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RESUMEN

MAGALLON CERVERA NATALIA PATRICIA “El cerdo doméstico como

modelo alternativo para el estudio de la criptorquidia en humanos”
Asesores:
Dr. Oscar Gutiérrez Pérez

Dra. Rosa Maria Vigueras Villasefor

Debido a la falta de modelos animales que desarrollen criptorquidia (CO) de
manera natural, se busco determinar si el cerdo doméstico puede funcionar
como modelo alternativo para el estudio de dicha patologia en humanos; por lo
cual, se realiz6 una descripcion histologica de testiculos no descendidos y
testiculos sanos (grupo testigo) obtenidos de 32 cerdos de diferentes edades
(1, 3, 6 y 10 meses). Se evalud la expresion de proteinas de pluripotencialidad
c-Kit, PLAP, Sall4 y POU5F1,; las cuales han sido documentadas en pacientes
con CO. Se encontrod diferencia significativa entre grupos en cuanto al area de
los tabulos seminiferos, con reduccion en los testiculos no descendidos. Se
observd mayor cantidad de alteraciones histologicas en testiculos no
descendidos, determinadas mediante la evaluaciéon del indice de maduracién
del epitelio seminifero (indice de Johnsen) y el indice Histopatoldgico. El
analisis inmunohistoquimico mostré diferencia significativa con mayor
positividad celular en el grupo con CO. Se observé que en dos de los individuos
con CO de 10 meses hubo una completa atrofia del tejido con involucion de
tubulos seminiferos. La expresion inmunohistoquimica para POU5SF1 fue muy

clara en la mayoria de las muestras aunque no en la totalidad; contradiciendo
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lo descrito por Goel y cols. (2008), quienes documentaron la ausencia en la
expresion de estos receptores en cerdos. Con el fin de superar lo anterior y
evitar interpretaciones subjetivas, se sugiere fortalecer el estudio mediante su
comprobaciéon o descarte con PCR en tiempo real, incrementando el nimero
de animales evaluados. Asi como, realizar pruebas complementarias para
determinar otras similitudes existentes entre el cerdo con CO y lo documentado
en humanos. Dados los resultados, sin ser aun determinantes, refuerzan la
importancia de profundizar estudios en modelos animales alternativos. Los
cuales permitan estudios comparativos y traslacionales como apoyo primordial

en la investigacion biomédica.



ABREVIATURAS

CES: Ciclo del Epitelio Seminifero

c-Kit: Receptor del factor de Células Stem

CO: Criptorquidia

CT: Cancer testicular

Grupo testigo: Animales que no presentan criptorquidia

NICG: Neoplasia intratubular de células germinales

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PLAP: Fosfatasa alcalina placentaria

POUSF1: Factor de transcripcion que regula la pluripotencialidad de gonocitos

SALL4: Factor de transcripcion, recibe su nombre por sus siglas en inglés Sal-

Like Protein 4

TCG: Tumor de células germinales



INTRODUCCION

ANTECEDENTES

1.1 Descenso testicular

Durante la gestacion los testiculos se localizan en posicion abdominal y se
encuentran sostenidos por el Ligamento suspensor craneal (LSC) y el
gubernaculo (Foresta y cols., 2008). Con la finalidad de permitir el desarrollo
normal de las células germinales postnatales, el testiculo tiene que atravesar

un complejo proceso de descenso hacia el escroto (Hutson y cols., 2013);

En vida embrionaria este proceso involucra diferentes estructuras anatémicas y

procesos hormonales (Bonney y cols., 2008).

El LSC ayuda a mantener a los testiculos unidos a la parte posterior del
abdomen, cercanos a los rifiones; en cuanto al gubernaculo, se sabe que esta
estructura conecta a los testiculos a través del epididimo hacia el futuro canal
inguinal y posteriormente a la base del escroto (Foresta y cols., 2008) y se
conforma histolégicamente de tejido conectivo y fibras de musculo liso (Costa y

cols, 2002).

El descenso testicular consta de dos etapas llamadas transabdominal e
inguinoescrotal. En individuos sanos puede ocurrir antes o poco después del
nacimiento; sin embargo, el momento en el que esto ocurre varia dependiendo

de la especie (Amann y Veeramachaneni, 2007).

En el caso del cerdo, la primera etapa ocurre entre los dias 12 al 16 de la

gestacion y la segunda durante los dias 65 al 113 de la gestacion. Por lo que el



descenso testicular se concluye antes del nacimiento (Amann vy

Veeramachaneni, 2007).

En el caso del humano la primer etapa inicia durante la semana 12 a la 16 de
gestacion y la segunda inicia alrededor de la semana 26 y concluye en la 32 de

la gestacion (Cortés-Trujillo, 2015).

Fase Transabdominal

Bajo influencia de la Hormona parecida a la insulina 3 (INSL3), secretada por
las células de Leydig, se genera un sobrecrecimiento del gubernaculo (Figura
1), mediante la cual se comienza a abrir el canal inguinal, permitiendo que el

testiculo descienda hasta posicién inguinal (Bonney y cols., 2008).

Bajo el efecto de los andrdgenos (A) secretados por las células de Leydig y de
la Sustancia inhibidora de los conductos de Miuller (MIS), producida por las
células sustentaculares; se genera la regresion del LSC y los conductos de

Muiller involucionan para permitir este proceso (Bonney y cols., 2008).

Testiculo

Gubernaculo

L

Pared abdominal

Figura 1.- Esquema de la Fase Transabdominal del descenso testicular, en donde se observa un
sobrecrecimiento del gubernaculo gracias a la influencia del INSL3 y la regresion del LSC y la involucion
de los conductos de Miller bajo la influencia de andrégenos A y de la MIS (Adaptado de Bonney y cols.,
2008).



Fase Inguinoescrotal

Bajo efecto de los Androgenos se masculiniza el nervio genitofemoral (NGF), el
cual secreta al péptido relacionado al gen de la calcitonina (CGRP, por sus
siglas en inglés). Dicho péptido estimula la contraccion del masculo estriado del
gubernaculo, lo que lleva a los testiculos al escroto (Bonney y cols., 2008)

(Figura 2).

Pared
abdominal

NGF
\

Gubernaculo —

[ Testiculo

%% TT Escroto

Figura 2.- Esquema de la Fase inguinoescrotal del descenso testicular, en donde se observa como el
NGF secreta CGRP, estimulando al gubernaculo para permitir el descenso del testiculo hacia el escroto
(Adaptado de Bonney y cols., 2008)

Cualquier alteracion durante el descenso testicular puede generar la
interrupcion del mismo, dando origen a la patologia conocida como

criptorquidia (CO).



1.2 Criptorquidia

La CO, también conocida como testiculo no descendido; es una patologia que
involucra una serie de condiciones en la cual uno o dos testiculos no se
encuentran en la posicion escrotal normal (Bonney y cols., 2008); en base a
esto se puede clasificar en unilateral o bilateral, asi como en palpable y no
palpable (Virtanen y cols., 2007). Sin embargo, existe otra clasificacion que
hace referencia a la posicion testicular; la cual puede ser abdominal, inguinal,
supra escrotal y ectdpica (Virtanen y cols., 2007). Algunos autores afirman que
la CO unilateral en humanos es cuatro veces mas frecuente que la bilateral
(Gottlieb y cols., 2009).

Es considerada la anomalia congénita mas frecuente en el varén y un
reconocido factor de riesgo para el desarrollo de infertilidad y cancer testicular
(Gottlieb vy cols., 2009). Un individuo con CO tiene de 7 a 10 veces mayor
probabilidad de desarrollar cancer testicular que un individuo sano (Amann y

Veeramachaneni, 2007).

Existen datos estadisticos que sefalan una incidencia de CO a nivel mundial
entre el 2-8% de los nacimientos (Virtanen y cols., 2007), otros informes

sefialan que va del 1-4.5% de los nacimientos (Abaci y cols., 2013).

