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RESUMEN

El sindrome del varén XX es una enfermedad genética rara en
humanos, caracterizada porlapresenciadegenitales masculinos
0 ambiguos en individuos que pesentan un cariotipo femenino
(2n = 44 + XX). Este sindrome se atribuye, en la mayoria de los
casos, a la traslocacion del gen SRY del cromosoma desde el
cromosoma Y al X; sin embargo, en algunos individuos no se
detecta SRY, lo que sugiere mecanismos alternativos como el
guimerismo o el mosaicismo. En el cerdo (Sus scrofa domestica),
la diferenciacion sexual también depende de la presencia
funcional del gen SRY. En esta investigacion se describe el
caso de un cerdo de 6 meses de edad con cariotipo 2n = 36 +
XX y genitales ambiguos, encontrado en una granja de Pifias,
Ecuador. Se realizaron estudios citogenéticos, endocrinos y
anatémicos (macroscépicos e histopatolégicos) y necropsia
con el objeto de caracterizar el sindrome observado. Los
analisis citogenéticos revelaron un cariotipo femenino normal,
sin evidencias de aberraciones cromosémicas numéricas ni
estructurales, mientras que los estudios hormonales mostraron
niveles atipicos de testosterona y estradiol. La necropsia y el
examen histolégico permitieron identificarn anomalias en
los érganos reproductores y en el sistema urinario. Este caso
subraya la importancia de conocer y caracterizar las anomalias
del desarrollo sexual en cerdos tanto para el diagndstico clinico
como para la comprensién de los mecanismos genéticos
subyacentes.
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ABSTRACT

XX male syndrome is a rare genetic disorder in humans,
characterized by the presence of male or ambiguous genitalia
in individuals with a female karyotype (2n = 44 + XX). This
syndrome is most commonly attributed to the translocation of
the SRY gene from the Y chromosome to the X chromosome;
however, in some individuals, the SRY gene is not detected,
suggesting alternative mechanisms such as chimerism or
mosaicism. In pigs (Sus scrofa domestica), sexual differentiation
also depends on the functional presence of the SRY gene. This
study describes the case of a six-month-old pig with a 2n =36 +
XX karyotype and ambiguous genitalia, found on a farmin Pifias,
Ecuador. Cytogenetic, endocrine, anatomical (macroscopic and
histopathological), and necropsy studies were conducted to
characterize the syndrome observed. Cytogenetic analyses
revealed a normal female karyotype without evidence of
numerical or structural chromosomal abnormalities, while
hormonal evaluations showed atypical levels of testosterone
and estradiol. Necropsy and histological examination identified
abnormalities in the reproductive organs and urinary system.
This case highlights the importance of recognizing and
characterizing disorders of sexual development in pigs, both
for clinical diagnosis and for a deeper understanding of the
underlying genetic mechanisms.

Key words: Cytogenetic analysis; intersex pigs; SRY gene translocation;
XX sex reversal; disorders of sexual development (DSD).
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INTRODUCCION

En mamiferos la diferenciacion sexual esta determinada por
los cromosomas sexuales (XX o XY) y la presencia del gen SRY, que
induce el desarrollo testicular y la diferenciacion masculina. En
ausencia de SRY, se inicia la diferenciacidn ovarica y el desarrollo
de un fenotipo femenino [1]. Sin embargo, este modelo binario
es desafiado por condiciones como el sindrome del varén XX en
humanos y los trastornos del desarrollo sexual XX (2n = 36 + XX
DSD), eso es, diferencias en el desarrollo sexual en cerdos, que
implican alteraciones en la diferenciacién gonadal, cromosdmica
0 anatdmica [2].

En humanos, el sindrome del varéon XX suele deberse
a la translocaciéon del gen SRY al cromosoma X, aunque en
algunos casos se han identificado otros mecanismos, como
quimerismo, mosaicismo o mutaciones autosémicas [3,4]. En
cerdos, aunque estas condiciones han sido menos estudiadas,
representan un desafio para la produccion porcina. El XX DSD
se asocia con genitales ambiguos, disfuncion reproductiva y
alteraciones en el comportamiento, lo que afecta la calidad de
la canal y la rentabilidad en sistemas de cria comercial [5,6]. Su
prevalencia, en la mayoria de las poblaciones, alcanza hasta un
20% en lineas endogdmicas [7]. Sin embargo, los mecanismos
genéticos y del desarrollo subyacentes a esta condicién ain no
han sido completamente caracterizados.

