Estudios genéticos en freemartin bovinos
de la raza Holando del Uruguay.
Analisis del quimerismo XX/XY

RESUMEN

Se realizé un estudio citogenético en cuatro pares
demellizos heterosexuales bovinos y dos freemartins.
Las muestras de células linfocitarias permitieron
realizar unandlisis del quimerismosexual XX /XY. Las
muestras XY entrelos mellizos no mostraron diferencias
significativas (X’=4.72; p<0.2) plantedndose variaciones
paralelas entre ellas. Se establece una difusion total,
bidireccional, de linfocitos a través de la anastomosis
vascular. Se indica una distribucién al azar de las
células XY en cada sexo.
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SUMMARY

A Cytogeneticstudies were performed in4 pairs of
heterosexual bovine twins and 2 freemartin. The cell
samples permitted to analyze the sexual quimerism
XX/XY.Samples of XY cells in the twins did not show
significative differences (X*=4.72; p<0.2), soa parallel
variation is postulated. ;

A total bidirectional interchanged of lymphocytes
trough the vascular anastomosis is determinated. A
random distribution of XY cells in each case is shown.
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BOVINOS
INTRODUCCION

La condicién “freemartin”
(anastomosis vasculares entre fetos
dediferentesexo), es conocidacomo
una forma de infertilidad ascciada
a defectos anatémicos en el tracto
reproductivodeuna hembranacida
melliza deun macho fértil (Marcum,
1974). Dentro de la poblacion de
mellizos heterosexuales bovinos, la
incidencia deeseintersexo gonadal
corresponde al 90% (Nicholas,
1987). Esta alta incidencia en los
rodeos, justifica las revisiones que
se han realizado en este material
(Herschler y Fechheimer, 1967;
Marcum, 1974). _

El origen de los feemartin se
debeala fertilizacién dedos ovulos
por dos espermatozoides que por-
tan cromosomas sexuales dife-
rentes (X eY). Los cigotos formados
pueden sufrir fusiones coriénicasy
anastomosis vasculares, creindose
una circulacién sanguinea comuin

durante todo el desarrollo embrio-
nario, con intercambio de células
hematopoyéticas.

Dos teorias han tratado de
explicar la causa de esta patologia
tan frecuente en bovinos: a) teoria
hormonal, justificada por estudios
desecreciéndiferencial entreambos
embriones; b) teoria celular, basada
en un quimerismo leucocitario de
células con cromosomas XX/XY,
presente en ambos individuos
(Marcum, 1974).

Eldridge (1985) asume una
relacién positiva entre el calibre de
los vasos sanguineos que forman
partede la anastomosis vascular, y
el nimero de células linfocitarias
que fluyen en ellos, basando sus
presunciones en el principio fisico
de la difusién de elementos que
fluyen a través de una membrana
(en este caso, células linfocitarias
que fluyen a través de vasos
capilares). Investigaciones realiza-
das con este quimerismo leu-

cocitario han demostrado la
existenciade un paralelismo entre
los porcentajes decadaclasecelular,
(XX, XY) de mellizos hetero-
sexuales.

A su vez, se ha encontrado una
alta correlacién en el quimerismo
XX/XY, dentro de cada muestra
celular (Herschler y Feichleimer,
1967; Marcum, 1974; Wilkies et al.,
1981).

Por otro lado, Wilkies et al.,,
(1981) estudian la distribucién de
células XY en 19 pares de mellizos
heterosexuales, relacionados con
117 casos encontrados en la
bibliografia. Los porcentajes obte-
nidos, representados en un histo-
grama de frecuencias, indican una
distribucién entre 2 y 96%.

Con el propésito de analizar el
quimerismo leucocitario XX/XY,
encontrado en mellizos hetero-
sexuales de la raza Holando, se
realiz6 un estudio preliminar
basado en los siguientes criterios:
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a) estudio de células metafasicas
por macrocultivo de linfocitos; b)
relacion de células XX y XY en los
mellizos estudiados; ¢) distribucion
decélulas XX/XY conrespectoalo
encontrado en la poblacion mundial
(Wilkies et al.; 1981).

MATERIALES YMETODOS

Se estudiaron cuatro pares de
mellizos heterosexuales de la raza
Holando uruguaya, identificados
enlosregistrosdellaboratorio como
par[(N®12y13), parI1(N?14y 15),
par III (N® 17 y 18), par IV (N*20 y
21) Laboratorio de Citogenética de
la Facultad de Veterinaria
(L.C.E.V.). En cada par el primer
numero correspondealahembray
el segundo al macho. Se agregaron
a este estudio dos hembras freem-
artinsidentificadas conlos nimeros
11y 16. Sexo, porcentaje de células
XY, nimero de metafases, fechas
de nacimientos, toma de muestras
y procedencia de los animales se
presentan en la tabla 1. El analisis
cromosémico se realizé por medio
de la técnica estandarizada de
cultivodeleucocitos (Moorhead, et
al., 1960) con modificaciones. Se
utilizé como medio de cultivo RPMI
1640 (4 ml), complementando con
suero fetal bovino (0,5 ml),
fitohemaglutinina (0.05 ml), he-
parina (0,02 ml), penicilina (0.08
ml), estreptomicina (0.08 ml). Se
aplicé el macrocultivo de sangre
entera, cultivando 0.2 mldesangre
extraida de vena yugular en
condiciones estériles, el tratamiento
celular fue similar al descripto por
Postiglioni y Llambi (1987).