Estas diferencias estadisticas se deben probablemente a que se trata de una
patologia de incidencia variable de una poblacion a otra. Se sabe que el pais
con la incidencia mas elevada hasta el momento es Dinamarca con un 9% de
nacimientos al afio y el pais con la incidencia mas baja es Finlandia con

unicamente un 2.4% de casos nuevos anualmente (Ferguson y cols., 2013).



Actualmente no se cuenta con datos epidemiolégicos precisos acerca de la
incidencia de CO en México; sin embargo, por comunicacién directa se sabe
que el Instituto Nacional de Pediatria (INP) de la Secretaria de Salud informa
un total de 110 casos de nifios con testiculos no descendidos registrados al

afo (informacion obtenida por comunicacion directa).

Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, en el afio 2015
hubo en México un total de 2,078,235 nacimientos (INEGI, 2015); asumiendo
qgue el 50% de los individuos son nifias y que la incidencia a nivel mundial de la
CO es del 4%, se puede determinar que durante ese afio se presentaron un

total de 41,565 casos nuevos de nifios con CO a nivel nacional.

Etiologia de la CO

Ha sido atribuida a factores genéticos (como trisomias), hormonales (defectos
de andrégenos) o anatémicos (alteraciones en el gubernaculo) principalmente
(Wensing, 1973; Shikone y cols., 1994; Ivell y Hartung, 2003). Existen otros
factores que han sido considerados como predisponentes para el desarrollo de
CO. Algunos de estos son nacimientos prematuros, bajo peso al nacimiento,
consumo de tabaco y alcohol por parte de la madre e historial de familiares con

CO; entre otros (Fantasia y cols., 2015).



Fisiopatologia

Esta patologia afecta macroscopicamente a los testiculos, los cuales
desarrollan una marcada disminucién del volumen y peso testicular. (Bernal-

Mafas y cols., 2005).

Microscopicamente se llegan a observar también importantes alteraciones que
afectan directamente la espermatogénesis; ya que se presentan cambios
histolégicos (Cuadro 1) a nivel de la tunica propia, el tejido intersticial, los
vasos sanguineos y el epitelio; afectando por completo la funcion testicular

(Zzhang y cols., 2002)

Principales Alteraciones Histoldgicas en Testiculos con CO

Epitelio con una menor cantidad de células sustentaculares

Menor proliferacion celular que en testiculos sanos

Reduccidn significativa en el nimero y didmetro de los tubulos seminiferos

Disminucion en el nimero de espermatogonias

Cuadro 1.- Alteraciones histoldgicas presentes en individuos con CO (Adaptado de Pinart y cols., 1999;
Zhang y cols., 2002 y Bernal-Mafias y cols., 2005).




Consecuencias a largo plazo

Los efectos a largo plazo como consecuencia de CO consisten en que dicha
patologia es considerada un factor de riesgo para el desarrollo de cancer
testicular y de infertilidad en etapa adulta (Alberts y cols., 2008; Foresta y cols.,

2008).

1.3 Neoplasia intratubular de células germinales

La Neoplasia intratubular de células germinales (NICG), es la lesion
postpuberal preinvasiva asociada con el tumor de células germinales (Berney y
cols., 2016). Se le considera una lesién preneoplasica tanto de seminomas
como no seminomas y no se le ha encontrado asociacion con teratomas ni

tumores de saco vitelino en humanos (Berney y cols., 2016).

El cancer testicular de células germinales desarrollado a partir de NICG es
considerado como una anomalia de origen fetal y se asocia con otros
problemas reproductivos masculinos como hipospadias y CO. Durante las
Ultimas décadas ha habido un incremento significativo en la presentacion de
tumores de células germinales a nivel mundial, particularmente en paises de
poblacién caucéasica (Skakkebaek, 2016). Se considera que algunos factores
ambientales como los disruptores endoécrinos podrian estar involucrados en su
desarrollo (Weir y cols., 2000 y Hardel y cols., 2006). En el caso de la NICG y
de seminomas se ha comprobado que hay expresion de marcadores como
POUSF1 (OCT3/4), Sall4, c-Kit, NANOG, entre otros; los cuales son de utilidad
para su diagnostico de neoplasias. Estos marcadores, coinciden con las
proteinas que expresan las ceélulas germinales primordiales y gonocitos

embrionarios (Looijenga y cols., 2011) y deben reflejar una tendencia a la baja
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durante su diferenciacién a espermatogonias entre los primeros seis a nueve
meses postnatales en el humano (Vigueras y cols, 2015) y los primeros dos
meses de edad en el cerdo (Hughes y Varley, 1980). Esto sugiere que los
tumores testiculares se originan gracias a la permanencia de este tipo de

células embrionarias en testiculos adultos (Ferguson y cols., 2013).

Estudios recientes para comprender la biologia molecular de los tumores
testiculares han llevado a la identificacion de diferentes marcadores

inmunohistoquimicos para NICG (Emerson y Ulbright, 2010).

Histologicamente se han encontrado algunas alteraciones asociadas a

testiculos con NICG (Cuadro 2, Figura 3).

Alteraciones histolégicas presentes en individuos con NICG

Presencia de gonaocitos en animales adultos

Células en mitosis

Plegamiento y engrosamiento de la membrana basal de los tubulos seminiferos

Microlitiasis y microcalcificaciones

No se observa espermatogénesis en el centro por un proceso de degeneracion

celular en tabulos y cordones seminiferos

Desplazamiento de los nucleos de células sustentaculares

Cuadro 2.- Alteraciones histol6gicas presentes en individuos con NICG (Adaptado de Skakkebaek, 2016)
(Figura 3).

11


http://www.reproduction-online.org/content/135/6/785.long#ref-23

AP
Sl
. : ‘p)

PR

X v':.?_f",g‘?\_@ A‘
2 3 ks e
Cona 3 > ‘.";

S ‘?ﬁ\;‘ qoo o

Figura 3.- Corte de testiculo con mudltiples tbulos seminiferos con NICG en una inmunohistoquimica
contra el anticuerpo PLAP en color rojo. Se observan las principales alteraciones histolégicas
caracteristicas de NICG tales como Presencia de gonocitos en animales adultos, Células en mitosis,
Plegamiento y engrosamiento de la membrana basal y Desplazamiento de los ndcleos de células
sustentaculares. No se observa espermatogénesis en el centro por un proceso de degeneracion celular
en tubulos y cordones. (Tomado de Skakkebaek, 2016.)
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1.4 Papel de los gonocitos en el desarrollo de neoplasia intratubular de
células germinales

La localizacion de los testiculos a nivel escrotal en un descenso testicular
normal, permitiria una adecuada transformacion de gonocitos a
espermatogonias inmaduras; asi como el inicio de la espermatogénesis en un
futuro. En el caso de algunos individuos con CO esto no sucede de esa
manera, por lo que se ha considerado al gonocito como la célula responsable
de la malignizacion que se presenta dentro del tubulo seminifero (Gottlieb y

cols., 2009, Vigueras y cols., 2016).

Estas células son las primeras encargadas del desarrollo de la linea germinal
del macho y en el testiculo neonatal son las Unicas células germinales dentro
del tubulo seminifero; ademas se sabe que expresan proteinas de
pluripotencialidad e indiferenciaciébn que se regulan a la baja con la edad, en el
humano sano en los primeros 8 meses y en el cerdo en los primeros 2 meses
de vida (Hughes y Varley, 1980). Las proteinas expresadas en los gonocitos,
tales como PLAP (Skakkebaek y cols., 1987), c-Kit, POU5F1 y muchas otras;
coinciden con las proteinas diagndsticas para NICG y han demostrado el origen
fetal de esta lesién (Rajpert-De y cols., 2006, Sonne y cols., 2009 y Van der

Zwan y cols., 2015).

Se ha documentado sobre la presencia de gonocitos en el cerdo hasta los 2
meses de edad (Hughes y Varley, 1980), momento en el que se considera que

concluyen su diferenciacion a espermatogonias.
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1.5 Propuesta del cerdo como modelo animal

La Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio; sefiala que un
animal de laboratorio es un animal usado en la investigacion cientifica,
desarrollo tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y ensefianza.