Aunqueel XXDSD en cerdos hasidoreportado previamente, la
variabilidad fenotipica de esta condicién sigue sin comprenderse
completamente. La integracion de hallazgos citogenéticos,
hormonales e histopatoldgicos es clave para su caracterizacion.
En particular, la evaluacion del perfil hormonal y la posible
ausencia de translocacion del gen SRY resaltan la necesidad
de explorar mecanismos alternativos de diferenciaciéon sexual
en cerdos. Ademas, el impacto del XX DSD en la fertilidad, el
comportamiento y la calidad de la carne refuerza la importancia
de estudiar estos casos en profundidad [8,9].

Este estudio presenta el caso de un cerdo doméstico de seis
meses de edad con genitales ambiguos y cariotipo XX. Mediante
evaluaciones clinicas, hormonales, citogenéticas e histoldgicas,
se busca aportar informacion sobre las bases genéticas y del
desarrollo del XX DSD y sus implicaciones en la produccion y el
manejo genético en porcicultura.

MATERIALES Y METODOS

El cerdo afectado fue obtenido de una granja comercial en
Pifias, Ecuador, donde la reproduccién se lleva a cabo sin pruebas
genéticas para trastornos del desarrollo sexual. No se disponia
de informacidén sobre la consanguinidad de los progenitores, lo
que representa una limitacion para evaluar posibles factores
hereditarios como la presencia de genes recesivos. Sin embargo,
estudios previos sugieren una base genética para el XX DSD en
cerdos, con estimaciones de heredabilidad que oscilan entre
0,72 y 0,81. Esto respalda la existencia de una base genética
aditiva [10].

Analisis hormonal

El perfil hormonal se determindé mediante inmunoensayos
de electroquimioluminiscencia utilizando un analizador Cobas
e411 (Roche Diagnostics). Se midieron los niveles séricos de
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testosterona, estradiol y progesterona para evaluar la funcion
gonadal. Las muestras fueron obtenidas por puncién venosa
yugular en las primeras horas de la mafiana para minimizar
variaciones circadianas. Posteriormente, el suero fue separado
por centrifugacidn a 1,500 x g durante 10 min y almacenado a
-80°C hasta su analisis. Los resultados se compararon con los
rangos de referencia establecidos para cerdos normales macho
(2n =36 + XY) y hembra (2n = 36 + XX), respectivamente.

Analisis citogenético

El cariotipo se obtuvo siguiendo el protocolo descrito por
Guerrero et al. [10]. La capa de leucocitos de la muestra se
inoculd en medio de cariotipado PB-MAX (Gibco™) y se incubd
durante 72 horas a 38°C. Posteriormente, se afiadieron 85 pl de
colchicina al 0,0125% y se incubé a 38 °C durante 45 minutos
para detener las células en metafase. El cultivo fue centrifugado
a 168 x g por min durante 10 min, y el sobrenadante fue
descartado. El precipitado celular se suspendié en un volumen
igual de solucidn hipotdnica (0,075 M KCl) y se incub6 durante
20 min a 38°C. Después del tratamiento hipotdnico, las células
fueron centrifugadas nuevamente, se eliminé el sobrenadante y
se realizaron tres lavados con fijador de metanol-acido acético
(3:1 v:v). Finalmente, las células fueron suspendidas en 1 mL
de fijador. Los portaobjetos se secaron al aire y se tifieron con
Giemsa para la evaluacion del cariotipo convencional.

Para el bandeo G los extendidos celulares fueron tratados con
tripsina y tefiidos con Giemsa, siguiendo el protocolo descrito
por Lawce [11]. El analisis cromosomico se realizé utilizando un
microscopio Olympus BX53 (Olympus Corporation, Ishikawa,
Japdn) equipado con una camara digital Olympus DP73 acoplada
al software cellSens Dimension (Olympus) para la adquisicion de
imagenes, y los cariotipos se ensamblaron mediante el software
de procesamiento de imagenes digitales Adobe Photoshop
(Adobe Systems, Inc. San José, California, Version 2015.0.0).
Los cariotipos se organizaron segun la relacién de brazos
cromosomicos [12]. Se analizaron al menos 100 metafases
para confirmar el complemento cromosémico y descartar la
presencia de mosaicismo o anomalias estructurales.

Procedimiento de necropsia

El cerdo fue eutanasiado siguiendo las directrices de la
American Veterinary Medical Association para la Eutanasia
de Animales [13], mediante la administracién intravenosa de
pentobarbital sédico a una dosis de 90 mg/kg. Posteriormente
se realizé una necropsia completa, con examen detallado de los
genitales externos, las estructuras urogenitales y los drganos
accesorios en busca de anomalias. Las estructuras internas
fueron disecadas y fotografiadas, y se recolectaron muestras
para analisis histopatoldgico. Se documentaron observaciones
macroscopicas, incluyendo la presencia de estructuras
accesorias en la vejiga, gonadas rudimentarias y cualquier otra
anomalia adicional.

