UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
DIVISION DE CIENCIAS VETERINARIAS
f'\, ;
E qg d

POSGRADO INTERINSTITUCIONAL EN CIENCIAS PECUARIAS

ESTUDIO CITOGENETICO Y MOLECULAR DEL SINDROME FREEMARTIN
EN EL BovINO DOMESTICO (Bos faurus)

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS PECUARIAS
PRESENTA

M.V.Z. MIGUEL ANGEL AYALA VALDOVINOS

DIRECTOR DE TESIS
Ph. D. DANIEL A. F. VILLAGOMEZ ZAVALA

LAS AGUJAS, NEXTIPAC, ZAPOPAN, JALISCO. SEPTIEMBRE DE 2002.



UNIVERSIDAD DE ‘GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
DIVISION DE CIENCIAS VETERINARIAS
COORDINACION DE POSGRADO

COORDINACION DE POSGRADO DE LA
DIVISION DE CIENCIAS VETERINARIAS
DE LA UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
PRESENTE.

Por este conducto nos permitimos enviar la VERSION FINAL DE LA TESIS que desarrolld el
pasante de Maesiria en el Posgrado Interinstitucional en Clencias Pecuarias de la Universidad de
Guadalajara, M.V.Z. Migusi Angel Ayala Valdovinos, cuyo titulo es:

"Estudio citogenético y molecular del sirkirome ﬁninart!n on #l bovino doméetico (Bos taurus)”
Trabajo dirigido por: ~ Dr. Danlel Andrés Fablan Viilagémez Zavala.

Los que suscriben la presente avalan esta versién, la cual fue revisada y retne los mquisﬂos
- tedricos y metodologicos necesarios.

ATENTAMENTE:
Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jal. a 15 Julio del 2002

E- e

REVISOR
‘Dr. Enrique Silva Pefia

Dr. Jacinto Baftuelos Pineda

R SOR
Dr. Clemente Lemus Flores

Dra. Anne Santetre Lucas

¢.C.p. Archivo




rd

Paréceme que yo he sido como un nifo que jugara en la
playa, y que me divirtiera cuando hallaba alguna piedreciiia
muy pulida o una concha mas bonita que las comunes;

mientras el gran océano de la verdad permanecia ante mi

totalmente desconocido

Isaac Newton

“ A mis padres, Luis y Maria, por darme la vida, su
carifio e invaluable ayuda a lo largo de todos estos
anos de mi formacion .

“ A mis hermanos (as), M® Rayito, Gabriela, Esther,
Alberto y Antonio, por tantas experiencias fraternas

compartidas y por la confianza que han depositado
en mi perscna ",

it

A mis sobrinos (as), Berenice, Mariana,
Gabriela, Jesus, Juan Pablo y Kevin, por la
esperanza y alegria que me inspiran ”.

I

A Margarita Miranda Alvarez, en quien he
encontrado el verdadero amor al compartir juntos
sentimientos, dudas, temores, ambiciones, suerios,

penas vy alegrias, para ella, que le ha dado .sentido a
mi vida ".




Los estudios de este trabajo fueron realizados en el Centro de Biotecnologia Animal del
Rancho Cofradia de la Universidad de Guadalajara.

AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi sincera gratitud especialmente a las siguientes personas:

Ph. D. Daniel A. F. Viltagémez Zavala, quien con su exiraordinaria calidad profesional,
realizé la direccién del presente estudio, en el cual nuevamente estan manifiestos parte de
sus invaiuables conocimientos y su valiosa orientacion para la realizacion del mismo, asi

también, por su gran ejemplo de constancia y desarrollo en el ejercicio profesional, para
todos los que hemos tenido la oportunidad de conocerlo.

M. en C. Jorge Galindo Garcia, administrador general del Rancho Cofradia de la

Universidad de Guadalajara, por permitir y fomentar el desarrollo de esta y muchas ofras
investigaciones del area agropecuaria, en dicha posta zootécnica.

M. en C. Ana Isabel Vasquez Velasquez, del area de Citogenética del Centro de
Investigaciones Biomédicas de Occidente (CIBO) del IMSS, por su sincera y desinteresada

ayuda al compartir su tiempo y sus valioses conocimientos profesicnales con quienes
tenemos la dicha de ser sus amigos.

M. V. Z. José de Jesls Carlos Fregoso Aguayo, por su valiosa y desinteresada ayuda al

remitir animales de interés de este estudio, asi como por su actitud siempre de verdadero
amigo.

A los colaboradores del Centro de Biotecnologia Animal del Rancho Cofradia de la
Universidad de Guadalajara: M. C. David R. Sanchez Chiprés, M. C. Antonio Orozco
Sanchez, M. C. Luis A. Guerrero Quiroz, M. V. Z. Sergio L. Schweminski Benitez y Biol.

Danae Cabrera Toledo, por su amistad, sus atenciones y por compartir amablemente parte
de sus conocimiento y experiencias.



A mis amigos, M. V. Z.: Ana Laura Cafiedo Parra, Héctor Gustavo Pérez Burgos, Pedro
Manzano Valencia, Raull Pelayo Ramirez, Alejandro Bayardo Uribe, Hesiquio Renteria
Zaiiga, Juan Carlos Gomez Reyes, Francisco Ulloa Godinez, Jacob Montoya Gaxiola,
y al Ing. Juan Carlos Granja Verduzco, por su grandiosa y desinteresada amistad
establecida desde el inicio de nuestros estudios de licenciatura, y como toda verdadera
amistad, vigente afios después de concluida nuestra carrera.

A los representantes de mi Honerable jurado académico: Dra. Anne Santerre Lucas, Dr.
Enrique Silva Peifia, Dr. Clemente Lemus Flores, Dr. Jacinto Bafuelos Pineda y Dr.
Daniel Villagébmez Zavala, quienes con su estupenda calidad profesional realizaron valiosas
aportaciones en la revision del presente trabajo.




Mecanismos de Determinacion Sexual

Determinacion Sexual Ambiental

Composicion Celular de la Génada de los Mamiferos
Las Celutas Germinales Primordiales
Diferenciacion Sexual Primaria y Secundaria

El Factor de Determinacion Testicular

Trastornos de la Diferenciacion Sexual

Intersexualidad y Hermafroditismo

Contenido

ETCromoSOma Y ...t ettt et
El antigeno H-Y
El gen ZFY
Elgen SRY

Ofros genes de fa diferenciacion sexual

l.os Cromosomas de! Bovino Doméstico

Mosaisismo y Quimerismo
Intersexualidad en el Bovino Doméstico
Sindrome Freemartin en el Bovino Doméstico

Etimologia del Termino Freemartin

Etiologia del Sindrome Freemartin

Frecuencia del Sindrome Freemartin en el Bovino Doméstico

Freemartinismo y Concepciones Multiples Heterosexuales

Frecuencia de Gemelaridad en el Bovino Domestico

Proporcion de Células XX/XY en el Freemartin y su Posible Efecto en

Masculinizacion

Produccién de Andrégenos en el Freemartin

Tracto

El Macho Quimérico (XX/XY)
Sindrome Freemartin en ofras Especies

Reproductor del Freemartin ..o s

o O e b NN =

12
12
12
13
14
16
18
18
21
22
22
24
24
24
25
27
28

29
31
32
34
36
36
37
38




Técnicas de

Examen clinico
Prueba de Tolerancia a Homoinjerto y Analisis de Grupos Sanguineos
Andlisis Citogenético
Analisis Molecuiar (PCR)
Planteamiento del Problema

Diagnéstico del Sindrome Freemartin en Bovinos

Justificacién

Hipétesis ....

Objetivos ....
Objetivo General
Objetivos Particulares

Material y Métodos

Cultivo de Linfocitos

Andlisis Citogenético
Extraccion de DNA de Células Sanguineas
Andlisis Anatomopatolégico
Extraccion de DNA de Tejido Incluido en Parafina
Analisis Molecular (PCR-RFLP)

Resultados

Discusion ...

Conclusiones

Bibliografia

Amplificacion de DNA Genomico (PCR) .......ccovovvvec it
Andlisis de Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica
(RFLP)

38
39
39
39
40
41
41
a1
42
42
44
44
44
45
45
45
46
46
46
46

A7

47
48
48

48
49
64
69
70




CGP
ESD
FISH
GSD
HMG

MIS

PCR
PMSG

RFLP

SRY

TDF
TSD

Siglas

Células Germinales Primordiales.

Determinacion Sexual Ambiental (del inglés; Environmental Sex Determination).
Hibridacion 1n Situ Fluorescente (del inglés; Fluorescence In Situ Hybridization).
Determinacién Sexual Genaotipica (del inglés; Genotypic Sex Determination).
Proteina del Grupo de Alta Movilidad {del inglés; High Mobility Group)
Inseminacién Artificial

Sustancia Inhibidora de los Conductos de Muller (del inglés; Mullerian Inhibitory
Substance).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del inglés; Polymerase Chain Reaction).

Gonadotropina del Suero de Yegua Prefiada {del inglés; Pregnant Mare Serum
Gonadotropin).

Fragmentos de Restriccién de Longitud Polimérfica (del ingiés; Restriction Fragment
Length Polymorphism).

Gen Regién de Determinacion Sexual de Cromosoma Y (del inglés, Sex-Determining
Region Y).

Factor de Determinacion Testicular (del inglés: Testis Determining Factor).

Determinacion Sexual Dependiente de Temperatura (del inglés, Temperature-Dependent
Sex Determination).




ESTUDIO CITOGENETICO Y MOLECULAR DEL SINDRGME FREEMARTIN
EN EL BovINO DOMESTICO (Bos taurus)

RESUMEN

El presente trabajo analiza ios fendmenos reportados del desarrollo y manifestacion de la entidad
intersexual mas frecuente en el ganado bovino domeéstico (Bos faurus), el sindrome freemartin. A
través del analisis citogenético utilizando la presencia de los cromosomas sexuales como
marcadores, y mediante el analisis molecular (PCR-RFLP), se diagnosticaron con [a condicion
intersexual, sindrome freemartin, 13 individuos seleccionados de un total de 22 bovinos {Bos
faurus) que tenian el antecedente de proceder de partos muitiples heterosexuales; asimismo, se
estudiaron anatomopatologicamente cuatro de estos individuos, enfatizando en las caracteristicas
del tejido gonadal (ovarico y/o testicular) presente. Se realizé la identificacion molecular (PCR-
RFLP) de células masculinas en tejido gonadal de dos bovinos diagnosticados como freemartin
que anatomopatolégicamente evidenciaron pseudohermafroditismo masculine.

Los cultivos de linfocitos de sangre periférica fueron realizados acorde a la técnica convencional de
Moorhead (1960). Las preparaciones cromosémicas fueron tratadas con tincion de Giemsa al 5%
en buffer de fosfatos y para la identificacion de los cromosomas sexuales se consideraron las
recomendaciones de la Primera Conferencia Internacional para la Estandarizacion de Cariotipos en
Animales Domésticos (1976). En tanto que para el analisis molecular por PCR se emplearon

oligonucledtidos iniciadores (P1-5EZ y P3-3EZ} que permiten ampiificar un fragmento de 447 pb
dentro de los genes Zfx y Zfy del bovino.

La presencia de quirﬁer'lsmo cromosomico (60, XA/60,XY) caracterizd a los animales estudiados,
excepcionalmenfe un individuo mostrd tan sélo células con complemento cromosémico 60,XY.
Mediante 1a técnica de PCR se amplificé un producto de 447 pb, el cual después de ser digerido
por la enzima de restriccion Pst |, permitio identificar los dos genotipos posibles para los foci Zfx vy
Zfy, hembras normales que carecen del sitio de corte de la enzima, presentaron una banda (447
pb) de DNA en geles de agarosa al 3% tefiidos con bromuro . de etidio, mientras que machos

normales y hembras quimericas (freemartin) presentaron tres bandas (447pb, 344pb y 103pb).

Después del sacrificio de los animales, se recolectd su fracto reproductor, los cuales
subsecuentemente fueron .fotografiados. diseccionados y preservados para su andlisis
histopatolégico bajo técnicas estandar de histologia. Los hallazges anatomopatologicos de dos de
los cuatro freemartins estudiados hasta su sacrificio exhibieron masculinizacion del tracto
reproductor con unicamente tejido testicular en las goénadas, en las cuales de identificd (PCR-
RFLP) la presencia de quimerismo (XY/XX). Los dos restantes presentaron una marcada
hipoplasia del tracto reproductor sin gonadas diferenciadas como tales.




INTRODUCCION

C-ada una de las especies animales tiene un ndmero constante de cromosomas (estado diploide, 2n},
agrupados en pares homolegos (autosemas) y €n un par de noe homoélogos {gonosomas). La
separacion de estos pares cromosomicos en la meiosis, origina gametos (évulo o espermatozoide)
que contienen un juego de cromosomas (estado haploide, 1n), ¥ su fusidn en la fertilizacion originara
un nueve cigeto diploide, producto de la variabilidad genética que llega a ser infinita considerando la
segregacion, la recombinacion y el entrecruzamiento meidticos, mas la variacién agregada por las
_ mutaciones genéticas espontaneas (Elejalde y Opitz, 1978; Tamassia, 1991).

£n muchos sistemas biolbgicos simples, la reproduccién puede ser lograda por un individuo (nico,
sin embargo, en muchos sistemas complejos la reproduccion requiere fa interaccion de dos
individuos diferentes respecto al sexo (Naftolin, 1981). La reproduccion sexuai con algin grado de
dimorfismo gamético es casi universal entre los organismos eucariotas. Los gametos del macho y
de la hembra pueden - ser producidos por el mismo individuo (Monocia o Cosexualidad} o por
individuos separados (Diocia o Gonocoria). Muchas de las especies animales terrestres son dioicos
(unisexuales), v. gr. los animales vertebrados, pero la cosexualidad esta difundida entre
invertebrados marinos y plantas terrestres (Charlesworth, 1991),

En mamiferos el organismo homogamético (XX) corresponde al sexo femenino y el heterogamético
(XY) al mascuiino.' En aves, reptiles, y algunos peces y anfibios el organismo homogameético (ZZ)
corresponde al macho y el heterqgamético {ZW) a la hembra. No obstante en algunos peces
anfibios el mecanismo de determinacion sexual es XX / XY como en los mamiferos, es decir, XX
para hembras y XY para machos (Mittwoch, 1988; Cuevas y Kofman, 1990).

El proceso de la diferenciacién sexual comienza con la fecundacion, en donde, 'en mamiferos, el
espermatozoide del macho heterogamético, fecunda un &Gvuic de la hembra homogamética
(determinacion singamica del sexo), y el cigotoc se diferenciara como hembra .o como macho,
depéndiendo del sexo cromosdmico respectivo, siempre y cuando el resto de los factores de la
diferenciacién sexaul sean normales (McFeely ef af., 1967, Wilson ef af., 1981),

Debido a gue en aves el sexo heterogametico pertenece a la hembra, en ellos el sexo no es
determinade en la fertilizacion, pues todos los espermatozoides porfan un mismo cromosoma
sexual, sino que es determinado en la ovulacion {determinacién progdmica del sexo) con la
liberacién de un dvulo portador de un gongsoma Z o W (Tamassia, 1991}

Asl pues, la diferenciacién sexual permite la perpetuacion de las especies que se reproducen

sexualmente y evolutivamente asegura una mayor variabilidad genética, y con elic una mas
ventajosa adaptacion al medio ambiente {Tamassia, 1991).




MECANISMOS DE DETERMINACION SEXUAL

La regulacién del dimdrfismo sexual en las especies animales estd controlada por diferentes
factores segun la escala evolutiva. E! primer factor de la diferenciacién sexual es el control
ambiental a través de hormonas sexuales, como en algunos anfibios, reptiles y peces; el siguiente
factor es la relacién cromosdmica gonosomas-autosomas, tal es el caso de las moscas, donde el
cromosoma Y no es determinante de la masculinidad péro es necesario para la espermatogénesis,
otro factor importante es el mecanismo gonosdmico de determinacién sexual de los mamiferos, en
donde el cromosoma Y determina la formacion de tejido testicular independientemente del namero
de cromosomas X presentes en el genoma (Cuevas y Kofman, 1990, Therman y Susman, 1993).

En los vertebrados amnidticos la diferenciacion gonadal es controlada por uno de dos mecanismos:
determinacién sexual ambiental (ESD; del inglés Environmental Sex Determination)'o determinacion
sexual genotipica (GSD; del inglés Genotypic Sex Determination). Después de [a diferenciacion la
génada fetal produce hormonas sexuales esteroides, las cuales gobiernan el desarrcllo de otros
compbnentes de la sexualidad. Asi la determinacién sexual primaria sélo opera como un gatilio que

inicia la cascada de eventos que culminan en Ia diferenciacié'n sexual adulta {Gutzke y Crews,
1988).

DETERMINACION SEXUAL AMBIENTAL

El fendmeno de determipacic’:n sexual ambiental (ESD) presente en reptites fue dado a conocer por
Charnier (1966) en el lizard Agane agana. Aunque la ESD no es gamética, es finalmente controlada
por genes. Organismos con ESD tienen el potencial para ser hembras o machos, ya que algunas

caracteristicas ambientales condicionan cuales genes seran encendidos, determinando el sexo
(Tamassia, 1991).

En reptiles, sélo en algunas especies se han identificado cromosomas sexuales, y en, éstos hay
especies en que los machos o-las hembras son heterogaméticos. En otras especies, los
cromosomas sexuales estan aparentemente ausentes. En anfibios y peces se ha reportado
mo'rfologia cromosodmica sexual distinguible en una minorfa de especies, aun mas, los mecanismos

de la determinacion sexual son conocidos en pocas especies carentes de cromosomas sexuales
visiblemente detectables (Mittwoch, 1988).

En reptiles el sexo o determina la temperaiura de incubacion (TSD; del inglés Temperature-Dependent
Sex Determination). En muchas especies, un rango de temperatura de incubacién produce sélo
machos y otro rango produce sb6lo hembras, sin embargo, mientras temperaturas calidas producen
principalmente machos y temperaturas frescas producen preférentemente hembras en algunos
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lagartos y coceodrilos, el patron opuesto se observa en muchas especies de tortugas; y aun en otras
especies, las hembras son producidas en los extremoes de la temperatura de incubacion, calidas

altas y frescas bajas, desarrollandose los machos en las temperaturas intermedias (Bull et al.,
1990; Viets et al., 1993).

Gutzke y Crews (1988), observaron en el geco leopardo, que el comportamiento reproduciivo y la
fisiologia endocrina del adulto son influenciados por la temperatura experimentada en el embrion,
asi la percepcion de una hembra para el cortejo del macho es influenciada por la temperatura de
incubacion. Las hembras de incubacién fria (cold females) exhiben receptibilidad sexual
{comportamiento homotipico) cuando el macho las cortgja, y las hembras de incubacién célida (hot
females), responden frecuentemente al cortejo del macho, como si ellas mismas fueran el macho
(comportamiento heterotipico), mostrandose agresivas ante el macho ya sea en la propia jaula o en
un sitio neutro, ademas, ninguna de las hembras de 32°C puso huevos durante el estudio de 2
afios. Los niveles de hormonas esteroides fueron medidos por radicinmunoensayo mostrando que
los androgenos fueron mas altos y los de estradiol mas bajos en hembras que experimentaron una
temperatura de incubacion que produjo principaimente machos (32°C). Esto indica que en la

temperatura de incubacién en esta especie, el determinante primario del sexe, tiene efectos
diferenciales en la sexualidad adulta.

Una consecuencia de la ESD en el geco leopardo es que en hembras de incubacion caliente, hasta

el 20% de las que experimentaron temperaturas altas, pueden ser funcionalmente estériles (Gutzke
y Crews, 1988).

Los efectos morfologicos, fisioldgicos y de comportamiento sexual, de la temperatura
experimentada durante la incubacién en el geco leoparde, pueden ser similares a los efectos de las
hormonas perinatales en los mamiferos, ya que en las especies politécicas el ambiente hormonal
del feto varia con la posicion intrauterina del individuo: hembras desarrolladas entre dos machos
tienen mas andrégenos y menos estrogenos que las no desarroliadas contiguas a un macho,
ademas de ser mas lentas para alcanzar la pubertad, tener pocos ciclos reproductivos y mas

cortos, comportamiento sexual agresivo, y ser menos atractivas para los machos (Gutzke y Crews,
1988).




DETERMINACION SEXUAL GONOSOMICA

En la determinacion sexual gonosdmica, los factores ambientales no afectan la diferenciacion
gonadal. De esta manera en los mamiferos no se ha logrado la reversion sexual gonadal con

hormonas esteroides, excepto en marsupiales que nacen en una etapa muy temprana de su
desarrollc (Gordon y Ruddie, 1981; Kofman et al., 1982).

El cromosoma X y e Y han llegado a ser altamente especializados, aparentemente debido a una
pérdida de genes por el cromosoma Y, y a la concomitante reposicion de éstos por el X, este

proceso a hecho al cromosoma X esencial para la viabilidad, y asi la presion evolutiva tiende a
manienerlo intacto (Gordon y Ruddle, 1981),

Los estudios en cromosomas sexuales muestran que al menos es necesario un cromosoma X para
la viabilidad del individuo y que un cromosoma Y es usualmente necesario para el desarrolio de
tejido testicular en la généda indiferenciada. En el humano la mayoria de los individuos con
genctipo X0 mueren antes del nacimiento. La frecuencia de este complemento al nacimiento es de
1 en 2,500 recién nacidgs vivas. A la concepcidn es mucho mayor, pero el 89% son abortados en
forma espontanea y se pueden identificar cromosémicamente entre los abortos del primer trimestre,
donde 10% son monosémicos para el gonosoma X. La presencia de un segundo cromosoma X es
necesaria para un desarrclio sexual normai (Salamanca, 1992).

