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RESUMEN

CHAVARRKIA MARTINEZ LAZARO BERNABE. Anormalidades
cromosomales en cerdos adultes con hipogonadismo
testicular (bajo la direccién de Joagquin Becerral
Angeles, Elizaneth Morales Salinas).

La finalidad de este trabajo fue determinar las
anormalidades cromoscmales en cerdos adultos con
hipogonadismo. Para llevar a cabo este experiaento, se
utilizaron 2 cerdos de raza Landrace de 16 meses de edad

con hipoplasia testicular ¥y un cerdo testigo de 7 meses

de edad normal.

Se encontrt una diferencia significativa entre el
peso testicular de los animales afectados y del normal,

con excepcion del conducto del epididimo.

Los estudios histopatolégicos revelaron gue los
animales afectadus.‘presentaron poca © nula actividad
espermatogenica y abundancia de celulas de Leydig, el
epididimo no mostro alteraciones. E] estudio del mapeo
cromosémico analizado por Microfotografias revelt gue los
animales con hipoplasia testicular presentaron en su
mayor porcentaje de ceélulas estudiadas un cromasoma (X)

adicional dando la constitucion (39 xxy).

Por lo que se concluye Que la presencia de un
cromosoma (X)) adicional se asocia a la falta de

desarrollo testicular.



INTRODUCC ION

Debido a la actual situaci6n sconomica mundial y a
la mscasez de proteina de origen animal, principalmente
en los palses en desarrolla, se ha hecho necesario
elaborar programas, seleccion y meloramiento genético, ya
que algunas de las principales causas de i1nfertilidad en
los cerdos se asocla a problemas reproductivos de origen
genetico, como en el caso de la hipoplasia testicular

.,

El estudio de los cromosomas de los anmimales
domeésticos, se inicio a fines del siglo XIX y se continuo
durante la primera mitad del XX con la i1nvestigacion de
cromosomas normales, asi como de nuevas teécnicas de
cultivo y la descripcién de los cariotipos en mamiferos.
En la diltima decada se progresd hasta evaluar a1 bandeo
cramosémico, la aplicacién de tecnicas para este fin y el

empleo de mapas cromosamicas (10}.

Existen pocos trabajos publicados en Mexico y en
otros paises sobre anormalidades geneticas en animales
domésticos, asociado a problemas reproductivos, como el
hipogonadismo bilateral, a pesar de gque la citogenetica
ha sido aplicada en numerosos estudios en el hunino,
entre ellos el diagnoéstico de anomalias cromsostmicas

(1o,



La reduccion bilateral en el tamafro de 1los
testiculos sin  anormalidad aparente en el fenotipo, se
asocia algunas veces con aberraciones cromosomales en
toros, perros, gatos y cerdos. La asocilacion mas comun es
un cromosoma sexual complementario aneuploide (e.g. 2N+l,
kKXY) o variante (e.g. 2NXY/2N+1, XXY). En el hombre tales
cromosomas sexuales aneuploides se asocian con el

Sindrome de Klinefelter (2,5,7).

El complejo masculino anormal conocido como Sindrome
de Klinefelter esta asociado con una trisonomia
cromosomica, esta condicion aparece en uno de cada 500
nacimientos en humanos y se caracteriza por la disgenesia
testicular (desarrollo defectuoso de los testiculas), los
tndividuos con este sindrome son fenotipicamente
masculinos con tendencia hacia 1la feminidad que se
reconoce en sSus caracteri{sticas secundarias, como
agrandamiento de senos, poco desarrollo de pelo en el
cuerpo, testiculos peguedos y generaimente se recocnoce

tamb:en el retardo mental (5,11).

En el cerdo el h:ipogonadismo testicular tiene su
origen en alteraciones cromosémicas, se hace npecesario
establecer la relac:6n causa-efecto s: se tratara de una
relacion genética, ya que permitiria preveer su
desarrollo, identificando a los animales poseedores de la
anormalidad cromosomal y con ello contribulr a una buena

seleccion de sementales, eliminando aqueilos que tuvieran



el factor, ademds del ahorro econdmico y comercial gue

representa.



HIPOTESIS

El cultivo de 1linfocitos in vitro de cerdos con
hipogonadismo clinice, permite demostrar aberraciones

cromosomicas, caracteristicas de este padecimiento.

OBJETIVO

Relacionar anormalidades cromoscmales en cerdos
adultos con hipogonadismo bilateral, diagnosticado
clinica e histologicamente mediante el cultivo de

linfocitos in vitro.

T



MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizo en la Granja Experimental
Porcina de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UMAM situada en el Pueblo de Zapotitlan,

D.F., Delegaci6n Tlé&huac.

