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Anatomical, citogenetic and molecular identification of a Freemartin Syndrome Case

Resumen

Introduccidn: El sindrome Freemartin es una de
las diferentes anormalidades reproductivas que se
pueden presentar en la cria del ganado bovino, y
trae como consecuencia la disminucién en la
eficiencia reproductiva del hato y problemas en el
rendimiento econdmico del mismo. Esta
anormalidad es un tipo de infertilidad que afecta
principalmente a hembras del ganado bovino
nacidas de partos gemelares heterosexuales,
caracterizado por un subdesarrollo del tracto
reproductivo Objetivo: establecer el posible
diagnostico de sindrome Freemartin en una hembra
nacida de un parto gemelar heterosexual.
Materiales y métodos: el diagnoéstico se realizé a
partir de la evaluacion anatémica de la hembra, el
analisis cariotipico y de secuencias de ADN
relacionadas con la determinacion sexual.
Resultados: la hembra bovina sufria de
anormalidades en su aparato reproductor que la
caracterizaban como Freemartin, de igual forma
mostré extendidos celulares con quimerismo
cromosomico (60,XX/60,XY) y amplifico regiones
especificas para el cromosoma Y. Conclusién: los
tres métodos utilizados confirmaron el diagnostico
de la hembra como Freemartin.

Palabras clave: Intersexo. Quimerismo. Bovinos.
Freemartin.

Abstract

Introduction: Freemartin syndrome is one of the dif-
ferent reproductive malformations that can come up
in the cattle growing, and it produces consequences
like a diminishing of the reproductive efficiency and
economical loses due to that fact. This malforma-
tion is a kind of infertility that mainly affects cows
which are born from heterosexual twin births, char-
acterized by an underdevelopment of the reproduc-
tive tract. Objective: To establish the possible diag-
nosis for the Freemartin syndrome in a cow born in
a heterosexual twin birth. Materials and methods:
The diagnosis was made from an anatomical evalu-
ation of the cow and the carioypical and DNA se-
quence analysis related to sexual determination.
Results: The cow suffered from abnormalities of the
reproductive apparatus which classified her as hav-
ing the Freemartin syndrome, and she also showed
cellular extensions with chromosomal quimerism
(60,XX/60,XY) and amplified specific regions for the
Y chromosome. Conclusion: The tree methods used
confirmed the diagnosis of the cow as having
Freemartin syndrome.
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Introduccidén

El sindrome Freemartin es una de las diferentes
anormalidades reproductivas, que se pueden
presentar en la cria del ganado bovino y que trae
como consecuencia la disminucién en la
eficiencia reproductiva del hato y problemas en
el rendimiento econémico del mismo.

Esta anormalidad es un tipo de infertilidad que
afecta principalmente a hembras del ganado
bovino nacidas de partos gemelares
heterosexuales, estando caracterizado por un
subdesarrollo del tracto reproductivo.! Las
alteraciones anatémicas provocadas por esta
afeccién provocan: reversion gonadal hacia
testiculo, presencia de ovotestis (tejido propio de
gonadas masculinas y femeninas) y desplaza-
miento de los genitales externos femeninos con
caracteristicas de genitales de macho. Dentro
de las posibles causas de esta anormalidad
estan: el intercambio de sangre a través una anas-
tomosis vascular corioalantoidea de células
germinales primordiales y hormonas (anti-
Miillerianas) producidas por las células de Ser-
toli del embriébn macho a su hermana hembra a
partir del dia 39 de gestacion. %2

Laincidencia del freemartinismo, depende de la
incidencia de gestaciones gemelares, que varian
de acuerdo a edad y raza del animal, siendo para
Simmental del 2.4 - 4.6%, para Holstein Fresian
del 0.5 - 4.2% y en Charolaise del 2.5 - 3.2%.
Segun Kastli, 1978, dentro de las gestaciones
gemelares entre el 1 el 10% son Monocigéticas
y el porcentaje restante son dicigéticas,
representadas por un 25% de gestaciones ma-
cho-macho, otro 25% hembra-hembray el 50%
restante macho-hembra® de estas entre el 91.9%
y el 95.7% son Freemartin 14, el porcentaje
restante pueden ser normales y funcionales 2.
En partos individuales, también se han reportado
anormalidades intersexuales en las hembras, lo
que hace pensar que cerca de un 2.9% de estas
gestaciones habrian tenido un individuo macho
que probablemente se reabsorbi6é en etapas
tempranas de la gestacion.®