Anilisis histolégico

Los tejidos recolectados durante la necropsia, incluidos
testiculos, epididimo, estructuras similares al Utero y rifiones,
fueron fijados en formalina tamponada al 10% durante 48 h,
procesados e incluidos en parafina. Se obtuvieron secciones de
4-5 um de grosor, que fueron tefiidas con hematoxilina y eosina
para su evaluacién histopatoldgica. El tejido testicular fue
examinado para evaluar la presencia y estructura de los tubulos
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seminiferos, células de Sertoli, células de Leydig y actividad
espermatogénica. Las estructuras similares al utero fueron
analizadas en busca de endometrio glandular, lamina propia y
capas miometriales. El tejido renal se evalud para determinar la
integridad glomerular y tubular.

Analisis de datos

Todos los datos fueron analizados cualitativamente,
centrandose en los hallazgos citogenéticos e histopatoldgicos.
Los niveles hormonales se compararon con valores de referencia
para cerdos XY y XX con el fin de proporcionar informacién sobre
el estado funcional de los tejidos gonadales. Se correlacionaron
las observaciones para evaluar las anomalias fenotipicas y
genotipicas, proporcionando una caracterizacién integral de la
condicidn.

Declaracion ética

Todos los procedimientos realizados con el animal en este
estudio cumplieron con las normativas institucionales e inter-
nacionales para el tratamiento ético de los animales. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica en Experimentacién Animal
(CEEA) de la Universidad Técnica de Machala bajo el nimero de
protocolo CEEA-UTM-2024-001.

RESULTADOS Y DISCUSION

El examen fisico del cerdo revelé anomalias significativas
en las estructuras reproductivas masculinas. Se observé un
abultamiento prominente de tejido adiposo, consistente con un
pliegue prepucial vestigial, ubicado caudal a la cicatriz umbilical,
sin la presencia de un orificio o bolsa prepucial (FIG. 1a). Un
pene rudimentario, de aproximadamente 6 cm de longitud se
encontraba anémalamente posicionado en la regidn perineal y
presentaba una uretra estrecha parcialmente encerrada dentro
de un falso prepucio (FIG. 1c). Ademas, se identificé una bolsa
escrotal subdesarrollada que contenia un testiculo atrofiado en
la misma region (FIG. 1b).

La necropsia confirmd estos hallazgos clinicos y proporciond
detalles anatdmicos adicionales (FIG. 2). El sistema urogenital
consistia en dos rifiones anatdmicamente normales, cada uno
con un uréter Unico conectado a una vejiga urinaria primaria.
También se observé una vejiga accesoria, estructuralmente
distinta de la primaria y estrechamente asociada con un absceso
infiltrativo. Cerca de esta vejiga accesoria, se identificaron un
testiculo pequefio y una estructura similar a una ovotestis. Un
examen mas detallado reveld una estructura tubular extendida
(marcadacomo “U” enlaFIG. 2) que conectaba la vejiga accesoria
con la regién uretral. La ausencia de un orificio prepucial y de
glandula prostatica, junto con la presencia de estas estructuras
reproductivas mixtas, respalda el diagndstico de un fenotipo
intersexual, consistente con casos previamente documentados
de trastornos del desarrollo sexual XX [14].

Los analisis histolégicos respaldaron los hallazgos clinicos
y de necropsia, proporcionando una caracterizacion detallada
de las estructuras reproductivas. El remanente uterino vestigial
presentd un endometrio glandular, Iamina propia con glandulas
endometriales y una capa muscular miometrial circular (FIG.
3C). Ademas, se identificd un canal sugestivo de una estructura
vaginal conectada a la uretra peneana; no se detectd tejido
prostatico durante la diseccion urogenital.

