IH y aumento en el IM (Grafica 1 A y B), esto
posiblemente se debio al leve incremento en RA ocurrido a las 24 semanas (Grafica

2B). Este hecho probablemente permitio un aumento en la maduracion del tabulo
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seminifero, permitiendo que la espermatogénesis avanzara hasta espermatocitos
con pocas espermatidas, lo cual también se reflej6é en un leve incremento en PCNA
a las 28 semanas (Gréfica 2A). Este acontecimiento pudo deberse a la proliferacion
de células germinales; sin embargo, el &rea no se vio incrementada.
Posteriormente, a las 28 semanas vimos que los conteos de RA retornaron a niveles
similares a las 20 semanas en este mismo grupo lo cual nos hace inferir que, para
edades posteriores, los niveles de IH e IM volveran a los encontrados en edades

anteriores.

Al comparar al grupo STR contra los grupos control y TC se aprecia un dafio mayor
al epitelio seminifero con una gran cantidad de anormalidades y un indice de
maduracion inferior (Grafica 3 Ay B). Esto nos hace inferir que las concentraciones
de T que alcanzo6 el grupo TC, previo al tratamiento, fueron suficientes para permitir
un desarrollo del epitelio seminifero mayor en comparacion con el grupo SRT, en
el cual, podemos suponer, fue privado de los niveles de T a una edad muy
temprana. Por otro lado, se ha visto que la minipubertad que presentan los cerdos
miniatura entre las 3 y 5 semanas de vida causa un incremento en los niveles de T,
lo que ocasiona que entre las 7 y 8 semanas de edad comience la diferenciacion
de las células germinales, las cuales daran lugar a la espermatogénesis una vez
que inicie la pubertad (Contreras-Ortiz et al., 2021). Por lo tanto, en el grupo STR
se vieron afectadas dos etapas principales de desarrollo testicular postnatal, la
minipubertad y la pubertad, en comparacion con el grupo TC, el cual solo se vio
afectado durante la pubertad permitiendo una maduracién adecuada de las células
de Leydig a las 3 semanas (van Straaten and Wensing, 1978). Esta diferencia entre
estos dos grupos se traduce en un dafio mayor en el grupo STR, en todos los
valores estudiados a las 20 y 24 semanas de edad (Grafica 3 A-C).

Al hacer la comparacion contra el grupo de TC a las 28 semanas, podemos
observar que los niveles IH e IM son similares en ambos grupos (Grafica 3 Ay B),
ya que empatan la disminucion de estos valores en el grupo con TC y el aumento

en el grupo STR, a pesar de ello, los valores de las areas continuaron siendo mas
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bajos en este ultimo (Grafica 3C). Esto concuerda con la medicion de PCNA, en
donde a pesar del leve incremento que se tiene a las 28 semanas, se mantienen

por debajo que el grupo control y grupo con TC (Gréfica 3 A).

8.4. GRUPO CRT.

Este grupo se caracteriz6 por la aplicacion continua de Improvac® cada 4 semanas,
pero con un tiempo de descanso de 8 previo a la castracidn, buscando que el efecto
de los anticuerpos contra GnRH disminuya, y comience una regeneracion testicular

como lo reportado en la literatura (Brunius et al., 2011; Castellanos, 2015).

Aqui pudimos apreciar que los valores obtenidos en todos los parametros se
mantuvieron similares en las dos edades (Grafica 1 A-C), a pesar de que el grupo
de 28 semanas tenia una aplicacion de vacuna mas. Esto debido a que podemos
inferir que por accién de la vacuna se mantuvieron valores bajos de T sérica durante
la minipubertad y la pubertad lo que ocasiond estas alteraciones (Stocco and
McPhaul, 2006; van Straaten and Wensing, 1978).

Al tener diferente nimero de aplicaciones, pero con similar resultado, nos hace
deducir que es posible ocasionar un dafio significativo al testiculo con cuatro dosis

de vacuna aplicadas en los momentos criticos de desarrollo testicular postnatal.

Al hacer la comparacion con los otros grupos, pudimos apreciar que se mantuvo
diferente en todo momento con las mediciones del grupo control y en casi todas
con el grupo TC (Gréfica 3 A-C), en donde tuvieron un valor similar Gnicamente en
los niveles de IM a las 28 semanas; cabe mencionar que fue el momento en que

bajaron los niveles del grupo TC.

En cuanto a la comparacion contra el grupo STR, los valores morfologicos se
mantuvieron similares en casi todo momento, la Unica diferencia que pudimos
apreciar fue para el IH a las 28 semanas donde CTR fue mayor, esto empata con
la disminucion de estos niveles en el grupo STR a esa edad (Grafica 3 Ay B). El
hecho de que el grupo CTR tenga valores tan similares al grupo STR nos habla de
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que a pesar de tener un periodo de descanso 8 semanas el dafio es similar a
cuando aun se tiene el efecto de la vacuna, lo que nos hace suponer que el testiculo

no se encuentra en vias de regeneracion, a pesar del tiempo de descanso.
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9. CONCLUSIONES

En estudios realizados con anterioridad, la aplicacion de Improvac® se enfocaba
anicamente en quitar el olor sexual en los cerdos destinados a produccion carnica,
basando la aplicacién en el momento de la eutanasia de los animales; sin tomar en
cuenta los periodos en los que el testiculo tiene més actividad o se encuentra en
alguna fase importante de desarrollo. En nuestro estudio esta ultima parte fue el
factor a considerar para las determinar el momento de inoculacién en los animales.
Ademas, el emplear como modelo a una raza de cerdo con un periodo mas corto
de desarrollo sexual, nos permitié6 en menos tiempo, entender que, si la vacuna se
encuentra realizando su efecto en momentos criticos del desarrollo, el dafio

testicular puede llegar a ser mas contundente.