Los animales de laboratorio y la experimentacion animal conforman los
cimientos y las condiciones base para las ciencias, en especial en la
investigacibon médica. La experimentacion con animales ha ayudado al
desarrollo de vacunas, trasplantes, transfusiones sanguineas, didlisis, técnicas
quirargicas y pruebas de farmacos; entre muchas otras aportaciones (Momox,
2011).

Los modelos animales mas utilizados en la actualidad para el estudio de
patologias reproductivas son los lagomorfos y los murinos, a los cuales se les
induce CO quirargicamente o mediantes el uso de tratamientos farmacoldgicos.
Esto debido a que la prevalencia de la enfermedad es del 2% en los conejos y
en los roedores no existen informes de que se haya manifestado de manera
natural (Amann y Veeramachaneni, 2007). Dicho lo anterior, se puede suponer
que el inducir una patologia de manera artificial podria estar afectando los
resultados obtenidos durante el estudio de la misma; por lo que seria
importante poder contar con un modelo de estudio que desarrolle CO de
manera natural y pueda permitir su estudio con la finalidad de entender mejor
su desarrollo e incluso generar nuevas técnicas de prevencion y diagnostico

oportunos.
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Una especie que desarrolla esta patologia de manera natural con una
prevalencia del 1 al 11% son los perros (Amann y Veeramachaneni, 2007).
Anteriormente ha sido documentado que los perros desarrollan tumores de
células germinales (TCG) de manera espontanea (Scully y Coffin, 1952),

siendo clasificados en dicha especie como seminoma espermatocitico.

En el caso del cerdo, la CO se desarrolla de manera natural, con una
prevalencia del 12% (Amann y Veeramachaneni, 2007). Ademas, existen
datos que sefalan que dicha especie desarrolla NICG (Wekerle y cols., 1987;
Teankum y cols., 2008). Sin embargo en su momento la falta de herramientas
como las técnicas actuales de genética molecular no permitieron generar
suficiente evidencia que impactara para la justificaciébn o descarte de su uso
en investigacion biomédica. Es por eso que en el presente estudio se propuso
explorar la alternativa de que el cerdo podria ser un modelo animal confiable

para el estudio de esta patologia reproductiva en el humano.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La importancia de la CO radica en su alta incidencia en humanos, y en que aun
cuando no existen datos estadisticos exactos en México, se considera un grave
problema de salud ya que puede generar problemas de fertilidad a largo plazo
e incrementar el riesgo de desarrollo de neoplasia intratubular de células

germinales.

El manejo clinico de estos pacientes consiste en la correccidn quirdrgica sin
manejo farmacoldgico que prevenga los problemas en la fertilidad o el riesgo
de NICG. Por tanto, se requiere realizar investigaciones que garanticen o
reduzcan estos riesgos a largo plazo. Para lo cual se requiere contar con un
adecuado modelo animal que se apegue a las caracteristicas histolégicas e

inmunohistoquimicas de la CO humana.

Los principales modelos animales que se utilizan en la actualidad para el
estudio de la CO en humanos son inducidos quirdrgicamente o
farmacoldgicamente. Estudios realizados sobre CO de manera inducida o
experimental resultan esenciales para comprender los efectos de una elevacion
en la temperatura testicular; sin embargo, no resultan apropiados para
comprender las alteraciones testiculares en machos adultos con CO

espontanea (Bernal- Mafas y cols., 2005).

Por lo que el presente estudio pretendié aprovechar las caracteristicas del
cerdo, ya que es una especie que desarrolla esta patologia de manera natural

y con una frecuencia relativamente alta. Debido a lo anterior y a sus similitudes
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con el humano en términos de morfologia reproductiva que comprenden
morfologia espermatica, estructura del gubernaculo, estructura testicular y
momento del descenso testicular, entre otros aspectos, se espera que el cerdo
sea un mejor modelo para el estudio de alteraciones desarrolladas a

consecuencia de la CO (Bernal- Mafias y cols., 2005).

Con la confirmacion en la viabilidad de dicho modelo, se pretende apoyar a
futuro en el campo de la medicina preventiva, pues podria ser utilizado en
estudio y compresion de la relacion existente o no de la CO y la generacion
de NICG, la descripcion de los mecanismos de desarrollo de esta patologia, el
desarrollo de diagnosticos cada vez mas oportunos y un posible tratamiento

poco invasivo.
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.  HIPOTESIS

Por ser el cerdo una especie que desarrolla CO de manera natural y
espontanea, que ademas comparte semejanzas morfofuncionales
reproductivas con el humano; es posible que esta especie se utilice como

modelo alternativo para el estudio de esta patologia.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Describir en cuatro diferentes edades el desarrollo histolégico, asi como la
expresion de proteinas de pluripotencialidad en testiculos de cerdo con CO,
con la finalidad de proponer al cerdo doméstico como un modelo animal

alternativo para el estudio de CO en humanos.

4.2 Objetivos particulares

Determinar en cuatro edades de corte:

a) Las alteraciones histologicas presentes en los testiculos de cerdos
con CO y su semejanza con la histopatologia descrita en la literatura
sobre el testiculo criptorquidico humano.

b) Sila maduracion del epitelio seminifero se ve afectada en el testiculo
del cerdo con CO y si se comporta como en el humano.

c) La presencia de biomarcadores inmunohistoquimicos en el testiculo
del cerdo con CO y si la expresion de estos es semejante a lo

documentado en humanos.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Estrategia general

El presente proyecto se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Porcina (CEIEPP), el cual se encuentra ubicado en el
Km. 2 de la carretera Jilotepec-Corrales, en Jilotepec, Estado de México y en el
laboratorio de Biologia de la Reproduccién de la torre de investigacion “Dr.
Joaquin Cravioto” del Instituto Nacional de Pediatria, ubicado Av. Del IMAN,
No. 1. Colonia Insurgentes Cuicuilco, Delegacion Coyoacan, C.P. 04530.

México, D.F.

Con base al calculo bioestadistico para el tamafio de la muestra, se determin6
emplear a un total de 32 cerdos machos, sin manipulacién experimental,
clinicamente sanos con un estado microbiolégico convencional. El manejo de
los animales se realiz6 con estricto apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de
los animales de laboratorio”. Ademas siguiendo al pie de la letra los
reglamentos internos de principios de ética y trato a los animales del CICUAE-

FMVZ/UNAM.

Se alojaron a los animales en los corrales habituales de la granja, los cuales

varian dependiendo de la edad del animal.

Animales de 1 mes: Se encontraban en el area del destete. La iluminacion
consistid en luz natural, el agua de bebida fue por bebedero de chupodn
proveniente de las tuberias del Centro, la alimentacion fue basada en
concentrado comercial de tipo preiniciador. También se les suplementd con

yogurt natural hecho en la granja. Los animales permanecieron en esa area
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durante cinco semanas.

Animales de 3, 6 y 10 meses: Se ubicaron en los corrales del area de engorda
del CEIEPP. Dichos corrales fueron de piso de concreto con slats para el
manejo de excretas. Los slats contaban con una separacion de 18 mm de
anchura de la abertura y 80 mm de anchura de la vigueta. En estos corrales se
les agrup6 por edad y peso. El nUmero de animales en cada corral también
vario dependiendo de la edad y el peso de los mismos. La iluminacién consistio
en luz natural, el agua de bebida fue recibida por bebedero de chupdn
proveniente de las tuberias del Centro, la alimentacion consistié de alimento
balanceado elaborado en la granja de acuerdo a la etapa de crecimiento

(iniciador, crecimiento, desarrollo y finalizacion).

Las medidas de los corrales y de las diferentes areas dentro de la granja eran
muy variables, sin embargo, se respetaron los requerimientos de espacio
sugeridos por la legislacién en bienestar animal de la comunidad econémica
europea (Cuadro 3).