Jost (1970), demostré que la extirpacién gonadal en conejos en una fase temprana del desarrollo
embriohario (dia 19), cuando el tracto reproductivo estda aln en estadio indiferenciado,
independientemente del sexo cromosomico, siempre conduce al desarrollo de hembras fenotipicas
(apoyando el concepto de inactividad enddcrina del ovario fetal), carentes de los conductos
derivados de Wolff pero con cuernos uterinos, una vagina y genitales externos femeninos. La
administracion de andrdgenos exogenos resultd en la retencion y desarrollo de los conductos de
Wolff en epididimo y vasos deferentes, asi como en la masculinizacién de los genitales externos;
sin embargo, los derivados de Muller fueron inhibidos.

Jost (1970), concluyé que todas las caracteristicas sexuales secundarias masculinas son
controladas por las hormonas sexuales producidas por el testiculo. Para los marsupiales los tltimos
estudios sugieren que este principio no es totalmente verdadero, ya que algunas diferencias

morfologicas entre machos y hembras en el canguro wallabie {Macropus eugenii), han sido
detectadas antes de |a diferenciacion gonadal (Wilson et al., 1981).

En marsupiales, como en mamiferos euterios, el cromosoma Y es el determinante del testiculo. Sin
embargo, en los marsupiales el desarralio inicial del escroto, la bolsa y 1a gldndula mamaria parece
no estar controlado por hormonas gonadales (Bogan y Page, 1994),




Wai-Sum et af. (1988), mediante un estudio histolégico en canguros (Macropus eugenii) embriones
y en recién nacidos tomados del marsupio, concluyeron gue la diferenciacion del escroto, glandulas
ramarias, gubernaculum y processus vaginalis, toman lugar antes de la diferenciaciéon gonadal, por
lo gque no son hormona-dependientes. En soporte a esto la administracion de andrégenos en
hembras de marsupio en la zarigleya de Virginia (Didelphis virginiana} y de canguro wallabie
(Macropus eugenii), no causo estimutacion escrotal, ni ir;hibio a la glandula mamaria o el desarrollo
del marsupio. En la zariglieya verde (Monodelphis domestica), la administracién de benzonate de
estradicl en machos neonatos inhibié el desarrollo testicular y la masculinizacién del fracto
reproducter, pero no inhibié el desarrollc escrotal. Esto contrasta con los mamiferps placentarios,

donde el desarrallo escrotal y la inhibicién mamaria son eventos andrégeno-dependientes seguidos
de la diferenciacion testicular.

La prirhera distincion morfolégica e histoldgica entre los futuros machos y hembras es el desarrollo
de ia cresta gonadal hacia testiculo o hacia ovaric (Mittwoch, 1988).

COMPOSICION CELULAR DE LA GONADA DE LOS MAMIFEROS

Desde el punto de vista embrioldgico la gonada se forma por dos tipos de células: células
somaticas de origen mesodérmico y células germinales primordiales {CGP), que se diferencian
tempranamente en el endodermo del saco vitelino {Haseltine y Ohno, 1981; Kofman et al., 1982).

La gdnada de mamiferos esta conformada por células germinales y tres tipos de células somaticas.
La proporcion de células somaticas esta compuesta por células de soporte (células de Sertoli en el
macho y células foliculares en la hembra, ias cuales se considera derivan de una linea progenitora

comun), células esteroidogénicas (celulas de Leydig en el macho y de la teca interna en ia hembra)
y células de tejido conectivo (Bogan y Page, 1994).

Las células germinales se reconocen tempranamente en la ontogénesis, son mas grandes que las
células somaticas, de citoplasma claro, nucleos grandes y redondos, con un contenido alto de
glucogeno y fosfatasa alcalina. Ademas muestran ciertas peculiaridades: origen extragonadal,
capacidad de migracion, habilidad de establecer contacto con células somaticas y capacidad de
proliferacion (Kofman et al, 1982). Las CGP extragonadales son consideradas como células
sexuales predeterminadas antes de gue ellas alcancen el primordio gonadal, es decir, invaden la
génada porque son células germinales y no que llegan a ser celulas germinales por que han
entrado a la gonada. En esta interaccién critica para la futura fertilidad, los elementos somaticos
proveen un ambiente donde las células germinales pueden madurar (Haseltine y Ohno, 1981).




LAs CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES

Las células germinales primordiales (CGP) estan situadas en la pared superior del epitelio del saco
vitelino y en la pared ventral del intestino que se encuentra en desarrollo (Figura 1).

En el humano se ha fundamentado el sitio de la primera aparicion de CGP a los 22 dias de vida
embrionaria en el endodermo del alantoides. Durante el plegamiento de! embridn, la parte dorsal del
saco vitelino es incorporada dentro de éste. Asi, cerca de los 30 dias después de la fertilizacién, las
CGP inician su migracién por la pared posterior del saco vitelino (mesenterio dorsal), desde el
endodermo del intestino (Figura 1) 2 la regién en la que estan desarrollandose [os rifiones
(mesonefros) y de ahi al primordio (cresta o esbozo) gonadal .adyacente en donde foman una
colocacion cortical o medular hacia la 6° semana. No todas las células sexuales alcanzan las
crestas gonadales, algunas parecen perderse durante la migracién mientras que otras degeneran
en el camino. Mas aun, en algunos trastornos cromosomicos, corﬁ-o en la monosomia X0 , las CGP
o sus derivados degeneran después de terminar su migracién (Kofman ef af., 1982; Moore, 1988).

Si las CGP en su migracién, no llegan a las crestas genitales, las génadas no se desarrollan,
manteniéndose en estado indiferenciado. Por ello las CGP tienen una influencia inductera sobre el
desarrollo de la gonada hacia ovario o testiculo (Kofman et al., 1982).

Cavidad amnidtica

Cerebro

Alantfoides
Corazon

Células germinales
primordiales

Cavidad del
saco vitelino

Figura I. Dibujo de un embridn humano de tres semanas. Las células germinales primordiates {puntos
negros) estdn agrupadas en la pared superior del epitelio del saco vitelino y en la pared ventral del intestino
gue 5& encuentra en desarrollo, (Modificado de E. Witschi, Contr. Embriol. 32, 69, 1948).




Las CGP, las cuales son primero observadas en el mesodermo extraembrionario, migran a la
goénada primitiva de los 10.5 - 12 dias post coito (d.p.c.} en el ratdon (Bogan y Page, 1994).

La migraciéon de las células CGP se realiza por translocacién pasiva y por desplazamiento
ameboide activg, posiblemente por accion quimiotactica. El primero ocurre cuando dichas células
aparecen entre las células epiteliales del saco vitelino, las cuales estan en continuidad con el
epitelio del intestine posterior 2 través del alantoides. Se ha visto que durante el crecimiento del
embrién parte del epitelio del saco vitelino se incorpora al intestinog, de manera que las CGP ahora
se encuentran [ocalizadas en el epitelio del intestino posterior. Mediante su propia capacidad de
movimientos ameboides, las células germinales primitivas abandonan este sitio, migrando
lateralmente hacia las regiones urogenitales (Haseltine y Ohno, 1981).

Algunos estudios indican que por lo menos algunas CGP pueden viajar ccasionalmente de manera
pasiva por fa corriente sénguinea y legar a la cresta gonadal. Esta migracién es comuin en las aves
y en los reptiles primitivos, y puede presentarse en algﬁnos mamiferos, v. gr., bovings, suinos,
ovinos y caprines. Esta migracion p_érmite el intercambio de las células germinales entre gemelos
dicigoticos en los que la circulacién placentatia se fusione.antes de que las células alcancen los
primordios gonadales por o que los embricnes se vuelven quimeras no solo en relacién a grupos
sanguineos sino también en relacion a células germinales (Ohno y Gropp, 1965).

La posicion de las células germinales dentro de la génada indudablemente afecta su desarrollo, las
células germinales femeninas que penetran en la médula por Io general degeneran o permanecen
en estado latente; no hay evidencia en los mamiferos de que se transformen en células masculinas.
De igual manera los gonocitos que penetran en la corteza, es imposible que se transformen a
oocitos. Estos hechos contrastan con lo que sucedé en los vertebrados inferiores, en los cuales tas
células germinales se transforman en espermatocitos u oocitos de acuerdo con el sexo genético de
la gonada en que se instalan; en estos animales es factible la reversidn sexual con la
administracion de esteroides o con factores del medio ambiente, como los cambios de temperatura
{Ohno y Gropp, 1965; Haseltine y Ohno, 1981).

Las quimeras XX/XY experimentales de raton, hechas por agregar un complemento cromosémico
XX a un embrién XY, usualmente se desarrollan como macho y la proporcion equitativa de células
XX y XY en las células de Leydig es similar a aquélla vista fuera de Ia gonada. En contraste muchas
células de Sertoli perc no todas, son XY, por lo que probablemente esta linea contenga al Factor de
Determinacién Testicular (TDF; del inglés Testis Determining Factor); (Bogan y Page, 1994). Mintz
(1968), observd en estos animales que no hubo evidencia de que células XX llegaran a formar
espermatozoides e identificé un ratdon macho quimera con un minimo de 95% de sus células
somaticas conteniendo células XX, mientras las céiulas germinales todas fueron XY.




DIFERENCIACION SEXUAL PRIMARIA Y SECUNDARIA

La embriogénesis del dimorfismo sexual de los mamiferos, ha sido dividida en la etapa de
diferenciacion de la gonada bipotencial (diferenciacién sexual primaria) y la evocativa etapa
consecuente de efectc; hormonal (diferenciacion sexual secundaria). Este modelo no puede
aplicarse a marsupiales, ya que en éstos el desarrollo inicial del escroto, bolsa, y glandula mamaria
parece no estar controlada por hormonas gonadales (Bogan y Page, 1994).

En la génada indiferenciada o bipetencial, el sexo esta bajo el control del desarrollo femenino, pero
el cromosoma Y acciona el mecanismo para el desarrollo testicular, mediante la diferepciacién de
los cordones sexuales primarios hacia tibulos seminiferos y su condensacion y extension dentro de
la médula, donde mediante ramificacién y anastomosis forman 1é refe testis. La rete testis se
contindia con 15 a 20 tubos mesonéfricos que llegan a constituir los conductos eferéntes, los cuales
se conectan con el ducto mesonéfrico, que llegan a ser el ducto del epididimo, y entonces el
testiculo dirige el desarrollo en direcciéon masculina, ya que causa el arresto del desarrollo de los
genitales externos femeninos y dirige la complexion de los ductos internos masculinos y forja los
genitales externos masculinos, después la secrecién gonadal determina la estructura genital y la
funcion en el adulto. El papel de los ovarios parece estar restringido al desarrcllo postnatal del

sistema reproductor femenino y las caracteristicas sexuales secundarias (Naftolin, 1981; Mittwoch,
1988; Tamassia, 1891). '

Las células germinales primordiales (CGP) que llevan el cromosoma Y, inducen la diferenciacion de
la porcion medular de la cresta gonadal para formar el testiculo, el que causa la involucion de ios
conductos de Miller por accidon de una hormona glucoproteica formada por las células de Sertoli; la
Sustancia Inhibidora de los Conductos de Muller (MIS; del ingiés Mullerian Inhibitory Substance,
también conocida como Factor Inhibidor de los conductos de Maller, MIF), en tanto que por accion
de la testosterona producida por las células de Leydig (Figura 2), se induce el desarrollo de los
conductos de Wolff, que originan los conductos deferentes, el epididimo y las glandulas accesorias
{(Winter y Pfeffer, 1977; Haseltine y Ohno, 1981; Hutson, 1994).

La diferenciacion de las células de Sertoli y de las células de Leydig ocurre tempranamente. En las
células de Sertoli se desarroila notablemente el reticulo endoplasmico rugoso, que caracteriza a fas
células con capacidad de secretar polipéptidos. Las células de Leydig que aparecen en el estroma
después del establecimiento de los cordones seminiferos se caracterizan por el gran desarrolio del
reticulo endopiasmico liso y la presencia de crestas tubulares en sus mitocondrias, estructuras
-tipicas de células activas en la secrecidn de esteroides (Kofman ef al., 1982).
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Figura 2. Esquema de la diferenciacién gonadal y fenotipica en el mache. (Medificado de
F. Salamanca, Citogenéfica Humana, Ed., Panamericana, México 1990).

Mientras la formacién vy liberacién de gametos esta confinada a la vida adulta, la produccién y
liberacion de hormonas estan confinadas desde el testiculo fetat (Mittwoch, 1988). En el humano
los érganos genitales externos quedan completamente diferenciados hasta la 12° semana de
gestacion (Moore, 1988).

En mamiferos el primer signo morfolégico de dimorfismo sexual en las gonadas, es el desarrollo de
las células primordiales de Sertoli (que cercan y nutren a las células germinales), y su
diferenciacion esta cormelacionada con el inicio de la actividad Anti-Mlleriana testicutar. En
humanos esto ocurre entre la 6° y la 7° semana de gestacion y en el bovino cerca de o 40 dias
postfertilizacién. El ovario fetal no muestra caracteristicas de desarrollo hasta cerca de la 10°
semana de vida intrauterina. Las células de Leydig aparecen posteriormente en el intersticio y su
diferenciacion esta correlacionada con el comienzo de la estereidogénesis (Tran, 1977, Long,
1980). La testosterona de origen testicular ejerce su efecto en forma local promaviendo la
maduracién de los tubulos espermatogénicos y es secretada a la circulacion fetal sistémica
{Mittwoch y Burgess 1891).

La testosterona fetal sistémica se une a proteinas circulantes como la globulina transportadora de
hormonas esteroides sexuales, mediante una unién no covalente, lo cual le permite una disociacion
rapida y posteriormente penetrar por difusién a las células andrdgeno sensibles o dependientes
{Figura 3}. En el interior la testosterona es convertida en 5o-dihidrotestosterona. Asf, ambas ejercen
su accién en los drganos blanco, por unidn a una macromolécula que se encuentra en la fraccion
soluble de la célula {(George ef al, 1988; Darnell ef af, 1993). El andrégeno se une en el
citoplasma en forma no covalente y especifica al receptor de androégencs, una macromolécula de
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naturaleza proteica presente en los organcs andrégeno sensibles o dependientes. Este receptor
citoplasmatico esta regulado por un gen localizado en el cromosoma X, Posteriormente el complejo
andrégeno-receptor es trasladado al niicleo donde interacciona con la cromatina a través de
aceptores nucleares y de esta interaccién se genera una secuencia de eventos que incluyen el
incremento en ia sintesis de RNA polimerasas (I, Il y [Il) y RNA mensajeros especificos (Figuras 3 y
4}, culminando en la sintesis ribosomal de proteinas, expresando de esta forma su efecto
androgénico (Wilson et al., 1981; Kofman et al., 1982).

En el bovino hacia los 80 dias de gestacién, las células de Leydig del testiculo en desarrollo,

comienzan a secretar testosterona, la cual es distribuida sistémicamente por via sanguinea como la
MIS (Long, 1980).

{2} Receptores citosolicos o nuclearas

Protsina transponadora —
en la sangre

... Complejo

Nigclea- hormena-receptor

Figura 3. Representacion esquematica de proteinas

Transcripsion sanguineas transportadoras de hormonas estercides y de

Y genes f . :
mina,  Specificos protefnas citoplasmaticas y nucleares receptoras para

hormonas estercides. (Tomado de Darnell et al., Biologia
Celular y Molecuiar, Ed., Omega, Espafia. 1993).

Mientras la testosterona induce la virilizacion de los conductos de Wolff, la dihidrotestoterona
estimula el desarrollo de los primordios de los genitales externos: el tubérculo genital se desarrolla y
origina el cuerpo del pene y el glande, ias prominencias {eminencias) genitaies y los pliegues
genitales, cada uno de ellos localizados a uno y a otro lado de la lthea media, se fusionan y originan
las bolsas escrotaies y el prepucio, v el rafe genital y la uretra peneana, respectivamente. Esta
conversion metabdlica es mediada por la presencia de la 5c-esteroide reductasa, enzima de
jocalizacién citoplasmatica y nuclear con regulacion génica autosdmica (Figuras 2 y 4). En tanto que

el seno urogenital dara lugar a la prostata y a la uretra prostatica (Wilson et af., 1981, Kofman et
al.; 1982, George et al., 1988).

10




Diferenciacidon de
Conductos de Wolff

/" Célula Blanco

+R

[ ! T :>l3|ll >.DR-

\ 5 o reductasa

Virilizacidon
Externa

Figura 4. Esquema de la accidn androgénica en el embrién masculino. (T} Testosterona; (D)

dihidrotestosterona; (R) receptor de androgenos. (Modificado de E. Knobil and J. Neill,
The Physiology of Reproduction. Ed., Raven Press, E. U. 1988).

En ausencia del cromosoma Y, las células germinaies primordiales con dotacion cromosémica XX,

inducen el desarrollo de la porcidn cortical de la gdnada indiferenciada que se transforma en ovario

(Figura 5). En ausencia de tejido testlcular, 1os conductos Wolfflanos involucionan al no existir

estimulo (testosterona) para su desarrolio y por ende se desarrollan libremente jos conductos

Mollerianos al no existir la MLS, los cuales originan las trompas uterinas, el Utero y el tercio superior

de la vagina (Behringer et al., 1990; Hutson, 1894).

Desarrollo de
— Conductos de Miiller
+ Utero
Células Foliculares + Trompas uterinas

+ Tercio superior de la vagina

. |

Genitales Externos Femeninos
Tuhbérculo genital — Clitorls
Pliegues genitales — Labios menores

@_,

Génada Ovario Prominencias genitales — Lablos mayores
Bipotencial ’ ’
T Mo Desarrolio de
»  Conductos de Wolf
Células de la Teca Interna
:

Células Germinales

Figura 5. Esquema de la diferenciacion gonadal y fenotipica en la hembra. (Medificado de
F. Salamanca, Citogenética Humana. Ed., Panamericana, México 1990).
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En la hembra normalmente los primordios de los genitales externos no reciben influencia
androgeénica, el tubérculo genital origina el clitoris, en tanto que las prominencia genitales y los
pliegues genitales permanecen separados a uno y a ofro lado de la linea media, originando los
iabios mayores y menores, respectivamente (Figura 5). El seno urogenital da lugar a la porcion
anterior de la vagina y a la uretra (George et al., 1988).

En el bovino la diferenciacién sexual de la hembra comienza cerca de los 60 dias de gestacién
iniciando la elongacion de la parte uterina de los conductos de Muller.En la becerra a los 70 dias de

gestacion, comienza la meiosis ovarica y la regresion de los conductos de Wolff cerca del dia 79
(Long, 1980).

EL FACTOR DE DETERMINACION TESTICULAR

El cromosoma Y

En 1959, el cromosoma Y, fue sugerido por primera vez como el determinante masculino en el
hombre y el raton, diferentes estudios hacen claro que este cromosoma codifica para un mediador
de la determinacion sexual, necesario y especifico para el desarrollo de la gbnada masculina, por
lo que se le llamo Factor de Determinacién Testicular (TDF; del inglés Testis Determining Factor);
referido como TDY en humanos y Tdy en ratones (Hodgkin, 1989, Bogan y Page, 1994). Siete arios
después la investigacion en humanos fue enfocada al brazo corto de este. cromosoma. E
descubrimiento de una secuencia repetida de DNA altamente conservada, especifica-sexual en
serpientes, y representada’en el cromosoma Y del ratén, dirigid mucha especulacion en su posible

papel en la determinacién sexual. Pero esta secuencia demostré ser apenas representativa en el
cromosoma Y humano (McLaren, 1990).

El descubrimiénto de ratones hembras X0, y subsecuentemente los ratones machos XXY y los

varones con cuatro cromosomas X y un Y, demostraron que en estos organismos el cromosoma Y
determina la masculinidad (Gordon y Ruddle, 1981).

De acuerdo a la teoria del origen filogenético de los cromosomas sexuales, se asume que el
cromosoma X y el cromosoma Y han evolucionado de un par de cromosomas homdlogos. El
cromosoma Y es generalmente mas pequeio que el X debido a que muchos de los genes ajenos al
Y han permanecido en el X a cambio de la pérdida de los genes inherentes al sexo masculino
localizados en el Y (Kofman ef al., 1982; Cuevas y Kofman, 1990).

El antigeno H-Y

A mediados de los afios 70's y por casi diez afios, el antigeno H-Y, el cual codifica para un sistema
inmunolégico proteico establecido s6lo en machos, fue considerado ser el TDF, pero éste fue

12




subsecuentemente abandonadc (Ohno 1976). Simpson et al. (1987), reportaron mediante
hibridacion de DNA, seis var.ones 48, XX antigeno H-Y negativos y dos mujeres 46, XY antigeno H-Y
positivas. Anteriormente, MclLaren et al. (1984}, habian descubierfo un fatén mutante que carecia
completamente del H-Y sierido indiscutiblemente macho y desarrollando testiculos. Finalmente, dos
genes localizados en el brazo corto del cromosoma Y humano fueron postulados como candidatos

para TDF, descartando aun mas al antigeno H-Y, ya que éste se localiza en el brazo largo del
cromosoma Y (Mittwoch, 1988; McLaren, 1990).

Elgen ZFY

Page el al. (1987), reportaron una mujer con complemento cromosémico XY, con pérdida de un
segmento de 140 kb del cromeosoma Y humano, gue contiene un gen que codifica una proteina con
varios dedos de zinc (giros de aminoacidos formados por cationes de zinc, "zinc-finger”, por lo que
es llamado ZFY), .considerandolo candidato para ser el TDF, concluyendo que sus sectjencias se

han conservado en el cromosoma Y de mamiferos y muestran homologia con secuencias
localizadas en el cromosomas X. ' '

El ZFY tiene dos genes homologos, ZFY-1y ZFY-2 (Zfy-1 y Zfy-2 en el ratén). El 'ny-1 pero no el
Zfy-2 es expresado durante 1a diferenciacién embrionaria del testiculo en el ratdn, sin embargo,
ninguno de los dos genes es expresado en el testiculo embrionario del ratén mutante W / W°, el
cual carece de células germinales. Estas observaciones excluyen at Zfy-1 y al Zfy-2 como
candidatos para el TDF del raton (Burgoyne, 1989; Koopman et al., 1989).