Para el desarrollo de esta investigacién se
utilizaron dos machos puros enteros, raza Landrace, con
un promedio de 16 meses de edad, que fueron detectados
clinicamente con hipogonadismo bilateral, en la misma

granja (Foto 1),

Como animal testigo se incluyé un macho entero raza
Landrace, con 7 meses de edad, sin manifestaciones
clinicas de hipogonadismo, comparando su cariotipo, asit
como también el procesado de las wmuestras para

histologia.

El experimento se inicid con la obtencion de sangre,
tanto en los animales con hipogonadismo bilateral como en
el testigo, empieando jeringas con 0.2 ml de heparina y
se obtuvieron las muestras del golfo de la yugular para

obtener paquete celular (8),

A partir de este paquete se reali2o un cultivo de
linfocitos de la siquiente manera para detersminar la
cantidad de cromosomas que existen por célula, para ello

las muestras de sangre se pesaron cada una de ellas en



una balanza de precision y se centifugaron durante 10
minutos a 1,500 rpm. Al obtener el paguete celular
centrifugado, se tomd la linea blanca y se 1introdujo
dentro del tubo estéril de siembra que contiene 8 ml de
medio de cultivo Ham 6 F-10; se agregé 0.5 ml de
tfitohemaglutinina para cada muestra, ademas de penicilina
6 potasica S00 Ul y estreptomicina de 8 mcg, se agité
suavemente, se identificaron y se metieraon a incubar en
la ;stufa a 37°C durante 72 horas. Tres horas antes de
que termine el tiempo de incubacién, se agregé una gota
de colchicina de una solucion al 0.04% de cada muestraj
se agttaron suavemente hasta completar las 72 horas

(7,8).

Al sacar las muestras de incubacién, se
centrifugaron durante 10 minutos a 1,500 rpm para obtener
el paguete celular, se le agrego 2 ml de cloruro de
potasio al 0.075M por muestra y se metieron a incubar
nuevamente durante 20 wminutos para ocasionar un choque
hipotonico, se sacaran de la estufa, se pesaran
nuevamente en la balanza de presiciéon, se centrifugaron
durante S minutos, se les quité 21l sobrenadante
inmediatamente y se agregd S5 ml de una dilucion de 3:1 de
alcohol etilico absoluto, acido acetico al 4% para dar un
choque hipertonico, con el fin de que esta solucion entre
y salga de la célula a traves de la membrana celular, se

agitaron vigorosamente y se taparon los tubos que



contenia el paquete celular, se metieron al refrigerador
durante 30 minutos, se pesaron en la balanza de
presici6n, nuevasente se centrifugaron durante 5 minutos
a 1,500 rpm, se quitd el sobrenadante, se agQrego
nuevasente la dilucion en alcohol wetilico y acido
acético, se agitaron vigorosamente, se taparon los tubos
y nuevasente se metieron al refrigerador durante 30
minutos. Este paso se realiz6 S veces mis, hasta obhtener
el paquete celular completamente lavado, se prepararan
con agua fria destilada, se dejo caer una gota sobre el
portacb jetos y répidasente se pusisron en contacto con la
flama, se agitaron para que s# secara rapidamente; se
procedid a tedir con Giemsa y se observé en el
aicroscopio 6ptico, una vez localizados las cromosomas,
se tomaron fotograffas con un rollo Kodalithortho tipo
IIl Canon F-f Exp. Iso 20 inmersi16n 100 X iluminacion
Kooler y con e} proposito de conocer el nasero de
Cromosomas que bresenta cada célula de metafase, las
fotografias se amplificaron en papel para determinar el
mapea cromosomico. Obtenidos los cultivos se castraron
los cerdos con hipogonadismo, asi como el testigo normal,
se trangquilizaron con azaperona (stresnil), la dosis
utilizada fue de 0.1 ml/20 kg de peso vivo,
posteriarmente se lave, se desinfectd y se incidid el
escroto en la parte inferior (S ml de longitud
aproximiddamente), se retrajo =1 escroto hacia la base, s

extrajo el testiculo, se separt la tunica que envuslve el



plexo pampiniforme, conducto deferente Yy madsculo
cremaster; se hizo doble ligadura con catgut del No. ¢,
se corta el paquete vascular y el masculo cremaster
aparte. Una vez realizada la castracion, se empapo con
Tintura basica, se aislaron los animales y se vigilo la

evolucion de la herida hasta la cicatrizacién.

Procesamiento de muestras para Histopatologta.

Los testiculos de cada animal se pesaron en una
bascula de presicién y se realizaron cortes de weedio
centimetro cubico de la cabeza, cuerpo y cola del

epididimo, asi como de tres secciones de cada testiculo.

