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RESUMEN SUMMARY

A Cytogeneticstudies were perlanned in 4 pairs of
heterosexual bovine twins and 2 freemartin. The cell
samples pennitted to analyze the sexual quimerism
XX/XV. Samples ofXY cells in the twins did not show
significative differences (X2=4.72; p<O.2), soa parallel
variation is postulated.

A total bidirectional interchanged of lymphocytes
trough the vascular anastomosis is determinated. A
random dislribution ofXY cells in each case is shown.
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durante todoel desarrolloembrio- cocitario han demostrado la
nario, con intercambio de celulas existencia de un paralelismo entre

La condici6n "freemartin" hematopoyeticas. losporcentajesdccadaclasecelular,
(anastomosisvascularesentrefetos Dos teorias han tratado de (XX, XV) de mellizos hetero-
dediferentesexo},esconocidacomo explicar la causa de esta patologfa sexuales.
una formadeinfertilidad asociada tan frecuente en bovinos: a} teorla A su vez, se ha encontrado una
a defectos anat6micos en el trado hormonal, justificada por estudios alta correlaci6n en el quimerismo
reproductivodeunahembranacida desecreci6ndiferendalentreamoos XX/XV, dentro de cada muestra
mellizadeunmachofertil{Marcum, embriones;b) teoriacelular, basada celular (Herschler y Feichleimer,
1974). Dentro de la poblaci6n de en un quimerismo leucocitario de 1967; Marcum, 1974; Wilkies~
mellizosheterosexualesbovinos,la celulas con cromosomas XX/XV, 1981).
incidenciadeeseintersexogonadal presente en ambos individuos Por olro lado, Wilkies .tl..M.,
corresponde al 90% (Nicholas, (Marcum, 1974). (1981) estudian la distribuci6n de
1987). Esta alta incidencia en los Eldridge (1985) asume una celulasXYen19paresdemellizos
rodeos, justifica las revisiones que relaci6n positiva entreel calibrede heterosexuales, relacionados con
se han realizado en este material los vasos sangufneos que forman 117 casos encontrados en la
(Herschler y Fechheimer, 1967; parlede la anastomosis vascular, y bibliograffa. Los porcentajes obt~
Marcum, 1974). el m.imero de celulas Iinfocitarias nides, representados en un histo-

EI origen de los feemaltin'se que nuyen en ellos, basando sus grama de frecuencias, indican una
debea la fertilizaci6n dedesovulos presunciones en el principio fisko distribuci6n entre 2 y 96%.
por dosespermatozoides que por- de la difusi6n de elementos que Con el prop6sito de analizar el
tan cromosomas sexuales dUe- nuyen a traves de una membrana quimerismo leucocitario XX/XV,
rentesCXeY).Loscigotosfonnados (en este caso, celulas linfocitarias encontrado en mellizos hetero
puedensufrirfusionescori6nicasy que fluyen a traves de vasos sexuales de la raza Holando, se
anastomosis vasculares, creandose capilares}.lnvestigaciones realiza- realiz6 un estudio prelimi:lar
una circulaci6n sanguinea (.-omlin das con este quimerismo leu- basado en los siguientes criterios:
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Se realiz6 un estudio citogenetico en coatro pares
de mellizos heterosexuales bovinos y dos freemartins.
Las muestras de ceJulas Hniadtarias permitieron
reaJizar un analisis del quimerismosexual XX jXY. Las
muestTas XYentre los mellizos no mostraron diferencias
significativas (Xl--4.71; p<O.2) planteandosevariaciones
paralelas entre elias. Se establece una difusi6n total,
bidire<:cional, de Iinfocitos a traves de la anastomosis
vascular. Se indica una dislribuci6n al 3ZaT de las
celulas XV en cada sexa.