El ZFY como candidato a ser el TDF, fue también descartado con el reporte de Palmer et al. (1989),
con base en pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés Polymerase Chain
Reaction) en fres varones XX y un individuo intersexc XX, quienes, aungue portaban secuencias de

DNA derivadas del cromosoma Y (regidn 1A1) en uno de sus cromosomas X, carecian del gen
ZFY (Erickson et af., 1989, Palmer et al., 1989). '

El gen Zfy en el raton demostrd estar asociado con la presencia de las células germinales, las
cuales se cree no juegan una parte en la determinacion testicular (McLaren, 1990). Ademas, la
expresidn del Zfy esta claramente asociada con células germinales en testiculos adultos, porque su

transcripcion no fue detectable en material testicular adulto carente de células germinales
{Koopman et al., 1989).

Hay otros argumentos para descartar el gen ZFY como TDF. El descubrimiento que secuencias
homologas para el ZFY humano, no estidn establecidas en los cromosomas sexuales de
marsupiales (son' mas bien autosdmicas), en los cuales parece que también tienen un mecanismo
de diferenciaciéh sexual dependiente del Y. En adicién, resultados iniciales en varias especies de

reptiles, algunos de los cuales tienen determinacion sexual por temperatura, muestran una
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ausencia de diferencias sexuales en patrones de hibridacion, discutiendo contra la localizacion de
secuencias homologas en sus cromosomas sexuales. Ademas, el Zfy-1 y el Zfy-2 parecen ser
expresados en una linea de ratén genéticamente mutante en el Tdy. Finalmente, pacientes

varones XX poseen secuencias del Y, pero no se les ha detectado secuencias de ZFY (Erickson et
al., 1989; Koopman et al., 1989).

Mardon y Page (1989), no establecieron evidencia de transcripcién de Zfy-1 en RNA preparado de

testiculo de ratén recién nacido. Kcopman ef al. (1989}, no encontraron evidencia de transcripcion

de este mismo gen en RNA preparado de cresta gonadal en el momento inicial de la determinacion
sexual.

Los analisis de amplificaién de DNA de ratén confirman el comienzo de la expresion del Zfy-1 hacia
el dia 10 d.p.c. En adicion, el decremento de los niveles de expresion fue establecido entre los 14 y
17 d.p.c. Por contraste, transcripciones del Zfy-2 fueron detectadas en testiculos adultos pero no en

génadas embrionarias de ratén, concluyendo asl, que el Zfy-2, tampoco es el TDF {Koopman et al.,
1989). '

El gen SRY

Sinciair ef al. (1990), aislaron otro gen en la region Yp, llamado SRY (del inglés; Sex-Determining
Region Y}, actualmente candidato para el elusivo TDF. Pero si este gen es el TDF, debe ser
expresado en la génada embrionaria en el tiempo de la diferenciacion testicular, lo cual parece fue
probado por los trabajos de Gubbay et al. (1990), quienes clonaron la secuencia de DNA
correspondiente al SRY humano de la region de determinacion testicular del cromosoma Y de
ratdon. Este mostrd 80% de homologia con la secuencia humana sobre 237 ph.

El gen SRY se localiza en el cromosoma Y, y su posicién ha sido definida por analisis de los
genomas de varones XX y mujeres XY, generado por intercambio genético ancrmal entre los
gonosomas en la meiosis masculina, delimitandole a 35 kb en la regidén cercana al limite
pseudoautosdmico (Figura 6). El SRY es tan conservado evolutivamente como el cromosoma Y en
varios mamiferos estudiados (Cherfas, 1991; Payen et al., 1993).

En el raton el Tdf estd en el diminuto brazo certc del cromosoma Y, lejos de la regidn

pseudoautosdmica, la cual se encuentra ali final del brazo largo del mismo cromosoma (Erickson y
Verga, 1989).
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Figura 8. Treinta y un afos en la blisqueda del Factor de Determinacién Testicular. La region
cromosomica blanca incluye al elusivo factor. La investigacién se ha centrado de 30 - 40 millones de bases

(1959) a menos de 250 bases gue codifican al SRY (1990), Tomado de McLaren, A, Nature, 346: 216 - 217
{1990).

Goodfeliow y Lovell-Badge (1993), no estuvieron plenamente convencidos con el encuentro del
SRY hasta que obtuvieron la prueba mas definitiva; el nacimiento de ratones transgénicos, los
cuales contenian el complemento cromosomico normal XX mas 14 kb del cromosema Y portando
el Sry. Algunas de estas hembras cromosomicas se desarrollaron como machos con testiculos
normales y comportamiento masculino cuando se enjaularon con hembras receptivas.

En el ratén, el primer signo visible de desarrollo masculing, la formacion de testiculos de las crestas
gonadales indiferenciadas, ocurre dentro de las 24 horas posteriores a los 11.5 dias post coito
(d.p.c.), con el alineamiento de las células de Sertoli, asi cualguier gen candidato para el Tdy

deberia ser expresade en esta cresta genital en o antes de este estado de desarrolle (Koopman et
al., 1990).

Koopman et al. {1990), analizaron RNA mediante la técnica PCR para la presencia de transcritos
del 8ry en embriones de raton. No se detecté expresién de Sry en los 7.5, 85 y 9.5 d.p.c. Los
transcritos fueron detectados en la cresta genital a los 10 d.p.c., y presentes en niveles similares a
los 11.5 d.p.c. y fueron menos abundantes a los 12.5 d.p.c. No fueron detectados en el testiculo de

los 13.5 d.p.c. alos 17.5 d.p.c. Aparentemente [a expresidn del Sry corresponde precisamente con
el comienzo de la diferenciacion testicular.

Koopman ef al. (1990), también analizaron RNA de tejido fetal a los 11.5 d.p.c., observando que en
visceras, cabeza y fracciones de cadaveres no hubo expresién de Sry. Asimismo, analizando
expresion en fetos de ratones homocigéticos para el locus dominanie white (W), en los cuales se

desarrolla el testiculo a pesar de la falta de células germinales, también fue detectada axpresion de
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Sry. Al analizar la expresi('in en testiculo de ratones adultos determinaron que en contraste con el
embrién, la expresion de Sry en el raton adulto es dependiente de las células germinales, entonces,
siendo la expresién feta} y adulta fisica y funcionalmente diferentes, es probable que un nimero de
genes tienen el papel de dirigir eventos de desarrollo en el embrién y muestran reactivacion en el
testiculo adulto. Como el Sry no depende de la presencia de células germinales, éste debe de ser
expresado en una de las lineas celulares somaticas presentes en el desarrollo gonadal.

La rapida interrupgion de transcripcion del gen Sry después de la formacion del corddn testicular
sugiere que el Sry inicila una cascada de expresion gé‘nica, pero no es requerido para el
mantenimiento de la actividad de genes en el desarrolio testicular {(Koopman et al., 1991).

E! SRY codifica para una proteina miembro del grupo de alta"movilidad {(HMG; ‘del inglés High
Mobility Group) de proteinas ligadas al DNA, Hasta ahora, todas las mutaciones en el gen SRY
asociadas con reversiones sexuaies han sido localizadas en la caja HMG. Ninguno de los puntos de

mutacion de SRY en mujeres XY esta fuera del dominio de la HMG (Payen y Cotinot, 1993; Bogan y
Page, 1994).

Foster ef al. (1992), encontraron, mediante una sonda de SRY humano para identificar y clonar
genes relacionados en el cromosoma Y de dos especies de marrsupiaies, Sminthbpsis macroura y
Macropus eugenii, dentro de 79 aminiacidos de la caja HMG, que ambos genes de marsupiales
muestran extensa homologla para la secuencia humana. El S. macroura mostrd 65% de similitud y

la secuencia del M. eugenii 70%. Por lo anterior es esperado que el Sry marsuptal sea necesario
para ‘a formacidn dei testiculo.

Payen y Cotinot (1993), demostraron la gran homologia dentro de la caja HGM en la secuencia del
gen Sry del humano y otras especies, el DNA gendémico de machos y hembras de la familia Bovidae
fue amplificado por PCR, posteriormente los fragmentos amplificados (200 pb) fueron
secuenciados. La comparacion de acidos nucleicos reveld un alic grado de conservacion del SRY-
HMG dentro de la familia Bovidae: entre las 3 subfamilias (Bovinae, Caprinae, Ovinag), se cbservé
mas del 97% de homologia. Respecto a las secuencias de aminoacidos, la homologia es igual
entre la oveja y la cabra y tres residuos son diferentes en la regién Sry de la HMG bovina.

Otros genes de la diferenciaclén sexual

Una bateria de genes del cromosoma Y, probablemente incluyendo el SRY y el ZFY, posiblemente
actian en el crecimiento del rudimento gonadal el cual es también afectado por ciertos genés de
otros cromosomas (Mittwoch y Burgess, 1991; Capel, 2000).

Berkovitz et al. (1992), estudiaron 5 individuos hermafroditas verdaderos con cariotipo 46,XX,
mediante pruebas de PCR y de Southern blot para identificar el gen SRY. Solo en uno de ellos se
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identificaron secuencias correspondientes al SRY. Los sujetos 46, XX sin SRY, quiza tengan una
mutacién en un gen autosoémico o del cromosoma X, que permita la determinacion testicular en

ausencia del TDF. Evidentemente el SRY tampoco es esencial ni suficiente para la diferenciacién
testicular.

De la Chapelle (1988), ha reportado que del 10 - 20% de los varones XX no tienen copia del TDF, y
que muchas mujeres XY presentan una copia de éste.

En la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster) y el nematodo (Caenorhabditis elegans),
muchos de [0s genes involucrados en la determinacion sexual estan localizados en autosomas. Es
probable que el mismo mecanismo ocurra en mamiferos, suposicidn soportada por la mayoria de
mujeres XY, en quienes parece estar intacto el SRY y se sospecha de una mutacion autosémica o

en genes determinantés sexuales ligados al X, asimismo, una minoria de varones XX, parecen no
portar &l gen SRY (Bogan y Page, 1994).

Las secuencias asignadas al TDF estdn presentes en los varones XX y ausentes en las mujeres
XY, de esta manera el sexo estaria finalmente determinado por la interaccién de secuencias
homologas de los gonosomas para las que German (1988) propuso la denominacion de locus de
la diferenciacion gonadal (LDG), siendo su transcripci;ﬁn activa, tanto en el cromosoma X como en
el Y, y por efecto de dosis en el individuo XY, la diferenciacion serfa masculina, en tanto que en la
mujer debido a la inactivacion del X sélo uno de los loci seria activo contlevandb la diferenciacion
femenina (Cuevas y Kofman, 1990; Tamassia, 1991).

El gen WT1, primeramente identificado por su papel en un tipo de cancer del rifdn infantil (tum;:r de
Wilms), al parecer también participa en el desarrollo gonadal, ya que humanos XY heterocigotos
para ciertas mutaciones en este gen (sindrome Denys-Drash), comparten marcadamente
caracteristicas fenotipicas con humanos XY mutantes en el gen SRY, v. gr., desordenes
histolégicos gonadales, persistencia de derivados de Mdller, y parcial o completa feminizacion de
los genitales externos (Bogan y Page, 1994; Capel, 2000).




TRASTORNOS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciacion sexual es una sécuencia de procesos que comienzan con el establecimiento del
sexo cromosémico en la fertilizacion, seguido por el desarrollo de la génada (sexo gonadal) y
culminando en la formacion del sexo fenotipico. Cada evento de este proceso depende de uno
precedente y bajo circunstancias normales, el sexo cromosémico coincide con el sexo fenotipico.
Sin embargo, ocasionalmente, el sexo Cromosomico y el sexo fenotipico no se relacionan, o el
fenotipo sexual puede ser ambiguo {Wilson ef al., 1981; Tamassia, 1991).

Las anormalidades de la diferenciacién sexual surgen como resultado de cambios o mutaciones de
los genes o por alteraciones estructurales o numericas de los cromosomas. Las anormalidades
sexuales génicas se transmiten con patrones de herencia mendeliana simple, autosdmica
doeminante, autosémica recesiva o ligada al cromosoma X y se relacionan con algunos procesos de
interaccién entre genes, hermonas, receptores hormonales, diferenciacion celular y morfogénesis.

Como ocurre en el humano en la hiperplasia suprarrenal congénita y el sindrome de feminizacion
testicular (Salamanca, 1992).

2

Las alteraciones del cromosoma Y ocasionan grandes fallas a nivel de la diferenciacion gonadal y
un amplio espectro de manifestaciones clinicas. Asimismo, se considera que las anormalidades de
los gonosomas se pueden dividir en cuatro grupos (Gustavsson, 1979; Salamanca, 1992):

s Uno de los gonosomas, ya sea el X o el Y, es estructuraimente anormal.
» Mosaicos gonosomicos.

+ Combinacion de 1y 2.

» Quimerismo.

INTERSEXUALIDAD Y HERMAFRODITISMO

Un intersexo es definido como un animal con variaciones anatomicas congénitas que confunden el
diagnéstico del sexo por presentar diferentes grados de variaciéon en ia diferenciacién de los

Grganos reproductivos, o por ser genéticamente de un sexo y fenotipicamente del otro (McFeely et
al., 1967, Rhoades, 1977).

El termino hermafrodita fue introducido por los griegos: Hermafrodito, bello hijo de Hermes
{Mercurio) y de Afrodita (Vehus). La ninfa Salmacis se enamoro de Hermafrodito a orillas de un lago
y tratd en vano de seducirlo. Cuando &l se arrojo desnudo al agua para bafiarse, la ninfa, también
desnuda, lo abrazd suplipando a los dioses gue jamas los separasen. Atendiendo a este ruego de
Salmacis, los dioses los hnieron en un ser de dobie naturaleza: hombre-mujer (Gonzélez, 19786).
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Klebs (1876), introduce una clasificacion de hermafroditas en el humano, la cual ain es usada en
animales domésticos. En esta se definia a un hermafrodita verdadero como un animal con génadas
o tejido gonadal de ambos sexos; un pseudohermafrodita es el que tiene génadas de un sexo pero
otros érganos reproductivos con algunas de las caracteristicas del sexo opuesto, el términc va

seguido de la palabra "masculino’ o "“femenino” acorde al sexo de la génada presente (Winter y
Pfeffer, 1977).

Ei hermafrodistismo verdadero se puede presentar de una de las siguientes manegras (Berkovitz et
al., 1992):

» Bilateral: ovotestis en ambas genadas.
» Unilateral: ovotestis en una gonada y tejido testicular u ovarico en ia otra.

¢ Lateral o Alterno: tejido testicular en una gdnada vy tejido ovarico en la otra.

El grado de masculinizacion de las estructuras de Wolff y de Muller, asi como de los genitales

externos, probablemente depende de la cantidad de tejido testicular funcional presente (Berkovitz et
al., 1992). '

La incompleta determinacion testicular en pacientes con hermafroditismo verdadero y complemento
cromosomico 46, XX y sécuencias del SRY, puede ser explicado por {Berkovitz et al., 1992):

e Rearregloo mutacion en el focus SRY que ocurrié durante la translocacion.

+« Disminucion de la expresion del gen SRY debido a secuencias flanqueadas en el sitio de la

translocacion del Y.

s Ausencia de secuencias de Y, diferentes al SRY, las cuales pueden ser importantes para |a
determinacion testicular.

* Localizacion o extension de inactivacién del cromosoma X, involucrando al X translocado.

Se ha observado que la diferenciacion genital hacia el fenotipo masculino es incompleta como

resultado de alguna de las siguientes anomalias (Wilson et al., 1981; Salamanca, 1992):

+ Deficiencia enzimatica que bloguea la sintesis de testosterona. _

e« Deficiencia de 5a-reductasa, enzima encargada de la reduccidn de testosterona a
dihidrotestosterona,

e Ausencia completa o parcial asi como alteraciones funcionales, de los receptores de
andrégenos en las células blanco.

La sintesis de testosterona a partir de colesterol requiere de la presencia de ocho sistemas

enzimaticos, cada uno de los cuales tiene regulacién génica autosdémica diferente (Kofman st al.,
1982). ' '
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Presumiblemente, algunas veces la recombinacién entre los gonosomas produce la transferencia
de genes de la diferenciacion sexual del Y al X, ocasionando reversiones sexuales masculinas con
complemento cromosémico XX y fameninas con XY (158). Ademas, algunos varones XX podrian
resultar de translecaciones de la punta del cromosoma Y scbre la punta del cromosoma X, con
alguna duplicacion de la region pseudoautosdmica (Erickson y Verga, 1989).

Aproximadamente 1 en 20,000 hombres, es un vardén XX, al ser estéril es consecuentemente
identificado por su presentacion en clinicas de fertilidad (Payen y Cotinot, 1993).

Recientemente se ha encontrado en el humano y en el ratdén, que las hembras XY carecen de la
regién asighada al TFD, localizadas en el brazo corto del cromosoma Y, mientras los machos XX
contienen parte del cromosoma Y, usualmente agregado a una punta de un X, o algunas veces a
otro cromosoma con el que tuvo intercambio meidtico (Berta et al., 1990; Jager ef al., 1980).

Los ratones transgéntcos machos XX difieren de sus hermanas por la adicion de un segmento de
DNA, 14 kb del cromosoma Y incluyendo al gen Sry, pero carecen de espermatogonlas aunque
parece que tienen una funcion hormonal normal ya que exhiben una diferenciacion sexual
secundaria y comportamiento de apareamiento normales. En contraste las ratonas XY difieren de
los machos XY normales sélo por la delecidon de un fragmento de DNA del Y, 11 kb incluyendo el

Sry, estas hembras son fértiles y pueden transmitir el cromosoma Y mutante a su descendencia
{Bogan y Page, 1994).

Los varones XX no producen espermatozoides pero tienen genitales externos e internos
masculinos normales, asi en muchas instancias el fenotipo de los ratones transgénicos XX es
similar al observado en humanos. Sin embargo, cuando pequefios fragmentos (35 kb) de DNA del
Y son translocados, los individuos resuitantes XX+SRY invariablemente tienen anormalidades
genitales, algunas veces a pesar de aparente histologia gonadal normal. Estas anormalidades
pueden'incluir genitales externos sexualmente ambiguos (incompleta fusién de los pliegues
escrotales .res,.uitando en escroto hifido o abertura uretral desplazada), no descendimiento testicular,

u ovotestis con persistencia de estructuras femeninas derivadas de los conductos de Muller (Bogan
y Page, 1994). '

En contraste con las ratonas XY, las mujeres XY son estériles, tales individuos fallan para
desarrollar gonadas maduras y en su lugar forman génadas pobremente diferenciadas sin clara
histologia masculina o femenina. Debido a que las génadas carecen de la funcién hormonal
masculina, las estructuras de Muller persisten y la diferenciacion sexual secundaria femenina
continda. La infertilidad puede resultar en parte por la monosomia X, a diferencia de las ratonas X0,
gue pueden ser fértiles, las mujeres X0 son estériles {Bogan y Page, 1994).
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En el caso de “deficiencia de So-reductasa”, los individuos afectados son geneticamente varones
con testiculos, los genitales externos son predominantemente ferneninos pero tienen derivados de
las estructuras de Wolff (epididimo, conductos deferentes, vesiculas seminales y conducto
eyaculador) que terminan en una vagina. El desorden es debido al estado homocigético para. un

gen autosomico recesivo que causa desarrollo sexual anormal solo en varones (Wilson et al.,
1989).

LOS CROMOSOMAS DEL BOVINO DOMESTICO

Kraillinger (1927} fue el primero en reportar que el numero de cromosomas en células diploides del
bovino doméstico europes es 60, hallazgo que posteriormente fue confirmade con el mismo
numero de cromosomas para el Bos indicus (Sasaki y Makino, 1962). Sin embargo, fa informacién
mas precisa acerca de los cromosomas de los bovinos se obfuve a partir de los afios 60's cuando
Melander aplicd las nuevas técnicas de cultivo celular (Potter y Upton, 1979).

Hasta 1960 los recuentos cromosémicos de las células de bovino fueron realizados en
preparaciones histoldgicas de tejido testicular. En enero de 1960, Chiarelli ef al., publicaron los
resultados de sus experimentos en cultivo de tejido renal de terneros machos y hembras. Asi
confirmaron el numero cromosomico del Bos taurus de 2n = 60, describiendo a 'todos los
cromosomas corﬁo telocéntricos excepto al cromosoma X, el cual fue definido como
submetacéntrico, mientras el Y tiene una morfologia variada (Potter y Upton 1879). Crossley y
Clarke (1962), describen el cromosoma Y en el Bos taurus como submetacéntrico facil de
identificar, sin embargo, Kieffer y Carwritht (1968), en observaciones en el Bos indicus y Brahman

Americano, sefialan al gonosoma Y como un telocéntrico, dificil de distinguir de los autosomas mas
pequefios. )

Los pares cromosdmicos del bovino se enumeran del 1 al 29 en orden de tamaiio decreciente, con
descripcion de los cromosomas sexuales al final. El X es uno de los cromosomas mas largos, en
magnitud relativa con el primero y segundo autosoma, mientras el Y se aproxima en tamaho a los
autosomas mas pequefios y es positivamente heteropicnético en metafase (Sasakiy Makino, 1962).

La morfologia del cromosoma Y del bovino doméstico ha sido utilizada como un recurso para
rastrear ia filogenia de las razas bovinas (Pathak y Kieffer, 1979).

Algunos polimorfismos han sido reportados en el cromosoma Y del ganado Bos faurus. La posicion
del cromosoma Y, considerando su tamaiio, es similar a los cromosomas del par 25 al 29, segun la
especie (taurus o indicus), la raza o el hibrido interespecifico resultante. El Bos indicus y |as razas
derivadas de toros Bos indicus tienen un cromosoma Y telocéntrico, mientras que en el Bos taurus
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y las razas derivadas de estos toros tienen un Y submetacéntrico. Sin embargo, la raza Jersey
muestra un cromosoma Y metacéntrico (Eldridge y Blazar, 1977, Potter y Upton, 1979). ‘

MosalsisMC Y QUIMERISMO

Las alteraciones en el nimero cromosémico surgen por no disyuncidn cromosémica, dando origen
a las aneuploidias, que pueden ocurrir en células gaméticas y que por consiguiente todas las
células del individuo poseen la alteracién, o en células somaticas en donde si ocurre en los estadios

tempranos de la diferenciacion y desarrolio ocasionan los mosaicos o mixoploidias (Salamanca,
1892).