El diagndstico de este sindrome puede ser dado
por la caracterizacion fenotipica de las hembras
quienes poseen tamafios anormalmente
mayores, cuernos gruesos, frente ancha, cuello
corto y amplio, tronco grueso y musculatura
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desarrollada; la vulva es corta, vello abundante y
grueso y clitoris con diferentes tamafios.>*¢ Los
genitales internos presentan hipoplasia gonadal’,
diferentes grados en la longitud vaginal y
desarrollo del Utero (rangos entre 1,2 hasta 21
centimetros).38

En algunas hembras puede encontrarse érganos
internos masculinos 391 e incluso individuos con
drganos con tejido ovarico, tibulos seminiferos y
ovotestis.*°, En cuanto a la posicién las génadas
pueden presentar desplazamientos desde su sitio
normal hasta descender en el canal inguinal.”
Algunos individuos pueden desarrollar testiculos
histolégicamente normales pero no funcionales,
es decir un testiculo con tdnica vaginal, tanica
albugineay tubulos seminiferos, separados por
células intersticiales; 6 individuos con ausencia
total de génadas 3. A pesar que este método de
diagnéstico es el mas comdn y econémico,
requiere un desarrollo minimo del individuo a
evaluar (3 0 6 semanas de vida).

Una segunda alternativa para realizar el
diagnéstico del sindrome Freemartin, es por
medio de la técnica del cariotipo que caracteriza
los cromosomas presentes en un individuo y
determina la ocurrencia anomalias, con esta
técnica se puede estudiar la presencia de
guimeras leucocitarias o combinaciones
anormales de cromosomas (60, XX / 60, XY)
1. o cual es diferente al mosaico dado por el
origen celular del mismo cigoto'®. La técnica se
basa en el cultivo de linfocitos tomados por
muestras de sangre para aumentar su nimero,
después de tratamientos quimicos y mecanicos,
se obtienen por goteo sobre la superficie de un
portaobjetos cromosomas provenientes de
células en metafase, que se analizan por tincion
en busca de los cromosomas X y Y presentes
en la muestra '12, Si se encuentra una célula
con cromosomsa X y Y se establece el
quimerismo y asi el individuo se considera como
Freemartin’. La probabilidad de realizar un
diagndstico por cariotipo del Freemartin se da
por la oportunidad de encontrar una mitosis XY
en un individuo y esto varia con el nUmero de
células contadas, de acuerdo a lo anterior Eldrige
y Balzac (1977) afirman que si un individuo posee
un 5% de células con contenido cromosémico
XY, se alcanzara un 92% de probabilidad en un
conteo de 50 mitosis de encontrar una XY y se
deberan contar al menos 168 mitosis en cada



individuo para lograr una probabilidad del 90%
para encontrar una célula XY, mientras que Zhang
y colaboradores en 1994, afirman que para lograr
una probabilidad del 98% de hallar un quimerismo
se deberd contar un total de 100 mitosis.
Infortunadamente este sistema presenta
inconvenientes en relacién al tiempo de ejecucién
y seguridad en casos especificos frente a otros
métodos de diagnéstico, ya que si un individuo
posee baja proporcién de células con
cromosomas Y estos tendran una baja
probabilidad de ser detectados, debido a que el
establecimiento de las mitosis sobre los
portaobjetos es aleatorio ademas del proceso de
ubicacion y conteo de metafases, lo que podra
en un momento determinado provocar
diagnésticos negativos falsos. Hasta el momento
no se ha encontrado una correlacién entre el
porcentaje de células masculinas y la
conformacién anormal de la vagina, clitoris y
organos internos é.

La tercera forma de realizar el diagnéstico del
freemartinismo es analizar la presencia de alelos
relacionados con la determinacion sexual en el
ADN del individuo afectado %13, este método se
basa en la técnica de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) y ofrece una alta confiabilidad
y sensibilidad dado que teéricamente puede
detectarse la presencia de una secuencia en una
célula afectada dentro de una muestra.

El objetivo de este estudio fue confirmar la
hipétesis de que la hembra del parto gemelar era
un caso de Freemartin, se plantearon tres formas
de diagnéstico con diferentes grados de
complejidad y aplicacion.