Lamuestrasanguinease cultivd
a38.5°Cenbaiiode H,O (Menmert),
durante 72 horas, integrandose al
cultivo 0.8 ml colchicina (4 ug/ml.)
2 hrs. antes de su procesamiento.
Las células se sometieron a un
choque hipoténico KCL =.075M
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Fig. 1: Region perineal del freemartin N° 11. Se muestra un abundante penacho

&

de pelo en el vértice de la comisura vulvar, indicando el grado de

masculinizacion del 3em'ta-' externo.

(20m), previo a su fijacién en
metanol-acidoacético(3:1), durante
30 minutos. A posteriori se
realizaron3 lavadosen fijador(3:1)
de aproximadamente 1 hr., a los
efectos de eliminar toda sustancia
amorfa.

Cada paso serealizé con previa
centrifugacién de la solucién (800
rpm), conservando el pellet celular.

Las preparaciones se realizaron
por goteo a la llama (metanol 709).
Seseleccionaron las mejores placas
metafisicas, basadas en los si-
guientes criterios: metafases deli-
mitadas, sin superposicién cromo-
sémica.

A efectos de estimar la relacién
existente entre las células XY en
cada par de mellizos hertero-
sexuales, seutilizé el testde X*para
una sola muestra (Siegel, 1956),
teniendo comodatos observadosel
nimero de metafases portadoras
de cromosomas XY en el freemar-
tin y como dato esperado aquellas
portadoras de cromosomas XY del
macho mellizo.

RESULTADOS

Serealizaron observaciones del
fenotipo en hembras freemartins
de 9 meses y recién nacidas. El
fenotipo de la regién perineal en la
hembra freemartin N®11, con nueve
meses de edad, mostré un
abundante penacho piloso en el
vértice de la comisura vulvar (Fig
1), mientras no se observé ninguna
alteracién permanenteaparenteen
terneras freemartin recién nacidas
(N®12,14,16,17).

Se procedi6 a evaluar la
poblacién celular individual en los

diez casos mencionados, obtenién-

dose metafases con cromosomas XX
0XY.Serealizé el cariotipo (2n=60)
representativo de las dos muestras
celulares (Fig 2). Este consta de 29
pares decromosomas acrocéntricos
ordenados en tamafo decreciente,
con un par sexual homomérfico de
cromosomas submetacéntricos
(XX), el cromosoma Y se presenta
como un pequefio metacéntrico
(Fig. 2). Se seleccionaron entre40 y
87 células linfocitarias metafésicas
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Fig. 2: freemartins y las células XY de sus
é ' ’ ﬁ ' | i 4 f i) Cartotipodel machos mellizos (X,=79). Asuvez,
' A . freemartinN* los promedios de las células XX,

1 11(2n=60). Se tanto en freemartins como en los

’ a g ﬁ ' g ' a ' , ':::j;:f;?:: mflchos mellizos, resgltq ser ‘Ia
' : NN misma X,= 98). La distribucién
_ sexuales porcentuada de células XY entre

. 8 A% @ g B fRaa correspondientes pares de mellizos presento el
al quimerismo siguiente rango: 20 - 70% (Fig. 3).

: z XX/XY. Estadistribucién del porcentajede

‘ ‘ . g @ 3 & . & n células XY en freemartins y en sus

machos mellizos se incorporaron a
los encontrados en la bibliografia
(Wilkies et _al., 1981). Con estas
frecuenciassediagraméunagrafica
de barras (Campbell, 1967). Para
ello se relacionaron las frecuencias
porcentuadas de células XY en
funcién de los 260 casos conocidos
defreemarttin (Fig. 4) y95casosde
machos mellizos con terneras
freemartins (Fig.5). Elresultadode
estas graficas de barras muestran
y una distribuciéon azarosa de las
célulasXY.Seobtuvo45% decélulas

dediez individuos. el porcentajede  células XY, dentro de cadapar XY, en el estudio de 40 células
células XY en las terneras freemar- de mellizo heterosexual (Par metafésma?s‘ del machq N#21. Este
tin, osciléentreel20% y93.1% yenel ~ 1:31/33; par I:8/14; par II:17/  datopermitiéintroducirunanueva
caso de los machos entre el 35% y  14; par IV:23/18) no resultaron  claseen la grafica debarras (Fig. 5)
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70% (Tabla 1). « significativas (X*= 4.72; p<0.2)
Lasdiscrepanciasencontradasen  presentandose promediosigua- DISCUSION
la diferencia entre el nimero de les, entre las células XY de los La teoria celular, basada en el
TABLA 1: DATOS CITOGENETICOS DE MELLIZOS BOVINOS
(H= hembra; M = macho)

