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Abstract
Based on cytogenetic anaysis, five individuals from atota of 10 animals (Bos taurus), which had
the antecedent of coming from heterosexua multiple parturitions, were diagnosed as freemartin.
Additionally, two of these individuals were anatomopathologically studied. The presence of the chromosome
chimerism (60,XX/60,XY) characterized the studied animals. Exceptionaly, a freemartin individual showed
only 60,XY cells. Anatomopathologica findings of two freemartin studied at daugther showed
masculinization of the reproductive tract with presence of testicular tissue in the gonads.
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Resumen

A través del andlisis citogenético se diagnosticaron como freemartin cinco individuos seleccionados
de un total de 10 bovinos (Bos taurus) que tenian € antecedente de proceder de partos muiltiples
heterosexuales; asimismo, se estudiaron anatomopatol 6gicamente dos de estos individuos. La presencia de
quimerismo cromosdmico (60,XX/60,XY) caracteriz6 a los animales estudiados, excepcionamente un
individuo freemartin mostro tan sélo células 60,XY, en tanto que los halazgos anatomopatol 6gicos de dos
freemartins estudiados hasta su sacrificio exhibieron masculinizacion del tracto reproductor con Gnicamente
tejido testicular en las gbnadas.
Palabras clave: FREEMARTIN, VACUNO, ANALISIS CITOGENETICO.

Introduccion

El término freemartin designa a una vaca o vaquilla estéril (farrow = anima infecundo y mart =
vaca o vaquilla),! pero por extension se aplica a una hembra genética concebida en un parto mdltiple
heterosexua con € consecuente establecimiento de anastomosis vascular coridnica, que resulta en una
circulacion fetal coman con intercambio de células (quimerismo hematopoyético) y sustancias plasmaticas,
como hormonas,?* que conlleva a un estado intersexua en donde los genitales externos preferentemente son
femeninos en apariencia y d grado de afeccion de los genitales internos es muy variado; es caracteridtica la
hipoplasia gonadal, represidn de los derivados de los conductos de Miller, masculinizacion de las gonadas y
estimulacion de los derivados de los conductos de Wolff.**

El examen anatdmico del freemartin se ha realizado desde 1692, pero no fue sino hasta comienzos
de este siglo cuando la anastomosis vascular entre gemelos fue revelada como un fendmeno relacionado con
la condicién freemartin.™*

El sindrome freemartin no es heredable, pero la propension a engendrar gemelos si lo es. Como lo
refieren Kastli y Hall,"* laincidencia de partos gemelares varia ampliamente entre |as razas bovinas; en la
raza Simmental se informan tasas de 2.4% a 4.6%, en la Holstein-Friesian del 0.5% da 4.2% y en la
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Charolais de 2.5% a 3.2%. Muchos de los partos de gemelos son dicigéticos, y entre 2% a 10% son
descritos como monocigéticos (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 e ganado ceb(, hubo Gnicamente 50 nacimientos de gemelos (0.22%).! Los partos miiltiples de dos o
més individuos ocurren en & ganado bovino, pero son raros.” 13

La frecuencia de sindrome freemartin ha sido estimada en 92% para los partos gemelares
heterosexuales del bovino; sin embargo, pueden producirse en partos multiples de mas de dos productos s
por 1o menos un individuo macho esta presente. '

Hasta 1977 se definia a una freemartin como una ternera estéril nacida gemela con un ternero
normal. No obstante ya se habia sugerido que éstos podrian producirse en nacimientos de hembras Unicas,
como consecuencia de la muerte fetal precoz y reabsorcion del gemelo macho en e (tero después del tiempo
de la diferenciacion sexud y del establecimiento de la anastomosis vascular. Posteriormente los andlisis

cromosdmicos revelaron la presencia de quimerismo hematopoyético en terneros machos nacidos Unicos.
10,18-20

Material y métodos

Se seleccionaron 10 bovinos (Bos taurus) que tenian € antecedente de proceder de partos maltiples
heterosexuales (Cuadro 1). Se procedi6 con la historia clinica de cada individuo y después del examen
respectivo se realizé la toma de muestras sanguineas por puncién en la vena yugular con aguja vacutainer y
tubos d vacio de 5 ml conteniendo 14 Ul de heparina.