Asl pues, se define como mosaicismo a la condicidn en la que en un individuo uno o mas tejidos
tienen dos o mas lineas ceiulares derivadas. de un cigoto Unico pero genéticamente diferentes
debido a mutacién postcigdtica o por no disyuncion, en tanto que el quimerismo, es un individuo
compuesto por células que se originaron a partir de dos cigotos (Halnan, 1977; Gustavsson, 1979).

El quimerismo puede estar presente en todos los tejidos del organismo cuando es debido al
desarrollo conjunto de dos lineas celulares después de que el évulo y el segundo cuerpo polar han
sido fertilizados, o cuando dos 6vulos son fertilizados y se fusionan en un sélo cigoto durante los
primeros estadios de la division mitdtica (quimerismo dispérmico). Por otra parte la fusién
intrauterina del corion y el desarrollo de la anastomosis vascular entre gemelos heterosexuales

conlleva al quimerismo hematopoyético, €l cual no esta presente en todos los tejidos del individuo
(Gustavsson, 1979; Thompson, 1991).

INTERSEXUALIDAD EN EL BOVINO DOMESTICO

Existen tres condiciones generales de intersexualidad descritas en el bovino, el sindrome

freemartin, la disgenesia gonadal XY y el sindrome de feminizacién testicular. De éstas, el

freemartinismo es la condicion intersexual mas comin en el bovino doméstico (Marcum, 1974,
Long, 1981).

El fenotipo en las tres condiciones de intersexualidad del bovino es femenino y pueden

diferenciarse con base a la anatomia reproductiva interna, la histologia gonadal y el complemento

~ cromosémico (LLong, 1980; Farin et al., 1993).
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En la disgenesia gonadal XY no hay gonadas, sino unas bandas de tejido fibroso; el sindrome de
feminizacion testicular es caracterizado por un genotipo XY, fenotipo femenino y testiculos
abdominales; mientras en sindrome freemartin existe un genotipo XX/XY (Long, 1981).

Kawakura et al. (1996), estudiaron seis animales (4 raza Holstein-Freisan, 1 Japanese Black y 1
Jersey) de 22-25 meses de edad, femeninos en apariencia y en 6rganos genitales, sin conducta
alguna de celo; en los cuales citogenéticamente encontraron Unicamente complemento '
cromosémico 60,)_(Y sin mostrar mosaisismo con complemento 60,XX en muestras de sangre y
fibroblastos (piel, bazo y rifidn). En el estudio molecular se utilizé |a técnica de PCR para identificar
genes especificos del cromosoma Y del bovino (Bé 1.2 y Sry), detectando en tres "de las seis
hembras 60,XY el fragmento del gen BC 1.2, mas no el segmento del gen Sry. Posteriormente,
Kawakura ef af. (1997), observaron en estas tres hembras XY, mediante la técnica de FISH
empleando una sonda molecular para el gene BC 1.2, un cromosoma Y estructuralmente anormal
definiéndolo como una duplicacién (isocromosorha) del brazo corto del cromosomé Y (iYp), carente

del gen Sry, el cual ha sido mapeado en el bovino en la region proximal del teldmero del brazo largo
del cromosoma Y (Yq12) por Xiao et af. (1995).

El sindrome de feminizacion testicular es un estado de intersexualidad causado por un gen ligado al
cromosoma X (XTfm), esta condicion ha sido demostrada en el humano, el ratén y el bovino. La
intersexualidad es debida a una falla en la habilidad del receptor de andrégenos del citosof de |as
celulas blanco, ocasionando insensibilidad de éstas para responder a los andrégenos. El desarrollo
de los conductos de Muller es suprimido ya que las células de Sertoli producen sustancia inhibidora
Mulleriana (MIS). El seno urogenital, llega a ser incapaz de responder a la testosterona y aun no
llega a ser blanco para la MIS, y simplemente se desarrolla en una vagina corta cranealmente
ciega. No 'se\presenta Utero, cuernos uterinos ni ovarios. En humanos las pacientes con este
padecimiento presentan desarrollo de senos como una mujer normal pero con pezones
rudimentarios; ademas, el bello axilar, facial y pubico estd ausente o escaso y buscan consejo
médico por amenorrea primaria. Los testiculos estan localizados en el abdomen, a lo largo del
curso del canal inguinal o en el labio mayor. El cariotipo es 46,XY. En algunos pacientes, como en
el raton, el receptor puede estar ausente ¢ ser anormal (Long, 1981; Wilson, 1981).

Long (1981), reportd una vaca Ayrshire con feminizacion testicular, de 2 %2 afios de edad, nacida
Gnica, hermana de un ternero macho normal y de otro ternero cuyo sexo no fue recordado. Esta
vaca presentd las siguientes caracteristicas: tracto reproductor en ja misma posicion de un (tero
normal; testiculos abdominales con epididimo, en posicidn ovérica y contiguos a cuernos uterinos;
estructura similar al mesovario, de la cual suspendian las gonadas, ligamento ancho;, ausencia de
cérvix y en la region donde en condiciones normales esta, presentd dos estructuras como
pequefias vesiculas seminales; vagina cranealmente ciega; vulva ligeramente més pequefia de lo
normal; y uretra muscular que abria dentro de unha vagina ciega.
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En el estudio histolégico las gbnadas contenian gran ntumero de tlbulos seminiferos pequéﬁos
rodeados solo de células de Sertoli, un pequefio nimero de células de Leydig y tejido conectivo
fibroso intratubular. Las vesiculas seminales y la cola del epididimo tenian una estructura irregular.
Los niveles de testosterona en el plasma estaban dentro del rango para los toros normales 870
pg/mil en la examinacion inicial y 1230 /m/ en el momento de la matanza. El cariotipo encontrado fue

60,XY en linfocitos, piel, bazo, génadas y peritoneo. El comportamiento del animal fue masculino, el
cual puede ser atribuido al alto nivel de testosterona circulante {(Long, 1981).

SINDROME FREEMARTIN EN EL BOVING DOMESTICO

ETIMOLOGIA DEL TERMINO FREEMARTIN

El termino freemartin aparece impreso por primera vez en el s. XVII, pero ya habia estado en uso
comun varios afos antes. El vocablo Martin fue usado en Inglaterra y Escocia y aparecié en un
documento de 1593, proviene de la palabra gaélica‘man‘ aplicada a vaca o vaquilla: el 11 de
Noviembre, dia de San Martin, era costumbre realizar la matanza para que la came pudiera ser
preparada para el invierno. Free al parecer es la contraccion de farrow, usada en Escocia para
designar a un animal infecundo, no gestante o que no esta en lactacion, o tal'vez deriva del
anglosajon, fearr o fear, o del aleman farre que significa toro. Por lo tanto farro-mart designa a una
vaca o vaquilla estéril, o a un hembra que parece buey o toro, tal como lo designa el Latin faura gue

significa hembra-toro (Marcum, 1974).

ETIOLOGIA DEL SiNDROME FREEMARTIN -

A pesar de que el examen anatdmico de los freemarting se ha realizado desde 1692, no fue sino
hasta comienzos del s. XX que la anastomosis vascular entre gemelos, fue revelada como un
fendmeno correlacionado de la condicion freemartin (Kastli y Hall, 1978).

Presumiblemente el desarrollo del freemartin es atribuido a los efectos que ejercen la sustancia
inhibidora Molleriana (MiS) y la testosterona del gemelo macho en la cogemela, debido a la
anastomosis vascular placentaria establecida por la fusién de las membranas fetales coriénica y
alantoidea de los fetos bovinos entre los dias 30 y 40 de gestacion (Figura 7), es decir, antes del
dimorfismo sexual. En este proceso que conlleva a la gemela a un estado intersexual, el grado de
inhibicion de las estructuras de Muller (derivados femeninos) y la estimulacion de las de Wolff

(derivados masculinos), aparentemente depende del momento en el cual esta fusion toma lugar
{Long, 1990).
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Figura 7. Anastomosis vascular coridnica de fetos bovinos (Tomado de Robert A, Foster,
Department of Pathobiclogy, Ontario Veterinary College, University of Guelph).

Asimismo, ha sido demostrado que la fusidn de las membranas fetales: también dirige el
intercambio de células precursoras sanguineas, de un feto a otro causando quimerismo en el tejido
hematopoyético de los gemelos (Smith ef al., 1977).

FRECUENCIA DEL SINDROME FREEMARTIN EN EL BOVINO DOMESTICO

Hunter (1779), anatomista escocés, sefald que los freemartins fueron reconocidos desde los
antiguos tiempos romanas y publicd un breve reporte de tres casos intersexuales en el ganado
bovino, siendo el primero en correlacionar el fenémeno de freemartinismo con gemelaridad. E! sexo
de los animales afectados fue debatido hasta principios del s. XX cuando Lillie (1916), sugirié, con
base en el proporcion esperada de hembras y de machos en gemelos dicigéticos, que el freemartin
es una hembra genética.

Es conocido que el 92% de las terneras nacidas con un becerre macho presentan masculinizacion
del sistema reproductor interno y preferentemente son estériles. La virilizacién de la ternera ia
conlleva a un estado de intersexualidad (freemartin) en donde el grado de intersexualidad es muy
variable (Gustavsscn, 1979; Long, 1990).

La frecuencia de freemartinismo expresada en la proporcion en partos gemelares heterosexuales,
presenta un rango de 80.% a 97.2%. De un estudio de 532 hembras cogemelas con un macho, 488
{91.9%) fueron freemartins (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Frecuencia de freemartinismo entre gemelos heterosexuales bovinos

Numero de animales
Investigador Normal | Freemartin | Total Free(:r/: ?m" Método de Diagnostico

Keller and Tandler {1916) 6 85 N 93.4 Anatomia fetal
Lillie {1917) 3 21 24 87.5 Anatomia fetal
Lillie {1923} 3 12 15 80 Anatomia fetal
Bissonnette {1924} 1 35 36 97.2 Hallazgos anatdmicos
Boenig {1938) 8 131 138 94.2 Gestacion
Swett et al. {1940) 2 15 17 88.2 Hallazgos anatémicos
Stone et al. (1952) 8 66 74 89.2 Tipos sanguineos
Lazear et al. {1953} 3 34 37 91.9 Tipos sanguineos
Billingham and Lampkin {1957) 2 25 27 92.6 Tolerancia de homoinjerto
Herschler {1964) 3 27 30 90.0 Quimerismo XX/XY
Muramoto et al. (1965) 2 13 15 86.7 Quimerismo XX/XY
Vigier et al. (1872) 1 7 8 87.5 Anatomia fetal y quimerismo XX/XY
Marcum et al (1972) 1 18 19 947 Quimerismo XX/XY

Totales 43 489 532

Promedio 91.9

Marcu, J. B. (1974).

Parte de la alta incidencia de freemartin encontrada en los establos, se debe al bajo numero de
hembras de proposito lechero, sacrificadas para el abasto de carne comparado con el nimero de
machos de este mismo p'ropésito. Esto implica que muchas hembras son conservadas para
reemplazos del hato lechero. David ef al. (1976), analizaron la frecuencia de freemartins en dos
establos que adquirian becerras y vaguillas, ehcontrando fas siguientes frecuencias:

e Vaguillas dga 2 afios, 17 freemartins (28.33%) en un grupo de 60 animales.

» Vaquillas de 1 afio, 14 freemartins (21.53%) en un grupo de 65 animales.

e Vaquillas de hasta 6 meses, 5 freemartins (9.61%) en un grupo de 52 individuos.

e« Becerras de 1 semana a vaquillas de 1 ¥ afio, 10 freemartins (17.24%) en un grupo de 58

individuos.

e Becerras de 1 semana a vaquillas de 1 % afio, 16 freemartins (22.85%) en un grupo de 70
animales. '

En aproximadamente el 8% de [as concepciones de gemelos heterosexuales, las circulacion comdn
no se establece y la hembra es capaz de desarrollarse normalmente (Smith et af., 1977).

Ademas, probablemente, la comunicacion vascular entre los gemelos heterosexuales bovinos, no
resulta invariablemente en esterilidad para ia hembra, y quiza el ovario de la hembra, en si mismo
inactivo durante la diferenciacién gonadal inicial, puede ser sensible al efecto de virilizacidn sélo por
un periodo relativamente corto durante la gestacién. Ademas, es posible gque en algunas ocasiones
" la anastomosis de las membranas fetales ocurra después de Ia migracion de células germinales y
probablemente después de un perfodo critico de diferenciacion del ovario fetal (Smith ef al., 1977).
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El sustento anterior es fundamento de diferentes reportés de vacas fértiles cogemelas con un
macho y con quimerismo hematopoyético (XX/XY). Smith (1977), reporté una vaca de 2 afios de
edad madre de un ternero, cogemela de un toro y quimérica, se le realizaron cuitivos a partir de
sangre periférica antes y después del parto, los cuales mostrarcn complementos cormosémicos XX
y XY. La distribucién de células fue en favor de los complementos XX y la muestra colectada
durante la gestacion mostré mayer porcentaje de células XX.

FREEMARTINISMO Y CONCEPCIONES MULTIPLES HETEROSEXUALES

Aunque los freemartins son generalmente considerados miembros de partos gemelares
heterosexuales, también pueden ocurrir en otros partos multiples si por lo menos un individuo
macho esta presente {(Marcum, 1974). Ademas, en estoé casos las vacas pueden llevar gemelos a
término, sin embargo, cuandc el nimero de fetos excede de dos, muchas gestaciones son
terminadas por muerte embrionaria temprana y/o aborto (Britt, 1979).

Herschier y Fechheimer (1966), reportaron el analisis de bovinos triates, encontrando la
translocacion 1/29 en las células de origen mascuiino de los fres animales. La hembra fue una

freemartin con malformacién del tracto reproductivo y los dos terneros fueron aparentemente
normales.

Potter y Blackshaw (1980}, realizaron un estudio de 17 nacimientos mulliples heterosexuales: 6
juegos de gemelos, 1 de triates (2 hembras y 1 macho), y 2 animales machos de diferente parto
gemelar. Solamente una de las hembras del parto triple fue fértil y presentd un cariotipo 60,XX. El
resto de las hembras presentaron quimerismo hematopoyético 60,XX/60XY y fueron infértiles con

malformaciones uterinas y una de ellas carecia del ovario izquierdo. Todos los toros fueron fértiles
con quimerismo hematopoyético. '

Hasta 1977 se definia a una freemartin como una temera estéril nacida gemela con un ternero
normal. No abstante ya se habia sugerido que éstos podrian producﬁirse en nacimientos de hembras
Unicas, como consecuencia de la muerte fetal precoz y reabsorcion del gemelo macho en el Oterc
después del tiempo de la diferenciacion sexual y del establecimiento de la anastomosis vascular.
Posteriormehte los analisis cromosémicos revelaron la presencia de quimerismo hematopoyético
en terneros machos nacidos unicos (Smith et al., 1977; Wilkes et al., 1980).

Sysa et al. {1980), realizaron un estudic en 15 bovinos (becerras y vaquillas) de 2 a 38 meses de
edad con anestro- clinico, evidentes anormalidades clinicas de! sistema reproductivo o con
problemas de fertilizacion, clasificAndolas en tres grupos; 1) nacidas de parto Gnico (n = 5); 2)
nacidas de parto heterosexual (n = 4}; 3) animales de los que se tenia informacién incorﬁpleta {n=
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6). El cariotipo 60,XX/60,XY se determiné en 3 animales del 1er grupo, en todos los del 2do grupo,
y en 3 del 3er grupo.

Lojda y Polacek {1984), reportaron quimerismo hematopoyético en el bovino doméstico en 8 pares

de gemelos heterosexuales, 4 partos de triates (de un total de 5), 3 partos cuadruples y 1 parto de
quintuples. ' '

FRECUENCIA DE GEMELARIDAD EN EL BovINO DOMESTICO

Si bien, el sindrome freemartin no es heredable, la propension a engendrar gemelos si lo es. Como
lo refieren Kastli y Hall (1978), la incidencia de partos gemelares varia ampliamente entre las razas
bovinas; en la raza Simmental se informan tasas de 2.4% a 4.6%, en la Holstein-Friesian del 0.5%
al 4.2% y en la Charolais de 2.5% a 3.2%. Muchos de los partos de gemelos son dicigdticos, y entre
el 2% a 10% son descritos como monocigdéticos (gemelos idénticos). Aparentemente los partos
gemelares son menos frecuentes en las razas de ganado de carne que en las de ganado lechero,
-en una muestra de 22,949 partos en el ganado cebl, hubo Unicamente 50 nacimientos de gemelos

(0.22%). Los partos mdltiples de mas de dos individuos ocurren en el ganado bovino, pero son
raros {Marcum, 1974),

Existen tres posibilidades respecto al sexo genético de los productos originados de concepciones
gemelares: ambos animales pueden ser machos, los dos pueden ser hembras, ¢ se trata de
gemelos heterosexuales (Van Haeringen, 1984).

En hembras uniparas el desprendimiento de dos o mas 6vulos durante el mismo perfodo de celo,
siendo fertilizados por espermatozoides del mismo macho origina los gemelos dicigOticos
(divitelinos), y la fecundacion de un sélo ovulo y su biparticién en etapas tempranas, origina los
gemelos monacigéticos también llarmados monovitelinos o idénticos (Johansson y Rendle, 1972).

Al parecer si una vaca pare gemelos, la posibilidad de partos gemelares posteriores es de 3 a 4
VEeCes mayor que para el promedio de la poblacion {Johansson y Rendle, 1972).

Johansson y Rendle (1972), trabajando con gemelos bovinos de raza sueca, publicéd un calculo de
la frecuencia de meonocigosis en esta especie, segun el cual el 11.4% de todos los gemelos del
mismo sexo, son monocigoéticos. El Cuadro 2 muestra la frecuencia de gemelos y el calculo de la
frecuencia de gemelos monocigéticos en algunas razas de ganado bovino lechero.
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Cuadro 2. Frecuencia de nacimientos gemelares y de gemelos monocigéticos
en algunas razas de ganado bovino lechero

Raza No. total de | % de gemelos | Pares de gemelos monocigéticos
nacimientos nacidos en % de pares de igual sexo
Simmental 12,625 4.61 6.00 & 7.43
Holstein Freisian (USA) 18,736 3.08 8.60+7.62
Frisona Sueca (SLB) 24 670 3.32 6.81%3.19
Mocha Sueca 53,554 1.85 11.05 £ 3.31
Jersey {Nueva Zelanda) 3,751 1.81 26.78 + 10.06
Mocho Sueco (SKB) 87,926 1.02 16.60 £ 6.06

Johanssen, 1. / Rendel, J. (1972).
Los gemelos dicigoticos pueden ser inducidos por seleccion, superovulacién, transferencia de dos
embriones y transferencia de un embrién a una vaca prefiada (Hainan, 1989).

Asi pues, como la heredabilidad de ia ovulacion multiple es baja, alrededor del 5%, uh incremento
en la tasa de partos gemelares puede ser logrado mediante el uso de hormonas inductoras de
ovulaciones mdliiples, o mediante fransferencia de embriones (Halnan, 1989).

Solo el 12.5% de las vacas que reciben transferencia de dos embriones en un mismo cuerno
uterino, paren gemelos, y en estas circunstancias, normaimente no hay migracion embrionaria con
la consecuente competicién por los nutrientes y el posible resultade de pérdida embrionaria. Sin
embargo, en la transferencia de un embridn & cada cuerno utering, ha sido observado un 73% de
partos gemelares, esto puéde ser aplicado al ganado de propdsito de carne, ya que finalmente el

ternero ira para el abasto y no importa la alta frecuencia de freemartinismo en concepciones
gemelares heterosexuales (Rowson, 1971).

PROPORCION DE CELULAS XX/XY EN EL FREEMARTIN Y SU POSIBLE EFECTO EN MASCULINIZACION

Herschler y Fechheimer (1967), examinaron 13 freemartins de diferente edad en las que
encontraron un promedio de 58% de células XY, con un rango de 3% al 100%. Encontraron,
asimismo, un grado de masculinizacién del sistema reproductivo correlacionado positivamente (r=
0.70) con el porcentaje de células XY en el cultivo de sangre periférica. Por el contrario, Marcum et

al. (1972), en 29 freemartin no hallaron relacion alguna entre la proporcién de células XY y el grado
de masculinizacién.

Kieffer y Sorensen (1971) y Marcum et al. {1972), reportan que el porcentaje de XX/XY no es un
indicador del grado de anormalidades producidas en freemartins.
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Marcum (1972), demostré que cerca de! 8% de las freemartins tienen menos de 10% de células XY
y de éstas, menos de la mitad tienen una frecuencia menor al 3%.

Greene ef al. (1977), observaron en becerras freemartins, que la profundidad vaginal, el desarrollo
del clitoris y el desarrollo de 6rganos reproductivos internos no estan correlacionados con el
porcentaje de cromosomas XY en la edad de 1 a 24 semanas, ya que animales con altos
porcentajes de cromosomas XX fueron masculinizados.

Green et al. (1977), sefialan que la elongacién del clitoris de freemartins al nacimiento, es indicativo
de secrecién androgénica prenatal. La administracion de testosterona postnataimente, pero no la
de estreno o estrédiol, causé desarrollo del clitoris, lo cual indica  una respuesta del clitoris al
andrégeno. Ninguna de las freemartins produjo suficiente testosterona para inducir una detectable
masculinizacién. Las determinacionas de testosterona en el plasma (Green, 1975), revelaron bajos
niveles, generaimente. en el rango de 40 a 90 pg/ml, concentraciones que no fueron

correlacionadas con el porcentaje de céluias XY, por lo que presumiblemente Ia principal fuente de
andrégeno sea el macho cogemelo.