PaJabras dave: FREEMARTIN,CITOGENETICA,
BOVINOS
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ig. 1: Region perineal del freemartin N'l11.!n mue&tra un ab"PldaPltepenacho
de pelo en el virtice de la comi&.,ra vulvar, indicaPldo eI grado de

m"&curinizacion del ePlital externo.

a) estudio de celulas metaf<isicas
por macrocultivo de linfocitos; b)
reJaci6n de celulas XX y XY en los
mellizosestudiados; c)d istrihuci6n
dece)ulasXX/XY con respectoa 10
encontradoen 13 poblaci6n mundial
(Wilkies~1981).

MATERlALES Y METODOS

Se estudiaron cuatro pares de
mellizos heterosexuales de la raza
Holando uruguaya, identificados
en los registrosdellaboratoriocomo
par I (N" 12y 13), par n(NlI 14 y 15).
par ut (Nllt7 y 18), par IV (Nil 20 y
21) Laboratorio deCitogeneticade
la Facultad de Veterinaria
(LC.F.Y.). En cada par el primer
numero correspondea la hembra y
el segundo al macho. Se agregaron
a este estudio dos hemhras freem
amns identificadascon los numeros
11 y 16. Sexo, porcentajede celulas
XV, numero de metafases, fechas
de nacimientos, lorna de muestras
y procedencia de los animales se
presentan en la tabla 1. El an<\lisis
cromos6mico se realiz6 por medio
de la tecnica estandarizada de
O1ltivode leucocitos (Moorhead,~
at., 1960) con modificadones. Se
utiliz6comomediodecu1tivoRPMI
1640 (4 mJ), complementando con
suero fetal bovino (0,5 ml),
fitohemaglutinina (0.05 ml), he
parina (0,02 mJ), penicilina (0.08
ml), estreptomicina (0.08 ml). Se
aplic6 el macrocultivo de sangre
entera, O1ltivandoO.2 mI desangre
extrafda de vena yugular en
cond idonesesteriJes,el tratamiento
celular fue similar a1 descripto por
Postiglioni y Llambf (1987).

La muestra sanguineasecu1tiv6
a38.5 OC enbanode H,.O(Menmert),
durante 72 horas, integrandose al
cultivo0.8 mJ colchicina (4 ug/mI.)
2 hrs. antes de su procesamiento.
Las celulas se sometieron a un
choque hipot6nico KCL =.075M

(20m), previo a su fijaci6n en
metanol-addoacetico (3:1),durante
30 minutos. A posteriori se
realizaron31avadosen fijador(3:1)
de aproximadamente 1 hr., a los
efectos de elirninar toda sustancia
amorfa.

Cada paso se realiz6 con previa
centrifugaci6n de la soluci6n (800
rpm),conservando el pelletcelular.

Las preparacionesse realizaron
por goteo a la llama (metanol 7QIl).
Seselecdonaron las mejores placas
metafasicas, basadas en los si
guientes criterios: metafases del1
mitadas, sin superposici6n cromo
s6mica.

A efectos de estimar la relaci6n
existente entre las celulas XV en
cada par de mellizos hertero
sexuales, seutiliz6el testde J<2para
una sola muestra (Siegel, 1956),
teniendocomo datos observadosel
numero de metafases portadoras
de cromosomas XV en el freemar
tin y.como dato esperado aqueUas
portadoras de cromosomas XVdel
macho mellizo.

RESULTADOS
Se realizaron observaciones del

fenotipo en hembras freemartins
de 9: meses y recien nacidas. EI
fenotipo de la regi6n perineal en la
hembrafreemartinNll11,connueve
meses de edad, mostr6 un
abundante penacho pilosa en el
vertice de la comisura vulvar (Fig
I), mientras nose observ6 ninguna
alteraci6n permanenteaparenteen
temeras freemartin reaen nacidas
(Nil 12, 14, 16, 17).