Por lo tanto, con base en los resultados obtenidos de este estudio podemos concluir
que la aplicacién de por lo menos cuatro dosis de vacuna contra GnRH, que
coincidan con periodos criticos del desarrollo y maduracién del testiculo, ocasiona
un dafio severo y aparentemente irreversible sobre el tejido testicular en los cerdos

miniatura.
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11. ANEXOS

11.1.

ANEXO I: indice de Johnsen.

Tabla 1.- Escala de puntuaciéon para determinacion del indice de maduracion del
epitelio seminifero (Johnsen, 1970).

Puntuacion

Maduracion

—
[ 3

Espermatogenesis completa con gran cantidad de espermatoziodes.

Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5 por tubo).

No hay espermatozoides maduros, prescencia de espermatidas maduras en diferenciacion,

Gran cantidad de espermatidas sin algun signo de diferenciacion.

Presencia de pocas espermatidas (5 por tubo).

Gran cantidad de espermatocitos presentes,

Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo).

Presencia Unicamente de espermatogonias.

No hay células germinales, solo estan presentes las células de Sertoli,

_ N W & U O =~ |00 | W

No hay células en el tubo seminifero,
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11.2.  ANEXO lI: indice Histopatoldgico.

iNDICE DE DANO HISTOPATOLOGICO
(IH) (ESCALA)

Descamacion celular
Puntuacién 2: Vacuolizacion del epitelio
Células Multinucleadas
Picnosis
Puntuacién 3: Tubulos sin espermatidas
Puntuacioén 4: Tubulos sin espermatocitos
. Puntuacién 5: Tubulos sin espermatogonias
o Puntuacién 6: Ausencia de todos los tipos
“4 celulares

PARAMETROS PARA LA DETERMINACION DEL
iNDICE DE DANO HISTOPATOLOGICO

" (A) Plegamiento de la lamina basal
(B) Descamacion celular

(C) Vacuolizacion del epitelio

(D) Células multinucleadas

(E) Picnosis

(F) Tubulos sin espermatidas

(G) Tubulos sin espermatocitos

+ (H) Tubulos sin espermatogonias

Figura 7.- Escala para determinar el indice de dafio Histopatolégico (IH) (Vigueras-Villasefior
et al., 2009): Para la determinacién del indice de dafio histopatol6gico es necesario sumar los
puntos de acuerdo con el tipo de dafio presentado en el tibulo seminifero siendo 26 el valor
maximo en la escala.
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11.3. ANEXO lllI: Controles positivos y negativos para

inmunohistoquimica.

Figura 8.- Controles positivos y negativos para validacién de inmunchistoquimica para

determinacién de PCNA: (A) intestino de cerdo con marca positiva; (B) Intestino de cerdo sin

marca positiva con ausencia de anticuerpo primario; (C) Cerebro de cerdo como control negativo

sin marca positiva; (D) Intestino de ratdn con marca positiva como prueba de funcionamiento de

anticuerpo primario; (E) Intestino de raton sin marca positiva en ausencia de anticuerpo primario;

(F) Cerebro de raton como control negativo sin marca positiva. Técnica inmunohistoquimica 20x.
- Barra de calibracion 50 pm.
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Figura 9.- Controles positivos y negativos para validacién de inmunohistoquimica para

determinacion de RA: (A) Préstata de cerdo con marca positiva; (B) Préstata de cerdo sin
marca positiva con ausencia de anticuerpo primario; (C) Intestino de cerdo como control
negativo sin marca positiva; (D) Préstata de ratbn con marca positiva como prueba de
funcionamiento de anticuerpo primario; (E) Préstata de ratdn sin marca positiva en ausencia de
anticuerpo primario; (F) Intestino de ratén como control negativo sin marca positiva. Técnica
inmunohistoquimica 20x. Barra de calibracion 50 pm
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonts: The Vietnamese pot-bellied pig is a breed with high investigation potential. However, at the reproductive level,
Spsrmatngenests its testicular characteristics are still unknown, as well as the different stages of its development. Therefore, the
Wi et Suiil 015 chjective of this work is to describe the postnatal testicular development of Vietmamese pot-bellied pigs. In this
TR AT study, we used pigs grouped into the neonatal stage, animals at 2010 weeks; prepubertal stage, animals at three

and eight weeks; pubertal stage. animals at twelve and sixteen weeks; and postpubertal stage animals at twenty,
twenty-four, twenty-eight and thirtytwo weeks of age. The neonatal stage is characterized by gonocytes at
different migration phases. In the prepubertal stage. gonocytes were differentiated into spermatogomia at 3 weeks
of age, and the first spermatocytes were observed at 7 weeks of age. Puberty was determined to start at 12 weeks
because seminiferous tubules are found with complete spermatogenesis and the highest peaks in positive cell
counting of androgen receptors (AR) and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) factar that hater decreased
and further stabtlized in the following weeks In the postpobertal stage, an increase in semimiferous tubule areas
was observed. The sumber of apoptotic cells ranged from Jow to null at all ages. Testosterone (T) and gonad-
otropin Jevels had two important peaks at 3 and 24 weeks. The seminiferous epithelium cycle was found to have
11 stages according to acrosome development. These characteristics of Vietmamese pot-bedlied pig testes, which
are different from rat testes and mare similar to human testicles, make them a viable moded to study human male
reproductive biology. The postnatal testicular development of pot-bellied pigs is different from the postnatal
testicular development of other breeds. Theredore, due to this difference in size and casy manipulation, the
Vietnamese pig is an alternative for investigation compared to other pig breeds.