Materiales y Métodos

Las muestras se obtuvieron a partir de tres
animales (un par de hermanos gemelos y una
hembra control), mantenidos en cautiverio en la
Granja Santa Inés en el municipio de Caldas
Antioquia. Los animales son un cruce comercial
indeterminado entre individuos de las subespecies
Bos taurus y Bos indicus. La descripcion
anatomica se realizé mediante evaluacion fisica
de los animales considerados, a los que se les
inmovilizé para realizar una palpacion externa de
los 6rganos, asi como de la profundidad de las
estructuras vaginales. Se hizo registro fotografico

de la anatomia. Las estructuras del aparato
reproductor de la hembra se compararon con
hembras con fertilidad probada. Para la
evaluacion cariotipica se hizo cultivo siguiendo
el protocolo de Lépez et al 199712, y se continud
con la técnica de citogenética convencional para
el andlisis cromosomico descrito por Moorhead™.
En el analisis molecular del ADN se hizo segin
las recomendaciones del fabricante QUIAGEN.

Resultados

Durante la exploracién anatémica de la hembra
considerada como Freemartin, se pudo eviden-
ciar la presencia de una distancia anogenital anor-
mal de unos 32 cm (Foto 1), distancia que es
superior a la encontrada en una hembra normal
gue es cercana alos 2.5 centimetros, la profun-
didad del conducto vaginal no superé los 2.5 cm
y la abertura de la vulva tuvo una longitud de 1.9
centimetros, el orificio de entrada a la vagina no
presento labios vulvares definidos, ni clitoris pero
si mostré un penacho de pelo grueso a nivel ven-
tral, su contextura general externa mostré una
apariencia masculinizada similar a la de su her-
mano gemelo.

Foto 1. Hembra Freemartin, donde se
muestra el aumento de la distancia
anogenital en forma anormal

La evaluacion del cariotipo de los individuos
muestreados, mostrd en la hembra considerada
como Freemartin, un quimerismo celular confor-
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mado por mitosis con cromosomas Xy Y (Foto
2), igualmente en el macho se pudo establecer
la presencia en extendidos cromosomicos de
mitosis con un par de cromosomas X, en la hem-
bra utilizada como control no se evidencié la pre-
sencia de mitosis con cromosoma Y.

Foto 2. Metafase con tincién convencional
Giemsa de la Hembra Freemartin, donde se
muestran 60 cromosomas XY

Las evaluaciones de las pruebas con ADN de la
hembra considerada como Freemartin, mostro la
amplificacion de las regiones: SRY con tamafios
cercanos alas 400 pb y ZFX con tamafios cerca-
nos alas 200 pb, de igual forma se present6 para
el macho. La Hembra control solo presenté la
amplificacion de la regiéon ZFX.

Discusién

El analisis de las observaciones fenotipicas rea-
lizadas a la hembra nacida del parto gemelar,
mostré un desplazamiento anormal de la abertu-
ravaginal, lo que permite suponer que la anasto-
mosis vascular entre los hermanos, se pudo ha-
ber presentado temprano en la gestacidn, cerca
del dia 47 cuando se da la el aumento de la dis-
tancia anogenital y diferenciacion sexual como
lo plantea la literatura, el analisis del cariotipo de
esta hembra mostré en las mitosis evaluadas la
presencia de cromosomas Xy Y, hecho que sus-
tenta el intercambio celular entre los gemelos
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heterosexuales, de igual forma se pudo estable-
cer la amplificacién de las regiones XFX y SRY
en la hembra, lo que sustenta la expresion de
los genes relacionados con la determinacién
sexual y que trajeron como consecuencia la pre-
sentacién de las anormalidades fenotipicas des-
critas anteriormente. Los datos recolectados a
partir del analisis de la anatomia, cariotipo y ADN
de los individuos considerados en el trabajo, su-
gieren que bajo las condiciones del estudio, los
tres métodos son contundentes para determinar
el diagnéstico de la hembra como Freemartin.

Conclusién

En el estudio anatémico, citogenético y molecular
de regiones determinantes del sexo en el ADN,
en un par de gemelos criados en la Granja Santa
Inés confirmaron el diagnostico de la hembra
como Freemartin. Los resultados se ajustan a
las publicaciones consultadas.
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