Se procedi6 a evaluar la
poblad6n celular individual en los
diez casas rnencionados, obtenien
dosemetafasesconcromosomasXX
o XV. Serealiz6 el cariotipo (2n=6O)
representativo de I~dos muestras
celulares (Fig 2). Este consta de 29
paresdecrom05Omasacrocentrico!i
ordenados en tamafto decreciente,
con un par sexual homom6rfico de
cromosomas submetacentricos
(XX), el cromosoma Y se presenta
como un pequeno metacentrico
(Fig. 2). Se seleccionaron entre40 y
87 celulas linfocitarias metafAsicas
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DISCUSION
La teoTia celular, basada en el

freemartins y las celulas XY de sus
machos mellizos (X...=79). Asu vez,
los promedios de las celulas XX,
tanto en freemartins como ell los
machos mellizos, resu1t6 seT la
misma Xx= 98). La distribud6n
porcentuada de aHulas XV entre
pares de melJizos present6 el
siguiente rango: 20 - 70% (Fig. 3).
Esta distribuci6ndel porcentajede
celulasXYen freemartins y en sus
machos mellizos se incorporaron a
los encontrados en la bibliografia
(Wilkies~ 1981). Con estas
frecuendassediagram6unagrMica
de barras (Campbell, 1967). Para
ello se relacionaron las frecuencias
porcenruadas de celulas XY en
fund6n de los 260 casos conocidos
de freemarttin (Fig. 4) y95casos de
machos mellizos con terneras
freemartins (Fig. 5). Elresultadode
estas graficas de barras muestran
una distribuci6n azarosa de las
celulasXv. Seobtuvo45% de cclulas
XV, en el estudio de 40 celulas
metafasicas del macho N~ 21. Este
dato penniti6 intreduaruna nueva
c1aseen la graficade barras (Fig. 5)

, y

celulas XY, dentro de cada par
de mellizo heterosexual (Par
1:31/33; par 1l:8/14; par 1II:17/
14; par rv:23/18) no resultaron
significativas ()(2= 4.72; p<O.2)
presentAndose promedios igua
les, entre las celulas XY de los

Fig. 2:
Cllriotipodtf
freemartillN'
11 (2n=60). Se
",uestrilllios

dospnresde
cr"mosoltlas

sexunles
CVI'TI!S1JO'ldienf.es
nlqllimer;smo

XXlXY.

dediez individuos. el porcentajede
celuJas XY en las temeras freemar·
tin, oscil6entreel20% y93.1 % yenel
caso de los machos entre el 35% y
70% (fabla I).

Lasdiscrepanciasencontradasen
la diferencia entre eJ numero de

TABLA 1: DATOS CITOGENETICOS DE MELLIZOS BOVINOS
(H= hembra; M = macho)

Identificaci6n del % C~lulasXY Nil metafases Fecha naco Fecha toma Procedencia
Animal (L.C.F.V.) muestra (Dplo)

PARI H 12 66 47 5/89 5/89 San]ose
MI3 70 47 5/89 5/89 San Jose

PARlI HI4 20 40 5/89 6/89 San Jose
MIS 35 40 5/89 6/89 San Jose

PAR 1II H 17 425 40 8/89 8/89 San Jose
MI8 35 40 8/89 8/89 San Jose

PARIY H2O 57.5 40 1/89 10/89 San Jose
M21 45 40 1/89 10/89 San Jose
HII 93.1 87 8/88 5/89 Lavalleja
HI6 67.5 40 7/89 8/89 San]ose
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variaciones del numero decelulas
XY (y XX) son paralelas tanto enel
macho como en la hembra de cada
parcja (Fig.3).

