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Abstract

The term hermaphroditism, intersex or intersexed refers to those individuals who
present ambiguous genitalia, that is, without clear evidence of an assignable sex,
Therefore, they are subjects with congenital anatomical differences that confuse the
diagnosis of sex, because of the different degrees in variation of differentiation in
reproductive organs, or by being genetically of one sex and phenotypically of the
other. Pigs are one of the domestic species where is most common to find intersex
animals. Sexual development disorders in pigs cause economic losses, because
they can be associated with infertility, appearance of aggressive behavior and odor
of meat products induced by androgens produced by testicular tissue. The objective
of this clinical case was to characterize a case of porcine intersexuality (Sus scrofa
domestica). For this purpose, a cytogenetic analysis of the pig with intersex was
performed. The results of the cytogenetic analysis showed that the individual was a
chimera consisting of 80% XX cells and 20% XY cells. Gonadal steroidal hormone

levels were determined, with values of 5.00 pg/ml for estradiol, a value of 0.050 ng/mi



for progesterone, and a value of 0.025 ng/ml for total testosterone. The internal
inspection of the reproductive organs identified female structures such as the vulva
and vagina, but there was a lack of other female reproductive organs such as the
uterus, cervix and ovaries. The male organs found were an atrophied testis and a
normal testis. Histological findings found structures that could possibly be
characterized as vagina, urethral duct and testicles where atrophied, and presence
of structures resembling granulosa cells. The seminal vesicles were only evidenced
microscopically, however, the histological architecture was not typical of a seminal
vesicle. According to the above, itis concluded that this report corresponds to a case
of freemartinism in a pig (Sus scrofa domestica), manifested by XX/XY chimerism.
With the development and reporting of this case, clinical and academic enrichment
on the behavior, variations, and prognosis of animals suffering from these conditions
is helped. In addition, it seeks to raise awareness among producers about the
species and the clinical, productive and reproductive consequences of this condition

and its management.
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Resumen

El término hermafroditismo, intersexo o intersexuados hace referencia a aquellos
individuos que presentan unos genitales ambiguos, es decir, sin evidencia clara
sobre el sexo asignable, por lo tanto, son sujetos con diferencias anatémicas
congénitas que confunden el diagndstico del sexo por diferentes grados de variaciéon
en la diferenciacion de los 6rganos reproductivos, o por ser genéticamente de un
sexo y fenotipicamente del otro. Los porcinos constituyen una de las especies
domésticas en las cuales se presentan casos de intersexualidad con mayor
frecuencia. Los trastornos del desarrollo sexual en los cerdos provocan pérdidas
econdmicas, debido a que pueden estar asociados con infertilidad, aparicion de
comportamiento agresivo y mal olor de los productos carnicos inducido por

androgenos producidos por el tejido testicular. El objetivo del presente caso clinico



fue caracterizar un caso de intersexualidad porcina (Sus scrofa domestica). Para
ello se realiz6 un andlisis citogenético, los resultados mostraron que el individuo era
una quimera constituida por 80% de células XXy 20% células XY. Se determinaron
los niveles de hormonas esteroidales gonadales, en donde se encontraron valores
de 5.00 pg/ml para estradiol, un valor de 0.050 ng/ml para progesterona, y un valor
de 0.025 ng/ml para testosterona total. A la inspeccion interna de los 6érganos
reproductivos se identificaron estructuras femeninas como vulva y vagina, pero
habia carencia de los deméas 6érganos reproductivos de hembra como utero, cérvix
y ovarios. Los 6rganos masculinos encontrados fueron un testiculo atrofiado y un
testiculo normal. En los hallazgos histologicos se encontraron estructuras que se
podian caracterizar posiblemente como vagina, conducto de la uretra y testiculos
donde se evidenciaban conductos atrofiados y presencia de estructuras que
asemejaban a las células de la granulosa. Las vesiculas seminales solo se
evidenciaron microscépicamente, sin embargo, la arquitectura histologica no fue la
tipica de una vesicula seminal. De acuerdo con lo anterior, se concluye que el
presente reporte corresponde a un caso de freemartinismo en un porcino (Sus
scrofa domestica), manifestado por un quimerismo XX/XY. Con el desarrollo y
reporte del presente caso, se ayuda al enriquecimiento clinico y académico sobre el
comportamiento, variaciones, y prondstico de animales que sufren estas
condiciones. Ademas, se busca concientizar a los productores de la especie, acerca
de las consecuencias clinicas, productivas y reproductivas de esta condicion y su