Aadrugen reonptor

1. Introduction (Stricker-Krongrad et al, 2010). The cases reported of testicular cancer
in pigs (Weaver e al, 1999) suggest that this species can be used for
Pigs have great relevance as experimental models for their testicular ancology models. Among pig breeds, the White Compasite and
biochemical, physiological and anatomical similarities to humans Duroc boar are the most used for mvestigation, which is why their
(Callesen et al., 2017; Svendsen, 2000). Pigs are used in different testicular structure and development are well known, as well as their
research fields, such as pharmacology (Fen o al, 200%), virology (Favio hormonal behavior (Zanelia et ol 1999).
ef al., 2017), genetics (Cui et al., 2013), neurosciences (Langhout of al, The minipig has the advantage of its small size. Therefore, it is easier
2018), optometry (Lobue ef al., 2017), xenotransplantation (Hampon, to manipulate and results in less maintenance cost (Kangawa ef al,
2017), infectology (Fichig «t al, 2017)and reproduction. In the repro- 2016). This group consists of more than 60 breeds, among which we find

ductive investigation area, they have reported works on fertility (vratzo the Vietnamese pot-bellied pig.
et al, 2018), testicle maturation (Ma e al. 2010) and toxicology The 6.month pot-bellied pig weighs approximately 13-27.88 kg,
* Corresponding authors.
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while a Landrace or Duroc pigs at this age weigh 100 kg (Dang-Nguyen
et al., 2010; Bvendsen, 2000). This characteristic turns this breed into an
option to conduct research studies. There are differences in testicular
devdopmundepuuin'onthehud.mminipigsmdtscouim
Hanford, Yucatan (Helke e al, 2010) and microminipigs (Kangawa
et al.. 2010), the precise age at which they start spermatogenesis and

puberty has been set, and some studies have described abnormalities in
the seminiferous tubules such as hypoplasia, atrophy, and tubular

degeneration. However, all these chamcteristics vary according to the
breed.

However, the seminiferous epithelrum cycle (SEC) is defined as
cellular associations in a specific area of the epithelium between two
successive appearances of the same cellular association (Farrish el
2017). This cycle is described for different breeds, although there are
still many more studies such as the Vietnamese pot-bellied peg. 1t is
important to consider the SEC for studies where it is required to identify
alterations in the seminiferous epitbelium generated by a certain
experimental or pathological condition. This cycle has been described in
microminipigs, where 11 stages have been established (Kangawa et al
2010), while in the White Composite or Duroc pigs, anly 8 stages
(Franga 2l 200%) are known, and until now, the SEC of other mini-
ature breeds has not been studied.

The testicular postnatal development of pot-bellied pigs s still un-
known, as well as the periods of cellular differentiation, proliferation
and apoptosis periods, umspecified abnormalities, SEC constituting
stages and their relationship with hormonal concentrations. Therefore,
the objective of this work is to describe the testicular postmatal devel-
opment of Vietnamese pot-bellied pigs and the stages constituting their
SEC. This information can be wsed to conduct testicular investigation
studies using this breed as a study model.

2. Material and methods

21 Animals

For this study, a total of 27 Vietnamese pot-bellied pigs were used,
which were obtained and hosted from the teaching, researching and
extension center of swine production(CEIEPP) of the National Autono-
mous University of Mexico, which is located in the 99° 31" 43" west
longitude of the Greenwich Meridian. Its northern latitude is 19 577 13",
during the months of March to October 2018 because during these
moaths the difference in the number of light bours is minimal, The
Vietnamese pot-bellied pigs were housed in pens inside enclosed
buildings under natural light/dark cycles of 12 h = 1.25 h, an ambient
temperature of 10-10 'C and a relative humidity ranging between 0,64
% and 84.03 %. They were given ad libitum water access, and food was
given twice per day with a balanced diet. The 27 pigs were distributed
by age in groups of 3 individuals each, these groups in turn were clas-
sified by developmental stages, remaining as follows: Neonatal stage,
animals of zero-weeks; prepabertal stage, animals of three- and eight-
weeks, pubertal stage, animals of twelve and sixteen weeks, and post-
pubertal stage animals of twenty, twenty-four, twenty-eight- and thirty-
two-weeks-old. All the practices abided with the ethical principles and
regulations recommended by the Official Mexican Standard NOM-062-
200 1999 and to the specifications of the Internal Subcommittee for
the Care and Use of Experimental Animals of the School of Veterinary
Medicine and Animal Science of the National Autonomous University of
Mexico with approval number DC-2018,2.3,

22 Method to obtatn the samples

The animals were castrated to obtain testicular tissue by adminis-
tering azaperone at 2.2 mg/kg IM (CHINOIN, Mexico) and 3 mg/kg
lidocaine epidurally (PISA, Mexico, 2 ). Blood samples were taken
during the procedure from the jugular vein to determine serum hormone
concentrations. Finally, antibiotics and analgesics were administered for