Se comenzé identificando a los cerdos de la granja que cumplieron con las
caracteristicas necesarias para formar parte del presente proyecto. La
seleccién se realiz6 en base al sexo (machos) y a la presencia de CO en
animales no castrados. Una vez seleccionados los individuos, no se les tuvo en
un aislamiento especifico y se ubicaron en los corrales habituales y junto con el
resto de los animales de la granja; teniendo anotado en los registros el nimero
de corral en el que se encontraban los sujetos de estudio. Lo anterior con la
finalidad de mantener el control sobre el momento en el que los animales
cumplieron las edades requeridas para el experimental y para poder realizar el

procedimiento quirargico en el momento establecido.
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Peso (kg) Espacio por animal (m?)
Hasta 10 0,16 (0,15)
10-20 0,28 (0,20)
20-30 0,36 (0,30)
30-50 0,50 (0,40)
50-85 0,72 (0,55)
85-110 0,85 (0,65)

Cuadro 3.- Medidas de los corrales para cerdos segun el peso de los animales. (Tomado de la legislacién
en bienestar animal de la comunidad econémica europea).

5.2 Formacién de grupos experimentales

Se formaron 2 grupos principales, uno de animales con CO y un grupo testigo
con individuos sanos. Dentro de cada uno de estos 2 grupos, hubo 4 animales

de cada de una de las siguientes 4 edades:
1 mes, 3 meses, 6 meses y 10 meses; con un total de 32 animales (Cuadro 4).

Se requirié de 4 animales de cada edad en cada grupo, debido a que dicho
ndmero se considera como el minimo estadistico para una experimentacion

confiable.

Las edades fueron elegidas en base a que a los 2 meses de edad los gonocitos
del cerdo se diferencian a espermatogonias, por lo que se necesita contar con
animales de una edad previa a dicha diferenciacién (1 mes) y de una edad
posterior (3 meses), los animales de 6 y 10 meses tienen una
espermatogénesis establecida por lo que con su estudio se puede ver el dafio
testicular ocasionado por la CO, asi como la posibilidad de encontrar gonocitos

persistentes; por lo que en el caso de encontrarlos, el modelo alternativo para
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el estudio de NICG estaria justificado ya que se ha documentado que en el

humano con CO los gonocitos no se diferencian a espermatogonias .

GRUPO
EDAD GRUPO TESTIGO
CON CO

1c-1 Im-1
é 1c-2 1m-2
o 1c-3 1m-3

1lc-4 1m-4

3c-1 3m-1
(7]
% 3c-2 3m-2
£ 3c-3 3m-3
o

3c-4 3m-4

6¢c-1 6m-1
(7]
% 6c-2 o6m-2
£ 6¢c-3 6m-3
(o]

6c-4 6m-4

10c-1 10m-1
wn
§ 10¢-2 10m-2
S 10c-3 .
s 10m-3
- 10c-4 10m-4

Cuadro 4.- Elaboracion de grupos experimentales, grupo con CO espontanea y grupo testigo (animales
sanos con descenso testicular acorde a la especie). Cada grupo cuenta con 4 animales de cada una de
las 4 edades seleccionadas para el estudio; 1, 3, 6 y 10 meses de edad.
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5.3 Orquiectomias

Debido a que las instalaciones y el flujo de animales del CEIEPP no lo
permitieron, no se restringid6 agua ni alimento previo al procedimiento

quirargico.

Se mantuvo a los cerdos en los corrales del CEIEPP agrupados de la manera
habitual utilizada en el centro porcino hasta la fecha del procedimiento y en el
momento en el que los animales llegaron a las edades requeridas para este

estudio se procedio a realizarles la orquiectomia.

Antes de comenzar la cirugia, se pes6 a los sujetos de estudio para poder
calcular la dosis de los farmacos que se administraron (un preanestésico,

anestésico y antimicrobiano con antiinflamatorio).

Una vez calculadas las dosis se llevd a los animales a un corral vacio y
previamente lavado con agua y detergente para inicial la tranquilizacion con
Azaperona (Sural®) a una dosis de 2mg/kg via intramuscular (Sumano H y
Ocampo L, 2006). Transcurridos entre 15 y 20 minutos, se reviso el estado de
tranquilizacion del animal y se procedié a su contencion mediante el uso de una
cuerda de algodon, gracias a esto se logré administrar via endovenosa el
anestésico compuesto por Tiletamina y Zolazepam (Zoletil® 50 o 100) a una
dosis de 0.2mL/kg (Sumano H y Ocampo L, 2006). Inmediatamente se
comenzo a lavar al animal con agua y detergente en toda el area cercana al
sitio donde se realizaria la incision, para después colocar cloruro de

benzalconio 50% (dilucion 1%) y embrocar.

Una vez que el paciente se encontré en plano quirdrgico; se comenzé la

orquiectomia inguinal con tdnicas intactas (testiculos retirados con todo y las
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tunicas que lo recubren y sin incidir en las mimas), tanto en los testiculos del
grupo testigo, como en los del grupo experimental. Dicha técnica quirargica fue
elegida con la finalidad de tener la herida lo mas alejada pasible del trayecto de
las heces. Para retirar los testiculos criptorquidicos fue necesario incidir en
cavidad abdominal haciendo una incisibn paralela a la linea media,

dependiendo del lado donde se encontrara el testiculo no descendido.

Una vez extraido el testiculo no descendido se suturé con material absorbible
(acido poliglicolico 2-0) cerrando primero fascias y musculos utilizando un

patrén de surgete continuo y puntos en “U” para cerrar la piel. (Tista, 2007).

Terminada la cirugia se administré0 via intramuscular un antiinflamatorio
esteroideo con antimicrobiano a base de peniciina G y dexametasona
(Dexabiopen®) a una dosis de 40,000 Ul/kg/dia y .5-5mg/kg respectivamente
(Sumano H y Ocampo L, 2006) y se dej6é a cada cerdo solo en un corral
durante las préximas 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se les
reincorpor6 al hato porcino. Se continué con la administracion de
antiinflamatorio con antimicrobiano durante los 3 dias posteriores a la cirugia.
Se tomd en consideracion el tiempo de retiro de los farmacos, el cual en este
caso fue de 21 dias (Sumano H y Ocampo L, 2006) y se reincorpor6 a los

animales al flujo de la granja.
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5.4 Procesamiento de muestras

5.4.1 Procesamiento en EPON

Los testiculos de cada animal fueron cortados en bloques de aproximadamente

3

2mm® y posteriormente fueron fijjados en Karnovsky modificado durante 24

horas. Una vez transcurrido este tiempo, se prosiguio a lavar las muestras cada
30 minutos con buffer de Cacodilatos de sodio al 0.1M, durante 2 horas.
Posteriormente se post-fijaron los tejidos durante una hora con Tetréxido de
Osmio al 1% (Zelterquist), se realizaron 3 lavados con agua destilada para
retirar el post-fijador y posteriormente se continué con la deshidratacion de la
muestra; la cual consistio en la utilizacion de alcoholes sucesivos que iban del

60 al 100%, para finalizar con 4 lavados con 6xido de propileno.

Una vez deshidratadas las muestras, se continué con la impregnacién de la
resina; para lo cual se inici6 agregando diluciones de Epon en 6xido de
propileno hasta llegar a colocarlo en Epon puro. Después de esto se colocaron

en un molde y se dejaron en estufa a 60°C para su polimerizacion.

Para finalizar se realizaron cortes semifinos de 1um de grosor en
ultramicrotomo (Leica modelo Ultracut-UTC), se montaron en un portaobjetos y
se tifieron con azul de toluidina al 0.5% (SIGMA-ALDRICH, México),
posteriormente se les colocd un cubreobjetos para su posterior observacion al

microscopio.
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5.4.2 Analisis histolégico

Este andlisis fue realizado por un solo observador con el uso de un sistema de
andlisis de imagenes (Image-Pro Plus 6.0). Se observaron 30 secciones

transversales de tubos seminiferos en los que se determiné:

1) El area del epitelio seminifero, con un objetivo de 20x.