manejo.
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Introduccién

Los trastornos del desarrollo sexual, por sus siglas en inglés (DSD - disorder of sex
development), son defectos congénitos del sistema reproductivo en los que los

genitales son atipicos en relacion con los cromosomas sexuales o las gonadas. Los

DSD se pueden clasificar en tres categorias: DSD de cromosomas sexuales, DSD



XXy DSD XY (1). En la categoria de intersexo, los individuos humanos o animales,
se pueden clasificar en: hermafroditas verdaderos, los pseudohermafroditas
masculinos o femeninos y las quimeras. Entonces, se encuentran entidades con
organos genitales masculinos y femeninos en un mismo sujeto, los que poseen
organos genitales externos al sexo opuesto y los que tienen poblaciones celulares
XX/XY. Por ejemplo, en el pseudohermafroditismo masculino, se ha manifestado la
presencia de testiculos con vulva pequefia o grande y clitoris amplio, que en
ocasiones se abre al canal uretral. Este trastorno se ha reportado en diferentes
especies como bovinos, felinos, caprinos, caninos, incluyendo la porcina, en la cual
se ha detectado hasta un 20% en algunas camadas, o puede llegar a tener una
prevalencia entre 0,2 y 0,6% en varios paises (2). Los cerdos poseen 19 pares de
cromosomas, para un total de 38 cromosomas, de los cuales 36 son autosomas y
los dos ultimos determinan el sexo, donde 38 XX origina hembras y 38 XY machos,
de forma similar como ocurre en los humanos (3). Pinton y colaboradores
demostraron que la intersexualidad en los cerdos esta correlacionada con una
anomalia en el cromosoma nueve (4). Sin embargo, adn se requiere continuar con

la investigacion del trastorno para dilucidar mejor este componente genético.

La mayoria de los cerdos intersexuales son infértiles. A menudo muestran un
comportamiento agresivo, tienen una piel mas rigida y vellosa y pueden propagar el
tipico olor a jabali desde la pubertad en adelante (5). La intersexualidad en los
cerdos se ha detectado habitualmente sobre la base de la inspeccion anatémica y
macroscopica de los érganos sexuales (5). Sin embargo, poco se conoce sobre la
microestructura de los 6rganos intersexuales, las funciones y las interrelaciones
entre sus componentes masculino y femenino y sus posibles transformaciones
patolégicas que resultan en infertilidad (5). Por lo anterior, el objetivo de este estudio

fue caracterizar un caso de intersexualidad porcina (Sus scrofa domestica).



Evaluacion del paciente

Anamnesis

En el presente reporte de caso se abordé un paciente porcino (Sus scrofa
domestica), perteneciente a la granja porcicola PorciCES, propiedad de la
Universidad CES, ubicada en El Santuario, Antioquia, Colombia. El ejemplar era de
linea genética PIC 410, con fecha de nacimiento del 6 de agosto de 2021, present6
un peso al nacimiento de 0,97 kg y al destete de 5,38 kg. En el examen clinico
realizado al nacimiento del lechoén, se evidencié presencia de vulva, bolsa escrotal

y al menos uno de los dos testiculos era palpable.