30of6

FIGURA 1. Vistas ventral y perineal del cerdo que muestran: (a) una
protuberancia en la regién abdominal que puede representar un
pliegue prepucial vestigial, (b) un testiculo atrofiado dentro de una
bolsa escrotal subdesarrollada, y (c) un pene rudimentario encerrado
en un falso prepucio

FIGURA 2. Hallazgos de necropsia en un cerdo con genitales ambiguos.
(RP) Prepucio vestigial sin orificio prepucial y pene rudimentario (6
cm) con uretra estrecha. (AB) Vejiga accesoria adyacente a la vejiga
urinaria primaria (PB), con dos rifiones normales (LK, RK) y un uréter
cada uno. Pequeiio testiculo cerca de la vejiga accesoria (IT) y una
estructura parecida a un ovario/testiculo (OT). Un canal que sugiere
una vagina (U) conectada a la uretra peneana

La hipoplasia testicular se evidencid mediante tubulos
seminiferos con escasa actividad espermatogénica y abundantes
células de Leydig, lo que sugiere produccion androgénica en
un contexto de diferenciacion gonadal incompleta (FIG. 3A).
Los conductos epididimarios, aunque con arquitectura normal
y epitelio seudoestratificado con estereocilios, carecian de



univirsioap — Serbiluz

Sistema de Servicios Bibliotecariosy
de Informacién

DEL ZULIA

Biblioteca Digital
Repositorio Académico

espermatozoides maduros, indicando una disfuncién testicular
(FIG. 3B). Por otro lado, la histologia renal mostré glomérulos
bien definidos y tubulos con morfologia conservada, sugiriendo
una funcion renal preservada a pesar de las anomalias
reproductivas (FIG. 3D).

FIGURA 3. Cortes histolégicos de: testiculo mostrando tubulos
seminiferos con marcada hipoplasia de gonocitos, ausencia de
procesos de espermatogénesis, abundantes células intersticiales y
tunica albuginea con septos (A); seccion transversal de epididimo
mostrando conductos con epitelio pseudoestratificado, estereocilios
apicales, estroma de tejido conectivo y musculo liso (B); corte del utero
mostrando el endometrio glandular, la ldmina propia con glandulas
endometriales y el miometrio con capa muscular circular (C); corte
histolégico sagital de un rifidn donde se identifica el glomérulo renal
rodeado por un epitelio plano simple, adyacente a esta estructura se
identifican tubulos renales formados por un epitelio ctibico simple (D)

El perfil hormonal, reveld niveles de testosterona de 3,13 ng/
mL, compatibles con una actividad androgénica tipica de machos
XY, a pesar de que el individuo presentaba un cariotipo 2n =
36 + XX Este hallazgo indica produccidn activa de andrégenos,
aunque la fuente exacta sigue siendo incierta debido al limitado
desarrollo testicular observado histolégicamente. Los niveles de
estradiol (10,68 pg/mL) fueron inferiores a los esperados para un
individuo con cariotipo 2n =36 + XX, lo que sugiere una reduccion
en la actividad de la aromatasa y alteraciones en las vias de
biosintesis de estrégenos, similares a los patrones observados
en casos de 2n = 36 + XX DSD asociados con hiperplasia
suprarrenal congénita (HSC) en humanos [15]. Los niveles de
progesterona (3,78 ng/mL) se encontraron dentro de los valores
basales tipicos de cerdos no reproductivos. En conjunto, estos
perfiles hormonales respaldan una diferenciacién gonadal
activa pero aberrante e implican posibles alteraciones genéticas
0 epigenéticas previamente asociadas con la condicién 2n = 36
+ XX DSD [9,15]. Las observaciones histoldgicas corroboraron
los hallazgos endocrinos, evidenciando tubulos seminiferos
hipoplasicos sin espermatogénesis y una hiperplasia prominente
de células de Leydig, lo que indica una diferenciacién gonadal
defectuosa (FIG. 3A). Estos hallazgos son consistentes con lo
reportado por Kurtz et al. [15].

Los analisis citogenéticos mediante tincion de Giemsa y
bandeo G confirmaron un complemento cromosémico diploide
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de 38 cromosomas con una constitucion 2n = 36 + XX, esperada
en hembras de Sus scrofa domestica (FIG. 4). Los cromosomas
mostraron una estructura normal sin anomalias numéricas
detectables, mosaicismo, quimerismo ni reordenamientos
cromosOmicos evidentes. Estos resultados citogenéticos
sugieren la posible participacion de mecanismos genéticos
o epigenéticos alternativos en la diferenciacion testicular.
Sin embargo, la translocacion criptica del gen SRY no puede
ser confirmada ni descartada sin el uso de herramientas
moleculares especificas. Informes previos han sefalado que
la diferenciacién testicular en individuos con cariotipo 2n = 36
+ XX puede ocurrir mediante translocaciones cripticas de SRY
0 a través de genes autosdomicos como SOX9, RSPO1 y WNT4,
ademads de modificaciones epigenéticas [5,16].

