Arch Med Vet 43, 299-302 (2011)

COMUNICACION

DOI: 10.4067/s0301-732x2011000300013

Un caso de hermafroditismo verdadero 78, XX en una perra Weimaraner*

A case of true hermaphroditism 78, XX Weimaraner bitch
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SUMMARY

XX true hermaphroditism was identified in a 14 months Weimaraner female with a 3 cm radiopaque os clitoris analogue the male os penis, shown as
areddish structure protruding from the vulva. Giemsa metaphases revealed a normal female 78, XX chromosomal complement. The in situ fluorescence
hybridization confirmed the presence of two X chromosome centromeric zones in each analyzed cell. The bitch presented a normal estrous cycle follow
by pregnancy and delivery. The hystopathological findings of the dog confirmed hermaphroditism with bilateral ovotestis.
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INTRODUCCION

Los intersexos se categorizan en anormalidades del
sexo cromosOmico, anormalidades del sexo gonadal o
anormalidades del sexo fenotipico (Meyers-Wallen 2000).
El diagnéstico diferencial de las quimeras, mosaicos,
sindrome de reversion sexual y el hermafroditismo en
machos o hembras en individuos con signos de intersexo
deben estar basados en la inspeccién de los cromosomas,
las génadas y la apariencia fenotipica de los 6érganos
reproductivos (Kuiper y Distl 2004).

Los hermafroditas son clasificados como hermafroditas
verdaderos, pseudohermafrodita macho o pseudoher-
mafrodita hembra. Los hermafroditas verdaderos tienen
tejido gonadal de ambos sexos y pueden ser de tres tipos:
a) bilateral, cuando presenta ovotestis en ambos lados; b)
unilateral, cuando tiene un ovotestis de un lado y tejido
ovdrico o testicular del otro lado y c) lateral, cuando pre-
senta tejido ovdrico de un lado y testicular del otro lado. El
pseudohermafrodita macho tiene tejido gonadal testicular
y 6rganos genitales con algunas caracteristicas de hembra,
mientras que el pseudohermafrodita hembra tiene tejido
gonadal ovdrico y érganos genitales con caracteristicas
de macho (Hare 1976).

El objetivo de este estudio fue investigar las causas de
la ambigiiedad sexual en una perra Weimaraner, mediante
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el examen clinico, métodos de laboratorio y de imigenes
complementarios para poder definir un diagnéstico de
certeza.

MATERIAL Y METODOS

El caso clinico se investigd en las instalaciones de la
Unidad de Practicas Veterinarias (UPV) de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Ambientales (FCVA), Universidad
Juan Agustin Maza (UMaza) durante el afio 2008. Los estu-
dios complementarios fueron realizados por profesionales
de la UPV y los estudios citogenéticos fueron desarrollados
por el Laboratorio de Genética de la Facultad.

A los 14 meses de edad se efectia el primer examen
clinico a una perra de raza Weimaraner en la que se observa
una vulva infantil y un aumento de tamafio del clitoris.
Se realizaron los siguientes métodos complementarios de
diagndstico: ecografia abdominal, radiografia ventrodorsal
de zona perineal, medicidn de testosterona pre y postesti-
mulacién con hormona gonadotrofina coriénica humana
(hCQG) y cultivo de linfocitos para obtener metafases y
efectuar Hibridacion in situ por Fluorescencia (FISH) con
sondas centroméricas de los cromosomas sexuales X e Y.