Examen clinico

El abordaje clinico de este caso se hizo previo al sacrificio, en este momento el
ejemplar tenia 120 dias y peso6 90 kg. Se inicié con una anamnesis detallada del
animal, acompafiada de una inspeccion visual con el fin de detectar variables en la
conformacién anatomica, y se prestd especial atencién a la conformacion de los
genitales externos, se realiz6 un examen clinico detallado y posteriormente todos
estos datos se consignaron en un formato de historia clinica con el fin de ser

analizados.

Ayudas diagnésticas

Andlisis citogenético

Se realizé un cultivo de linfocitos para el analisis de los cromosomas, que se
establecio a partir de sangre obtenida mediante la puncion de la vena cava craneal
utilizando un vacutainer calibre 21, y un tubo tapa verde. Posteriormente se refrigeré
la muestra a 4°C para ser llevada al laboratorio. Los cultivos se realizaron siguiendo

el método descrito por Moorhead (6). Se sembrd sangre heparinizada (1mL



aproximadamente) en medio de cultivo RPMI 1640 (SIGMA) suplementado con
Suero Fetal Bovino (GIBCO) al 10% vy antibidtico penicilina-estreptomicina
100ug/mL — 100 Ul, obteniendo un volumen final de 10 mL. Como mitégeno se
agregé fitohemaglutinina (SIGMA) solucién de trabajo al 1%. El cultivo se incubé a
37,5 °C durante 72 horas. Para obtener bandas R-replicativas (RBG) se agregd a
las 66 horas, 5-Bromo deoxiuridina (BrdU) a una concentracién de 2 mg/mL y para
obtener cromosomas metafasicos, se agregé a las 71 horas colcemid a una
concentracion de 1%. Pasado el tiempo de cultivo estos se pasaron a tubos de
centrifuga de 15 mL y se centrifugaron a 1000 rpm por 7 minutos, se descarto el
sobrenadante cuidando la nube de linfocitos y luego se resuspendié con cuidado.
Se agrego KCI a una concentracion de 0,075M hasta completar un volumen de 7
mL y se incubd a 37°C durante 7 minutos, luego se volvié a centrifugar y despueés
de descartar el sobrenadante se resuspendié y se agregd vigorosamente solucion
fijadora (metanol — acido acético 3:1) hasta completar un volumen de 7 mL. Se volvio
a centrifugar y descartar el sobrenadante y se agregd de nuevo solucién fijadora.
Este procedimiento se repiti6 hasta obtener un sobrenadante traslucido (7). Las
muestras se gotearon sobre placas previamente limpiadas con alcohol y enfriadas,
a una distancia de 50 cm aproximadamente. Estas placas se sometieron al protocolo
de tincion para revelar las bandas RBG (8), con las respectivas modificaciones
realizadas en el Laboratorio de Genética de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin (9). Los extendidos cromosémicos se evaluaron en un microscopio
optico ZEISS con objetivo de 100X, se analizaron 30 mitosis para cada uno de los

casos.

Medicién de hormonas gonadales esteroidales

La medicion hormonal de testosterona y progesterona se realiz6 mediante
radioinmunoensayo, para lo cual se tomo6 una muestra sanguinea de la vena cava
craneal, mediante la metodologia descrita previamente. Para la medicion de

testosterona y progesterona, se usaron kits comerciales (Coat-A-Count Kit;



Diagnostic Products Corporation) (10). La medicion de estradiol, se realizé mediante
ELISA competitiva (Estradiol EIA Kit, Cayman Chemical Company) (11).

Analisis histologico de las estructuras reproductivas

Para el andlisis histologico de los 6rganos reproductivos, las estructuras y tejidos se
conservaron en formaldehido al 10% en fragmentos de 0,5 cm x 0,5 cm, y se
enviaron al laboratorio para su estudio, para lo cual se realizd una tinciébn con

hematoxilina y eosina (H&E).