Las muestras se fijaron en solucién Bouin 72 horas y
posteriormente se cambiaron a alcohol de 96°; ast
permanecieron hasta ser precesadas por técnicas
histopatolégicas en donde fueron deshidratadas a través
de diterentes concentraciones de alcoholes incluidas en
parafina y cortadas a 3 micras de grosor y tedidas con

hematoxilina y eosina.

tna vez preparadas se realizo la descripcion

histopatolagica a través del microscopio optico.



RESULTADOS

Los resultados del peso testicular obtenido tanto
del testigo coec los wsometidos a estudic. Se muestran a

cantinuacién (Cuadro 1):

Derecho Testiculo 448 g

Epididimo 57 ¢
Testigo normal

lzquierda Testiculo 134 g
Epidfdimo &6 g
Derecho Teasticulo 112 g
Epididimo 56 g

Caso 1 con Hipogonadismo
Izquierdo Testiculo 134 g
Epididimo &6 g
Derecho Testiculo 81 ¢
Ep:didimo S5 9

Caso 2 con Hipogonadismo
Izquierdo Testiculo 116 g
Epididaimo 5S4 g

Fato (1).

Hallazgos Histopatologicos:

Caso No. 1: En el parénquima testicular se oObservaron

€esCcasos y pequeios tubulos sem:niferos,



Caso No.

caracterizados por presentar poca o nula
actividad espermatogenica, la mayorta de elles
s6lo presentaban una capa ae células de
Sertoli, su membrana basal estaba engrosada y
de aspecto hialino, el tejido conectivo
peritubular era abundante, lag celutas
intersticiales también abundantes y ocupaban la
mayoria del intesrticia.

E! conducto del epididimo en sus tres
parciones (cabeza, cuerpo, cela) se apreci6 sin
campios morfolagicos.

Diagnostico: Hipoplasia testicular total
bilateratl.

Foto (2)

2: En el parénquima testicular se apreciaron
escasos y pequefos tubulos seminitferos, algunos
mostraban actividad espermatogénica y otros
&arecian de ella, la mayorta estaban
recubiertos por una capa de células de Sertoli
y otras ademds por una capa de espermatogonias,
el intersticio se aprecit poblado por un gran
namero de células intersticiales.

El conducto del ep:didimo al 1gual que en
el casa anterior en sus tres porciones, no
presentaron cambios en su estructura.
Diagnostico: Hipoplasia testicular parcial

-

bilateral moderada. Foto ().



Diagnéstico: Hipoplasia testicular - paﬁgial

bilateral moderada.

Foto (3).

Cerdos dande nos permiten observar la notable disminucign

del tamado de los testiculos (Foto 1).



Microfotografia de testfculo de un cerdo de 16 meses de
edad hipoplasico, donde se aprecia escasez de células de
Sertoli (Flecha 1) y nula actividad espermatogénicaj;
notese la abundancia de células de Leydig (Flecha 2) HE

40 X (foto 2).
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Microfotografia de testiculo de un cerdo de 146 meses de
edad hipopldsico, en donde se aprecia nula actividad
espermatogénica y un material proteindceo en su lugar.
Las células de Leydig son abundantes (Flecha 3) HE 40X

(Fota 3).



Resultado del estudio cromosomico analizado por

microfotografias:

El porcentaj)e de celulas examinadas de un cerdo
normal y los sometidos a estudio, se resumen en el cuadro

1.

Testigo normal:
De un total de BO celulas, el 94% contenian 38
cromosomas, el 2% 39 cromosomas y el 4%Z 40 cromasomas, lo

que representa un cerdo normal genatipicamente.

Caso 13

Se analizaron 120 celulas de las cuales el 10%
contenian 38 cromosomas, el B87% 39 cromosmas y el 3%
preentaron 40 cromosmas, hnhotese que el mayor porcentaje

de células contienen 39 cromosomas (Fotos &6 y 7).

Caso 2:

Se examinaron 115 celulas de las cuales el 9%
contenfan 38 cromosomas, el B9% 3?9 cromosomas y el 2% 40
cromosomas, el mayor porcentaje de células muestran 39

cromosomas (Fotos 8 y 9.



=

Microfctogratia de un lintocitoc en metafase -2 un cerag

x {Foto 4.,

normal. Giemsa 1.0

Cariotipo de un cerdo macho normal 38 »xy Giemsa 100 X

(fota 5)
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S 5

A

Microfotaografia de un linfocito en metafase de un cerdo

problema. Giemsa 100 X (Foto &) Caso 1.

Cariotipo de un cerdo macho mostrando un cromosoma (%)

adicional 39 xxy (Foto 7) Caso i.
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Microfotografia de linfocitos en metafase Giemsa X (Foto

8) Caso 2.

Cariotipo de un cerdo macho mostrando un cromasoma {(x)

adicional 39 sxy (Foto 9) Caso 2.