Lojda y Polacek (1984), analizaron la estabilidad de celulas XX : XY en seis freemartin por 3 afios,
observando que en estos individuos las células con cromosomas XX tendian. a incrementar,
mientras aquellas del sexo opuesto tendian a decrecer en nimero conforme avanzaba su edad.
Asimismo, nc encontraron correlacion entre la proporcidn de células masculinas y el grado de
masculinizacion de los genitales de las freemartins.

Greene et al. (1977), examinaron 19 terneras de la raza Holstein-Friesian, nacidas de partos
dicigbticos heterosexualés, de las cuales una fue juzgada como unha hembra. normal con
complemento cormosdmico XX en el 100% de los linfocitos analizados. No obstante una ternera
tipica freemartin tenia cariotipo con 100% de células con complemento cromosémico XX en 300
células examinadas en tres edades. Las 18 terneras freemartins fueron sometidas a estudio
citogenético en las.semanas 1%, 24° y 52° de edad para determinar el porcentaje de cromosomas
sexuales XY corelacionado con la edad y con el grado de anormalidades de los érganos
reproductivos, juzgando por profundidad de la vagina y desarrollo del clitoris a estas edades, y la
examinacion por palpacion rectal a las 54 semanas de edad. El porcentaje de cromosomas
sexliales XY en las semanas 1, 24 y 54 tuvo un rango de 0 a 98, 0ag8 y0ag7, reépectivamente.
en donde los respectivos promedios fueron de 60.7%, 57.9% y 55.5%, estos resuitados fueron
sometidos a analisis de varianza el cual reveld que no hubo cambios significativos (p>0.05) en el
porcentaje de cromosomas sexuales, los coeficientes de correlacion para estos porcentajes entre
las semanas 1y 24 y 1 y 52 fueron de 0.97 y 0.93, respectivamente.
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Wilkes ef al (1980), encontraron una alta correlacion entre los porcentajes de quimerismo
observado en leucocitos de vaquillas a los 15 meses y 2 afios de edad, que indica que la proporcién
de células XY de leucocitos permanecen relativamente constantes. Asimismo, no parece haber
correlacion entre el grado de mascﬁlinizacién y el porcentaje de células maculinas encontradas.

PRODUCCION DE ANDROGENOS EN EL FREEMARTIN.

Saba ef al. (1975), realizaron mediciones por radioinmunoensayo, de las concentraciones
plasrhéticas de androstenodiona y testosterona en seis freemartins, seis vaquillas ciclicas y cuatro
vaquillas aciclicas, todas de la raza Hoistein-Friesian y de 10 - 12 meses de edad. El promedio de
androstenodiona enllas freemartins fue de 28 pg/m/ a los 10 - 12 meses de edad, significativamente
mas bajo que el promedio de 58 pg/mi para las vaquillas aciclicas y 61 pg/ml de las vaguillas
normales de la misma edad. A la edad de 24 meses la concentracion promedio de esta hormona en
las freemartins aumenté éigniﬂcativamente a 65 pg/ml. Se realizaron de 16 - 18 mediciones de
testosterona de cada freemartin, de las cuales muchas fueron inferiores a los 10 pg/mi y la maxima
registrada fue de 22 pg/m/ para un individuo.

Los hallazgos bara las concentraciones de androstencdiona reportados por Saba et al. (1975}, son
consistentes con los encuentros de Short ef al. (1969), sin embargo, las concentraciones de
testosterona contrastan, ya que Short et al., encontraron un incremento de esta entre los 11 - 15
meses de edad. Probablemente esta diferencia fue debida a que los freemarting de Short fueron de
tipo masculino con tejlido testicular y epididimo, mientras los seis freemartins de Saba ef .al. (1975),
presentaban caracteristicas anatomiicas que indicaban un tipo femenino.

Cabe'seﬁa[_ar que el efecto androgénico que se presenta en la ternera de partoe mdliiple
heterosexual, no ocurre en otras especies de mamifero_s (v. gr., humano, mono, cabkallo), en donde
~se ha reportado quimerismo hematopoyético (XX/XY), mas no la condiciéon freemartin. Tal es el
caso del mono titi en el cual los gemelos dicigéticos se producen invariablemente y ocurre
intercambio de células sanguineas entre ellos, pero el desarrollo del sexo es normal
Probablemente la placenta del titl tiene habilidad para convertir ia androstenediona-4-C14 {hormona

masculina) a estrona (hormona inactivada), mientras la placenta bovina no realiza esta conversion
(Hafez, 1978).
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TRACTO REPRQDUCTOR DEL FREEMARTIN

En el freemartin los genitales externos preferentemente son femeninos en apariencia y el grado de
afeccion de los genitales internos es muy variado, es caracteristica la hipoplasia gonadal, represién
de los derivados de los conductos de Muller, masculinizacion de fas génadas y estimulacién de los
derivados de los conductos de Wolf (6-10). Ei desarrollo de las caracteristicas masculinas en los
freemartins, cuando se presenta, ocurre después que en un macho normal. Los ovarios y los
conductos de Muller son afectados al mismo tiempo, 49 a 52 dias de gestacioén, pero esto no es asi
para las estructuras de Wolff (Kastli y Hall, 1978; Wilkes et al., 1984).

Los genitales externos de una becerra freematin casi son normales. La vulva generalmente es mas
pequefia que la de las vaquillas normales y una borla de pelos puede surgir de la comisura vulvar
inferior. El clitoris es largo y puede protuir. Los pezones son rudimentarios. Los genitales internos
generalmente son caracterizados por' hipoplasia gonadal, represién de los derivados de los
conductos de Miller y sobredesarrollo de los derivados del sistema de Woiff. La vagina es mas
corta que en las vaquillas normales y ciega cranealmente. El cérvix suele estar ausente. El
desarrollo del atero puede variar grandemente de ausencia total a una fongitud normal de los
cuernos uterings, aunque éstos usualmente estan representados sélo por una estrecha banda de

tejido. Los vasos deferentes y las vesiculas seminales pueden estar presentes (Kastli y Hall, 1978,
Long. 1990).

Las génadas estan preséntes en el sitio normal de los ovarios. Algunas veces una, principalmente
la izquierda, puede descender el canal inguinal (Arthur, 1859), pero carece de las caracteristicas de
ovario y muestra diferenciacion hacia testiculo, esta transformacién varia de un grado pequeiio
(gonadas pequefias sin epididimo y la region del cordon sexual pobremente organizada) a un medio
grado en el cual las génadas son mas largas, la region del cordon sexual bien organizada y en las
conexiones existen los cordones sexuales, el rete y el epididimo, en el mayor grado de
transformacion las génadas estaran conectadas a los tubos del rete, y éstos a los conductos
deferentes. El epididimo aigunas veces es normal (Wilkes ef af., 1984).

Los freemartin usualmente tienen una vagina corta y de terminacién clega, el cérvix esta ausente y
pueden faltar varias partes del Gtero. Habitualmente hay dos pequefias vesicuias. Las gonadas son
pequefias y generaimente estan situadas eh la posicién del ovario, sin embargo, algunas veces
pueden estar establecidas cerca de la parte interna del anillo inguinal y en estos casos la gbénada

puede estar formada por tejido testicular hipoplasico con tUbulos seminiferos estériles (Harvey,
1976, Long, 1980).

Hare (1976), reporté sindrome de freemartin en un ternero Holstein de aproximadamenie 1 afio de

edad. El individuo presentaba genitales externos parecidos a los de un freemartin pero se
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desconocian sus antecedentes. Tras el sacrificio del animal se encontraron testiculos cercanos al
anillo inguinal externo, epididimos, conductos deferentes, vesiculas seminales y un pene
subdesarrollado enroscado subcutaneamente en el peritoneo y terminando en una fosa profunda a
nivel del arco isquiatico. No se encontré evidencia de conductos de Muller ni de vagina. El estudio
histopétolégico no reveld signos de espermatogénesis, en tanio que el epididimo vy las vesiculas
seminales fueron aparentemente normales pero sin espermatozoides formados, Los analisis

cromosoémicos revelaron células XY en sangre, mientras que en fibroblastos de testiculo y vesicula
seminal el cariotipo fue 60,XX /61 XX+c.

Guanti y Mincla (1978), describieron, en un estudio citdgenético de un grupo de bovinos gemelos
heterosexuales, un caso de transiocacion Robertsoniana 1/29 y quimerismo, con 57% de células
59, XX y 63% de 60,XY en un bovino Pardo Suizo de 7 meses de edad, con una conformacién
normal masculina, perc un poco mas pequefio en tamafio comparado con el promedio de su edad.

El animal desde muy joven mostrd un comportamiento agresivo y en la examinacion postmortem
no reveld malformaciones macroscopicas internas.

Wilkes et af. (1980), diagnosticaron citogenéticamente freemartinismo en 19 becerras de un total de
46 compradas para crianza, encontrando en el estudio macroscdpico, una con grganos genifales
femeninos y un ovario funcional conteniendo un cuerpo |Uteo, todos los demas casos poseian tracto
reproductivo con estructuras masculinas y femeninas con un grado de masculinizacion
considerablemente variado. Citogenéticamente el rango de quimerismo fue muy amplio con 2% a
96% células XY en leucocitos de sangre periférica y de 8% a 96% células XY en médula 6sea. De
41 cultivos celulares de diferentes organos, 8 de éstos mostraron gquimerismo cromosémico sexual

en un nivel del 2.5% o menos, de los cuales 5 fueron procedentes de bazo, 2 de génada y 1 de
pulmaén.

" Edwards et al. (1994), reportarén atresia uretral con uroperitoneo en un bovino freemartin cogemelo
de un macho normal producidos por la cruza Charolais x Brangus. El animal fue donado para la
necropsia a los 4 dias de edad. Poseia una abertura uretral semejante a un orificio uretral
posicionadd a 20 cm abajo del ano y posterior a los pezones, ademas de un pliegue cutaneo
parecido a un saco escrotal primitivo abajo de cada canal inguinal. Los testiculos no fueron
palpables, sin embargo, en el canal inguinal se encontraron éstos de tamario pequefio (0.6 x 0.5 x
0.3 ¢m), con cordones seminiferos forrados de células semejantes a las de Sertoli pero carentes de
epitelio germinal y con epididimo. Los epididimos, ampulas y vesiculas seminales estaban
hipoplasicos. El examen cromosémico de linfocitos y fibroblastos de piel reveld: 181 células XXy 19
XY, y 200 células XX y cero XY, respectivamente.
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EL MACHO QUIMERICO (XX/XY)

El quimerismo XX/XY ha sido reportado en tejido testicular fetal de bovinos machos cogemelos de
una hembra (Ohno et al., 1962, Teplitz et al., 1967, Ford y Evans, 1977), pero no ha sido
confirmado por otros investigadores (Goodfellow et af., 1965; Dun et al., 1968; Short ef al., 1959;
Kieffer y Sorensen, 1971; Vigier ef al., 1973). '

A diferencia de las freemartins, las cuales son estériles y tienen un amplio grade de diferencias de
virilizaciéon del tracto reproductivo, los toros quiméricos muestran un ancho rango de desempefio
reproductivo, pero muy poca variacion del tracto reproductivo (Dunn, 1979).

Betancourt et al. (1974}, en un estudio citogenético de 363 toros usados para inseminacion artificial
{IA) en tres provincias de Cuba, encontraron una fusidn céntrica y un caso de gquimerismo sexual. El
semental quimérico pertenecio a la raza South Devon con un porcentaje de 61.7% XY y 38.3% XX,
siendo de parte Unico. La calidad de semen de este toro fue inferior a la del resto de toros usados
en |IA de la misma raza y de las mismas condiciones de manejo (motilidad 43.53 £ 16.91 vs. 80.90 +
13.96 y densidad 58.14 + 18.47 vs. 83.55 £ 11.53). Asimismo, se compard el porcentaje de
fertilidad de este toro con dos de la misma raza y con un Holstein-Friesian donde se observo un
porcentaje de prefiez inferior tras la primera 1A (25.40%, 36.0%, 54.54%, y 52.80%,
respectivamente). Al final del estudio se detectd una hipoplasia bilateral en el toro quimerico, por lo
gque probablemente la disminucién de la fertilidad puede estar en relacién con su quimerismo.

Dunn et al. (1979), sefialan que existe una marcada reduccion de la condicion reproductiva en
muchos toros cogemelos de freemartins, basandose en un estudio que realizaron en 12 toros
guiméricos (11 Holstein-Friesian y 1 Ayrshire) nacidos de parto gemelar heterosexual y un toro
quimérico Guernsey registrado como nacido de parto Unico, comparado con 128 controles de la
misma edad y raza agrupados en unidades control de 3-22 toros, en un centro de |A, concluyeron
que; ' '

« Hay un 58% de oportunidad de que un toro quimérico sea elegido por pobre desempefio
reproductiva en los primeros 10 afios de su vida, comparado con €l 5% para un toro no
quimerico.

* No hay asociacion entre el porcentaje de células XX recibidas por el toro quimérico, y su

condicion reproductiva. Un toro con 77% XX fue superior en produccion espermatica y fertilidad

a un toro con 5% de células XX, y la mas pobre calidad de semen fue producida por un toro con

13% de células XX y uno con 80% XX, mientras que la fertilidad de toros con propbrciones

celulares del 24% XX, 77% XX, y 85% XX, fue esencialmente igual.

Todos los toros tenian grados variables de degeneracion testicular como fue mostrado por los

tubulos deficientes en células germinales. Los toros con buen desempefio reproductivo tenian
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solamente pocas areas focales y pequefias de t0bulos seminiferos deficientes en células

germinales, mientras que los toros con pobre actuacidn reproductiva tenian areas focales de
degeneracion testicular mas largas y numerosas.

La eliminacion de ceélulas XX en testiculos de toros quiméricos XX/XY fue descrita por Weiss y
Hoffmann (1969). La presencia de este tipo de células fue reportada en guimeras artificiales de

ratén, en etapa fetal, por McLaren (1972), quien mencioné que no hay observacién de meiosis XX
en este tipo de ratones en estado adulto.

Fejér y Kovacs (1980), realizaron en diferentes granjas un estudio de la proporcién del sexo de
terneros hijos de cuatro foros quiméricos XX/XY (3 Holstein-Friesian y 1 Simmental), y de cuatro
toros controles, cromosdmicamente normales {de las razas y edades respectivas), en el cual de un
total de 4,138 partos del grupo de quiméricos, 48.6% fueron hembras (51.4% machos); vy en &l

grupo control de 3,566 partos, 48.7% terneras (51.3% terneros), por o tanto la desviacion
encontrada de - 0.1% no fue significativa.

Lojda y Polacék {1984), examinaron [a proporcion del sexo en la descendencia de tres toros.

gquiméricos utilizados para IA. En uno de estos individuos el estudio citogenético de sangre y
médula 6sea reveld 23% células con cromosomas XY y 73% con complemento XX, en tanto que la
proporcidn del sexg en 885 descendientes de este individuo fue de 59% hembras : 41% machos.
En los descendientes de los otros dos toros quiméricos no se encontraron diferencias en la
proporcion del sexo. El toro con wvariacidn en la proporcion del sexo de la descendencia fue
responsable para predisposicion de un defecto hereditario (cérvix uterino doble) por lo que

eventualmente se concluyd que otro mecanismo quiza estaria involucrado en este fenomeno.

Upadhyay y Zamboni (1982), con base en un estudio que realizaron en células germinales
ectépicas en el ratdn albino suizo, consideraron que la diferenciacién potencial de las células

germinates de mamifero es predominantemente femenina y es una propiedad auténoma que estas
células aparentemente pierden en el tejido testicular.

Rejduch ef al. (2000), reportaron quimerismo XY/XX en células germinales (espermatogonias)
mediante fluorescencia en hibridacion in sifu (FISH) en dos de tres toros de parto gemelar
heterosexual, raza Polaca Negra y Blanca de 12-15 meses de edad, debido al intercambio de
celulas germinales en etapa embrionaria. Sin embargo, no encontraron indicadores de que
espermatogonias fueran capaces de entrar en el proceso de diferenciacion celular. El quimerismo
hematopoyético (XY/XX) fue corroborado en los tres animales del estudio.
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SINDROME FREEMARTIN EN OTRAS ESPECIES

El sindrome freemartin también ocurre en ofras especies como la cabra, la oveja, el cerdo, el
venado rojo y el camerc de las rocosas, pero en estas especies la incidencia es mucho mas baja
gue en el bovino, esto refleja indudablemente la baja incidencia de anastomosis vascular
placentaria en estas especies, en tanto que el quimerismo XX/XY es comin en caballos pero no
esta asociado con esterilidad. El fenémeno de freemartin también ocurre en pollos gemelos de
diferente sexo, de huevos de doble yema, pero en este casc es el macho quien resulta afectado,
pbr lo que llama la atencion gue tanto en mamiferos como en aves el sexo afectado es el
homogamético. El quimerismo hematopoyético también es asociado con concepciones gemelares

en monos y raramente en el humano (Basrur y Kanagawa, 1971; Stewart-Scott et al,, 1990; Kenny '
etal., 1992).

Cabra

Los partos muitiples son comunes en ilas cabras, pero no lo es la anastomosis vascular u ocurre
después del periodo critico de diferenciacion sexual. Los estudios indican que aproximadamente el
6% de los intersexos caprinos pueden ser freemarting (Smith y Dunn, 1981).

BonDurant (1980), reportd una cabra acorne raza la Mancha Americana, de 18 meses de edad,
nacida con dos machos, la cual fue examinada por anestro. Presentd una vulva mas pequefia
comparada con las de sus compafieras de parto. Sus génadas no pudieron ser palpadas
subcutaneamente. En la laparotomia exploratoria la porcidn tubular y gonadal del tracto
reproductivo no pudieron ser vistas. En el estudio citogenético de un total de 30 metafases con 60
cromosomas 12 fueron XX y 18 XY. Probablemente se tratd dg un caso de freemartinismo, pero

lamentablemente no fue posible obtener un cariotipo de tejido no hematopoyético para su.
corroboracion.

Smith y Dunn {1981), reportaron un cabrito intersexo de la raza Nubia de 4 meses de edad, nacido
de parto cuadruple. Tenia el pelo cervical erecto tipico de macho caprino, ademas del clitoris
‘elongado. En cada ladc de la regidn inguinal fue palpado un tejido de 1 cm de diametro abajo de la
piel. El estudio histopatologico reveld la presencia de testiculos y epididimo inmaduros, tubos
seminiferos con aparentes células de Serfoli, y ausencia de ¢élulas germinales. Citogenéticamente
se analizaron 57 metafases de celulas sanguineas (50 células, 80 XY y siete células 80 XX), se

realizaron cultivos de fibroblastos de piei y gonada, analizando 50 células de cada tejido, todas
fueron B0,XX.

Bongso ef al. (1982), reportaron una cabra con intersexualidad en un parto cuadruple, ascciada a la
condicion cromosémica XX/XY. El intersexo presentaba cuernocs, barba, crin y balido de macho,

giandulas mamarias vestigiales, genitales externos de hembra, clitoris peniforme elongado y una
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distancia ancgenital de 2.5 cm. Exudaba un punzante olor a macho, presenté celo cada 21 dias y
durante el estro montaba hembras en celo. El estudio anatomopatoldgico reveld ovotestis en el lado
derecho, cuyo tejido testicular esférico (1.0 cm) estaba adjunto a un ovario bien desarrollado (1.5
cmy) con-un foliculo prominente y en el lado izquierdo un testiculo esférico (1.0 cm) con remanentes
de epididimo. Presenté segmentos de cuernos uterinos ciegos, cérvix, vagina, vulvé y un clitoris de
2 cm con glandulas peneanas en su terminacién distal, pero ausencia de oviductos.
Histologicamente ambos testiculos mostraron tabulos hipoplasicos con células de Sertoli, de Leydig
y espermatogonias. El estroma ovérico consistia de gruesc tejido conectivo y estaban presentes
dos foliculos de Graff maduros con pocos foliculos primarios y un cocito. El analisis cromosémico
reveld poblaciones celulares 60 XX/XY en sangre, médula osea y piel.

Ovefa

Dain {1971), estudio 161 partos de gemelos heterosexuales con el propésito de determinar la

frecuencia de quimerismo hematopoyético en la oveja. Séle en dos (1.2%) se encontraron
productos quiméricos. '

Wilkes et al. (1878), reportaron un caso de freemartinismo en una oveja de 16 meses de edad en a
raza Dorset con cuernoé, el individuo fue producto de una concepcion de triates. Posela genitales
externos femeninos con un clitoris elongado, y genitales internos masculinos con testiculos
inguinales con tObulos seminiferos principalmente inactivos con dos capas de células con
aparentes espermatogonias y células de Sertoli. El epididimo, conductos deferentes y vesiculas
seminales estaban. presentes. No se encontraron restos uterinos pero si la porcion caudal de la
vagina. El analisis cromosomico de Ieucacitoé reveld, un cariotipo 54 XX/54 XY, mie_njcras el de
fibroblastos de génadas, rificnes, piel, pulmén y bazo, fue 54, XX. En el dtero, la posicién uterina del
freemartin fue anterior y en el cuerno derecho junto con un feto macha momificado que ocupaba la

parte posterior, en tanto que otro macho que sobrevivié ocupaba el cuerno izquierdo y mostrd un
cariotipo 54, XY.

Long (1980), en un estudio que comprendid 276 ovejas, divididas en grupos de 25 para ser
apareadas por monta natural e investigar la mortalidad embrionaria; encontré 3 ovejas con anestro,
en las cuales se observd cierto grado de desarrollo de los conductos de Wolff e inhibicion de los
conductos de MUller tipica de la condicion freemartin. Las tres ovejas aparentemente tenian una
vulva normal sin clitoris elongado. En el estudio citogenético de células sanguineas se encontrd un

cariotipo 54 XX/54XY en cada animal. Se pudo realizar cultivo de fibroblastos de piel de dos
animales encontrando un cariotipo 54 XX.

Smith et al. (2000), estudiaron en diferentes razas 23 ovejas que presentaban falla reproductiva o |
algunas caracteristicas: asociadas con freemartinismo. Encontraron 21 ovejas con esta
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intersexualidad mediante el analisis citogenético a través del quimerismo hematopoyético (XX/XY).
Las dos ovejas restantes fueron identificadas como pseudohermafroditas masculinos 54,XX.