Cultivo de linfocitos

Los cultivos de linfocitos de sangre periférica fueron realizados en condiciones de esterilidad bajo
campana de flujo laminar y acorde con la técnica de Moorhead et al.,”* con agunas modificaciones:
aproximadamente 0.5 ml de células sanguineas sedimentadas, fueron agregadas en tubos de cultivo que
contenian 8 ml de medio de cultivo RPMI 1640, 10% a 20% de suero fetal de ternero o de plasma autdlogo,
0.3 ml de fitohemaglutinina (Sigma) por ml de medio de cultivo, y antibidticos (24.69 Ul de penicilina, més
24.69 ny de estreptomicina por ml de medio de cultivo). Se incubaron cerca de 72 horas a una temperatura
de 37°C a 38°C. Parala cosecha de las céulas se adiciond colchicinaa medio de cultivo (100 ng/ml) durante 30
minutos, posteriormente las cdulas se incubaron por 20 minutos a 37°C-38°C en una solucion hipoténica de
0.075 M de KCl, subsecuentemente se fijaron en solucién Carnoy (metanol: écido acético en proporcién 3a l), y
se extendieron en portaohjetos previamente desengrasados? %

Analisis cromosomico

Las preparaciones cromosomicas fueron tratadas con tincién de giemsa a 5% en amortiguador de
fosfatos. Se obtuvieron impresiones fotograficas tomadas al microscopio de luz bajo objetivo de inmersion.
El andlisis cromosdmico se empled para € diagnéstico de animales freemartin, a través del quimerismo
hematopoyético, utilizando 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 Estandarizacion de Cariotipos en Animales Domésticos.® Se pretendié analizar un
total de 100 metafases para cada caso individual, determinando la proporcién de tipos celulares.

Andlisis anatomopatol 6gico

Para € estudio anatomopatol 6gico, después del sacrificio de los animales, se recolectd su tracto
reproductivo, los cuales subsecuentemente fueron fotografiados, diseccionados y preservados en solucién
fijadora de Bouin o formaina a 10% para su posterior estudio histopatolégico. Los especimenes fueron
procesados bajo técnicas esténdar de histologia con inclusiéon en parafinay tincion de hematoxilinay eosina.



Resultados

El estudio citogenético permitié determinar € nimero cromosdmico e identificar los cromosomas
sexuales (Figura 1la-b) en los 10 animaes estudiados, observandose un rango en € grado de quimerismo
cromosdmico sexual en cinco animales definidos como freemartin, en los cuaes la frecuencia de células con
complemento cromosomico 60,XY fue desde 48% hasta 100% (Cuadro 1).

Dos cogemelos heterosexuaes (animales 1 y 2) de la raza Holstein-Friesian, no mostraron
anormalidades externas aparentes de la diferenciacion sexua a la edad de aproximadamente cuatro meses.
El andlisis citogenético reveld la presencia de quimerismo hematopoyético. De 100 células andlizadas en
cada individuo, la ternera (animal 1), mostré 52% de células 60,XX y 48% 60,XY, mientras que en €l
ternero (animal 2), 23% de las células fueron 60,XX y 77% 60,XY.

En los animales identificados con los numeros tres y cuatro, productos de la cruza Holstein-Friesian
x Simmental, de aproximadamente tres meses de edad, se observd un sexo fenotipico masculino
gparentemente bien definido en @ anima cuatro, mientras que € cogemelo presenté aparentes
anormalidades de la diferenciacion sexual, que consistieron en un prepucio no bien diferenciado con orificio
prepucial funcional, localizado en la region de las glandulas mamarias (Figura 2). Este prepucio contenia
una estructura peneana de implantacion posterior y ventral a ano. El orificio uretral se localizaba a 43 cm
del ano y estaba flanqueado por dos pliegues cutaneos que representaban las bolsas escrotales no bien
diferenciadas (Figura 2). A la palpacion de estos pliegues se evidenciaba una aparente criptorquidia. De un
total de 100 células analizadas en este intersexo, se encontré un complemento cromosdmico 60,XX/60,XY
(Figura 1ab); 7% mostrando un complemento cromosdmico 60,XX y 93% 60,XY; en tanto que en su
cogemelo, de 45 células analizadas, tres (6.7%) fueron 60,XX y € resto (93.3%) 60,XY.