Acts Mistechenin 123 (2021) 152741
3 days (dexabiopen©Syva, Spain, 1 mL/10 kg IM).
2.3. Morphological analysts

One testicle sample of approximately 0.3 cm” was obtained per an-
imal. These samples were fixed in Karnovsky solution (Karnovsky,
1963), washed with cacodylate buffer (0.1 M), postfixed in 1 % 0sO4
solution (Merck, Darmstadt, Germany), and processed for inclusion in
Epon 812, Semifine cuts of 1 pm width were made with an ultramicro-
tome Leica UCT (Leica, Vienna, Austria), stained by flotation with 0.3 %
toluidine blue dye and then placed on plates for microscope observation.

The seminiferous tubules were analyzed histologically with a light
microscope (BX31, Olympus Corp., Tokyo, Japan) and the Image-Pro
Plus 5.1 image analysis system (Media Cybemnetics, Bethesda, MD,
UsA). All histological examinations were performed by a single
observer. Ten seminiferous tubules with cross-sections were selected
subjectively and observed in a 20x objective. The areas of the seminif-
erous epithelium were estimated by deducting the lumen area from the
external area of the seminiferous tubules.

The degree of maturity of the seminiferous epithefium was deter-
mined by means of the maturation index (M1) also called the Johnsen
index (Johnsen, 1970),This is scoring system for quantifying sper-
matogenesis according to the profile of the cells encountered in the
seminiferous tubules. A score of 10 indicates maximum spermatogencsis
activity, whereas a score of 1 indicates complete absence of cells. The
histopathological index (HI) was determined by the sum of the scores
per section of seminiferous tubule, a scare of 20 is consider the highest
score. Were considered folding of the basal lamina, desquamation
without spermatids, spermatocytes, spermatogonia or ahsence of all cell
types (Vigaeras-Villasenor ef al., 2009). The MI and HI were determined
in ages showing complete spermatogenesis and expressed in arbitrary
units (AU).

2.4. Determtmation of cellular proliferation (PCNA) and androgen
receptors (ARs)

One testicular sample of approximately 0.3 cm” was obtained per
animal. These samples were fixed in paraformaldehyde at 4 % and
processed to be immersed in paraffin. Tissue sections 4 ym thick were
obtained with a microtome (Leica RM 2133; Microsystems, Nussloch
Gmbh, Germany) and mounted on slides covered with poly-t-lysine
(Sigma-Aldrich, St. Louss, MO, USA). Then, they were dewaxed on a
stove at 60 'C and rehydrated in a gradual ethanol series. Sections were
delimited with a Dako pencil (Dako, Glostrup, Denmark), cuts were
incubated in 0.01 M sodium citrate solution (Bio SB Inc., Santa Barbara,
CA, USA) for 15 min. Bovine serum albumin was used (BSA, GE
Healthcare, Amersham Biosciences, Little Chalfont, Bucks, UK) for 2 h
for unspecified blockage. Then, they were incubated for 24 h for PCNA
m&mmmm,m(?clo)xdﬂ.mlblall
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and for AR with rabbit
polyclonal primary antibody, AR (N-20) sc-816, Lot #J020 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), Both were diluted at a ratio of
1:30 and incubated for 29 h at room temperature. They were then
incubated with secondary antibody for 2 h at room temperature; for
PCNA with biotinylated anti-mouase IgG and béotinylated anti-rabbit 1gG
for AR (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), and both were
diluted at a ratio of 1:200. Then, they were incubated with avidin-biotin
complex at room temperature for 1 h, after which time the amples were
revealed with diaminobenzidine (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) for 1 min and were contrasted with hematoxylin for 1 min,
dehydrated and coverslipped with Entellan {(Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania). Sections were analyzed under a hight microscope (BX31,
Olympus Corparation, Tokio, Japan) on a 20x objective.

For the PCNA and AR index, ten seminiferous tubules with cross-
sections were selected subjectively scattered per amimal, and all
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positive cells present in each tubule were counted. All histological ex-
aminations were performed by a single observer. To verify the validity of
the test, positive markers of mice and pigs were selected for the anti.
bodies used: intestine samples for PONA and prostate samples for AR
were used. Tests were performed with no primary antibody to avosd
false positives with secondary antibody.

25. Determination of cellular death

Sections cut in paraffin were dewaxed, rehydrated, and delimited
with a Dako pencil (Dako, Carpinteria, CA, USA). To identify the cells,
we contrasted the tissue sections with DAPI staining in the following
way: samples were washed with Hanks balanced solution (Gibea, Invi-
trogen, Grand Island, NY, USA) and incubated with DAPI (Sigma-
Aldrich) at 1 g/ml. concentration followed by X proteinase incubation
(20 mg/mL) (Stratagene, La Jolla, CA, USA) for 30 min. Then, they were
placed in 0.3 % of methanol H,0for 30 min more. Then, they were
infiltrated with 0.1 % of Triton X-100 solution (Sigma-Aldrich) for 2 min
and incubated in TUNEL solution (terminal deoxynucleotidyl trans.
ferase plus nucleotides, Roche Diagnostic Corporation, Indianapolis, IN,
UsA) for 1 hat 37 'C, then they were coverslipped with Entellan (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania) for their observation under a fluorescence
microscope (BX31, Olympus Corporation, Tokio, Japan). All dilutions
and washings between every step were performed using PBS (phos-
phate-bufferedsaline). For the determination of the apoptotic index, the
cells were identified by intense green color with absorption and emis-
sion wavelengths of 494 and 320 nm, respectively; 20 seminiferous tu.
bules per animal were selected subjectively scattered, and all positively
formed by a single observer.