Identificacién del % Células XY N2 metafases Fecha nac. Fecha toma Procedencia
Animal (L.C.E.V.) muestra (Dpto)
PAR1 H12 66 47 5/89 5/89 San José

M13 70 47 5/89 5/89 San José
PARII H14 20 40 5/89 6/89 San José
M15 35 40 5/89 6/89 San José
PARIII H17 425 40 - 8/89 8/89 San José
M18 35 40 8/89 8/89 San José
PARIV H20 57.5 40 1/89 10/89 San José
M 21 45 40 1/89 10/89 San José
H11 o031 . 87 8/88 5/89 Lavalleja
H16 67.5 40 7/89 8/89 San José
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quimerismo encontrado entre
células con cromosomas sexuales
diferentes (XX/XY), trata de
explicar la anastomosis vascular
placentaria originada a nivel fetal
en mellizos heterosexuales bovi-
nos. (Marcum, 1974; Eldridge,
1985). Si relacionamos los
resultados obtenidos en este
trabajo: a) relacion estrecha entre
elnimerode células XY y entrelas
células XX, en cada par demellizos
heterosexuales; b) promedioidén-
ticoentrelas células XY dehembras
freemartin y machos, asi como
entre las células XX de los 4 pares
de mellizos; con los efectos de la
difusién, es decir, la relacion entre
la permeabilidad de membrana y
la diferencia creada entre
concentraciones diferentes de los
linfocitos que fluyenatravés delos
vasos capilares, podemos hacerlas
siguientes precisiones: a) que existe
una alta permeabilidad, pordonde
se difunden libremente los
linfocitos (anastomosis vascular),
deduccién lograda por la relacion
de 50% encontrada entre los
porcentajes de células XY y entre
células XX en cada par de mellizos
heterosexuales. Este concepto se
ve reforzado, dado que las

Fig.3: Represen-

tacion grifica de los -
porcentajes de células n
XY en los 4 pares de -
mellizos  heterose-

xuales. o
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variaciones del nimero de células
XY (y XX) son paralelas tanto en el
macho como enlahembra de cada
pareja (Fig.3).

De acuerdo a lo expresado,
podemos considerar estas dos
poblaciones como idénticas, con
un flujo continuo, bidireccional,
directamente relacionado con el
equilibrio que se establece entre
dos soluciones con gradiente de
concentraciéon similar. Se
establecen asi, fluctuaciones
paralelas en un sistema sanguineo
comtin a ambos mellizos. b)
Asumiendolorecién mencionando
es decir, un sistema circulatorio
comun para los linfocitos XY y los

linfocitos XX, se observa grandes
variaciones entre las parejas,
estableciéndose el predominio de
un tipo celular. En este trabajo, las
células XX fueron mas numerosas
que las XY, de lo que se desprende
que las hembras aportarian mas
linfocitos al sistema circulatorio que
los machos. Evidentemente, estas
precisiones tendran mayor validez
al aumentar el nimero de pares de
mellizosanalizados. Eldridge (1985)
sugierealgtin tipode “dominancia”;
de un tipo celular en mellizos con
anastomosis vascular placentaria
(XX 6 XY).

Cuandosecomparan las parejas
de mellizos heterosexuales entre si
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Fig. 4: Grifica de barras correspondiente al
porcentaje de células XY en freemartin. Se indican
los casos estudiados en este trabajo.

Fig.5: Grdfica de barras correspondiente al
porcentaje de células XY en los machos mellizos.
Se indican los casos estudiados en este trabajo.



(Fig. 3), se pueden destacar,
independientedelasedadesen que
fueron tomadas las muestras
sanguineas, las fluctuaciones que
se establecen entre ellos,
permitiendoentonces, postularuna
distribucién azarosa de las células
XY tanto para el freemartin como
en el caso de su macho mellizo.

Estas conclusiones, se
obtuvieron basidndose, ademas, en
los resultados presentados por
Wilkies et al. (1981) al encontrar
una distribucién entre 2 y 96% de
células XY en los freemartins
registrados.

Por tiltimo, se destaca la técnica
citogenética utilizada para analizar
la relacién del quimerismo
leucocitario XX/XY, frente a la
observacién fenotipica efectuada a
freemartins recién nacidos y
aquellos de 9 meses de edad.

Evidentemente, la técnica cito- .

genética permite determinar el
freemartinismo a edad temprana,
no siendo costosa, y con una
eficienciaenel diagnoéstico del 100%
(Wilkies et al., 1981); Bonnevaux y
Baptista, 1982).

El estudio comparativo de
técnicas citogenéticas, inmuno-
genéticas y moleculares, seran
discutidos en otro trabajo, con
objetivos de diagnéstico.
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