2) El grado de maduracion del epitelio seminifero, mediante el indice de
Johnsen (1970) (Anexo 1); con un objetivo de 60x.

3) El indice histopatologico con base en criterios morfolégicos normales y
bajo los criterios de la OMS, con la finalidad de determinar

caracteristicas histologicas presentes (Anexo 2) con un objetivo de 60x.

En el testiculo existen diferentes asociaciones celulares dentro del epitelio
germinal, estas asociaciones se clasifican como etapas, las cuales dan origen
al Ciclo del Epitelio Seminifero (CES). Cada etapa se caracteriza por
diferentes formas del nucleo de las espermatidas y el tipo de divisiones
meioticas (Castellanos, G; 2015); con lo que en el caso especifico del cerdo se
han podido identificar ocho diferentes etapas (Franca y cols., 2005). Por lo que
en este estudio y con la finalidad de homogenizar los resultados durante el
Analisis histologico, en individuos de 6 y 10 meses de edad, se tomaron en
consideracion unicamente los tubulos que se encontraban en la etapa 8 del
CES, la cual se caracteriza por la presencia de espermatocitos en paquiteno,
espermatidas redondas en fase de capuchon en cuatro capas, espermatidas

elongadas y cuerpos residuales (Almeida y cols., 2006).

26



5.4.3 Procesamiento en parafina

Cada uno de los testiculos fue cortado en bloques de aproximadamente Smm?

y se fijaron en paraformaldehido al 4% (SIGMA-ALDRICH, México) durante 24
horas. Posteriormente se realizaron lavados con PBS y se colocaron las
muestras en el histoquinete para su deshidratacion. Una vez que salen del

histoquinete se procede a incluirlas en parafina.

Para finalizar, se realizaron cortes de 5um de grosor en el micrétomo (LEICA
RM2155) y en montaron en un portaobjetos para su posterior realizacién de las

inmunohistoquimicas.

5.4.4 Inmunohistoquimica para determinar proteinas de

pluripotencialidad (PLAP, c-Kit, Sall4 y POU5F1)

Una vez obtenidos los cortes y colocados en los portaobjetos cargados con
adherente de Poly-L-lisina, estos se desparafinaron y se inici6 con el
desenmascaramiento de los epitopes utilizando citrato de sodio (BioSB®). Se
marcé el contorno alrededor de los tejidos con un lapiz hidrofébico y se
colocaron las laminillas en una cAmara humeda, se lavaron con PBS Twin 20 al
0.1% (Sigma-Aldrin®), se enjuag6 con PBS y se incubaron durante 2 horas con
BSA al 5%. Una vez transcurrido el tiempo se dejaron incubar los diferentes
anticuerpos primarios Monoclonal Mouse Anti-Rat para PLAP, c-Kit y Sall4
Antigen, Clone MIB-5 (Santa Cruz®)); diluidos 1:50 en PBS Twin durante 24

horas.

Para POUSF1 se utilizd el anticuerpo primario (Goat Anti-Mouse-HRP

Secondary Antibody, PolymerDetection Component (MACH 2 Mouse HRP-
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Polymer, BiocareMedicals, Concord, CA, USA, MHRP520 L); diluido 1:50 en

PBS Twin durante 24 horas.

A partir de este punto se enjuagd 3 veces con PBS Twin 20 al 0.1% durante 5
minutos entre lavado para todos los anticuerpos y se agregd el anticuerpo
biotinilado diluido 1:200 en PBS Twin, se dej6 actuar durante 2 horas y
posteriormente se enjuagd otras 3 veces con PBS twin. Se agregd el complejo
Avidina-HRP Biotinilada (AB) (Vactastain®), el cual se dej6 actuar durante 1
hora. Se enjuagaron las muestras una vez mas con PBS Twin y se revelaron
con diaminobencidina (DAKO, Dinamarca), para finalmente ser contrastadas

con hematoxilina-eosina (HE) dejadas secar y montadas con un cubreobjetos.

5.4.5 Densidad celular positiva a PLAP, c-Kit, Sall4 y POU5F1

La densidad celular positiva a las proteinas PLAP, c-Kit, Sall4 y POU5F1; se
calcul6 primero midiendo el &rea de al menos 30 cortes de tdbulos seminiferos
y posteriormente determinando el numero de células positivas a cada
anticuerpo en relacion al area los tubulos medidos por medio del sistema de
andlisis de imagenes (Image- Pro Plus 6.0). Estos resultados fueron
expresados en nimero de células inmunoreactivas/1000um?, debido a que el
namero de los tubulos utilizados en la cuantificacion celular, dependié de que

las suma de las areas de los tubulos fuera aproximadamente de 1000pm?.
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5.4.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante la aplicacion de la prueba “T de
student” con una p<0.05 como diferencia significativa. Los datos se procesaron

mediante el programa estadistico Minitab 15.

Metodologia: Procesamiento y analisis de muestras

Orquiectomia y
obtencién de

muestras
Inclusion en Inclusién en EPON
parafina
Medicion de areas indice indice de Andlisis
inmunohistoquimico
histopatologico maduracion (c-Kit, PLAP, Sall4 y
POUS5F1)

Andlisis estadistico
prueba “T de
student”, p<0.05
como diferencia
significativa

Figura 4.- Esquema que muestra el procesamiento y analisis de las muestras que se tomaron con las 4
edades de corte, tanto del grupo testigo, como de los animales con CO. Una vez que se realizd la
orquiectomia y se obtuvieron los testiculos, estos se procesaron para su inclusion en EPON y parafina.
Los resultados fueron evaluados por un analisis estadistico mediante el uso de la prueba “T de student”,
p<0.05 como diferencia significativa. Los datos se procesaron mediante el programa estadistico Minitab
15.
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VI. RESULTADOS

6.2 Analisis anatdémico

GRUPO TESTIGO

Este grupo mostr6 ambos testiculos perfectamente escrotados y con anatomia

testicular acorde a cada edad de corte experimental para esta especie.

GRUPO CON CO

En estos 16 animales uno de los testiculos se encontraba en posicion
abdominal (CO unilateral, abdominal), ya que no hubo descenso testicular. Los
testiculos con CO presentaban una coloracién roja siendo visiblemente mas
obscura que la del grupo testigo, debido a una congestion del 6rgano. El

testiculo contralateral fue observado en posicion escrotal.

También se observé una notable disminucion en el peso testicular, el cual en
los animales de un mes fue del 60.93% menor con respecto al grupo testigo,
en los de 3 meses del 74.9% a los 6 meses de edad fue del 34.21% y en los de

10 meses del 70.29%(Gréafica 1).
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Gréfica 1.- Peso testicular representado como medias +/- error estandar con p<0.05 al comparar el grupo
testigo y el de CO.
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6.3 Analisis histologico

GRUPO TESTIGO

En este grupo se observo desarrollo histolégico normal correspondiente a los
testiculos sanos de individuos de 1, 3, 6 y 10 meses de edad. En los testiculos
de un mes de edad se encontraron gonocitos en fase de migracién y algunos
en proceso de degeneracion. Varios estaban al centro de los cordones
seminiferos y otros ya en contacto con la lamina basal. Las células
sustentaculares se encontraron desplazadas a la periferia y algunas en fase de
citocinesis. El é&rea tubular fue de 3764.81um”2 sin ninguna alteracion
histoldgica.Los testiculos de individuos de 3 meses de edad presentaron
gonocitos en proceso de degeneracién y en contacto con la membrana basal.

El &rea tubular fue de 9821.74 pm”2.