Aproximadamente a afio de edad, este anima freemartin present6 libido de macho, pudiendo
incluso utilizarse posteriormente como celador. El estudio anatomopatol égico demostro la presencia de dos
gobnadas intraabdominales con apariencia de testiculos hipoplasicos y con un conducto con una semejanza
epididimal (Figura 3), asi como aparentes conductos deferentes, ampulas del conducto deferente, vesiculas
seminales, préstata y un pene hipoplasico (Figura 4). En ambas gonadas, que pesaron 15 g, se observo
Unicamente la presencia de tegjido testicular con tlbulos seminiferos hipoplasicos carentes de células
germinaes, agunos de formairregular y otros obliterados, asi como evidentes células de Sertoli y de Leydig
(Figura 5). También histol 6gicamente fueron identificados € tegjido eréctil y e conducto uretral de un pene
subdesarrollado.

Otros dos cogemelos (animales 5 y 6) de raza Holstein-Friesian, no presentaron anormalidades
sexuales externas congénitas aparentes. El andlisis citogenético que se practicod aproximadamente a los 15
dias 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, anima seis, sdlo se pudieron analizar
tres metafases, siendo su complemento cromosdmico 60,XY. No fue posble redizar e estudio
anatomopatol 6gico de estos terneros, debido a que e propietario del hato los vendié muy pronto.

Se estudiaron dos animaes de aproximadamente dos afios de edad (nimeros siete y ocho),
productos de un parto de triates en la raza Pardo Suizo Americano. De acuerdo con el veterinario asesor del
establo, € tercer animal era un macho que sai6 dd hato para ser sacrificado. El animal ocho presenté ala
palpacion transrectal un tracto reproductor femenino y de acuerdo con su récord habia presentado celos
regulares, en los cuales recibié servicio por monta natural o inseminacion artificial (1A), sin lograr procrear.
En € estudio citogenético se observd un complemento cromosdmico 60,XX en 100 metafases analizadas.
Después del sacrificio, la vaguilla mostré un tracto reproductor con conductos aparentemente normales,



gbnadas a primera vista funcionales con foliculos en desarrollo y un cuerpo Iiteo en la génada derecha. En
los cortes histologicos de la gbnada derecha se observaron escasos foliculos primordides y foliculos
primarios, ademas de un cuerpo IGteo, un cuerpo abo y quistes foliculares. En la génada izquierda se
contemplaron foliculos primordiales, foliculos primarios, células de la granulosa y células tecaes, ademés
de un cuerpo aboy otro Iteo.

El animal siete representd un intersexo con apariencia externa tipica de un freemartin; mostraba una
vulva con un clitoris hipertréfico y una borla de pelos. Sin embargo, revel6 un cariotipo 60,XY en 100
células observadas. El tracto reproductor de este individuo no pudo obtenerse completo en la sda de
matanza, pero si sus génadas, en las cuales macroscdpicamente se contempl 6 una aspecto testicular con un
aparente epididimo y se observaron pesos de 6.7 g para la gbnada derecha 'y de 5.0 g paralaizquierda. En
secciones histolégicas la gonada derecha presentd tlbulos seminiferos hipoplésicos carentes de células
germinales y algunos con calcificacion distréfica intraluminal. Sin embargo, en la gbnada izquierda se
evidenciaron agunos tubulos seminiferos bien delineados, células germindes con apariencia de
espermatogonias y tubulos seminiferos obliterados. Los estudios histologicos de ambos epididimos
demostraron ausencia de células germinales, lo que aparentemente demuestra € arresto de maduracién de
células germinaes en la génada izquierda. Ademas fueron identificadas células sométicas masculinas en
ambas gonadas.