De acuerdo a 10 expresado,
podemos considerar estas dos
poblaciones como identicas, con
un f1ujo continuo, bidireccional,
directamcnte relacionado con el
equilibrio que se establece entre
dos soluciones con grad iente de
concentraci6n similar. Se
establecen asf, fluctuaciones
paraJelas en un sistema sanguineo
comun a ambos mcllizos. b)
Asumiendo lorecien mencionando
es decir, un sistema circulatorio
comun para los linfocitos XV y los

quimerismo cncontrado entre
ceJulas con cromosomas sexuaJes
diferenles (XX/XV), trata de
explicar la anastomosis vascular
placenta ria originada a nivel fetal
en mellizos heterosexuales bovi
nos. (Marcum, 1974; Eldridge,
1985). Si relacionamos los
resultados obtenidos en este
tTabajo: a) relad6n estrecha entre
el numerodecelulasXY yentre las
celulas XX, en cada parde melLizos
heterosexuales; b) promed io iden
ticoentre lascelulasXYde hembras
freemartin y machos, asi como
entre las celulas XX de los 4 pares
de mellizos; con los efectos de la
difusi6n, esdecir,la relaci6n entre
la permeabilidad de membrana y
la diferencia creada entre
concentraciones diferentes de los
Iinfocitosque fluyen a travesde los
vasoscapilares, podemos haeer las
siguientes predsiones:a) queexiste
una aJta permeabilidad, pordonde
se difunden libremente los
linfocitos (anastomosis vaseulart
deducci6n lograda por la relaci6n
de 50% encontrada entre los
porcentajes de celulas XV y entre
aHulas XX en cada par de mellizos
heterosexuales. Este concepto se
ve reforzado, dado que las

Fig.3: Represen
tacion grti/ica de los
porcerrtajes de dlulas
XY en los 4 pares de
fIIcllizos Ileterose·
xuales.
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linfocitos XX, se observa grandes
variaciones entre las parejas,
cstabledendose el predominio de
un tipo celular. En este trabajo, las
celulas XX meron mas numerosas
que las XV, de 10 que se desprende
que las hembras aportari'an mas
Iinfocitos aJ sistemacircu1atorio que
los machos. Evidentemente, estas
precisiones tend ran mayor validez
al aumentar el numero de pares de
mellizosanalizados. Eldridge(985)
sugiereaJgu.1l tipode "dominancia"(
de un tipo celular en mellizos con
anastomosis vascular placentaria
(XX 6XY).

Cuando secomparan las parejas
de mellizos heterosexuaJes entre Sl

fRE.nl.~RTI~~S______'''''.."'"C"'~''''O·"-=_ ~•
"

_........ "

fig. 4: Crd/ir:a de barTas COrTespondiente al
porcetltaje dt celulas XY ttl freemartiH. Se indican

los caSOll estudiados eH ute trabajo.

\l.-\.CHOS_____-"e'O"'''""e<o'-''''··=_ _..

,-
,.,.....,' ;

"
----~---.__--~-"-"-~-c..:.,_....... "

Fig. S: Gra/ica de barras COrT~spondiertttal
porcentaj~de cilulas XV elf los machos meJlizos.
Se indiCAn 10, alSOS ~studiAdos~" ~ste tTAbajo.



(Fig. 3), se pueden destacar,
independientede lased.adesen que
fueron tomadas las muestras
sanguineas, las fluctuaciones que
se establecen entre ellos,
permitiendoentonces, postularuna
disbibuci6n azarosa de las celulas
XV tanto para el freemartin como
en el case de su macho meUizo.

Estas conc1usiones, se
obtuvieron basandose, ademas, en
los resultados presentados por
Wilkies~ (1981) al encontrar
una distribuci6n entre 2 y 96% de
celulas XY en los freemartins
registrados.

Par Ultimo, se destaca la bknica
dtogenetica utilizada para analizar
la relaci6n del quimerismo
leucocitario XX/XV, irente a la
observaci6n fenotipica efectuada a
freemartins recien nacidos y
aquellos de 9 meses de edad.
Evidentemente, la tecnica dto
genetica permite detenninar el
freemartinismo a ed.ad temprana,
no siendo costosa, y con una
eficienoaeneIdiagn6stioodellOO%
CWilkies~ 1981); Bonnevaux y
Baptista,1982).

EI estudio comparativo de
tecnicas dtogeneticas, inmuno
geneticas y moleculares, sen\n
discutidos en otro trabajo, con
objetivos dediagn6stico.
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