2.6, Hormonal determtnation

Testosterone (T)serum, luteinizinghormone (LH) and follicle stimu.-
hmghume(rsu)knlsmdﬂanmedbymmyd
automated chemiluminescent microparticles in a second-generation
Architect (Abbot Diagnostics, Abbott Park, 11, USA) according to the
manufacturer's instructions.

27. Swavistical analysts

To determine the differences in immunopositive cell numbers in AR,
cellular proliferation (PCNA), apoptasis (TUNEL), seminiferous tubule
areas, hormonal concentrations (T, FSH and LH) and their development
during the analyzed times, a mixed effects model was used (Park et ol
2009). The best covariance structure was set out, and to delimit the
relevance, we conducted the adjusted Tukey test (Kramer, 1930). A
variance homogenous assay type Bartlett bl been performed previ-
ously. The difference was found using the Tukey test. The data analysis
for this paper was generated using SAS/STAT software, Version [9] for
windows. Copyright © [2014] SAS Institute Inc. SAS and all ather SAS
Institute Inc. products or service names are registered trademarks or
trademarks of SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.

Acts Misteckenicn 123 (2001) 152741
3. Results
3.1. Neonatal stage

At this age, the testis showed seminiferous cords with areas ranging
from 1309.09-2762.31 pm?* (Table 1) In all of them, gonocytes were
located at the center, both during the migration phase towards the
basement membrane and in contact with it. Likewise, Sertoli cells were
mostly located in the periphery, and some were pyknotic. In the inter-
stitium, Leydig and peritubular cells were found (Fiz. 1A). An average
0f2.71 = 4.28 cells per cord showed AR immunoreactivity in Sertoli and
germ cells (Fig. 2A), and the proliferation determined by PCNA was
observed only in germ cells, with an average of 297 = 4.39 (Fiy. JB). For
all stages, the number of apoptotic cells was reduced to null (Tabic 1,
Fig. 21.J).

3.2. Prepuberal stage

At this stage, the seminiferous cords presented areas from
3329.90-21388.29 ym’, which was different from the neonatal stage
(Tabic 1). In the case of 3 weeks of life, Sertoli cells and gonocytes were
still found migrating to the basement membrane or in contact with it;
however, the first spermatogonia were seen and identified by their
smaller size and slightly flat structure, as well as peritubular cells around
spermatic cords and Leydig cells that were both healthy and pyknotic in
the interstitial space (Fig. 1B). In the case of 8-week-old animals, the
lumen and the presence of pachytene spermatocytes and aboormalities
in the seminiferous epithelium such as degeneration and vacuolization,
cellular syncytium, basement membrane folding and cellular desqua-
mation, were observed. (Fig. IC)L In the case of AR and PCNA, a sig-
nificant increase in the number of immunoreactive cells was observed
with respect to the neonatal stage in both cases (Fiz 2 Cand D) (P <
0.05), with averages of 18.03 = 3.94 and 19.38 1 3.98 cells per semi-
niferous tubule, respectively (Fi5. 4). In the apoptotic index, there was
no difference from the aforementioned stage (Table 1) In the case of
hormonal measurements, the averages of this stage were as follows: T =
40039 1 408.92 ng/dl, PSH = 0,07 = 0.04 mUl/mL and LH = 0.13 1
0.09 mUL/mL (Fig 5L

3.3. Puberral stage

Seminiferous tubule areas in the range of 12282.86 to 48900.02 ym”
were observed, which were higher than those in the prepubertal stage (P
< 0.03%) (Tablc 1). Spermatogenesis was complete, with germinal cells
in different developmental stages, spermatids both round and dongated
and spermiogenesis in older animals (sixteen weeks old) (Fiz 1D). The
abnormalities found in the seminiferous tubules were cellular desqua-
mation with abundant cellular syncytium, basement membeane folding,
excessive vacuolization and spermatogenesis alterations (7ig. 1F). All
abnormalities were constant at the following ages. In these seminiferous
tubules, a varied H1 from 2 to 13 AU and M1 variations from 3 to 10 AU
were found (Table 1). For AR immunopositive cells, we ohserved Leydig
and peritubular cefls, while in the seminiferous epithelium, Sertoli and
germ cells were found in all developmental stages, except clongated
spermatids (Fig. 2G), representing an important increase in relation to
the prepubertal stage with an average of 94.79 + 3.73 pasitive cells per

Table 1
Reproductive parameters of the Vietnamese pot-bellied pig by stage.
Soage Agwl weoks | n Seauirtvouvas subale wes (pml) Mmopathological ndex Mssuration ndex Apopestic Index
NEONATAL o a oA : 1300.71° - - o1y & aost
PRIEFUDERTAL 03-o08 o SAN7.42 1 1413 - - 014 ¢ 0o
PUBENTAL 12-18 o ITUS200 = 11Oy 3% = 03 7.18 £ 035" 017 £ oo*
POSPUNERTAL 20-32 12 3603300 = 754.00" 334 = o3 608 : 03s° 14 oo
Different kiterals imply difference between values (P < 0.03) x +SEM.
3



legend, the reader is referred to the web version of this article ).