El anima nueve congtituyd una vaquilla Holstein-Friesian, nacida de parto gemelar con un macho,
aunque este Ultimo no estuvo disponible para € estudio. De acuerdo con € médico veterinario encargado del
hato, la vaquilla nunca presentd celos, ademés, a la papacién transrecta presentaba una vagina
cranealmente ciega y ausencia de cérvix. El estudio citogenético corroboré e diagndstico clinico de
sindrome de freemartin mediante la presencia de un cariotipo 60,XX/60XY . De 44 metafases observadas, 6
(13.63%) fueron XX y 38 (86.36%) XY.

El animal diez, una vaca adulta raza Holstein-Friesian, naci6 de parto dicigético con un macho que
no estuvo disponible para € estudio. La vaca tenia siete afios de edad. De acuerdo con € propietario del
hato y con € registro reproductivo del animal, esta vaca habia parido tres terneros machos, dos mediante
monta natural y uno por inseminacion artificial (1A), su Ultimo parto se registré a la edad de cinco afios.
Ademés esta vaca habia tenido una buena produccion lactea. En € estudio citogenético se encontré un
complemento cromosdmico 60,XX/60,XY. De 100 células analizadas, 99% mostraron un complemento
cromosdmico 60,XX y 1% complemento aparentemente 60,XY .

Discusion

La variacion en e grado de masculinizacion en e freemartinismo es particularmente importante en
relacion con € diagnostico, pues una proporcion de freemartin puede poseer tracto reproductivo muy
smilar a los de las vaguillas normales y, en éstos, la exploracion clinica no seria un método preciso de
deteccion. *® ® Ademés, econdmicamente es importante un diagnéstico acertado que se redlice
tempranamente en |las becerras nacidas en partos multiples heterosexuales, tal como €l andlisis citogenético,
para determinar € futuro reproductivo de la hembra.

Los genitdes externos de las freemartin son femeninos en gpariencia, pero los genitdes internos
comUnmente muestran masculinizacion. La vulva generdmente es més pequefia que la de las vaquillas normaesy
un mechdn de pelos puede surgir de la comisura vulvar inferior. El dlitoris es largo y puede protuir. Los pezones
son rudimentarios. El grado de afeccion de los genitales internos es muy variado, es caracteristica la hipoplasa
gonadd, represon de los derivados de los conductos de Miller (v. gr., (tero y vaging) y desarrollo de los
derivados de Wolff (v. gr., epididimo, vesiculas seminaes). La vagina es més corta que en las vaguillas normales
y ciega cranedmente, ya que desde  aspecto embriolégico tiene un doble origen, € tercio anterior deriva del



conducto uterino y los dos tercios posteriores del seno urogenital. El cérvix puede estar ausente. El desarrollo
del (tero puede variar grandemente de ausencia total a una longitud normal de los cuernos uterinos, aunque
éstos usualmente estén representados sdlo por una estrecha banda de tejido. Los vasos deferentes y las
vesiculas seminales pueden estar presentes, ®**

De los freemartin, en los casos extremos de masculinizacion las gonadas pueden formar tgjido testicular,
aunque la espermatogénesis no es gparente® Tales fueron los animales tres y siete que presentaron conductos con
semganza epididimal y aparentes conductos deferentes. Por otro lado, en @ grado menor de masculinizacion
pueden desarrollar ambos tgidos, testicular y ovarico, en las génadas. El Utero y |os cuernos uterinos pueden estar
presentes auncue mal desarrollados mientras lavulvayy lavagina pueden ser normales. ©

Se podtula que en los freemartin la masculinizacion de los conductos internos y externos muy
probablemente depende por completo de la cantidad de tejido testicular activo, formado durante & proceso de
reversion sexud.

En apariencia cuando e grado de masculinizacion del freemartin es muy extenso, € desarrollo de
tegjido testicular produce cantidades suficientes de hormona masculina para causar comportamiento sexual
masculino y desarrollo de algunas de las caracteristicas sexuales secundarias, ya que la produccion de
testosterona por las células de Leydig puede continuar en € testiculo no descendido, tal pudo ser € caso del
animal intersexo nimero 3 que desarrollé conformacion fisica masculinay ademas mostré libido de macho
que se utilizé para detectar hembras en celo.