Resultados y discusion

Los trastornos sexuales son importantes por su influencia en la reproduccién y otros
procesos fisioldgicos regulados por las hormonas gonadales. Uno de estos
trastornos puede ser el hermafroditismo (presencia de gonadas masculinas y
femeninas), pseudohermafroditismo (desarrollo de génadas de un sexo opuesto) e
intersexualidad (combinacion de tejidos testiculares y ovaricos en una génada) (12).
La forma mas comun de intersexualidad en los cerdos es la masculinizacion

femenina (13).

Un animal intersexual puede ser definido como un individuo que posee gbnadas de
ambos sexos (ovarios y testiculos) y presenta el tracto genital opuesto a las
gonadas. Pero el fendmeno de la intersexualidad es mas complejo. Para establecer
el “sexo” de un individuo, debido a la naturaleza compleja del proceso, se requiere
el uso de criterios mas especificos en lugar de solo anatbmicos (macroscopico o
microscopico) estos criterios son mas relevantes que los anteriores y determinan
las caracteristicas genéticas, el estado hormonal, pero también el analisis

conductual (14).

En el presente reporte, se observo la presencia de vulva y bolsa escrotal en el

presunto individuo hermafrodita; al momento de la palpacién se encontré que uno



de los testiculos era palpable, de consistencia firme, y mévil dentro de la bolsa
escrotal (Figura 1). No habia signos de inflamacion a la palpacion. Similar a lo
encontrado por Chakrabarti (15), donde el lechon tenia un saco escrotal y una
abertura vulvar. No se reportd presencia de vaina perpetua en abdomen ventral. El
examen del saco escrotal reveld que el lechon solo tenia un testiculo que se movia
libremente y no habia adherencia dentro del saco; la consistencia y textura del saco

fue normal, similar a lo encontrado en el presente caso.

Figura 1. Apariencia fenotipica del cerdo con intersexualidad.

Los resultados del analisis citogenético mostraron que el individuo era una quimera
constituida por 80% de células XX (Figura 2) y 20% de células XY (Figura 3). Se
establecieron 3 cultivos por muestra, en medio RPMI 1640, estimulado con
fitohemaglutinina y tratada con pulso terminal de BrdU para obtener el bandeo RGB.
Fueron evaluadas 30 mitosis. Los resultados mostraron una constitucion
cromosomica XY en seis de las mitosis evaluadas y XX en 24 mitosis. Los hallazgos
del analisis cromosdmico concuerdan con lo que exponen Okamoto y Masuda (16),

donde se habla sobre los estudios recientes de cerdos intersexuales con cultivos de



leucocitos que han demostrado que la mayoria de los casos examinados tenian una
constitucion del cromosoma sexual XX con el cariotipo femenino independiente de

su tipo de intersexualidad.

Se conoce que en los cerdos se observan dos tipos principales de trastornos del
desarrollo sexual. ElI primero es un trastorno testicular u ovotesticular, con
complemento cromosomico sexual femenino (XX) y falta del gen SRY. El segundo
es el freemartinismo, manifestado por quimerismo XX / XY en leucocitos, como el
presente reporte, mientras que en el caso presentado por Makovicky et al (5),

quienes tenian el primer caso.

—_—

Figura 2. Andlisis citogenético (XX). En la Figura 3. Andlisis citogenético (XY). En
imagen se sefialan con las flechas naranjas | la imagen se sefialan los cromosomas X

los cromosomas XX. yY.

En cuanto a los resultados de las hormonas evaluadas en sangre se obtuvo un valor
de 5.00 pg/ml para el estradiol, un valor de 0.050 ng/ml de progesterona, y un valor
de 0.025 ng/ml para testosterona total. A diferencia de lo observado en el presente
reporte, Hunter, et al (17), reportaron concentraciones de estradiol y progesterona
en plasma de cerdos intersexuales que correspondian con las esperadas en la fase
folicular de un ciclo estral, pero las concentraciones de testosterona representaban
aproximadamente una décima parte de los valores encontrados en verracos