Para obtener metafases se efectuaron cultivos de lin-
focitos de sangre periférica de 72 h, a 37 °C: el medio de
cultivo utilizado fue 7,5 ml de medio F10, enriquecido
con 2,5 ml de suero fetal bovino, 100 ul de fitohemoa-
glutinina como inductor de mitosis y 40 ul de penicilina y
estreptomicina (Moorhead y col 1960). Luego de agregar
alos cultivos 120 pl de colchicina durante los 30 minutos
finales de cultivo, se agregd solucion hipotdnica de cloruro
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de potasio a 0,075 M, se efectud fijacién con solucién de
metanol:4cido acético (3:1) y el material extendido sobre
portaobjetos fue coloreado con Giemsa 10%. Se analiza-
ron y dibujaron 20 metafases al microscopio 6ptico con
1000X. Para la técnica de FISH se efectud pretratamiento
de los extendidos con ARNasa (100 ul/2xSSC), pepsina
0,005% en HCl y lavados en formaldehido/ 1xPBS/ C1, Mg
(150 ml). Se efectud la desnaturalizacién con solucién
de formamida 70%/ 2xSSC/ 75° 3’ y deshidratacién en
series de etanol frio. Luego de la desnaturalizacion de la
sonda se permitié la hibridacién a 37 °C con la sonda XY
(Vysis). El cromosoma X emite una sefial roja (regién
centromérica alfa satélite, Xpl1.1-q11.1), mientras que
el cromosoma Y emite una sefial verde (ADN satélite
Yq12). Se analizaron 200 ntcleos en el microscopio de
fluorescencia. A los 15 meses la perra presenté exudado
sanguinolento en vulva y se efectud citologia vaginal,
progesteronemia y ecografia nuevamente. A los 16 meses
durante la ecografia de control se diagnostica una prefiez
multiple de 40 dias. La gestacién contintia y concluye
con el nacimiento de 10 cachorros mestizos sanos. A los
30 meses se realiza una ovariohisterectomia y andlisis
histopatologico de ambas génadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el examen clinico se observa hipoplasia vulvar y
un clitoris en forma de dedo que mide 3 cm de largo y
sobresale de los limites de la vulva (figura 1). La radio-
graffa (figura 2) permite apreciar en la zona perineal una
formacién radio-opaca compatible con un os clitoris,
andlogo al os penis en los machos. Se realiz6 la compa-
racion con las medidas esperadas para la raza, se observo
que estaba por encima del promedio en altura, peso y
desarrollo muscular. La medicion de testosterona antes y
después de la estimulacién con hCG dio valores basales.
Los 6rganos andrégeno-dependientes se masculinizan

’ e 1 x:‘"t.
Figura 1. Vista general de genitales externos. Clitoris hipertro-
fiado protruyendo de los labios vulvares.

General view of external genitalia. Hypertrophied clitoris
protruding from the labia.
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Figura 2. Radiografia, proyeccion ventrodorsal. En el interior
del circulo se observa estructura radioopaca compatible con os
clitoris.

Radiography, ventrodorsal projection. Inside the circle a
radiopaque structure compatible with os clitoris can be observed.

durante el desarrollo con agrandamiento del clitoris. La
obtencion de mediciones elevadas de testosterona previas
o posteriores a la estimulacién con hCG sugiere la pre-
sencia de tejido testicular; sin embargo, la obtencién de
niveles basales de testosterona no confirma la presencia
o ausencia del mismo (Lyle 2007). En la ecografia abdo-
minal se explora el drea de proyeccion de ovarios y utero,
no se advierten alteraciones; asimismo, no se observan
imagenes compatibles con testiculos intraabdominales,
tampoco ningun otro vestigio correspondiente al aparato
reproductor masculino.

En las metafases observadas con microscopia Optica
(figura 3) se evidencian 76 cromosomas acrocéntricos, y
dos cromosomas X, los tinicos metacéntricos de la dotacion
diploide. Mediante la técnica de FISH (figura 4) se confirma
la presencia de dos centrémeros de cromosomas X en todas
las células analizadas, sin fluorescencia correspondiente
al centrémero de cromosoma Y.

La citologia vaginal y la progesteronemia seriadas
realizadas durante el periodo en el que observé el exudado
sanguinolento confirmaron la aparicién del primer ciclo
estral. Este hecho y la posterior gestacion y parto demuestran
que la perra es fértil a pesar de la ambigiiedad morfolégica
que demuestran sus 6rganos reproductores externos.

En la ovariohisterectomia se observé que las génadas
estaban situadas normalmente en caudal de los rifiones
y en craneal de los cuernos uterinos; la ubicacién del
utero en el abdomen también fue normal y no presenta-
ba alteraciones macroscopicas (figura 5). En el estudio
histopatoldgico, las génadas estaban compuestas princi-
palmente por células intersticiales y tibulos seminiferos,



Figura 3. Metafase. 2n: 78. XX. Todos los autosomas presentan
una estructura acrocéntrica y ambos cromosomas X (flechas)
presentan estructura metacéntrica.

Metaphase. 2n: 78. XX. All autosomic chromosomes have

an acrocentric structure and both X chromosomes (arrows) present
metacentric structure.

Figura 4. Hibridacién in situ fluorescente en una célula inter-
fasica. Manifestacion de dos sefiales rojas que demuestran la
presencia de ambos cromosomas X.

In situ fluorescent hybridization in an interphase cell. The
two red signals show the presence of both X chromosomes.

también se observaron foliculos ovdricos en la corteza
(figura 6). Cada génada tenia tibulos deferentes, plexo
pampiniforme, fimbrias, oviductos y cuernos uterinos. Los
hallazgos en la perra sugieren hermafroditismo verdadero
con ovotestis bilateral.