Cerdo

McFeely et al. (1967), realizaron analisis cromosémico en cerdos intersexos caracterizados por
vulva y vagina pero con fracto reproductivo de macho, revelando una relacién de células 90 (XX) :
10 (XY}, los testiculos fueron localizados en la posi‘cién normal. A la necropsia observaron una
vagina ciega y una estructura semejante a un clitoris.

Voat (1982), réporté un cerdo Hampshire intersexo con quimerismo hematopoyético, 45 (94%)
células XX y tres (6%) XY, con una estructura semejante a una vulva situada en la posicion
correspondiente al pene y una vagina estrecha. El cuerpo y cuernos uterinos estaban presentes y
aparentemente normales, la génada derecha evidentemente fue un ovario funcional, e inclusc el
animal habia presentado calor en dos ccasiones, ademas de observar numerosos cuerpos liteos y
cuerpos albicans, unicamente en este lado tenfa un oviducto aparentemente normal. La gonada
izquierda era una masa gruesa de tejido, no propiamente un ovario o un testiculo. -

Villagémez (1984), encontrd un complemento cromosémico de 2n= 38 XX/38XY (67.14% XX y
42.28% XY), en una cerda importada de Canada, producto de la cruza Landrace x York, con 7
meses en la granja y 13 meses de edad, |a cual no presentaba estros y tenia genitales infantiles.

Thomsen y Poulsen (1993), aislaron DNA de tejido gonadal {ovotestis) de cinco cerdos intersexos
para analizar la presencia de los marcadores ZFY y DYZ1 (fragmento especifico del macho porcing,
asignado a la heterocromatina de Yq). Los animales tenian caracteristicas externas de hembras
normales, excepto por un clitoris elongado; los tractos genitales contenia un Gtero normal, vagina y
estructuras vestibulares de apariencia juvenil. En cuatro casos no se detectaron secuencias
especificas del macho, mientras un individuo exhibié por Southern blot una banda con la sonda ZFY
del humano y mostrd un producto especifico del macho con PCR con oligonucledtidos iniciadores

DYZ1, indicando un posible estado quimérico XX/XY en tejido gonadal. Desafortunadamente no se
pudo obtener el cariotipo de estos individuos.

Caballo

Bouters y Vandeplassche {1972), examinaron la placenta de 51 gestaciones gemelares en yeguas
observando anastomosis vascular en el 50% de los casos. El quimerismo cromosdmico sexual y el
analisis de grupos sanguineos verifico las observaciones macroscopicas, sin embargo,
aparentemente en ninguno de los casos las génadas ni el tracto genital fueron ancrmales. Estos
investigadores reportaron § yeguas quimeéricas nacidas cogemelas con un macho, las cuales

exhibieron ciclos ovularorios normales, fres de éstas parieron un potrillo normal. Fue sugerido que
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probablemente la anastomosis vascular ccurrié después de un periodo critico para la induccion de
anormalidades sexuales.

Aves

Lutz y Lutz-Ostertag (1959), repertaron 14 casos de freemartinismo en el gallo doméstico (Gallus
gallus), estos fueron observados de 16 pares de embriones heterosexuales de mas de 500 huevos
de dobie yema. Los conductos de Miller de los embriones hembras tenlan regresion parcial y no
comunicaban con la cloaca, las génadas de los embriones machos exhibieron feminizacion. Owen
(1965), también observd quimerismo cromosomico ZZ/ZW en dos machos de pares hete'rosexuales
de embriones de pollo en huevos de doble yema.

Una caracteristica del desarrollo gonadal fetal en mamiferos es que en el testiculo es mas
avanzado que en el ovario en fetos de la misma edad. Por contraste, las hormona‘s producidas por
los ovarios de embriones en las aves juegan un importante papel en el desarrollo del fenctipo
femenino y en embriones de pollo de siete 0 mas dias de incubacién, el crecimiento del ovario
excede al del testiculo (Mitbwoch, 1988; Mittwoch y Burgess, 1991).

Bafalo

Deeb y Omar (1980), mediante un estudio anatomopatolégico, reportarén freemartinismo en un feto
de bufalo egipcio colectado de la sala de matanza. También colectaron al cogemelo, a una hembra
y a un macho de edades similares para su posterior comparacion. El freemartin presentd inhibicién
" del desarrollo de los conductos de Muller, consistentes en una vagina relativamente mas pequefa,
presencia de un Utero hipoplasico y ausencia de conductos uterinos. Ademas, se observé un clitoris

un poco prominente. Por otra parte, las génadas fueron. mas pequefias que en el animal control, y
presentaron pcobre diferenciacion de los cordones sexuales.

Ciervo

Stewart et al. (1990), analizaron siete hembras y un macho de ciervos rojos (Cervus elaphus L.),
concebidos después de tratamientos hormonales con progesterona y gonadotropina - sérica de
yegua prefiada (PMSG), de los cuales dos hembras y un macho cogemelo fueron quiméricos con

cariotipo 68,XX/68 XY (no estuvo disponible el otro macho cogemele). A la examinacion fisica las
dos freemartin mostraron una vagina ciega.

Sysay Kaluzinski (1984), estudiaron citogenéticamente dos hembras de venado corzo {Capreolus
capreolus), productos de gestaciones mdultiples, las cuales mostraron un cariotipo de hembra
normal (70,XX). Esta especie de venado tiene una frecuencia de gemelaridad de alrededor del
82%. Para mantener ia alta fertilidad de esta especie, ha sido sugerido que ciertos mecanismos

biolégicos han evolucionado de manera que la anastomosis vascular y e! intercambio de células
sanguineas entre fetos es limitado o evitado.
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El ciervo rojo en contraste con el ciervo corzo, presenta una frecuencia muy baja de partos
gemelares, menor al 1.5%, vy tal vez no ha evolucionado un mecanismo que impida el intercambio
de células sanguineas entre fetos del ciervo rojo (Stewart et al., 1990).

Carnero

Kenny et al. (1992), reportaron el sindrome de freemartin en dos carneros de las rocosas (Ovis
canadensis) mantenidos en cautiverio. Un individuo no tenia antecedentes de proceder de parto
gemelar, posela genitales externos femeninos y cuando alcanzd la madurez desarrolld una
cornamenta masculina. Durante la estacién de apareamiento &ste se comporté como un carnero en
competencia, daba coces, olfateaba los genitales de otras ovejas y ocasionalmente topaba con otro
carnerc. En el estudio citogenético reveld un cariotipo 54,XX/54 XY. Los niveles de testosterona
fueron de 3.820 ng/ml en el individuo freemartin, mientras 4.830 ng/mi en un carnero normal y
0.057 ng/ml en una hembra control. En el examen histolégico de la génada, realizado a partir de
una biopsia, se identifico tejido testicular fibrotico atréfie. El segundo individuo, cogemelo de un
cordero, presentd un clitoris elongado v en el 5° mes de edad desarrollo cuernos similares a los de
los machos. El anédlisis cromosémico reveld un cariotipo 54,XX/54 XY. A la palpacién se
identificaron. dos masas oblongas en la regién inguinal que tras la muerte de este animal se
determinaron como testiculos inmaduros y no hubo evidencia de tracto reproductor femenino.
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TECNICAS DE DIAGNOSTICO DEL SINDROME FREEMARTIN EN BOVINOS

Las técnicas basicas tradicionalmente empleadas para el diagnéstico del sindrome freemartin han
sido: la examinacion clinica; la prueba de tolerancia de homoinjerto; la prueba de tipos sanguineos;
y el analisis citogenético. Sin embargo, actualmente la técnica de PCR nos ofrece una herramienta
atil paré el diagnostico preciso y oportuno de esta entidad intersexual del bovino (Setiabudi, 1993).

ExXAMEN CLINICO

En el freemartin hay algunos signos clinicos especialmente concernientes a los 6rganos genitales,
sin embargo, algunas veces la apariencia de los érganos genitales externos de la ternera recién
nacida es relativamente normal. Las becerras freemartins 2 menudo son mas pequefias porque son
gemelas, pero robustas por la influencia de la {estosterona del macho cogemelo, sin embargo,
estas no son caracteristicas diagnosticas consistentes (Long, 1890).

El diagnostico puede realizarse por examinacién en vaquillas de aproximadamente 1 afio de edad,
pudiéndose establecer el marcado arresto en el desarrollo de la vagina, cérvix, Gtero y goénadas. En
los animales mas jovenes donde es imposible la examinacion rectal, se debe insertar un tubo-
prueba lubricado de %2 a % pulgada via vaginal. Kastli {1979), observé que en vaquillas de 3 - 6
semanas de edad la longitud de la vagina en las freemartins era de 7.4 + 2.5 cm. En ternéras
normales de la misma edad esta longitud fue de 14 + 2.8 cm. En upa vaca [a longitud normal de la
vagina es de 30 cm, mientras en una freemartin sélo de 8 - 10 cm y la examinacién rectal
confirmara la ausencia de cérvix. Algunas veces fa freemartin presenta elongacion dei clitoris y una

borla de pelos en la comisura inferior de la vulva, caracteristicas inconsistentes no muy confiables
(Van Haeringen y Van Nieuwenhuizen, 1980; Long, 1990).

PRUEBA DE TOLERANCIA A HOMOINJERTO Y ANALISIS DE GRUPOS SANGUINEOS

Durante el desarrollo embrionario las células precursoras de las células hematopoyéticas migran a
la médula ésea via sanguinea. Si la anastomosis vascular toma lugar en gemelos, éstos tendran
una mezcla de células sanguineas, fenomeno conocido como quimerismo hematopoyético. En el
caso de partos gemelares heterosexuales en el bovino, este quimerismo permite el diagnostico del
posible freemanini§mo de la hembra, ya que ambos terneros presentaran los mismos antigenos de
superficie y por lo tanto seran altamente tolerantes al transplante de piel del cogemelo. Sin
embargo, ia prueba de tolerancia de homainjerto es cbmpl‘tcada y el macho cogemelo no siempre
esta disponible, por lo que una prueha de laboratorio es necesaria (Kraay et al., 1978, Long, 1990).
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Dadd que en la anastomosis vascular entre gemelos dicigdticos, ambos tendran dos poblaciones de
eritrocitos con diferente juego de antigenos de superficie. Esto puede ser detectado por prueba de
hemdlisis usando una serie de reaclives de grupos sanguineos especificos, Una suspension de
células mostrara s6lo hemodlisis parcial para un reactivo, con el cual cada uno deberia normalmente
completar hemdlisis o no tener reaccion para un ternero nacido Unico. Con anastomosis vascular
ios determinantes antigénibos de los grupos sanguineos de las células rojas de ambos terneros
estan presenies en cada uno de los gemelos. La prueba es una combinacion de técnicas de
hemdélisis y absorcidén. Sin embarge, los mejores resultados son obtenidos cuando son conocidos

los grupos sanguineos del padre y de la madre y son usados un nimero maximo de reactivos
{Spooner, 1981; Long, 1990).

_ ANALISIS CITOGENETICO

Aunque el estudio de tipos sanguineos habia sido usado como diagndstico de rutina del freemartin,
fue reemplazade por el andlisis citogenético para la identificacicn de los cromosomas sexuales,
pues en todo caso de intersexualidad y malformaciones de los 6rganos genitales, debe ser
considerando en primera instancia un diagnostico citogenético (Rieck, 1984),

En el método citogenético para el diagndstico de freemartinismo se observa ia posible condicion
guimeérica (XX/XY) en cualguiera de los gemelos heterosexuales, sin embargo, lo recomendable es
muestrear a ambos gemelos ya que el porcentaje de células tiende a ser similar en ambos, es
decir, cuando la hembra tiene casi enteramente células XX, el macho estard muy similar en su
proporcién de células con complemento cromosémico XY. Estadisticamente 90 células XX tienen

que ser contadas antes de gue uno pueda estar 99% seguro de que no hay células XY presentes
en la hembra en un nivel del 5% (Harvey, 1975; Long, 1990).

_ANALISIS MOLECULAR (PCR)

Recientemente la invencién de la técnica de “Reaccién en Cadena de la Polimerasa” (PCR) y el uso
de secuencias especificas de DNA del cromosoma Y, constituyen un significativo avance en la

deteccion de freernartins, en especial cuando la ternera tiene pocas células con 'complemento
cromosdmico XY (White et al.,, 1989; Setiabudi, 1993). -

Setiabudi (1993}, mediante la técnica de PCR y el analisis citogenético, diagndstico el sindrome
freemartin en nueve terneras nacidas con un ternerc macho, mostrando con la técnica de PCR una
banda especifica de macho de 307 pb, y en el andlisis citogenético entre 26% y 81% de células con
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cromosomas XY. Los signos de las terneras no mostraron depender mucho con respecto al
parcentaje de células XX/XY. '

QOlsaker et al. (1993), diagnosticaron el sindrome freemartin en tres animales con el método de
PCR, utllizando un oligonucledtido iniciador (primer) derivado de la secuencia repetitiva BRY .4a
especifica del cromosoma Y del bovino, el cual da origen a un producto de 489 pb. Asimisino,
estimaron el limite inferior para |la deteccion de células XY, mediante la dilucién de sangre de toro
en sangre de novilla, previamente a la prueba de PCR, determinando que pueden ser detectados

productos especificos del cromosoma Y en muestras que contienen tan poco como 0.1% de células
XY si el primer BRY.4a es usado solo.

Ennis ef al. (1999}, diagnosticaron freemartinismo en 20 vaquillas con el método de PCR, utilizando
tres pares de primers (BOVS7M, BRY.1 y AMX/Y) especificos del cromosoma Y del bovino.
Asimismo, estimaron el limite méas bajo para la deteccion de células XY, mediante la diiucién de
sangre de toro en sangre de novilla, previamente a la prueba de PCR, determinando que pueden
ser detectados productos especificos del cromosoma Y en un rango de dilucion de 100% a 0.05%,

en tanto que enfre una dilucidn de 0.05% a 0.01% las bandas fueron més débiles particularmente
con los loci AMXSY y BOVI7M.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los factores que alteran los mecanismos de la diferenciacion sexual son multiples y su estudio
clinico, anatémico, citogenético y molecular estd permitiendo una mejor comprension de la
diferenciacion sexual normal y sus anormalidades (Salamanca 1292).

Aunque el principal foco de interés en el estudio de la diferenciacion sexual, ha sido la especie
humana, muchos aspectos del proceso han sido mejor estudiados en otras especies (Wilson et al.
1981). Diferentes investigaciones han tenido como “parte central de estudio e! fendmeno de

freemartin desde 1779 recibiendo la atencién de embriélogos, anatomistas, inmundlogos,
citogenetistas y Ultimamente de bidlogos moleculares.

JUSTIFICACION

El estudio de la intersexualidad en mamiferos domésticos es importante porque puede contribuir al
conocimiento de los mecanismos implicados en la diferenciacion sexual (McFeely ef al. 1967). El
presénte trabajo pretende estudiar el sindrome freemartin en bovinos, a través del diagndstico
citogenético y molecular, el analisis atomopatolégico del tracto reproductor, y el andlisis molecular
en tejido gonadal de fréeemartins con hermafroditismo verdadero o pseudohermafroditismo
masculino, para contribuir al posible entendimiento de esta anormalidad sexual, ya que su

manifestacion no es plenamente conocida, ademas de ser una entidad patolégica muy heterogénea
entre individuos. '

HIPOTESIS

La presencia de- células masculinas observadas en casos de freemartinismo, en el bovino
doméstico (Bos taurus), pudiera no solamente involucrar células sanguineas {(quimerismo
hematopoyético) sino también la constitucion del tejido gonadal de dichos animales intersexos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificacion molecular de células masculinas en tejido gonadal de bovinos citogenética y
molecularmente diagnosticados como freemartins que anatomopatologicamente evidencien
hermafroditismo verdadero o pseudohermafroditismo masculino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. UHilizar el analisis citoge'nético como método clinico en el diagndstico de animales freemartin, a

través del quimerismo hematopoyéfico, utilizando la presencia de los cromosomas sexuales
como marcadores.

2. Optimizar Ia temperatura de la etapa de alineacion del ciclo de PCR para oligonucledtidos
iniciadores de los genes Zfx y Zfy del bovino doméstico.

3. Utilizar el analisis molecular como métoda clinico en el diagnostico de animales freemartin, a

través del guimerismo hematopoyético, utilizando oligonucledtidos iniciadores. para el
cromosoma 'Y del bovino.

4. Analizar anatomopatoldgicamente el fracto reproductor de los animales diagnosticados como

freemartin, enfatizando en la estructura histolégica del tejido gonadal (ovarico y/o testicular)
presente.

5, Aplicar e analisis molecular en los individues freemartin que histolégicamente evidencien la
presencia de tejido testicular en una o en ambas de sus génadas, para identificar la posible
presencia de quimerismo en celulas de este tejido, mediante Ia técnica de PCR.
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MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 22 bovinos (Bos faurus) que tenian el antecedente de proceder de partos
multiples heterosexuales (Cuadro 3). Se procedié con la historia clinica de cada individuo y después
del examen respectivo, se realizo la toma de muestras sanguineas por puncién en la vena yugular

con aguja vacutainer y tubos al vacio de 5 ml con heparina (14 U) o EDTA para el analisis
citogenético y molecular, respectivamente.

Cultivo de linfocitos

Los cultivos de linfocitos de sangre periférica fueron realizados en condiciones de esterilidad bajo
campana de flujo laminar y acorde a la técnica de Moorhead ef al, (1960), con algunas
modificaciones: aproximadamente 0.5 ml de células sanguineas sedimentadas, fueron agregadas
en tubos de cultivo que contenian 8 mi de medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma®), 10% a 20% de
suero fetal de ternero (Gibco® o de plasma autslogo, 0.3 ml_ de fitchemaglutinina (Sigma®) y
antibidticos (24.69 Ul de penicilina, mas 24.69 ug de estreptomicina por ml de medfo de cultivo). Se
incubaron cerca de 72 horas a una temperatura de 37°C a 38°C. Para la cosecha de las células se
adiciond colchicina (Sigma‘f’) al medio de cultive (100 pg/ml) por 30 minutos, posteriormente las
célutas se incubaron por 20 minutos a 37°C - 38°C en una solucién hipotbnica de 0.075 M de KCI,
subsecuentemente se fijaron en solucién Carnoy (metanol:acido acético en proporcion 3 a 1), y se
extendieron en portacbjetos previamente desengrasados (Crossler y Clarke, 1962; Smith et af., 1976).

Andlisis citogenético

Las preparaciones cromosodmicas fueron tratadas con tincion de giemsa al 5% en solucion
amortiguadora de fosfatos. Se obtuvieron impresiones fotograficas tomadas al microscopio de luz
bajo objetivo de inmersion. El analisis cromosomico se empleo para el diagnéstico de animales
freemartin, a través del quimerismp hematopoyético, iltilizando la presencia de los cromosomas
sexuales como marcadores. Para la identificacion de los cromosomas sexuales se consideraron las
recomendaciones de la Primera Conferencia Internacional para la Estandarizacién de Cariotipos en
Animales Domésticos (Ford ef al., 1880). Se pretendié analizar un total de 100 metafases para cada
caso individual, determinando la proporcion del complemento cromosdmico sexual de las células.

Extraccion de DNA de células sanguineas

El DN’A gendmico fue obtenido a partir de muestras de sangre completa de fodos los animales
estudiados siguiendo profocolos estandares. Cada muestra de sangre (5 ml) se fomé en tubos
vacutainer conteniendo EDTA, posteriormente en el laboratorio 100 ul de sangre fueron tratados
con 900 pl de buffer A (sacarcsa, 0.32 M; Tris HCI, 10 mi; pH 7.6; Mg Cl, , 5 mM; Triton X - 100,
1%), hasta lograr un boton celular blanco. A continuacion se incubd la muestra por una hora a 50°C
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en una solfucion de Proteinasa K (8 mg/ml) en buffer D (KCI, 50mM; Tris HC), 10 mM; MgCly,

2.5mM; NP-40, 0.455 Tween 20, 0.45%). La proteinasa K se inactivé incubando la muestra a 90°C
durante 10 minutos (Kawasaki, 1990).

Anélisis anatomopatologico

Para el estudio anatomopatologico, después del sacrificio de los animales, se recolectd su tracto
reproductivo, los cuales subsecuentemente fueron fotografiados, diseccionados y preservados en
solucion fijadora de Bouin o formalina al 10% para su posterior estudio histopatologico. Los

especimenes fueron procesados bajo técnicas estandar de histologia con inclusidn en parafina y
tincidn con hematoxilina y eosina.

En ‘los individuos con presencia de tejido testicular en una o en ambas de sus génadas
(pseudohermafroditismo masculing) se utilizé la técnica de PCR con DNA extraido a partir de tejido
incluido en parafina (Wrigth_ y Manos, 1990) con el fin de identificar ia posible presencia de
quimerismo en células de este tejido utilizando primers especificos para el cromosoma Y bovino y
el analisis de fragmentos de restriccién de longitud polimorfica (RFLP).

Extraccién de DNA de tejidb incluido en parafina

En los individuos diagnosticados como freemartin que anatomopatoldgicamente evidenciaron tejido
testicular en sus gonadas (pseudchermafroditismo masculino), se obtuvo DNA a partir de tejido
testicular montado en bloques de parafina, acorde a la técnica de Wright v Manos (1990). la
parafina fue removida a-partir de pequefias secciones del bloque (4 — 5 um} y colocados en tubos
eppendorf de 1.5 ml, para posteriormente agregar 1 ml'de n-octano (Sigma®), mezclar durante 30
minutos y centrifugar por 5 minutos a 14,000 rpm para eliminar el n-octano en el sohrenadante.

Posteriormente se adiciond 0.5 ml de etanol absoluto (Aldrich®), se mezclaron y subsecuentemente
fueron centrifugadds a 10 000 rpm durante 20 minutos para descartar el etanol. A continuacion las
muestras fueron secadas en centrifuga de vacio hasta evaporar ¢l etanol por completo. Daspués se
agregaron dos gdtas de acetona a cada tubo dejandolos destapados por 12 heras a 37°C en
blogues térmicos para eliminar la acetona mediante evaporacion.