maduros (Estradiol 11.8 pg/ml — Progesterona <50 pg/ml). Por otro lado, se han



reportado valores de 17 Bestradiol de 37.4 + 6.4 pg/ml, y de testosterona sérica de
2.2 £ 0.5 ng/ml en cerdos prepuberes menores a cinco meses de edad, de pesos
entre 73 - 80 kg y sin rasgos de intersexualidad (18). Ademas, en la literatura se
reportan niveles de progesterona sérica en cerdas prepuberales menores a 2 ng/mli
(19). Lo encontrado en el presente caso, demuestra niveles mucho mas bajos a los
reportados en ambos estudios, tanto para cerdos intersexuales como para cerdos

sin ambigledad de sexo.

La actividad endocrina podria ser una causa de anomalias morfolégicas observadas
en las génadas intersexuales. Por ejemplo, las caracteristicas y la posible causa del
sindrome de ovario poliquistico pueden ser la hiperproduccion de testosterona, que
a su vez puede deberse a la hipersecrecion de la hormona luteinizante (LH) y la
secrecion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) (20). Por otro lado, las
hormonas producidas por las células testiculares de Leydig pueden inhibir la
diferenciacion y el desarrollo de las gonadas hembras e inducir la masculinizacién
de los cerdos con todas sus consecuencias (21). Por lo tanto, el nivel sanguineo de
hormonas reproductivas podria ser un indice util de estado intersexual, que se

podria recomendar para su uso en la praxis veterinaria diaria (5).

Por otro lado, se realiz6 una inspeccion interna de los érganos reproductivos y se
identificaron estructuras como vulva y vagina, pero habia carencia de los demas
organos reproductivos de hembra como Uutero, cérvix y ovarios. Del aparato
reproductivo masculino se encontrd presencia de un testiculo atrofiado y un testiculo
normal (Imagen 4). Adicionalmente se realizé el analisis histopatolégico de todos

los tejidos reproductivos tomados al momento la necropsia.



Figura 4. Inspeccién macroscopica de 6rganos reproductivos. A) Vulva, B) Vagina, C)

Conducto accesorio de la uretra, D) Vejiga, E) Testiculo, F) Testiculo atrofiado, G) Uréter,
H) Rifones.

El analisis histoldgico de la vagina (Figura 4B e Figura 5), se observo que estaba
compuesta por epitelio estratificado plano y presentaba estructuras glandulares en
la submucosa, lo cual es compatible con la estructura histolégica de una vagina sin

alteraciones.

Al analisis del conducto accesorio de la uretra (Imagen 4C e Imagen 6) se encontrd
un conducto urinario con epitelio de transicion, en el que se observaron multiples
estructuras compatibles con la uretra. En la posible uretra se encontré epitelio
urinario en algunas partes, pero en otras se evidenciaron multiples zonas con

epitelio simple plano y cubico, lo que podria sugerir una atrofia; igualmente, se



encontraron varias estructuras quisticas lo que permiti6 caracterizarlo

correctamente como uretra.

Figura 5. Andlisis histologico de la vagina (10X). En la imagen, la flecha roja sefala el

epitelio estratificado de recubrimiento. La flecha negra sefiala estructuras compatibles con
glandulas de la vagina con posible funcion secretora.



Figura 6. Andlisis histologico del conducto accesorio de la uretra (10X). En la imagen la

flecha morada sefala el intersticio. La flecha negra las estructuras quisticas. La flecha roja
sefiala el epitelio de transicion. La flecha azul sefala la atrofia del epitelio.

Por otro lado en el andlisis del testiculo atrofiado (Figura 4F e Figura 7) se observo
una estructura histolégica compuesta por conductos seminales con abundantes
células intersticiales de citoplasma amplio eosinofilico, que estan reemplazando el
tejido conectivo entre esos conductos; sin embargo, los conductos se encontraban
disminuidos de tamafo, vacuolizados; ademas se evidenciaron algunas células
inmaduras las cuales formaban estructuras similares a conductos seminales, que
tenian apariencia de tortuosos, ramificados y atrofiados, nucleos grandes llenos de
cromatina dispersa. No se encontraron espermatozoides maduros, pero si

espermatogonias (Figura 7).