seminiferous tubule (P < 0.03 %5 Fiz. 4). In the case of PCNA, immu-
matogonia (Fig. 2H), and the immunoreactivity was found tobe higher
than the immunoreactivity in the prepubertal stage, with an average of
57.32 1 3.33 positive cells per seminiferous tubule (P < 0.03 %) (Fig. 4).
From this stage, there were no changes in the location of AR and PCNA
was not different between the prepubertal stage and the prepubertal
stage (Table 1). At the hormonal level, the following data were obtained:
T = 310.92 = 382.87 ng/dL, FSH = 0.12 + 0.03 mUl/mL and LH = 0.19
£ 0.07 mUl/mL (£ 1g. 9). No difference was found with the values of the
prepubertal group.
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(A) seminiferous cards with gonocytes
(Gn) and Sertoli cells (S) are observed as
in migration as in contact with the basal
Inmina, peritubular cells (Pt) around the
seminiferous tubule and Leydig cells
(Lg) in the interstitial space. Prepuber-
tal stage (three weeks of life)(B): Semi-
niferous cords with gomocytes (Gn)
concluding their arrival to the basal
lamina and Sertoli cells (S) as in
migration as in contact with the basal
lamina, peritubular cells (Pt) around the
spermati cord and Leydig cells in the
(eight weeks of life) (C); semiferous tu.
bules and cords were observed with the

Pubertal stage (D) spermatogonia (Sg)
and Sertoli cells (5) are observed in the
md&mm
and complete spermatogenesis with
round spermatids (Rs) and clomgated
spermatids (Es) with no spermiation, in
addition to abmormalities in the semi.
niferous epithelium, peritubular cells
(Pt) and Leydig cells (1Lg) are observed
in the extratubodar fonm. Postpubertal
stage (E): spermatogonia (5g) and Ser-
Iimllsts)-puthy mqbd
spermatogenesis

3.4. Postpubertal stage

Compared to the pubertal stage, an increase in the seminiferous tu-
bule areas ranged from 10,084.29-72092.78 pm*(P < 0.03) (Table 1)
The same stages of spermatogenesis were observed as in the pubertal
stage (Fig. 1E)LAn average of 43.30 + 279 AR-immunopositive cells
were seen toshow a significant decrease with respect to the pubertal
stage (P < 0.09 %) (Fig. ), while PCNA-immunopesitive cells showed
no difference compared tothe pubertal stage, with an average of 63.07 £
2.21 positive cells per seminiferous tubule (Fig. 4). The apoptotic index
was not significant in comparison with the pubertal stage. In addition, in
the HI, the pubertal group was observed to be higher than the post-
pubertal group. However, in the case of MI, there was no difference
between these two stages (Table 1). The following averages were
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ohserved in the case of hormonal levels: T = 1499.99 1 334.47 ng/dL,
PSH = 0.12 £+ 0.03 mUl/mL and LH = 0,18 1 0.07 mUL/mL (Fig 3).
There was no difference with the pubertal stage.

3.5, Seminiferous epitheltum cycle

While checking the seminiferous tubules, we identified the different
SEC stages according to the maturation that the spermatid acrosome
presented, as well as the cellular associations existing during this stage,

—
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Fig. 2. Semmiferous cords/tubules of Vietnamese pot-bellied pigs
with positive cells for AR (A, C, E and G) and PONA (8, D, F and H)
in different stages and seminiferous tubules with apoptosis.
Neomatal stage (A and B); prepubertal stage (C and DY in the AR
test, Sertoli and Leydig cells are seen with positive marks, while
the PONA test principally shows spermatocytes and gonocytes.
Pubertal stage (E and F); a positive mark is observed in the case of
the AR test in the following cellsc Sertoli, Leydig and spermatocytes
until round spermatids, while the PCNA test marks positive in the
same cell types of the prepubertal stage. Postpubertal stage (G and
H); in both tests, the mark was positive in the same cellular lines of
pubertal stages. Insert image A, Prostate of the same pig as a
pasitive control for AR. Insert image B, intestine of the same pig as
the positive control of PCNA. The inserts in Figares C and D
correspond o negative controls of the technique where the pri-
mary antibody was omitted. Immunohistochemistry (20x), scale
bar 30 ym. Cellular apoptosis {1.7): Seminiferous tubules with DAPI
contrast (I) and TUNEL (J), apoptotic cells (white arrow). In all
ages, a poor or mull presence of apoptosis was seen in the reviewed
semmiferous tubules, even in those with abnormalities. Fuores.
cence (20x), scale bar 30 ym.

resulting in the determination of 11 SEC stages (g, 3).
4. Discussion

Murine models are the ones most used in pathology studies in
humans because of their reduced maintenance cost, easy manipulation,
and reproductive efficiency (Franca ef al., 2009). However, their early
postnatal testicular development does not resemble the early postnatal
testicular development present in hunsans (Kosken L, 2017).