En virtud de que € freemartin originamente constituye una hembra genética con cariotipo 60, XX,
la presencia de células de macho (XY) en circulacidn, es caracteristica diagndstica. Sin embargo, en este
estudio € anima 7, con fenotipo externo de un tipico freemartin y procedente de un parto mditiple
heterosexual de triates, se observd un porcentge de células XY muy desviado (100%). El individuo
compariero disponible de éste fue una vaquilla estéril con cariotipo 60,XX en 100 metafases analizadas y
tracto reproductor femenino con un ovario funcional. Van Haeringen y Nieuwenhuizen® descubrieron un
caso similar en una ternera Holstein Freisan de cuatro semanas de edad, en la cual solo se encontraron
células con complemento cromosdmico 60,XX en 212 metafases andizadas. Lamentablemente no se
dispuso ddl tercer animal para completar € estudio de fenémeno ocurrido, pero de acuerdo con € médico
veterinario responsable del establo, agquél fue un macho.

El caso del freemartin siete puede ser comparado con un informe similar. Hare” notificd un
freemartin con testiculos, conductos deferentes, vesiculas seminales, un pene subdesarrollado y sin evidentes
conductos de Miller ni vagina, con cariotipo 60,XY en 60 linfocitos analizados y 60,XX/61,XX+C en
fibroblastos. Respecto de la presencia de tubulos seminiferos con aparentes espermatogonias y células de
Sertoli en la gonada izquierda, Wilkes et al.® informaron un caso de freemartinismo en una oveja con estos
hallazgos gonadales, més calcificacion distréfica similar ala de la gonada derecha del freemartin siete.

En este estudio se diagnogticd una vaca con quimerismo hematopoyético con 99% cdulas XX y 1%
cdlulas XY, madre de tres terneros. Existen muy pocas descripciones de vacas fértiles cogemelas con un macho y
con quimerismo de los cromosomas sexudes. 9%

Es posible que la anastomosis vascular y € consecuente paso de células sanguiness, entre los gemelos
heterosexuaes bovinos, conlleve a un quimerismo hematopoyético, mas no resulte invaridblemente en la
esterilidad de laternera, ya que la futura génada femenina puede ser sensible d efecto de virilizacion sdlo durante
un periodo relativamente corto en la gestacion, y en dgunas ocasiones la anastomosis de las membranas fetaes



pudiera ocurrir después de la migracion de las cdulas germindes y quiza después de un periodo critico de
diferenciacion dd ovario fetd. ™

Otro fendmeno interesante descrito es aquel de terneras nacidas cogemelas con un macho, pero con
complemento cromosdmico 60,X X, que, sin embargo, desarrollan € sindrome freemartin, de las cudes se pudiera
interpretar que con anastomos's vascular la mezdla de cdulas XX/XY no sempre se establece. Posiblemente
exista una membrana que impida la llegada de células de intercambio, pero que sea permeable a otros
agentes capaces de inducir |a condicion freemartin. *

Ahora bien, quiza la actividad masculinizadora de un macho cogemelo, se limite a las gbnadas del
freemartin, y esto Ultimo seria en turno, responsable de la regresién de los conductos de Milller propios, 1o
cua se ha fundamentado en agunos estudios como € de Vigier et al.,* donde e tracto reproductivo
castrado, de ratas de 14.5 dias de edad fetal, expuesto a tejido gonadal indiferenciado de freemartin de 62
dias de edad gestacion (bioensayo de actividad miilleriana), causd incompleta regresién miilleriana. El
halazgo de que € desarrollo de la funcién antimiilleriana puede preceder a la formacion de os tubos seminiferos,
no es enteramente inesperado, pues Tran® ya habia notificado ago de actividad antimiilleriana en gonadas
indiferenciadas de fetos porcinos 38, XY de 27 dias de edad.