Se observo el establecimiento de una espermatogénesis completa en los
cerdos de 6 y 10 meses de edad. Esta se caracteriz6 por la presencia de
esperméatidas elongadas en el apice del epitelio y espermatidas redondas por
debajo. También se observaron espermatocitos distribuidos en dos capas y

algunas espermatogonias. Las areas tubulares fueron de 14557.08 um”2 y

27099.43 um”2 respectivamente a la edad, con un indice de maduracién
(Johnsen) de 10 y 10 y con un indice histopatoldgico de 6 y 8 respectivamente,
Las alteraciones histolégicas consistieron en plegamiento ligero de la

membrana basal, descamacion y vacuolizacion principalmente.
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GRUPO CON CO

Se observé diferencia (p<0.05) con un &rea menor en los testiculos con CO
respecto a los de los individuos testigo (Grafica 2). También se observl una
diferencia significativa (p<0.05) en el indice histopatolégico (Gréfica 3)
Presentandose alteraciones como plegamiento abundante de la membrana
basal, descamacién celular, vacuolizacion, sincitios celulares, nucleos
picnéticos, ausencia de esperméticas y espermatogonias. EL indice de
maduracion (indice de Johnsen) (Gréfica 4) indicé que a mayor edad de los
individuos, el numero de células germinales y sustentaculares disminuy6
progresivamente (Figura 5); hasta que en 2 de los animales de 10 meses se
observé una atrofia e involucion del tejido con desapariciébn por completo de

tabulos (Figura 6).
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Figura 5.- Tejido testicular de individuos de los grupos Testigo y Experimental (CO) de 1 a 6 meses de
edad. A) Testigo 1 mes de edad, Gonocitos en proceso de degeneracion y migracion hacia la periferia.
Células sustentacularesa la periferia. B) CO 1 mes, Caracteristicas similares al grupo testigo.C) Testigo
3 meses, Los gonocitos en contacto con membrana basal. Presencia de células sustentaculares a la
periferia. Presencia de espermatocitos. Células de Leydig con gotas lipidicas D) CO 3 meses,
Caracteristicas similares al grupo testigo. E) Testigo 6 meses, Espermatogénesis completa. Se
observaron cuatro capas de espermatidas redondas en fase de Capuchén, espermatocitos en fase de
Paquiteno; caracteristicas de la etapa 8 del CES. F) CO 6 meses, Gran cantidad de gotas lipidicas.
Membrana basal (MB) engrosada, hay nucleos de células sustentaculares y células parecidas a
gonocitos en apoptosis. Imagenes en microscopia 6ptica, Azul de toluidina. 200 aumentos. Barras de
escala: __ 1000pm2y__ 100 pmz2.
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Figura 6.- Tejido testicular en individuos de los grupos Testigo y Experimental (CO) de 10 meses de
edad. G) Testigo 10 meses de edad, Se observo una espermatogénesis completa con espermatidas
elongadas. Gran cantidad de descamacién celular y cuerpo residual en la luz de los tdbulos. Se
observaron cuatro capas de espermatidas redondas en fase de Capuchdn, espermatocitos en fase de
Paquiteno; caracteristicas de la etapa 8 del CES. H) CO 10 meses, En dos de los sujetos de estudio se
observé una completa atrofia del tejido con una involucién de los tibulos seminiferos, ya que no se
encontraban presentes. 1) CO 10 meses, Membrana basal engrosada. Gran cantidad de liposomas en
el interior de los tdbulos. En la mayoria de los tibulos no hubo presencia de células germinales y en
otros se observaron espermatogonias de manera escasa. Presencia de células sustentaculares y Leydig
de manera escasa. Imagenes en microscopia Optica, Azul de toluidina a 20x. Barras de escala: __
1000pm2y 100 pmz2.
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Grafica 2.- Areas de los tibulos seminiferos representadas como medias ++ error estandar con p<0.05
al comparar el grupo testigo y el de CO de la misma edad.
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Indice Histopatolégico
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Gréfica 3.- indice histopatoldgico en individuos de 6 y 10 meses de edad, representadas como medias +
error estandar con p<0.05 al comparar el grupo testigo y el de CO.
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Gréfica 4.- Indice de Johnsen en individuos de 6 y 10 meses de edad, representadas como medias *
error estandar con p<0.05 al comparar el grupo testigo y el de CO.

37



6.4 Analisis inmunohistoquimico

6.4.1 Densidad celular de c-Kit
La expresion de este marcador mostré una tendencia a la baja en ambos
grupos, siendo mayor (p<0.05) su expresion en los individuos con CO de todas

las edades estudiadas (Grafica 6, Figura 9).

Expresion de c-Kit
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Edad en meses

Gréfica 5.- Nimero de células positivas a c-Kit en relacion al area de tubos seminiferos, representados
como medias y error estandar. Se observa una diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos.
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Figura 7.- Imagenes de cortes de testiculo con prueba de inmunohistoquimica para determinar expresion
de c-Kit en individuos de los grupos Testigo y Experimental (CO) de 1, 3, 6 y 10 meses de edad. A)
Testigo 1 mes de edad, B) CO 1 mes, C) Testigo 3 meses, D) CO 3 meses, E) Testigo 6 meses, F)
CO 6 meses G) Testigo 10 meses H) CO 10 meses de edad. Barras de escala: __ 1000pm2y 100
pum2.
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Figura 8.- Imagen de testiculo de cerdo de 10 meses de edad con CO y atrofia de tejido. Ya no se
observan tdbulos seminiferos ni ningun tipo celular representativo del testiculo. Las imagenes de
inmunohistoquimica de este tipo de testiculos no fueron (tiles para la evaluaciéon de expresién de ningin
anticuerpo debido al dafio tisular. Por lo que no se siguieron integrando en el resto del trabajo escrito.
Barrade escala: ___ 100 um2.

40



6.4.2 Densidad celular de PLAP

La expresion de este marcador mostro una tendencia a la baja en ambos
grupos, siendo mayor (p<0.05) su expresién en el grupo testigo a los meses 1y
3 de edad y menos en el grupo testigo a los 6 y 10 meses de edad. (Gréfica 7,

Figura 10).

Expresion de PLAP
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Grafica 7.- Namero de células positivas a PLAP en relacion al area de tubos seminiferos, representados
como medias y error estandar. Se observa una diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos.
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Figura 9.- Imagenes de cortes de testiculo con prueba de inmunohistoquimica para determinar expresion
de PLAP en individuos de los grupos Testigo y Experimental (CO) de 1, 3, 6 y 10 meses de edad. A)
Testigo 1 mes de edad, B) CO 1 mes, C) Testigo 3 meses, D) CO 3 meses, E) Testigo 6 meses, F)
CO 6 meses G) Testigo 10 meses H) CO 10 meses de edad. Barras de escala: __ 1000pm2y 100
pum2.
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6.4.3 Densidad celular de Sall4
La expresion de este marcador
grupos, siendo mayor (p<0.05)

Figura 11).

mostré una tendencia a la baja en ambos

su expresion en el grupo testigo (Grafica 8,

Expresion de SALL4
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Gréfica 8.- Numero de células positivas a

10

Edad en meses

Sall4 en relacién al area de tubos seminiferos, representados

como medias y error estandar. Se observa una diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos.
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Figura 10.- Imagenes de cortes de testiculo con prueba de inmunohistoquimica para determinar
expresion de Sall4 en individuos de los grupos Testigo y Experimental (CO) de 1, 3, 6 y 10 meses de
edad. A) Testigo 1 mes de edad, B) CO 1 mes, C) Testigo 3 meses, D) CO 3 meses, E) Testigo 6
meses, F) CO 6 meses G) Testigo 10 meses H) CO 10 meses de edad. Barras de escala: __ 1000um2
y_ 100 pmz2.
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6.4.4 Densidad celular de POU5SF1 (OCT3/4)Los resultados de
inmunopositividad correspondientes a POU5SF1 no fueron concluyentes, puesto
que a pesar de la expresion de marcas muy bien definidas en la mayoria de
las muestras, algunas no expresaron positividad. Esta falta de contundencia
nos sugirid no realizar la cuantificacion de células positivas en el presente
estudio y proponer opciones experimentales que presenten conclusiones mas
robustas en futuros trabajos de profundizacion. Dichas opciones se presentan
en la discusion. La positividad se observo en el grupo testigo al mes y tres
meses y posteriormente se regul6 a la baja, en el grupo con CO, su expresion

a los 6 y 10 meses fue minima.
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VIl. DISCUSION

El andlisis anatomico del presente estudio reflejo una diferencia (p<0.05) en el
peso de los testiculos. En los no descendidos el peso fue mucho menor que en
el del grupo testigo. A su vez, se observaron diferencias tanto de coloracion

como de estructura macroscopica.