—t
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Fig. 3. Smﬁhuep&hﬁ-cy&snphvimw-wnmﬁuch-iﬁdmhlhednmdmmplbw:tmidud
early stages, and stages VII to XI are considered late stages. The arrow indicates the Golgi apparatus (black arrow), acrosomal vesicle and granude (red armow).
Spermatogonia A (SgA), Intermediate spermatogonia (Sgl), Spermatogonia 8 (SgB), meiotic cells (M), spermatocytes (Sc) Round spermatids (Rs), clongated sper-
matids (Es), Sertoli cdlls (), desgquamation (Dg), vacuckization (V) phagosome (Ph). Toluidine blue (60x). Scale bar 20 ym (For interpretation of the references to
odowmduﬁguelqmd.hm&rurﬁundhtbwebmoﬁh.b&.i

The pig is an excellent model because it has testicular characteristics
similar to the testicular characteristics in humans and shares the same
spermatic morphology, testicular structure, unspecified alterations of
such as cryptorchidism (Bernal Manas et al 2005

In pigs, the differentiation of gonocytes to spermatogonia occurs in
scrotum testicles. In contrast, in rats, this difference finishes at 10 days
postpartum (dpp) in testicles that have not yet descended and near the
beginning of spermatogenesis, which is appraximately 14 dpp (Morens,
2018). In humans, the gonocyte differentiation process cancludes in
scrotum testicles (as in pigs) between 6 and 12 months of age and seeing
the first spermatocytes between 5 and 7 years of age (ficto <t 2l 2010).
in this work, the differentiation of gonocytes to spermatogonia occurred

at 3 weeks of life, and the first pachytene spermatocytes were seen at the
prepubertal stage (8 weeks of age). Considering that in the micraminipég
breed, the differentiation of spermatogania from spermatocytes takes
approximately 3.24 days (Kangawa et al. 2010), we can assume that
spermatogenesis in the Vietnamese pot-bellied pig startedin the prepu-
beral stage (approximately the 7th week of life), leading us to assume
that there is an infamt period of approximately 4 weeks, different from
the rat, where this period is reduced to 4 days. These differentiating
periods in the pig abide with what has been seen in humans because the
pig has wider testicular differentiating windows of time than the rat,
which allows us to better manipulate the differentiating periods in the
Vietnamese pot-bellied pig.

In Duroc pigs and crossbreeds of Landrace and Yorkshire, gonocyte
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COUNT OF AR AND PCNA PER SEMINIFEROUS TUBULE
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Fig. 4. Positive cell count to AR and PONA per seminiferous tubule. Different iterals imply differences between values per stage (p < 0.03). The results are expressed

asx +SEM.
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Fig. 5. Individual hormonal concentrations of T, PSH and LH from tested animals from different developmental stages of Vietnamese pot-bellied pigs. Large varni-
ability in the concentrations is seen at the same ages. The results are expeessed as x £SEM.

differentiation appears in the first 4 weeks of life (A\lmunia et 2l | 2018),
while in the microminipig breed, gomocyte differentiation occurs be-
tween weeks 4 and 0 (Xangawa ef al. 2010). In this work, we find that
this process is observed in the early stages of the prepubertal group (in
the 3rd week of life) and varies among breeds that are used for this type
of study. In recent years, the lack of gonocyte differentiation has been
propased to be responsible for testicular tumor development in germinal
cells of patients with cryptorchidism (Lee and Shin, 2013).

During the differentiation of gonocytes in Vietnamese pot-bellied

pigs, a high hormonal concentration of T was observed, and we cll
this period minipuberty. This increase matches what was reported for
humans, where an increase in serum T and gonadotropin concentrations
in the first months of life has been confirmed (Kobva ot al.. 2015). This
minipuberty period has been suggested to promote the growth and
development of the penis and testicles and an increase in the number of
germinal Sertoli and Leydig cells. After this period, a decrease in hoe-
momal concentrations comes and starts a quiescence that ends with the
beginning of pubesty {Lanciotti et al, 2018).
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It is probable that this T increase participates in gonocyte differen-
tiatian (Gegenschatz.Schmid et al., 2018; Kuiri-Hanninen et al., 2014)
because AR immune reactivity in Sertoli cells during the prepubertal
stage was higher than that in the neonatal stage (3502 %). Sertoli cells
send differentiating factors to gomocytes, and they can be produced
under T influence, thus favoring germinal cell profiferation (Li = al,
2017) and matching the increase i PCNA-positive cells found at the
prepubertal stage of 632 % and the increase in spermsatic cord areas
observed compared to the neomatal group.

The fact of seeing T-basal concentrations in the prepubertal stage can
be attributed to the postminipuberty quiescence period, matching what
was reported for Dutch Landrace x Large White crossbred pigs in pre-
puberty (Trudesy et al, 1992) and for humans after 9 months of life and
just before puberty (Kuir-Hanninen et al, 2014). The increase in AR
mmmunoreactivity cellular counts in the pubertal stage compared to the
prepubertal stage suggests that androgens are necessary in the start of
spermatogeness for the formation of the hematotesticular barrier, the
formation of tubular lumen, the proliferation of germ cells, maintenance
of meiosis and the production of cell adhesion proteins (Smith and
Walker, 2014).