FIGURA 4. Cariotipo con tincion de Giemsa (A) y bandeo G (B)

La diferenciacion sexual en mamiferos, incluidos los cerdos,
esta determinada por la constituciéon cromosdmica (XX o XY) y
la presencia o ausencia del gen SRY, el cual inicia el desarrollo
testicular y la expresion del fenotipo masculino. En ausencia de
SRY, ocurre la diferenciacién ovarica, dando lugar al desarrollo
de un fenotipo femenino [1,7,17]. Sin embargo, los Trastornos
del Desarrollo Sexual XX caracterizados por un cariotipo 2n = 36
+ XX desafian este modelo binario, presentando distintos grados
de masculinizacion a pesar de la ausencia del gen SRY. Se han
implicado varios mecanismos en estas anomalias, incluyendo la
translocacion del SRY, mosaicismo, quimerismo y mutaciones
autosémicas [2,3]. Estudios recientes han demostrado que
la disrupcion funcional o la ausencia de SRY pueden inducir la
reversion sexual de macho a hembra, lo que resalta el papel
critico de SRY y sus vias reguladoras en la diferenciacion sexual

[18].

El XX DSD presenta una alta prevalencia en cerdos, con
frecuencias que oscilan entre 0.08% y 0.75% en la mayoria de
las poblaciones, llegando al 20% en lineas endogamicas [7]. Su
elevada heredabilidad, estimada entre 0,72 y 0,81, refuerza
su origen genético [10]. Las evaluaciones citogenéticas suelen
revelar un cariotipo 2n = 36 + XX sin anomalias estructurales,
lo que sugiere que factores no cariotipicos, como mutaciones
autosdmicas o alteraciones epigenéticas, desempefian un papel
crucial en estas condiciones [19,20]. Dada esta complejidad,
la aplicaciéon de herramientas moleculares avanzadas, como
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) y andlisis
transcriptdmicos, son escenciales para identificar los factores
genéticos y epigenéticos que contribuyen al 2n = 36 + XX DSD.

Ademas de la translocacion de SRY, se han identificado
mecanismos genéticos alternativos capaces de inducir la
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diferenciacidn testicular en individuos 2n = 36 + XX. Ferrari et
al. [9] revisaron diversas alteraciones genéticas y regulaciones
transcripcionales que pueden favorecer este proceso en
ausencia de SRY, incluyendo duplicaciones en SOX9, mutaciones
en RSPO1 y WNT4, asi como modificaciones epigenéticas
en genes clave del desarrollo gonadal. Aunque el analisis
citogenético no revelé anomalias estructurales en el presente
caso, la ausencia de estudios moleculares detallados impide
descartar la implicacion de estos factores.

El individuo analizado presenté genitales ambiguos y un
cariotipo 2n = 36 + XX sin indicios de mosaicismo, quimerismo o
alteraciones cromosdmicas evidentes. Aunque la translocacion
de SRY sigue siendo una posibilidad, la falta de deteccion
de secuencias del cromosoma Y resalta las limitaciones de
los métodos citogenéticos convencionales, como la tincién
de Giemsa y el bandeo G, que no permiten identificar
reordenamientos sutiles [5]. En este contexto, herramientas
avanzadas de citogenética molecular, como la hibridacién in
situ fluorescente (FISH) y la hibridacidon gendmica comparativa
(CGH), resultan esenciales para detectar translocaciones
cripticas o micro-reordenamientos que podrian explicar el
fenotipo observado.

CONCLUSION

Este estudio describe un caso de trastorno del desarrollo
sexual XX DSD en un cerdo con genitales ambiguos, cariotipo
2n = 36 + XX y estructuras reproductivas mixtas, sin evidencia
de alteraciones cromosémicas visibles, lo que sugiere la
posible implicacién de mecanismos genéticos o epigenéticos
no detectables mediante citogenética convencional. La
integracion de los hallazgos clinicos, histoldgicos, hormonales
y citogenéticos revelan una diferenciacion gonadal atipica
posiblemente asociada a la translocacidn criptica del gen SRY o
a alteraciones en genes como SOX9, RSPO1 o WNTA4. Este caso
destaca la importancia de aplicar herramientas moleculares
avanzadas en el diagndstico de intersexualidad animal y subraya
las implicaciones productivas de estas anomalias en la industria
porcina, particularmente en lo relativo a la fertilidad. La
deteccién temprana de individuos con DSD permitiria optimizar
las estrategias de manejo genético y reducir las pérdidas
econdmicas asociadas a estas condiciones en sistemas de
produccion comercial.
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