La disminucidon en el peso testicular puede interpretarse como una afeccion
histolégica de los tubos seminiferos y el tejido intersticial; que dio como
resultado una significativa disminucién en el nimero y diametro de los tubulos
seminiferos. Esta disminucion del peso también ha sido reportada para el

humano con CO (Bernal-Mafias y cols., 2005).

La interpretacion ya mencionada también se ve reforzada por las diferencias
evidentes encontradas entre las areas de los tubulos seminiferos de los
testiculos con CO y los testigos (p<0.05), donde a su vez, también la
proliferacion celular dentro de los tubulos con CO era menor que en individuos
sanos (p<0.05), es importante sefalar que este aumento de la proliferacion en
el grupo con CO puede deberse a que el analisis de las muestras se realizé por

area tubular, la cual estaba visiblemente reducida en individuos con CO.

Al menos dos informes han descrito previamente la presencia de NICG en el
cerdo. En 1987 Wekerle y cols., describieron esta lesion por primera vez en 3
individuos de un grupo de 30 cerdos castrados a diferentes edades,
observando NICG en animales de mas de 5 afios y medio de edad. Sefialando
la posibilidad de que esta especie animal pueda desarrollar tumores
testiculares sélidos. A su vez en otro estudio del afio 2008 por Teankum y cols.,

encontraron que de un grupo de 12 cerdos con hemangioma testicular, 1
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presentaba ademas NICG. Con dichos antecedentes se esperaba encontrar al
menos indicios del posible desarrollo de NICG en el presente estudio, sin
embargo, en los resultados de esta tesis no se observaron alteraciones de la
misma en los individuos adultos con CO espontanea. Por el contrario, en dos
de los cerdos se observé una completa atrofia del tejido con involucion de los
tubulos seminiferos, los cuales desaparecieron por completo a los 10 meses de

edad.

Las expectativas de encontrar NICG en cerdos se basé en el incremento del
riesgo de desarrollar NICG cuando se tienen antecedentes de CO (Weir y cols.,
2000 y Hardel y cols., 2006). Sin embargo en el cerdo con CO no encontramos
caracteristicas de neoplasia, La ausencia de la misma en los sujetos de estudio
puede interpretarse de dos maneras. La menos factible es que aleatoriamente
los sujetos analizados pertenecieran a un porcentaje de individuos que
presentan CO pero que no desarrollan el NICG, lo cual puede debatirse

aumentado el nimero de individuos analizados.

Una hipotesis mucho mas interesante y que parece mas adecuada se basa en
la posibilidad tedrica de la existencia de ciertos mecanismos presentes en los
cerdos evaluados que evitaron la malignizacion de los tejidos y el desarrollo de
tumores de células germinales y es por esa posibilidad que aun cuando se
encontraron diferencias tanto anatdomicas, histolégicas e inmunohistoquimicas
entre el grupo de animales con testiculos no descendidos y el grupo testigo no

se encontr6 evidencia de un desarrollo de NICG.

Esta teoria abre nuevas incognitas a ser resueltas pues de ser posible que

existan estos mecanismos deberan ser estudiados mediante su determinacion,
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explorando ademas bajo qué condiciones son capaces de funcionar. Para
reforzar esta posibilidad retomemos la idea de que los mecanismos que
regulan la espermatogénesis surgen de la interaccion entre la proliferacion, la
diferenciacion y la muerte celular en el epitelio germinal. Esto se expresa
claramente cuando se ve que el epitelio seminifero es un tejido que sostiene
células en division continua, donde la apoptosis es el principal mecanismo para
regular el nidmero de espermatozoides Yy para la eliminacion de células

germinales aberrantes (Bernal- Mafias y cols., 2005).

Estos mecanismos de regulacidbn podrian explicar la atrofia del tejido
observada en los individuos de 10 meses. De hecho con anterioridad se ha
demostrado que la apoptosis puede verse aumentada gracias a diversos dafios
testiculares, incluyendo alguna baja en concentraciones hormonales, radiacion,
toxicidad, exposicibn a altas temperaturas o incluso por una CO inducida
(Bernal- Mafas y cols., 2005). Se sabe también que en cerdos las
concentraciones de testosterona a nivel testicular se ven disminuidas en casos
de CO y que esa disminucion puede inducir apoptosis de células germinales
(Bernal- Mafas y cols., 2005); por lo que para entender mejor los mecanismos
que provocaron los resultados del presente estudio seria necesario medir
concentraciones hormonales mediante la extraccion de suero en animales con
CO natural, asi como determinar si hay indicadores de apoptosis en los tejidos

con involucion.

Por otra parte y tomando en consideracion las observaciones en individuos de
10 meses en donde no hubo involucién del tejido; algunos estudios realizados
por medio de la técnica de autoradiografia han demostrado que las

espermatogonias presentan una disminucién en la actividad proliferativa, lo
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cual contribuye a una reduccién en el nimero de estas células en testiculos
con CO (Bernal- Mafas y cols., 2005). Anteriormente ya se ha descrito que la
CO genera apoptosis de células germinales y se ha sugerido que el sistema
regulatorio Redox esta involucrado en el proceso (Vigueras y cols., 2009). En
este sentido las observaciones histologicas encontradas en los individuos
donde no hubo involucién del tejido son similares con lo descrito previamente
por un grupo de colaboradores (Bernal- Mafas y cols., 2005); quienes
aportaron que en este sentido, el testiculo con CO en cerdos adultos se
comporta de una manera similar a la del humano. Por lo que ellos concluyeron
que el cerdo podria funcionar como un modelo adecuado para el estudio de la

CO humana.

Otra caracteristica observada en el estudio histolégico fue la presencia de
gonocitos en animales tanto sanos como en los individuos con CO a los 3
meses de edad. Estos gonocitos en individuos sanos ya se encontraban en
contacto con la membrana basal y aun cuando en su mayoria reflejaban el
estar en proceso de degeneracion; dicha observacion difiere con lo descrito en
un trabajo realizado por Hughes y Varley, 1980, quienes sefialaron que de
manera normal los gonocitos concluyen su proceso de diferenciacion a los dos
meses de edad en cerdos domésticos. Por lo que los resultados del presente
trabajo demostrarian una mayor semejanza con lo descrito en un estudio
realizado con cerdos salvajes (Murta y cols., 2009) en donde encontraron
gonocitos presentes hasta los 3 meses de edad, junto con la presencia de las
primeras espermatogonias; sin embargo, en ese mismo estudio se sefial6 a
manera de discusion que los gonocitos en cerdos de la raza Piau concluian su

diferenciacion a partir de los 3 meses de edad. Cabe mencionar que el cerdo
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doméstico, independientemente de la raza cuenta con un total de 2n=38
cromosomas, mientras que el cerdo salvaje europeo cuenta con 2n=36
cromosomas; sin importar la diferencia en el nimero de cromosomas, estas
dos subespecies cuentan con la misma composicién genética, ya que forman
parte de la misma especie y producen progenie fértil (Murta y cols., 2009); por
lo que los resultados esperados en el estudio de cuestiones reproductivas en
estas dos subespecies resultarian similares, haciendo que el cerdo salvaje sea
a su vez un interesante modelo para la evaluacion de la funcion testicular en
cerdos domésticos (Almeida y cols., 2006). Las diferencias encontradas entre
lo observado en el desarrollo de esta tesis y literatura en cuanto al momento
en el que se diferencian los gonocitos, podrian estar relacionadas con la raza;
ya que razas menos productivas suelen tener un desarrollo testicular mas lento

(Murta y cols., 2009).