The complete spermatogenesis observed in some of the seminiferous
tubules at the pubertal stage with spermiation (week 10) matches what
was reported by Xangawa e al (20164, who mentioned a spermato.
genesis duration of 40.9 days in microminipégs. Therefore, in the Viet-
mamese pot-bellied pig, the first spermiation occurs during the pubertal
stage (weeks 13-14 of age). In addition, an increase in AR and PCNA
immunoreactivity and an area of seminiferous tubules in the pubertal
stage associated with T serum concentrations were observed. These data
suggest the beginning of puberty (Alirich et al, 1983; Taberner ef al,
2010). Therefore, we infer that in the Vietnamese pot-bellied pig, pu-
berty begins at approximately 12-14 weeks of life, differing from what
was reported for Landrace x Duroc boars that are between 10 and 24
weeks of life (Allsich ot al. 1983; Trudean et 2l 1992) and with some
breeds, such as Meishan, which is at 10 weeks of life (Harayama e ol
1591), and for minipigs such as Gottingen, which is at 8 weeks ( Tabemer
et al, 2010). It is important to say that the existing differences in hor-
monal values and cell counts are due to variability among individuals, as
has been said in previous studies (Lervik e al, 2013).

The positive correlation between older pigs and the area of semi-
niferous tubes from the pastpubertal group without changes in prolif-
eration matches what was reported for the Piau pig, where there is a
smilar trend for the same age groups, In this breed, Sertoli cell prolif-
eration is reported in a stage before the formation of the blood-
testisharrier because afterwards, only germ cells proliferate (Frunco
¢t al.. 2000). Therefore, we can infer in our study that the increase in
PCNA immunopositive cell counts in the prepubertal stage is dwe to the
proliferation of Sertoli and germ cells. However, the stability trend in
PCNA immunoreactivity after the pubertal stage is likely to occur
because Sertoli cells stop proliferating, although germ cells continue to
proliferate, and the lumen of seminiferous tubes is formed. The katter
can explain the increase in tubular areas in the postpubertal stage; AR
This change was vistble in 2 smaller HI and maintenance of M1, ssmilar to
what & present in crossbred pigs of Sygen LOSxC24 breeds, in which a
slight decrense in AR immunoreactive cell counts was reported for the
sume ages (Mamesh et al, 2007). In the human testicle, a similar
behavior bas been reported, where the AR immune reactive cell number
stabilizes once puberty is reached (Boukan et al | 2009 Chemes et al,
2008). In rats, testicle AR behavior is controversial, while there are
authoes that report an increase in counts {Abd ELMesech ot 2l 2010),
others report a drop, which can be due 1o an increase in sensitivity of
these receptors that makes it unnecessary to have a high number of ARs
to maintain their functions (Chemes of 2l 2008; Genovese of al | 2019).
However, finding no difference in the apoptotic index between the
different stages suggests that cell death in the Vietnamese pot-bellied pig
takes place by a different roate than apoptosis.
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These values together with high T levels suggest sexual maturity
(Allrch et al, 1965 Franca et al.. 2000), which allowed us to infer that
the Vietnamese pot-bellied pig reaches this stage at approximately week
32 of age.

Histopathological alterations found in the seminiferous epithelium
caincide with what is mentioned for other mini pig breeds such as the
Gottingen, Yucatan and microminipigs (Helke o sl 2010; Kangawn
et al.. 2010), as well as other species, such as beagle dogs and chinchilla
rabbits (Mortan, 1988; Rehm, 2000; Vigueras-Villasenar et al., 2013). In
said cases, the arigin of the alterations is not mentioned; however, m all
the studies, they infer that the alterations appear during puberty (Vig-
veras-Villwenor et al., 2009). This observation could explain in our
study the value observed in Hl and M1, which refer to light to moderate
epithelial damage without affecting this breed reproductive capacity,
allowing us to assume that in the Vietnamese pot-bellied pig, these al-
terations are intrinsic to this breed. These alterations are important to
consider for experimental studies that analyze the integrity of the sem-
iniferous epithelium. Monan (1965) proposes that by considering these
unspecified alterations, it is necessary to increase the sample size to
detect the effects in the seminiferous epithelium associated with the
experimental manipalation. The Vietnamese pot-bellied pig as an ani-
mal model differs from the almost perfect testicular cyto architecture of
the rat but is very close to what appears in the human testicle (Briming
et =l 1993; Holsteln, 1980) This observation supports the use of the
Vietnamese pot-bellied pig as a modd to study human testicular
pathologies.

However, the SEC described in this work for the Vietnamese pot-
bellied pig in 11 stages differs from the other breeds of pigs where 8
stages are reported (Franga et al_, 2003) fram the rat with 14 stages and
the human with 6 stages (Nihi et 2! 2017). The appearance of more SEC
stages compared to other breeds of pigs or humans could enable re-
searchers to conduct a more detailed study of testicular cellular pro-
mm.mmﬂuvianmpm-bdlidp'qanotlm

entiating processes happen in well-demarked temporary spaces, and
unspecified histological alterations are similar to the human, greater
number of SEC stages allow us to study the cellular processes in a better
way. In addition, the Vietnamese pot-bellied pig has the advantage of
having a smaller size and therefore less food consumption than White
Compasite or Duroc pigs and the cost of acquisition is less in minipigs
that are normally used for research, which in developing countries is an
advantage since they can be acquired more easily and even at lower cost.

5. Conclusions

In our study, we found that the postnatal testicular development
characteristics of Vietnamese pot-bellied pigs differ from those of other
pig breeds, as well as from thase of other species such as rats and are
very similar to the postnatal testicular development characteristics of
humans. Likewise, we must also consider the easy manipulation and low
maintenance costs. Therefore, it is worth considering Vietnamese pot-
bedlied pigs as a feasible option for reproductive biology studies.
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