ESTA TESIS WO DEBE
SALIR BE LA BIBLIOTECA

DISCUSION

De acuerdo a los resultados pbtenidos se demuestra
que los cerdos sometidos a estudio citogenético presentan
un cromosoma  “x" adicional, lo que c¢oincide con los
hallazgos de Harvey (8) 1968, quien encontré 1la
composicitn 39 xxy y 40 xxy usando sangre periférica de
un cerdo macho con linfosarcoma y Hancock (7) 1981 quien
encontré una composicitn cromosémica 39 xxy en  un cerdo

con hipaoplasia testicular.

Los hallazgos hitolégicos nos permiten confirmar que
las go6nadas de #sstos animales presentan escasos Yy
pequefos tubulos seminiferos con poca o nula actividad
espermatogénica al igual que los estudios realizados por
Breeuwsna 1968 citado por Hancock (7) quien encontré un
cariotipo (xxy) en’ un cerdo Landrace Danes, el cual fue

descrito como un intersexo.

Los estudios citogenéticos pueden aclarar algunos
casos como la disgenesia gonadal e hipoplasia ovarica. En
estos estudios ademds de la wutilizaci6on de linfocitos
sanguineos puede utilizarse otros tejidos como piel,
membranas mucosas, medula 6sea y anexando una historia

clinica completa.

€} analisis de cromosomas puede tambien determinar
la diferencia entre hipogonadismo y disgenesia gonadal en

las hembras, ésta ultima se caracteriza por vulva vy



vagina normales y un Utero subdesarrollaco, acompafadas
con una historia completa de anestro, con tnactivigad de
las gonadas y ausencia de foliculos, responsables de
producci6n de hormonas. En los estudios cromosomicos
revelan la ausencia de un cromosoma sexual femenino
complementario como en el caso del Sindrome de Turner en
el humano, y en la cerda la hapoplasia ovarica 37 X. Son
hembras que en su historia clinica revelan estros
iregulares y en un examen de los genitales internos, los
ovarios se encuentran planos y los foliculos no son
palpables, al exdmen histoldgico los ovariocs tienen un
numerg reducido de folf{culos, en el estudio de cromosomas
revelan un cromosoma accesorio como en  la yegua 65 XXX

(3.

Los resultados del peso testicular muestran una
marcada diferencia como se muestra en el Cuadro 1 entre
el animal testigo y los animales problema, esto puede
explicarse claramente, ya que el estudio histopatolagico
revela el pobre desarrollo testicular manifestandose como

gonadas pequedas y por lo tanto de poco peso.

for otro lado se puede apreciar que no existe una
diferencia significativa entre el peso del epididimo de
estos dos grupos de anmimales, asi como tampoco hubo
diferencia morfologica al estudio histopatologico; por lo
que puede concluirse que la fralta ode desarrollo solo

afecta al tejiuo gonadal.



CONCLUSIONES

En el presente estudio se concluye quel

1)

2)

3

4)

El cultivo de linfocitos en setafase de cerdos con
hipogonadiseo nos permitio demostrar que existe un

cromosoma "X" adicional en el carictipo.

Los estudios cromosomicos son de gran utilidad para
diagnosticar oportunasente alteraciones genéticas
que pueden repercutir en la reproduccitn de los
animales como en el casa de la hipoplasia
testicular, lo que permite eliminar animales

portadores de tal alteracion.

Existe una sesejanza en el Sindrome de Klinefelter
en el hosbre y la hipoplasia testicular en el cerdo,
ya que en ambhos se demuestra asociacién con una
trisonomia cromosOmica, en el caso del hombre ademas
de la hipoplasia testicular se aprecia poco
desarrollo del pelo en el cuerpo, pequefias glandulas
prostaticas, retardo mental, tendencia a la

feminidad y muerte a temprana edad.

La falta de desarrollo solo se presenta en @l tejido

gonadal y no en el conducto del epididimo.



&)

Es necesario hacer futuras investigaciones con
tecnicas més especializadas, lo que nos ayudaria a
determinar con mayor presicion no salo el numero de
cromosomas por cé#lula, sino tambien alteraciones en
la estructura crosasomica como en hermafroditiseo,

hipoplasia testicular y pseudohermatroditismo.

Indiscutiblemente los estudios cromosOmicas son de
gran utilidad por 1o anteriormente expuesto, sin
embargo, es nntabie la falta de personal capacitado,
asi como de material y equipo para realizar estudios

mas especializados.




Cuadro 1. Presencia de celulas normales y anormales con base

en el namero de cromosomas.

Numero de cromosomas|Total células
por célula. examinadas.
38 39 490
Porcentaje de células
examinadas en un cerdo 93 2 S 80
normal
Porcentaje de celulas
examinadas en cerdos
bajo estudio .
Caso 1 10 a7 3 120
Caso 2 . ? a9 2 115
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