Figura 7. Andlisis histologico del testiculo atrofiado (40X). Las flechas negras sefialan las

posibles espermatogonias. La flecha roja sefiala la vacuolizacion del epitelio.

Se encontrd presencia de células intersticiales pero no se puede asegurar que son
de Leydig, hay células de citoplasma amplio eosinofilico con nucleo central o
paracentral que se asemejan a células de la granulosa (Imagen 8). Lo anterior difiere
a lo hallado por Makovicky, et al (5), quién encontré que, al andlisis del testiculo,
estaba representado por células eosinofilicas ovaladas con nucleos excéntricos
basoéfilos que se asemejaban a las células de Leydig. Solo un pequefio numero de

células estromales y ninguna célula dentro del canal testicular estaban proliferando

(5).



Figura 8. Andlisis histologico del testiculo atrofiado (10X). La flecha azul sefiala un

conducto tortuoso. La flecha negra sefiala un conducto atrofiado. La flecha roja sefiala
células que se asemejaban a las células de la granulosa.

Makovicky, et al (5), sustentan que, si las gonadas masculinas son dominantes, la
aparicion de tejido ovarico en el testiculo puede inducir una malformacion testicular
(testiculo pequefio no desarrollado). En el presente caso, al momento del andlisis
histolégico se reportaron hallazgos de tejido ovérico, especificamente células
compatibles con células de la granulosa en el tejido testicular, pudiendo esto
confirmar tal hipotesis. El andlisis histolégico realizado por Mackoviky, et al (5),
revel6 que el 6rgano contenia dos partes distintas: tejidos ovaricos y testiculares
representados en proporciones iguales, a diferencia de nuestros hallazgos en los
gue hubo predominancia de tejido testicular. Por otro lado, Tiranti et al (22) en casos
de intersexualidad han reportado que la presencia de tejido testicular en el



compartimento ovarico dominante, da como resultado la aparicion de ovotestis
cerca del cuerno del utero, a veces con elementos testiculares que pueden
identificarse a simple vista, difiriendo del presente reporte de caso, en el cual el
tejido testicular fue el dominante.

Las vesiculas seminales se evidenciaron microscépicamente pero no
macroscopicamente, se observé arquitectura histolégica, pero no fue la tipica de

una vesicula seminal, ya que las glandulas se observaron irregulares, tortuosas y

con presencia de mucho tejido intersticial (Figuras 9 y 10).

Figura 9. Andlisis histologico de las vesiculas seminales (10X). La flecha roja sefiala el
epitelio cilindrico simple. La flecha azul sefiala el tejido intersticial. La flecha negra sefiala
una glandula normal. La flecha naranja sefiala una glandula tortuosa. La flecha morada

sefiala una glandula irregular.



Figura 10. Andlisis histolégico de las vesiculas seminales (40X). La flecha negra sefiala

una estructura que no tiene la forma caracteristica de una glandula ya que no se observo
un lumen delimitado, por lo que estaba totalmente inmadura. La flecha roja se sefiala el

epitelio desorganizado.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados de los andlisis citogenético, macroscopico,
histolégico y hormonal, se puede concluir que el presente reporte corresponde a un
caso de freemartinismo en un porcino (Sus scrofa domestica), manifestado por un
quimerismo XX/XY. Este reporte contribuye al entendimiento y estudio de la
intersexualidad en la especie porcina. Los analisis citogenéticos son una

herramienta importante para diagnosticar de forma certera estos casos, sin



embargo, acompafiarlo de andlisis genéticos permitirian un mayor entendimiento

sobre los tipos y causas de intersexualidad que pueden presentarse.
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