Subsecuentemente se agregaron 100 pl de buffer de digestion conteniendo 20 pg de proteinasa K y

se incubaron a 37 °C por 12 horas. Para la inactivacion de la proteinasa K los tubos fueron
colocados a 95 °C durante 10 minutos.
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Anélisfs molecular (PCR-RFLP)

+ Ampilificacion de DNA genémico (PCR)

De acuerdo a los datos de secuencia de DNA para los genes del Zfx y Zfy (Ashworth, ef al., 1989),
se seleccionaron dos oligonucledtidos iniciadores {P1-5EZ; 5°-ATA ATC ACA TGG AGA GCA ACA
AGC T- 3". P3-3EZ: 5'-GAG CCT CTT TGG TAT CTG AGA AAG T- 3" ) para seguir un protocolo
estandar (Bredbacka y Peippo, 1992), donde 100ng de DNA fuercn amplificados en una reaccidn

de 100 pl, conteniendo 100 pmol de cada iniciador, 200uM de dNTPs, y 2.5 U de enzima Tag
polimerasa (Gibco®).

Los ciclos de amplificacion se realizaron en un termeciclador (Master-Gradient, Eppendorft®;

Alemania), con 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos; alineamiento a 54°C, 50
segundos y polimerizacion a 72°C par 60 segundaos.

Primeramente 15 ul del producto de reaccion de la PCR fueron evaluados por electroforesis en gel

de agarosa al 3% (Gibco® ultrapura) tefiido con bromuro de etidio en buffer TBE '1x, para
determinar el tamafo del segmento amplificado.

« Analisis de Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica (RFLP)

Para el analisis de RFLP’s se tomaron 15 pl del producto de reaccion de PCR y fueron digeridos
por 3 horas con 10 unidades de la enzima de restriccion Pst 1 (Gibco®). Posteriormente fueron
analizados en electroforesis en gel de agarosa al 3% (Gibco® ultrapura) tefiido con bromuro de

etidio en buffer TBE 1x, subsecuentemente las bandas fueron observadas y fotografiadas bajo luz
UV en un sistema de documentacion de geles (UVP®).
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RESULTADOS

El andlisis citogenético permitid determinar el numero cromosdmico e identificar los cromosomas
sexuales (Figura 8a-b) en 16 de los 22 animales estudiados. Observandose en seis de los 13
animales definidos como freemartin, en los cuales se analizaron 100 metafases, una variacion en
€l grado de quimerismo cromosémico sexual desde 29% hasta 100% de células con complemento
cromosomico 80,XY.
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Figura 8a-b. Microfotografia de células en metafase mostrando diferente complemento
cromosémico sexual correspondientes a una temera freemartin, Notese la presencia de
cromosomas XX (figura a) y XY (figura b}, Objetivo 100 X.
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La temperatura éptima de alineacion de los oligonucleodtidos iniciadores (primers) pudo ser
determinada mediante el "programa PCR gradiente” en un termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf®). En la siguiente imagen (Figura 9) se observan 12 muestras que contienen DNA del
mismo animal (bovino macho control) las cuales fueron amplificadas con diferente temperafura (°C)
de alineacién de acuerdo al programa del equipo, Se observa el amplioc margen de temperatura de
alineacién para los primers P1-5EZ y P3-3EZ (Figura 9, carriles 1 — 8). Con base en estos
experimentos se consideraron 54°C como temperatura éptima de alineacion para el diagnéstico de
los animales del estudio (Figura 9, carril 4).

51.0 51.3 525 54

Figura 9. Electroforesis en agarosa de DNA bovino amplificado por PCR para determinar la temperatura
6ptima de alineacion de los primers (P1-5EZ y P3-3EZ), mediante el programa PCR gradiente en termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf®. Carriles 1 — 12, muestras de DNA de acuerdo a las diferentes
temperaturas (°C) de alineaci6n del programa,
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El analisis molecular (PCR-RFLP) permitié la amplificacion de fragmentos de DNA gendémico de

447 pares de bases correspondientes a los genes Zfy y Zfx de los 22 animales en estudio, asi

como de los animales controles. Los fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP)

produjeron patrones de bandeo especifico para bovino macho {447, 344 y 103 pb), para bovino
hembra (447 pb) y para bovinos quiméricos (freemartin, 447, 344 y 103 pb) (Figuras 10-13).
Excepcionalmente en el animal No. 22 el patrdn de corrimiento electroforético reveld Unicamente

un patrén de bandeo especifico para el cromosoma X del bovino (Figura 13, carril 7).

Regién amplificada del gen Zfx del Bovino

aca accacctgga gagccacaag cttaccagea aggeggagaa
ggecattgaa tgegatgagt geggaaagea titctcteat getgggactt
tgtitacica taaaatggtg cataaggaaa aaggagetaa caaaatgcac
aaatgtaaat tctgtgaata cgagacaget gaacaaggpt tactgaateg
ccacclttig geggtocata geaagaactt tectcatata tgegtegagt
gtggtaaagg tittegicat ccatcagage tcaaaaagea catgegaate
catactggeg agaagecgta ceagtgecag tactgegaat taggteege
agactcttct ancttgaaaa cgeatgtaaa aactaageat agtaaagaga
tgccattcaa gtgtgacatt tgtettctga ctttcteaga taccaaagag
gtce

Simhologia:

Nepritas = Regiones homologas de los cligonueledtidos iniciadores

cepeag = Sitio diferente al del gen Zfy (ctgeag) en sélo una base (¢ por t),
por tanto, no reconocimiento de enzima de restriccion Pse 1

Region amplificada del gen Zfy del Bovine

atggagagee acaagettac cageaagicg gagaaggceca tigaatgiga
tgagtgcgea aageatttct cecatgetpg goctttgttc actcacaaaa
tggtecataa ggaaaaagga gecagoaaaa tgcataaatg taaattetgt
gagtatgaga cagctgaact aggpgttatta aatcgecacc tittggeagpt
ccacageaag aactttcctc atatatgtgt agagtgtgget anagpttitc
gtcacccatce agagetcaaa aageacatge gaatceatac tgpagagaaa
gaagacgeat gtgaaaacia ageatagiaa agaaatgict ttcaagtgte
acatttgtct tetgacttic teagatacca aagaagtge

Simbologia:
Negritas = Regicnes homologas de los ofigonucledtides iniciadores
ctgeag = Sitio de reconocimiento de enzima de restriceion Pst |

Figura 10. Regiones amplificadas de los genes Zfy y Zfx del bovino doméstico (Bos faurus). Modificado
de Sudou, S.; Sai, A, (1999); Kap, C.-H.; Tai, C.; y Shiue, Y.-L. (2001),

103 phb

344 pb

447 pb

Figura 11. Representacion esquematica de electroforesis de DNA bovino con amplificacién de
un fragmente de los genes Zfy y Zfx por PCR y digerido con 1a enzima de restriccidn Pst 1.
carril 1, macho contral; carril 2, hembra control; carril 3, animal intersexo (freemartin}.
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Figura 12. Electroforesis en agarosa de DNA bovino amplificadoe por PCR y sin digr]r (447 pb). Cariil 1,
marcador molecular (50 pb Life Technologies®), carril 2, macho control; carril 3, hembra control, carril 4,
machao quimérico; carriles 5 a 9, hembras freemartins; carril 10, muestra sin DNA.

Figura 13. Electroforesis en agarosa de DNA bovino amplificado por PCR y digerido con la enzima de
restriccion Pst I. Carril 1, marcador molecular (50 pb Life Technologies®, carril 2, macho control: carril 3,

hembra control; carril 4, macho quimérico; carriles 5 a 8, hembras freemartings; carril 10, muestra sin DNA.

Las bandas de 103 pb correspondientes a uno de los productos de digestion del gen Zfy fueron débiles vy
no son visibles en la figura pero si en el gel.
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Los primeros cogemelos heterosexuales estudiades (animales No. 1 y No. 2) fueron de la raza
Holstein-Friesian, éstos no mostraron anormalidades externas aparentes de la diferenciacion
sexual a la edad de aproximadamente cuatro meses. El andlisis citogenético y molecular revels la
presencia de quimerismo hematopoyético. De 100 células analizadas en cada individuo, la ternera,
individuo No. 1, mostré 52% de células 60,XX y 48% 60,XY, mientras que en el ternero, animal 2,
23% de las células fueron 60,XX y 77% 60,XY. El analisis molecular practicado a estos gemelos
heterosexuales corrobord el quimerismo hematopoyético a través de la amplificacién y patrones de
restricion para los genes Zfy/Zfx del bovino {(Figura 13).

En los animales identificados como No. 3 y No. 4, productos de la cruza Holstein-Friesian x
Simmental, de aproximadamente tres meses de edad, se obhservé un sexo fenotipico masculino
aparentemente bien definido en el animal No. 4, mientras que el cogemelo presenté aparentes
anormalidades de la diferenciacion sexual, que consistieron en un prepucic no bien diferenciado
con orificio prepucial funcional, localizado en la regién de las glandulas mamarias hipoplésicas
(Figura 14). Este prepucio contenia una estructura peneana de implantacién posterior y ventral al
ano. El orificio uretral se localizaba a 43 cm del ano y estaba flanqueado por dos pliegues cutaneos
gue representaban las bolsas escrotales no bien diferenciadas (Figura 14). A |la palpacién de estos
pliegues se evidencié una aparente criptorquidia. De un total de 100 células analizadas en este
intersexo, se encontrd un complemento cromosémico 80,XX/60,XY; 7% mostrando un
complemento cromosomico 60.XX y 93% 60,XY; en tanto que en su cogemelo, de 45 células
analizadas, tres (6.7%) fueron 60, XX y el resto (93.3%) 60,XY (Cuadro 3).

Figura 14. Vista de clbito dorsal de la regidn pélvica del freemartin animal No. 3 de
aproximadamente 1 afio de edad. Orificio prepucial (flecha obscura) flanqueado por dos
pliegues cutdneos que representan desarrollo de bolsas escrotales (flechas claras). Los
pezanes (puntas de flechas) de las glandulas mamarias hipoplasicas son similares a los
de un macho normal de esa edad.
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Aproximadamente al afic y medio de edad, el freemartin animal No. 3 presenté una conformacion

fisica y un comportamiento sexual (libido) masculinos (Figura 15) pudiendo incluso utilizarse como

celador.

Figura 15. Comparacion de la conformacién fisica de dos freemartin de aproximadamente 1% afios de edad. La freemartin No. 3
(izquierda) presentd una conformacion fisica masculina y anatomopatologicamente fue clasificada como pseudohermafrodita
masculino, en tanto gue el intersexo No. 12 (derecha) presentd una conformacién fisica tipica de un freemartin y un tracto
reproductor sumamente hipoplasico sin gdnadas aparentes,

El estudio anatomopatoldégico de este freemartin demostré la presencia de dos gonadas
intraabdominales con apariencia de testiculos hipoplasicos y ¢con un conducto con una semejanza
epididimal (Figura 16), asi como aparentes conductos deferentes, ampulas del conducto |
deferente, vesiculas seminales, prostata y un pene hipoplasico (Figura 17). Las gdnadas
pesaron 15 g cada una y en ambas se observé Unicamente la presencia de tejido testicular con
thbulos seminiferos hipoplasicos carentes de células germinales, algunos de forma irregular y otros
obliterados, asi como evidentes células de Sertoli y de Leydig (Figura 18). Histoldgicamente fueron
identificados el tejido eréctil y el conducto uretral de un pene subdesarrollado.

Figura 16. Génadas hipoplasicas de apariencia testicular del freemartin caso No. 3:
D = gbnada derecha; | = génada izquierda. Estas gdnadas estaban localizadas
en las bolsas escrotales hipoplasicas y pesaron 15 g cada una.
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Figura 17. Vista lateral del pene hipoplésico del freemartin animal No. 3: MB = musculo
bulboesponjoso; MR = musculos retractores del pene; P = prepucio.

Figura 18. Microfotografia del corte histoldgico de la génada derecha del freemartin
caso No. 3. Se observa hipoplasia de tibulos seminiferos (flechas), ademas de células
de Sertoli y células de Leydig. El = espacio intersticial;, TA = tunica albuginea.
H&E. X100

El analisis molecular {(PCR-RFLP) demostré la presencia de quimerismo hematopoyético en esta
pareja de gemelos heterosexuales. Asimismo, al andlisis molecular realizado en el tejido gonadal
del animal No. 3 gue evidencid pseudohermafroditismo masculino, demostrd la presencia de
guimerismao en células de este tejido (Figura 18).
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Figura 19. Electroferesis en agar de DNA de tejido gonadal de bovino amplificado por PCR vy digerido con Pst |, Carril 1,
marcador molecular (50 pb Life Technologies®), carril 2, macho control; carril 3, hembra control; carriles 4 - 10 vy 12, tejido
gonadal de freemartin; carril 11, muestra sin DNA. Las bandas de 103 pb correspondientes a uno de los productes de
digestion del gen Zfy fueron débiles y no son visibles en la figura pero si en el gel.

Otros dos cogemelos (animales No. 5 y No. 6) de raza Holstein-Friesian, no presentaron
anormalidades sexuales externas congénitas aparentes. El andlisis citogenético y molecular que
se practicé aproximadamente a los 15 dlas de edad de los terneros, demostré, en la ternera 5, la
presencia de quimerismo hematopoyético con dos lineas celulares; de las 44 metafases
observadas, 21 (47.72%) mostraron un complemento cromosomico 60,XX y 23 (52.27%) fueron
60,XY. De la muestra del cogemelo, animal 6, sélo se pudieron analizar tres metafases siendo su
complemento cromosémico 60,XY. No fue posible realizar el estudio anatomopatoldgico de estos
terneros debido a que el propietario del hato los vendié prontamente. E! estudic molecular (PCR-
RFLP) también permitié evidenciar quimerismo hematopoyético para estos gemelos, asl como
diagnosticar la condicién freemartin para el gemelo No. 5.

Se estudiaron dos animales de aproximadamente dos afios de edad (No. 7 y No. 8}, productos de
un parto de triates en la raza Pardo Suizo Americano. De acuerdo con el veterinaric asesor del
establo, el tercer animal era un macho que en el momento del estudio ya habia sido sacrificado. Ei
animal No. 8 a la palpacion transrectal presenté un tracto reproducter femenino y de acuerdo con
su récord habia presentado celos regulares, en los cuales recibid servicio por monta natural o
inseminacién artificial (lA), sin lograr procrear. En el estudio citogenético se observd un
complemento cromeosdmico 60,XX en 100 metafases analizadas. Después del sacrificio, la vaquilla
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mostré un fracto reproductor con conductos aparentemente normales, gonadas a primera vista
funcionales con foliculos en desarrollo y un cuerpo liteo en la génada derecha (Figura 20). En los
cortes histoldgicos de la gonada derecha se observaron escasos foliculos primordiales y foliculos
primarios (Figura 21), ademas de un cuerpo ldteo, un cuerpo albo y quistes foliculares. En la
gonada izquierda se contemplaron foliculos primordiales, foliculos primarios (Figura 22), células de
fa granulosa y células tecales (Figura 23), ademés de un cuerpo albo y un otro liteo {(Figura 24).

Figura 20. Diseccion de! tracto reproductor de fa vaquilla caso No. 8. D = ovario derecho;
| = Qvario izquierdo. Nétese el foliculo de Graaf en la gonada derecha {flecha).

Figura 21. Microfotografia del corte histologico del ovario derecho de la vaquilla caso No. 8,
Se observan foliculos primordiales sin evidencia de dvulo en su interior {flechas). H & E. X 40.
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Figura 22. Microfotografia del corte histoldgico del ovario izquierdo de la vaquilla
caso No. 8. Se ohservan foliculos primarios (flechas). H & E. X 400.

Figura 23. Microfotografia del corte histologico del ovario izquierdo de la vaquilla caso
No. 8. Se observa un foliculo en desarrollo. CG = células de la granulosa;
CT = células tecales. H & E. X 40.
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Figura 24. Microfotografia del corte histolégico del ovario izquierda de la vaquilla caso No. 8.
Se observa parte del drea correspondiente a un cuerpo liteo (flecha grande) y a un cuerpo
albo (flecha pequefia). H & E. X 40.

El animal No. 7 representd a un intersexo con apariencia externa fipica de un freemartin; mostraba
una vulva con un clitoris hipertréfico y una borla de pelos en la comisura vulvar inferior. Sin
embargo, reveld un cariotipo 60,XY en 100 células observadas. El tracto reproductor de este
individuo no pudo cobtenerse completo en la sala de matanza, pero si sus génadas, en las cuales
macroscépicamente se contemplé una aspecto testicular con un aparente epididimo, se
observaron pesocs de 6.7 g para la génada derecha y de 5.0 g para la izquierda. En secciones
histoldgicas la gdnada derecha presentd tdbulos seminiferos hipoplasicos carentes de células
germinales y algunos con calcificacién distrofica intraluminal. Sin embargo, en la génada izquierda
se evidenciaron algunos tibulos seminiferos bien delineados, células germinales con apariencia de
espermatogenias y tlbulos seminiferos obliterados. Los estudios histolégicos de ambos epididimos
dermostraron ausencia de células germinales, lo que aparentemente demuestra el arresto de
maduracion de células germinales en la gonada izquierda. Ademas fueron identificadas células
somaticas masculinas en ambas génadas.

El animal No. 9 constituyd una vaquilla Holstein-Friesian, nacida de parto gemelar con un macho,
aunque este Uimo no estuvo disponible para ei estudio. De acuerdo con el médico veterinario
encargado del hato, la vaquilla nunca presentd celos; ademas, a la palpacion fransrectal
presentaba una vagina cranealmente ciega y ausencia, de cérvix. El estudio citogenético y
molecular corroboréd el diagndstico clinico de sindrome freemartin mediante la presencia de un
cariotipo 60,XX/60XY y RFLP propios de un freemartin. De 44 metafases observadas 6 (13.63%)
fueron XX y 38 (86.36%) XY.
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El animal No. 10, una vaca adulta raza Holstein-Friesian, nacidé de parto dicigético con un macho
que no estuvo disponible para el estudio. Esta vaca tenia siete afios de edad en el momento del
estudio. De acuerdo con el propietario del hato y con el registro reproductivo del animal, esta vaca
habla parido tres terneros machos, dos medianie monta natural y uno por inseminacion artificial
{1A), su Uitimo parto se registré a la edad de 5 afios. Ademas esta vaca habia tenido una buena
produccién lactea. En sl estudio citogenético se encontrd un complemento cromosémico
60,XX/80,XY. De 100 células analizadas, 99% mostraron un complemento cromosdmico 60,XX y
1% mostré complemento aparentemente 60,XY (Figura 25). Sin embrégo, el analisis molecular
mostré RFLP inherentes a un bovino hembra,
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Figura 25. Microfotografia de células en mefafase mostrando complemento cromosémico sexual
60,XY, correspondiente al animal No. 10. Objetive 100 X,

El animal No. 11 fue una vaquilla de la raza Holstein Freisan, nacida de parto dicigético con un
macho, el cual muri6 momentos después del nacimiento. En el momento del estudio Ia vaquilla
tenia 2 afos de edad y mostraba una apariencia externa fipica de algunos freemartin, esto es, una
vulva con un clitoris hipertréfico y una borla de pelos. De acuerdo con el médico veterinario
encargado del hato, ésta nunca presentd celos. Tras el sacrificio del animal se observé un tracto
reproductor hipoplasico al igual que sus dos pequefias gonadas de apariencia ovarica. En el
estudio citogenético se encontré un complemento cromosémico 60,XX/60XY. De 10 células
analizadas, se observaron complementos 60.XX y 60XY en siete y fires metafases,
respectivamente. Molecularmente se corroboré el estado intersexual a través de RFLP propios de
la condicién freemartin.
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El animal No. 12 fue una vaquilla de la raza Holstein Freisan, nacida de parto dicigdtico
heterosexual, cuyo ternero murié el dia de su nacimiento. En el momento del estudio la vaquilla
tenia 1 ¥ arfios de edad y no habia presentado celos, segln el médico veterinario responsable del
hato y los registros del mismo. Este individuo también mositrd una apariencia externa tipica de
algunos freemartin, es decir, labios vulvares con un clitoris hipertréfico y una borla de pelos. En el
momento del sacrificic del animal se observd un tracto reproductor marcadamente hipoplasico sin
gonadas aparentes. En el estudio citogenético se encontrd un complemento cromosdmico
60,XX/60,XY. De 10 células analizadas, se observaron complementos 60,XX y 60,XY en seis y
cuatro metafases, respectivamente. El anélisis molecular corrobord gue se trataba de un caso de
sindrome freemartin.

Los animales No. 13 y No. 14 fueron dos temeros de la raza Holstein Freisan, nacidos de parto
dicigdtico heterosexual, que no presentaron anormalidades sexuales externas congénitas
aparentes. El andlisis citogenético que se practicéd aproximadamente a los 10 dias de edad,
maostrd, en la ternera individuo No. 13, la presencia de guimerismo hematopoyético con dos lineas
celulares; de las 100 metafases observadas 37% mostraron un complemento cromosomice 60,XX
y 83% fueron 80.XY. En el cogemelo, individuo No. 14, de 100 metafases observadas 56% fueron
XX y 44% XY. El estudio molecular demostré el fenémeno de quimerismo hematopoyético en
ambos gemelos.

El animal No. 15 fue una ternera de la raza Holstein Freisan, nacida de parto gemelar
heterosexual, cuyo ternero murié el dfa del parto. En el momento del estudio la ternera tenia 8
dias. Este animal mostré una apariencia externa tipica de una ternera normal de su edad. En el
analisis citogenético se encontré un complemento cromosémico 80 XX/60,XY. De 100 células
analizadas, se observaron complementos 60,XX y 60, XY en 71 y 29 metafases, respectivamente.
El analisis molecular corrobord el estado intersexual a través de RFLP inherentes a la condicién
freemartin de! bovino.