Se aprecia un individuo en donde el sexo cromosémico
es femenino y el sexo gonadal presenta tejido histolégico
femenino y masculino, con presencia de una anomalia en
sus genitales externos. Este agrandamiento del clitoris fue
descripto en varios casos de intersexo en caninos (Chaffaux
y Cribiu 1991, Sommer y Meyers- Wallen 1991, Melniczek
y col 1999, Kuiper y Distl 2004, Nowacka y col 2005, Kim
y Kim 2006). Los derivados de los conductos miillerianos se
desarrollan normalmente, formando los oviductos, el ttero
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Figura 5. Vista macroscépica de las génadas y ttero bicornual.

Macroscopics view of gonads and bicornuate uterus.

Figura 6. Corte histopatolégico de ovotestis derecho. Nétese el
tejido ovérico en el borde superior izquierdo (flecha) y el tejido
testicular en el borde inferior derecho (flecha). 400x.

Hystopathological section of right ovotestis. Note the ovarian
tissue in the top left corner (arrow) and testicular tissue in the bottom
right corner (arrow). 400x.

y la vagina craneal. La sustancia anti-miilleriana (MIS) se
encontraria presente en estos casos; sin embargo, la falla
en la regresion completa de los conductos miillerianos se
puede deber a: deficiencia de la produccién cuantitativa
de MIS, que esta sustancia se produzca antes o después
del tiempo critico para inhibir el desarrollo testicular,
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falla en los receptores de los tejidos blanco o que haya
alguna sustancia atin no determinada que intervenga en
la inhibicién del desarrollo testicular (Meyers-Wallen y
col 1987, Lyle 2007).

En el presente estudio el sexo cromosémico femenino
se confirmé por cariotipo y FISH. Sin embargo, la ausen-
cia de centrémero del cromosoma 'Y no es suficiente para
descartar alguna delecidn génica. Ademas, los genes de
determinacién sexual en esta especie son adn un interro-
gante. Varios trabajos han reportado casos de hermafroditas
verdaderos, Sry negativos, cuestionando la participacién de
este gen en el desarrollo de ovotestis en caninos (Hubler
y col 1999, Nowacka y col 2005, Kobayashi y col 2007).

Algunos casos de hermafroditismo verdadero han
sido reportados en perros en las siguientes razas: Basset
Hound (Hubler y col 1999), Beagle (Kobayashi y col
2007), Cocker Spaniel (Selden y col 1978, 1984, Kim
y Kim 2006), German Shorthaired Pointer (Sommer y
Meyers-Wallen 1991), Doberman (Sobti y col 1990),
Yorkshire Terrier (Sinzinger y Gutbrod 1991), Norwegian
Elkhounds (Melniczek y col 1999), Pug (Stewart y col
1972), German Pinscher (Poth y col 2010), Berger Picard
(Poth y col 2010) y mestizos (Chaffaux y col 1990). Sélo
Selden y col en 1984 reportan un caso de hermafrodita
verdadero que se reproduce como hembra, produciendo
crias anatomicamente normales, como las del presente
trabajo. Segin la nomenclatura propuesta recientemente
por Poth y colaboradores (2010) este seria un caso de “78,
XX ovotesticular Disorder Sexual Development)(DSD)”.

En el presente estudio y en la practica de la clinica vete-
rinaria la citogenética es una herramienta complementaria
que aporta al diagndstico y permite un acercamiento rapido
a la constitucién y morfologia cromosémica del animal.
La informacién de la anatomia externa, la histopatologia
genital y el sexo cromosémico permitieron el diagndstico
diferencial entre reversion del sexo, pseudohermafroditismo
y hermafroditismo verdadero.

RESUMEN

Una perra Weimaraner con ambigiiedad sexual al nacimiento fue
diagnosticada como hermafrodita verdadera. A los 14 meses presentaba
un agrandamiento del clitoris, una protuberancia rojiza que sobresalia
3 cm de la vulva, un os clitoris radioopaco andlogo al os penis en los
machos. Las metafases coloreadas con Giemsa revelaron una hembra
normal con complemento cromosémico 78, XX. La hibridizacién in situ
por fluorescencia confirmo la presencia de dos zonas centroméricas del
X en cada célula analizada. La perra presentd un ciclo estral normal
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seguido de una prefiez y paricion. Los hallazgos histopatoldgicos en la
perra muestran ovotestis bilateral y confirman hermafroditismo verdadero.
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