Lafase critica parala adquisicion de la actividad antimUlleriana por la génada freemartin probablemente
esté entre los 45 y 52 dias, ya que la interrupcion de la anastomosis vascular placentaria entre gemelos
heterosexuaes antes de los 45 dias de gestacion, previene la regresion de los conductos de Milller y la atrofia
ovéricaen lahembra, pero esto no confirma que la misma sustancia esté involucrada en ambos efectos. *-#

De esta manera, la aparicion de la actividad antimilleriana en e tiempo de la formacion de los
tubulos seminiferos en la génada freemartin, podria concebirse que contribuye a la regresion terminal de los
conductos de Miiller en el freemartin pero no para su iniciaciéon en e dia 52. La misma restriccion se aplica
para la biosintesis del andrégeno. Ademés, Vigier et al.® observaron en freemartin de 90 dias, una corrdlacion
positiva entre la presencia de tdbulos seminiferos y la actividad antimiilleriana. Las gonadas que principamente
revelaron tgjido fibroso y rete testis, no inhibieron los conductos milllerianos de rata.

Como mostraron Jost et al.* la desfeminizacion del tracto genital del freemartin ocurre en dos
estadios separados. El primer estadio de los 50 a 90 dias representa esencialmente una inhibicion, marcada
por € arresto del ovario en crecimiento y la regresion de los conductos de Mdller. La masculinizacion de las
gonadas y € tracto genital (desarrollo de tUbulos seminiferos y estimulacion de los derivados de Wolff)
ocurre posteriormente, después de 90 dias, y solo en lamitad de los freemartin estudiados.
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Figura la-b. Microfotografia de cdlulas en metafase que muestran diferente complemento cromosdmico sexua
correspondientes a una ternera freemartin (animd tres). N6tese la presencia de cromosomas XX (figuraa) y XY
(figurab). Objetivo 100 X.



Figura 2. Vista de cubito dorsal de la region pélvica dd freemartin, animal tres de aproximadamente un
afo de edad. Orificio prepucia (flecha oscura) flanqueado por dos pliegues cutaneos que representan
desarrollo de bolsas escrotales (flechas claras). Los pezones (puntas de flechas) de las glandulas mamarias
son similares a los de un macho normal de esa edad.

Figura 3. Gonadas hipoplasicas de apariencia testicular del freemartin animal tres. D = génada derecha; |
= gonada izquierda. Estas génadas estaban localizadas en las bolsas escrotales y pesaron 15 g cada una.
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Figura 4. Vidta laterd del pene hipopléasico del freemartin animal tres: MB = musculo bulboesponjoso;
MR = musculos retractores del pene; P = prepucio.

Figura 5. Microfotografia del corte histol6gico de la gbnada derecha del freemartin animal tres. Se observa
hipoplasia de tibul os seminiferos, ademés de células de Sertoli y células de Leydig.H & E. X 100.
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Cuadrol
CONSTITUCION CROMOSOMICA MOSTRADA Y PROPORCION DE LINEAS CELULARES (XX :
XY) EN LOS ANIMALES DE PARTO MULTIPLE HETEROSEXUAL ESTUDIADOS

NUumerode  Tipode Raza NUmero Sexo Cariotipo % de cdulas Diagnostico
parto parto de  fenotipico* XX XY
individuo
1 Hembra 60,XX/60 XX=52: Freemartin
I Gemelar Holstein-Friesian XY XY=48 (n=
100)
2 Macho 60,XX/60 XX=23:
XY XY= 77 (n=
100)
3 Intersexo 60,XX/60 XX=7:XY= Freemartin
I Gemear Holstein/fSimmen XY 93
tal (n=100)
4 Macho 60,XX/60 XX=3: XY=
XY 42
(n=45)
5 Hembra 60,XX/60 XX=21: Freemartin
i Gemelar Holstein-Friesian XY XY=23(n=
44)
6 Macho 60,XX/60 XY=3(n=23)
XY
7 Intersexo 60,XY XY=100 Freemartin
(n=100)
v Triple Pardo Suizo
Americano
8 Hembra 60,XX XX=100
(n=100)
\% Gemelar Holstein-Friesian 9 Intersexo 60,XX/60 XX=6: XY= Freemartin
XY 38
(n=44)
VI Gemdar Holstein-Friesan 10 Hembra 60,XX/60 XX=99: Quimerismo
XY Xy=1 hematopoyético
(n=100)

* El sexo fenotipico de los individuos se refiere a las caracteristicas anatomicas de los 6rganos
reproductores externos
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