En individuos con CO se considera normal el que los gonocitos permanezcan
presentes aun después de la edad normal en la que ocurre la diferenciacion de
los mismos en la especie; sin embargo, en animales sanos los gonocitos
debieron haber desaparecido por completo a dicha edad. Llama la atencion el
hecho de haberlos encontrado presentes en animales sanos a los 3 meses de
edad, aun cuando sea en proceso de degeneracién; sin embargo parece que
dicha caracteristica no tuvo consecuencias a futuro ya que en los animales de
6 y 10 meses de edad las observaciones histoldgicas coincidieron con las

esperadas en individuos sanos de esa edad.

Por ultimo, en el andlisis inmunohistoquimico se encontré que en el grupo con
CO hubo una diferencia significativa en la tendencia a mayor positividad celular

de marcadores de pluripotencialidad como, c-Kit, PLAP y Sall 4 que en el grupo
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testigo. Anteriormente se ha demostrado que la expresion de los demas
marcadores (c-Kit, PLAP, Sall4 y POUS5F1) representan un patrén de
inmunoreactividad en las células germinales para el desarrollo de NICG

(Emerson y Ulbright, 2010).

En el presente estudio la proteina c-Kit reflejo una disminucién en su expresion
en ambos grupos; sin embargo, en el grupo con CO, la expresion aun cuando
iba disminuyendo, siempre fue significativamente mayor que en el grupo
testigo. Esta proteina es considerada un factor antiapoptético cuya
sobreexpresion refleja la supervivencia de células que se mantienen
pluripotentes e indiferenciadas (Bashamboo y cols., 2006). Por otra parte, se ha
documentado sobre la expresion de la proteina PLAP en el tejido testicular en
humanos con CO a los 15 afios de edad (Kvist y cols., 2014). En el afio 2014
Mitchell y cols. Demostraron que los tejidos con NICG eran a su vez positivos a
PLAP en el 89% de los casos. En el desarrollo de esta tesis los resultados para
PLAP mostraron una expresion de esta proteina ligeramente mayor hasta el
tercer mes de edad en el grupo testigo y que a partir del sexto mes fue mayor

en el grupo con CO.

En cuanto a Sall4, se sabe que es un factor de transcripcion que ayuda a
mantener a las células madre embrionarias, asi como su pluripotencialidad
(Wang y cols., 2009 y Emerson y Ulbright, 2010). Se le considera una proteina
de alta sensibilidad y especificidad como marcador de TCGs (Cao y cols.,
2009). En este trabajo se encontré que Sall4 se mantuvo con una expresion
constante hasta el sexto mes de edad en testiculos no descendidos, siendo
mayor en el grupo testigo hasta el tercer mes y descendiendo drasticamente

en el sexto mes de edad. Los cerdos con CO siempre expresaron esta proteina
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Los resultados obtenidos en las inmunohistoquimicas indican que el desarrollo
del testiculo con CO ocurre mas lentamente que en el caso de individuos sanos
y que probablemente la pérdida de la pluripotencialidad y la indiferenciacion de
las células germinales se dan de manera retrasada. Siendo esta la posible
causa del desarrollo de NICG en individuos que presentan testiculos no
descendidos. Se ha demostrado que en algunos pacientes con CO se conserva

la expresion de estos marcadores, haciéndolos susceptibles a su malignizacion

El haber encontrado una tendencia a la positividad para c-Kit, PLAP y Sall 4
abre la puerta para continuar con el experimental pero con individuos de
edades mas avanzadas, puesto que la edad adulta y el pleno establecimiento
de la madurez testicular en el cerdo se considera se alcanza a los 14 meses de
edad (Hughes y Varley, 1980) y ademas como ya se menciond anteriormente,
los casos de NICG en cerdos encontrados en la literatura fueron en individuos

de mayor edad.

Lo que respecta a POU5SF1, también llamado OCT3/4; es que se le considera
un factor de transcripcion que se expresa en células embrionarias y
primordiales en humanos y ratas (Okamoto y cols., 1990; Rosner y cols., 1990).
Se le ha propuesto como un factor encargado de regular la capacidad de

pluripotencia celular (Pesce y Scholer, 2000).

En nuestros resultados se encontré la expresion de dicho marcador de manera
bien definida en la mayoria de las muestras, sin embargo no fue asi en todas
ellas. La positividad encontrada contradice lo publicado por Goel y cols, (2008)
que documentaron la ausencia en la expresion de estos receptores en

testiculos de cerdo de 2 dias a 3 semanas de edad. Sin embargo el que
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algunas muestras no hayan expresado claramente la positividad, hace menos
robusta nuestra interpretacion de ahi que no podamos marcar de manera
contundente la contradiccién con el trabajo referido, por lo que los conteos de
células positivas no se presentaron en este escrito. Con el fin de robustecer
nuestras observaciones y disminuir la interpretacion subjetiva se sugiere que
en investigaciones futuras se analice la expresion de esta proteina mediante
otras técnicas como PCR en tiempo real. Cabe mencionar que aun cuando el
cerdo es un animal que desarrolla CO de manera natural y con una alta
incidencia, es necesario refinar el modelo experimental con la finalidad de
poder determinar con exactitud cuales son las caracteristicas que se desean
estudiar acerca los testiculos no descendidos y profundizar sobre el desarrollo
de la CO de manera natural y los mecanismos con los cuales cuenta el
organismo y que conllevan a la malignizacion del tejido y al desarrollo de NICG;
0 en su caso a la involucién de los tubulos seminiferos y la atrofia de todo el
tejido testicular. Para lo anterior, también resulta necesario el realizar pruebas
complementarias como serologia, PCR y de indicadores de apoptosis; que
indiquen con una mayor exactitud qué es lo que ocurre a nivel testicular y

hormonalmente en individuos con CO.
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VIIl. CONCLUSION

En el presente estudio no se observaron alteraciones que sugieren que el
cerdo con CO desarrollara NICG. Viéndose reflejada en las lesiones
histologicas una atrofia del tejido y una involucion de los tubulos seminiferos en
los individuos de 10 meses de edad. Por otra parte, se observaron diferencias
significativas entre el grupo testigo y los individuos con testiculos no

descendidos en cuanto a una tendencia mayor a inmunopositividad.

Con base en estos resultados se concluyé que a largo plazo el cerdo podria
llegar a ser un buen modelo alternativo para el estudio de la CO en humanos,
ya que demuestra semejanzas histolégicas e inmunohistoquimicas. Sin
embargo, se requiere ampliar el nimero de animales estudiados y refinar el
modelo experimental; con la finalidad de poder determinar con mayor exactitud
cudles son las caracteristicas que se desean estudiar acerca de la CO, asi
como profundizar sobre los mecanismos que conllevan a la malignizacion o

involucién del tejido.
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X.

ANEXO

indice de Maduracién Epitelial o indice de Johnsen

Puntaje Maduracién
Espermatogénesis completa con gran cantidad de
10 espermatozoides
9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de
espermatozoides (5 por tubo seminifero)
8 No hay espermatozoides maduros, presencia de
espermatidas maduras en diferenciacion
Gran cantidad de espermétidas sin algun signo de
7 diferenciacion
6 Presencia de pocas espermatidas (5 por tubo seminifero)
5 Gran cantidad de espermatocitos presentes
4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo seminifero)
3 Presencia Unicamente de espermatogonias
No hay células germinales, sélo estan presentes las células
2 sustentaculares
1 No hay células en el tubo seminifero
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indice Histopatoldgico

Puntaje Alteracion Histologica

Plegamiento de la membrana basal

1 Descamacion (ligera/abundante)

Vacualizacién

2 Sincitio celular
Nucleo picnético (ligero/abundante)

3 Ausencia de espermatidas

4 Ausencia de espermatocitos

5 Ausencia de espermatogonias

5 Ningun tipo celular
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