Los animales identificados como No. 16 y No. 17, fueron productos de parto dicigotico heterosexual
de la cruza Holstein-Friesian x Pardo Suizo Americano, el estudio se realizé el dia del nacimiento
tomando la muestra sanguinea del macho vivo y del cadaver de la hembra que muric en el
momento del parto. De un total de 100 células analizadas en el ternero, se encontré un
complemento cromosémico 60,XX/60.XY; 14% mostraron un complemento cromosémico 60,XX y
86% 60,XY; en tanto que el andlisis molecular (PCR-RFLP) practicado a la ternera demostro la
presencia fragmentos tanto del cromosoma Y como del X, propios de un intersexo freemartin.

Los bovinos No. 18 y No. 19, fueron dos terneros producto de parto dicigético heterosexual de ia
cruza Holstein-Friesian x Pardo Suizo Americano, los cuales no mostraron anormalidades externas
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aparentes de la diferenciacidn sexual en el momento del estudio el cual se realizo el primer dia del
nacimiento de los terneros. El analisis molecular (PCR-RFLP) practicado a los temeros demostré la
presencia fragmentos tanto del cromosoma Y comc del X en ambos individuos (guimerismo
hematopoyético), propios de una anastomosis placentaria que generalmente conlleva a un estado
de intersexualidad (freemartin) a la ternera concebida en una gestacion multiple heterosexual.

Los animales identificados como No. 20 y No. 21, fueron dos terneros producto de parto gemelar
heterosexual de la raza Pardo Suizo Americano, 10§ cuales no mostraron anormalidades externas
aparentes de la diferenciacion sexual en el momenio det estudio el cual fue realizado a los 8 dias
dia de edad de los terneros. El analisis molecular {PCR-RFLP) practicado a estos gemelos permitid
inferir la condicion de freemartin para la ternera a través de la identificacion de la presencia de
fragmentos de los cromosomas sexuales (X/Y) en ambos individuos (quimerismo hematopoyético).

El animal No. 22 constituydé una vaquilla de dos afios de edad de la raza Pardo Suizo Americano,
nacida de parto dicigético heterosexual con un macho, el cual no estuvo disponible para el estudic.
De acuerdo con el médico veterinario encargado del hate, la vaquilla nunca presentd celos; En el
momento del estudio la vaquilla mostré una apariencia externa tipica de algunos freemartin, es
decir, una vulva con un clitoris hipertréfico y una borla de pelos en la comisura inferior. En el
analisis molecular (PCR-RFLP} no fue posible identificar secuencias especificas del cromosoma Y,
es decir, el patrén del corrimiento electroforético mostré Unicamente bandas especificas para el
cromosoma X del bovino (Figura 13, carril 7).
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Cuadro 3. Diagnostice, constitucion cromosdmica y proporcion de lineas celulares (XX : XY)
en los animales de parto multiple heterosexual estudiados.

No. de| Tipo de Raza No. de Sexo Cariotipo Células Método de Diagnéstico
parto | parto animal | fenotipico* XX : XY Diagnostico
1 Hembra | 80XX/B0XY | XX= 52 : XY= 48| Citogenético Freemartin
| Gemelar| Holstein-Friesian {n=100) ¥
2 Macho B0 XXBOXY | XX=23: XY=77 Molecular
(n= 100}
3 Intersexo | 60 XX/BOXY | XX=7 : XY=93 | Citogenético Freemartin
Holstein-Friesian/ (n=100)
Il |Gemelar Simmental y
4 Macho B0, XX/B0XY | XX=3 . XY=42 Molecular
{n= 45)
5 Hembra |60XX/60XY [XX=21:& XY=23| Citogenético Freemartin
Il |Gemelar| Holstein-Friesian (n= 44) ¥
B Macho B0 XX/BOXY [ XY=3{(n=23} Molecular
7 Intersexo 60 XY XY=100 Clinico, Freemartin
- {n=100) . .
v Triple Pardo Sulzo Citogentico
Americano ¥
8 Hembra 60,XX XX=100 Malecular
: {n=100)
V  |Gemelar| Holstein-Friesian 9 Intersexo | B0,XX/BOXY | XX=6: XY= 38 | Citogenético Freemartin
{n= 44} y
Molecular
VI |Gemelar] Holstein-Friesian 10 Hembra | 60,XX/60XY | XX=99: XY= 1 | Citogenético | GQuimerismo
{n= 100} Hematopoyético
VIl | Gemelar| Holstein-Friesian 1 Intersexo | 60,XX/GOXY | XX=7:XY=3 | Citogenético Freemartin
(n=10) y
Molecular
Vill | Gemelar| Holstein-Friasian 12 Intersexa | 60,XX/B0XY | XX=6:XY=4 ! Citogenético Freemartin
(n=10) y
Molecular
13 Hembra |60,XX/B0XY |XX=37: XY=83| Citogenético Freemartin
IX |Gemelar| Holstein-Friesian (n=100) y
14 Macho B0, XX/60XY |XX= 56 . XY= 44| Molecular
{n=100)
X | Gemelar| Holstein-Friesian 15 Hembra [ 80,XX/BOXY | XX= 71 : XY= 29| Citogenético Freemartin
(n=100) ¥
: Molecular
Xl  [Gemelar| Holstein-Friesian/ i6 Hembra **Citogenético] Freemartin
‘ Pardo Suizo .
Americano y
17 Macho B80,XX/BOXY [ XX= 14 : XY= 86| Molecular
{n=100)
Xil |Gemelar| Holstein-Friesian/ 18 Hembra Freemartin
Pardo Suizo Molecular
Americano
19 Macho
Xl |Gemelar Pardo Suizo 20 Hembra Freemartin
Americanc Molecular
21 Macho
XV |Gemetar| Pardo Suizo 22 Hembra Clinico Freemartin
Americano
Molecular

*

momento del estudio.
** Diagnéstico inferido del analisis citogenético practicado al macho cogemelo.

El sexo fenotipico de los individuos se refiere a las caracteristicas anatémicas de los érganos reproductores externos al
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DISCUSION

El sindrome freemartin es la entidad intersexual mas frecuente en el ganado bovino doméstico,
estimandose en 92% en los partos gemelares heterosexuales, sin embargo, pueden presentarse
en partos muitiples de dos o mas productos, si por lo menos un individuo macho estd presente
(Marcum, 1974). Tal como en el parto de triates estudiado en este frabajo (Cuadro 3).

La variacién en el grado de masculinizacion en el freemartinismo es particularmente importante en
relacion al diagndstico, pues una proporcion de freemartins puede poseer un tracto reproductivo

muy similar a aquellos de las vaquillas normales y, en éstos, la exploracién clinica no seria un
metodo preciso de deteccion.

Dado el alto porcentaie de freemartinismo en las concepciones multiples heterosexuales, y que
ademas un freemartin usualmente es estéril y no tiene valor como productor lechero, en el ganado
de aptitud lechera se requiere un diagnostico preciso que rebase los problemas de las
metodologias clasicas como el imprecisc diagnéstico clinico y las limitantes del estudio de tipos
sanguineos. La técnica de PCR-RFLP nos ofrece, ademas de precisién, un diagndstico oportuno
{6 h) comparado con el analisis citogenético (72 h). Sin embargo, ocasionalmente puede ocurrir
que en algunas freemartin los cromosomas propios (XX) tiendan a incrementar, mientras los del
sexo opuesto (XY) tiendan a decrecer o posiblemente desaparecer en nimerg conforme avanza su
edad (Lojda y Polacek, 1984). Tal puede ser el caso del freemartin identificado como animal 22 el
cual mostré Unicamente un genotipo femenino (Zfx, 44_7 pb). De ahi la importancia de suplementar

el diagnéstico con evaluaciones clinicas que nos conduzcan a una mejor designacion del probable
fenémeno presente.

El diagnostico molecular ofrece otras ventajas comparado con el diagnéstico citogenético, la
técnica de PCR solo se requiere un volumen pequefio de sangre, las muestras gque han sido
conservadas por varios dias en refrigeracion y aun estando contaminadas con microorganismos,
dan resultados exactos, ademas de que si no hay tubos disponiblés con anticoagulante, las gotas

de sangre pueden ser preparadas y amplificadas posteriormente (White et al., 1889; Setiabudi,
1993). ‘

Los analisis moleculares (PCR-RFLP) realizados a partir de DNA aislado de células sanguineas y
el uso de los oligonucledtidos iniciadores P1-5EZ y P3-3EZ (Bredbacka y Peippo, 1992), nos
_ permitieron identificar, en 12 de las 14 hembras procedentes de partos multiples heterosexuales,
un patrén electroforético igual al abtenido para la muestra del bovino macho control, es decir, Zfx,

447 pb; Zfy, 344 y 103 pb, lo que nos permite inferir la condicién de quimerismb hematopoyético
(XX/XY) propia de los freemartin.
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Siendo tan alta la frecuencia de freemartinismo en los partos multiples heterosexuales del bovino y
tan baja en otras especies domésticas como caprinos (~ 1%), ovinos (~ 1.2%), cerdos y animales
silvestres (v. gr., venado rojo, carhero de las rocosas, efc.), probablemente existan ciertos
mecanismos biollégicos diferentes entre especies mondtocas y politocas, y aun dentro de las
monotocas, que han evolucionadb de manera que la anastomosis vascular y el intercambio de

células y sustancias entre fetos es limitado o evitado (Wilkes et al., 1980; Stewart-Scott etf al,
1990).

Como el freemartin originalmente es una hembra genética con cariotipo 60,XX, la presencia de
células de macho (XY) en circulacion, es caracteristica diagnostica. Sin embargo, en este estudio
en el animal 7, con fenotipo externo de un tipice freemartin y procedente de un parto miltiple
heterosexual de triates, se chservo un porcentaje de células XY muy desviado (100%). E! animal
compafiero disponible de éste, fue una vaquilla estéril con cariotipo 60,XX (en 100 metafases
analizadas) y tracto reproductor femenino con un ovario funcional, per lo que en este caso se
obtuvo DNA para la posterior identificacion de secuencias especificas del cromosoma Y mediante
la técnica de PCR, obteniéndose RFLP de genotipo XX (Zfx, 447 pb). Lamentablemente no se
dispuso del tercer individuo para complementar el estudio del fenémeno ocurrido, el cual, segun el
Médico Veterinario responsable del establo, fue un macho, motivo por el cual se puede considerar

gue posiblemente se establecié una anastomosis vascular entre el freemartin (animal 7) y el macho
no disponible.

El analisis anatomopatolagico y citogenético del freemartin 7, puede ser comparado con un informe
similar. Hare (1976), reporté un freemartin con testlculos, conductos deferentes, vesiculas
seminales, un pene subdesarrollado y sin evidentes conductos de Mbller, ni vagina, con cariotipo
60,XY en 60 linfocitos analizados y 60,XX / 61,XX+¢ en fibroblastos. Respecto a la presencia de
tubulos seminiferos con aparentes espermatogonias y células de Sertoli en la gonada izquierda,
Wilkes ef al. (1978), reportaron un caso de freematinismo en una oveja con estos hallazgos
gdnadales, mas calcificacién distréfica similar a la de la génada derecha del freemartin animal 7.

En los freemartins los casos extremos de masculinizacién de las génadas pueden formar-tejido
testicular, aunque la espermatogénesis no es aparente. Tales fueron los animales 3 y 7 que
presentaron pseudohermafrodifismo masculinc con conductos de semejanza epididimal y aparentes
conductos deferentes. Por otro lado, en el grado mener de masculinizacidn pueden desarrollar ambos
" tejidos en las gonadas, testicular y ovarico, e incluso solamente inhibir el desarrollo del tracto
reproductor {Wilkes et al., 1980), tal fue el caso de los animales 11 y 12, los cuarles presentaron un

tracto reproductor hipoplasico con dos pequefias génadas de apariencia ovarica en uno de los
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animales (animal 11) y en el otro. (animal 12) sin gonadas aparentes, teniendo en su lugar, dos
pequefias masas de apariencia fibrotica.

Aparentemente cuando el grado de masculinizacién del freemartin es muy extenso, el desarrollo de
tejido testicular produce cantidades suficientes de hormona masculina para causar comportamiento
sexual masculinc y desarrollo de algunas de las caracteristicas sexuales secundarias, ya que la
produccién de testosterona por ias células de Leydig continua en el testiculo no descendido, tal

puede ser el caso del freemartin animal 3 que ademéas de detectar hembras en celo desarroilo
conformacion fisica masculina.

Se postula que en los freemartins la masculinizacion activa de los conductos internos y externos muy
probablemente depende enteramente de la cantidad de tejido testicular activo formado durante el
proceso de reversion sexual (Haseltine y Ohno, 1981). Desaforfunadamente, en estos cuatro
freemartin estudiados hasta su sacrificio, no se obtuvieron los perfiles hormonales de los intersexos
con tejido testicular (animales 3, y 7), ni de las freemartins con hipoplasia del tracto reproductor
{animales 1'1 y 12}, lo que sin duda parmitiria una mejor comprension del fendémeno involucrado.

Ahora bien, quizd el macho cogemelo del freemartin, se limite a mascuiinizar las génadas del
freemartin, y esto seria en turng, responsable de la regresion de los conductos de-Muller propios; lo
cual es fundamentado en algunos estudios como el de Vigier ef al. (1981), en el que tracto
reproductivo castrado, de ratas de 14.5 dias de edad fetal expuesto a tejido gonadal indiferenciado
de freemartin dé 62 dias de geétacién {bicensayo de actividad Malleriana), causo incompleta
regresion Mulleriana. Asi pues, la presencia de actividad anti-Millleriana en la génada indiferenciada
de un freemartin de 62 dias de edad, sugiere posibilidades mas excitantes. El encuentro de que el
desarroilo de [a funcion anti-MUlleriana puede preceder a la formacion de los tubos seminiferos, no es
enteramente inesperada, pues Tran et al. (1977}, ya habian reportado actividad anti-Mulleriana en
gonadas indiferenciadas de fetos porcinos 38, XY de 27 dias de edad.

La fase critica para la adquisicion de la actividad anti-Milleriana por la génada freemartin
probablemente esté entre los 45 y 52 dias de gestacién, ya que la interrupcién de la anatomosis
vascular placentaria entre gemelos heterosexuales antes de los 45 dias de gestacién, previene la
regresitn de los conductos de Muller y la atrofia ovarica en la hembra, pero esto no confirma que Ia
misma sustancia este involucrada en ambos efectos (Vigier et al., 1983, Vigier ef al., 1984).

De esta manera, la aparicion de fa actividad anti-Milleriana en el tiempo de la formacion de los
tubulos seminiferos en la gonada freemartin podria concebirse que coniribuye a la regresion
terminal de los conductos de Maller en el freemartin, pero no para su iniciacién en el dia 52. La

misma restriccion se aplica para la biosintesis del andrégeno. Ademas, Vigier ef al. {1984),
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observaron en freemartins de una edad sobre los 90 dias, una correlacién positiva entre la presencia

de tibulos seminiferos y la actividad anti-MGileriana. Las génadas que principalmente revelaron tejido
fibroso y rete tubos, no inhibieron ios conductos Millerianos de rata. '

Como mostraron Jost ef al. (1972), la desfeminizacion del tracto genital del freemartin ocurre en
dos estadios separados. El primer estadio de los 50 a 90 dias de gestacion es esencialmente una
inhibicién, marcada por el arresto del ovario en crecimiento y la regresion de los conductos de
Muller. La masculinizacion de las gonadas y del tracto genital (desarrolio de tibulos seminiferos y
estimulacion de derivados de Wolff) ocurre posteriormente, después de los 90 dias de gestacién.

Existen muy pocos reportes de vacas fértiles cogemeias con un macho y con quimerismo de los
cromosomas sexuales, Eldridge y Blazar (1977), y Smith et al., (1977). En este estudio se identifico

una vaca (animal No. 10) con quimerismo hematopoyético con 89% células XX y 1% celulas XY,
madre de tres terneros.

Es posible que la anastomosis va‘sc:ular y el consecuente paso de células sanguineas, entre los
gemelos heterosexuales bovinos, conlleve a un quimerismo hematopoyético, mas no resuite
invariablemente en la esterilidad de la ternera, ya que la futura génada femenina puede ser sensible al
efecto de virilizacion solo por un periodo relativamente corto durante la gestacién, y en algunas
ocasiones la anastomosis de las membranas fetales pudiera ocurrir después de [a migracién de las
células germinales y probablemente después de un periodo critico de diferenciacién del ovario fetal
(Smith et al,, 1977). Para este caso se realizarcn estudios moleculares (PCR-RFLP} para identificar el
genotipo sexual, obteniéndose un patrén electroforético propio de una hembra (Zfx, 447 phb).

No se puede estar completamente seguro que al encontrar 100% de células con complemento
cromosomico 60,XX (en sangre periférica) de terneras nacidas con un rhacho. la hembra no es un
freemartin, ya qu'é podrialinterpretarse gue con la anastomosis vascular la mezcla XX/XY no
siempre se establece. Tal podria ser el caso del animal No. 22, en el cual a pesar de tratarse de
una vaquilla procedente de parto gemelar heterosexual y clinicamente diagnosticada como
freemartin, el analisis molecular (PCR-RFLP) reveld un patrén electroforético propio de una hembra
{Zfx; 447 pb). Posiblemente exista una membrana gue impida la Hegada de células de intercambio,

pero que sea permeable a agentes capaces de inducir la condicién freemartin (Greene et al.,
1977).

Al parecer la posicidén de las células germinales dentro de la génada afecta su desarrollo, las
células germinales femeninas que penetran en la médula por lo general degeneran o0 permanecen
en estado latente. De igual manera los gonocitos que penetran en la corieza es impos.ible gue se
transformen a oocitos (Ohno y Gropp, 1965; Dunn et al, 1979). Mintz (1968), no encontré en
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ratones quiméricos, evidencia de que células XX ilegaran a formar espermatozoides e identificd un

ratén macho quimera con un minimo de 95% células somaticas XX y todas las células germinales
XY.

Ohno y Gropp (1965), detectaron células germinales XX en los tesficulos de dos terneros
guiméricos recién nacidos, posteriormente Teplitz et al. (1967), identificaron espermatogonias y
espermatocitos primarios XX en especimenes testiculares de tres toros quiméricos de 2, 10 y 11

meses de edad. Sin embargo, lo anterior no fue confirmado por otros investigadores (Short ef al.,
1969, Kieffer y Sorensen, 1971 Vigier et al., 1973).

Los andlisis moleculares (PCR-RFLP) realizados en este estudio a partir de DNA aislado de tejido
testicular montado en bloques de parafina y el uso de los oligonucledtidos iniciadores para los
genes Zfx y Zfy del bovino (P1-5EZ y P3-3EZ), permitieron identificar, en los intersexos

pseudohermafroditas masculinos (animales 3 y 7) un patrén electroforético igual al obtenido a partir
de DNA de células de sangre periférica.

Asi pues, la presencia de patrones de bandeo mdlec;ulares especificos para el machc; bovino y
freemartin (Zfx, 447: Zfy 344 y 103 pb), encontrados en los intersexos 3 y 7, nos sugieren una
probable condicion de quimerismo de células de tejido gonadal en éstos. Condicién recientemente
demostrada en toros adultos (12-15 meses de edad) quimericos (XY/XX) de parto gemelar
heterosexual (Rejduch ef af, 2000). Sin embargo, se sugieren estudios moleculares posteriores
(FISH) en tejido testicular de animales freemartin para identificar la(s) linea(s) celular{es)
probablemente involucradas en el quimerismo de la génada.

Una forma de inferir en la eliminacion de células XX en toros quiméricos cogemelos con una
freemartin lo constituye el calculo de la proporcion del sexo en un gran nimero de descendientes
de estos individuos, Fejér y Kovacs (1980), en 4,138 parios de 4 toros quiméricos encontraron
48.6% hembras (51.4% machos) y en 3,566 partos de 4 toros controles cromosémicamente
normales, 48.7% terneras (51.3% terneros), por io que ia desviacién encontrada de - 0.1% no fue
significativa. Lojda y Polacek (1984), estudiando tres toros quiméricos utilizados para IA, reportaron
de 885 descendientes de uno de los individuos, 59% hembras y 41% machos, mientras que en los
otros dos toros no encontraron diferencias en |a proporcidn del sexo. |
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CONCLUSIONES

1. El presente trabajo complementa el andlisis citogenético con el analisis molecular para el
diagnéstico precisc y oportuno de la entidad intersexual mas frecuente en las gestaciones
multiples héterosexuales (92% en partos gemelares) del ganado bovino domestico, el
sindrome freemartin, resaltando las ventajas (precisién y- oportunidad) que tiene sobre el
analisis citogenético, el analisis molecular (PCR}.

2. La técnicé de PCR aunada solo en uno de los casos, a la evaluacion clinica, pet:mitié
diagnosticar 13 estados intersexuales de 14 candidafos de un total de 22 animales
procedentes de partos mualtiples heterosexuales, mediante el uso de . oligonucledtidos
iniciadores universales para los genes Zfx y Zfy (P1-5EZ Y P3-3E£Z).

3. Este estudio permitid identificar 13 (92.85%) bovinos freemartin a través del analisis clinico
citogenético y molecular (PCR), lo que sin duda resalta la alta frecuencia (92%) de este

sindrome reportada en la literatura, cuando se presenta un parto multiple heterosexual en esta
especie.

4. Los hallazgos anatomopatolégicos de dos de los animales freemartins estudiados hasta su
sacrificio, exhibieron masculinizacion del tracto reproductor con tnicamente tejido testicular en
las gdnadas, asimismo, otros dos freemartins presentaron un tracto reproductor femenino con

una marcada hipoplasia, grados de afeccion similares a los reportado en la literatura para
vaguillas freemartin,

La presencia de quimerismo {XY/XX) en céluias gonadales reportada previamente en toros
procedentes de partos multiples heterosexuales; es propuesta en los dos casos de sindrome
freemartin con pseudohermafroditismo masculino de este estudio.
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