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Resumen
El sindrome de freemartin es la patologia que afecta en gran porcentaje a los bovinos,
pudiendo presentarse en otras especies, en menor proporcion, la literatura agrupa extensos
trabajos de investigacion que han ido a través del tiempo recopilando historia de factores
relacionados al mal desarrollo gonadal, alteraciones anatdmicas presentes en este sindrome
revelando los efectos en genitales internos como lo es la hipoplasia gonadal, el incorrecto
desarrollo de los derivados de conductos de Miiller y la presencia de derivados de Wolff

(Ayala et al, 2000).

En el presente trabajo el objetivo general es realizar la recopilacion de factores que
afectan el desarrollo embrionario de las gonadas del tracto reproductor en hembras nacidas
de parto gemelar heterosexual y sus diagndsticos. Al término de la recopilacién de datos se
pudo concluir que las causas del freemartin son anastomosis vascular resultando en quimeras
XX, XY acompafiado del cruce de hormonas masculinas causando grandes pérdidas
econdmicas, el método de diagndstico mas accesible y rapido es el analisis citogenético

mediante cultivo de linfocitos acompafiada de un examen clinico previo.

Palabras clave: Freemartin, bovinos, factores, gemelares, heterosexuales, Muller, Wolff,

citogenético, linfocitos.



Abstract
Freemartin syndrome is the pathology that affects cattle in a large percentage, and may occur
in other species, to a lesser extent, the literature groups extensive research works that have
gone through time compiling history of factors related to poor gonadal development,
Anatomical alterations present in this syndrome revealing the effects on internal genitalia
such as gonadal hypoplasia, incorrect development of Millerian duct derivatives and the

presence of Wolff derivatives (Ayala et al, 2000).

In the present work the general objective is to carry out the compilation of factors that flourish
the embryonic development of the gonads of the reproductive tract in females born from
heterosexual twin birth and their diagnoses. At the end of the data collection, it was possible
to conclude that the causes of freemartin are vascular anastomosis resulting in XX, XY
chimeras accompanied by the crossing of male hormones that caused great economic losses,
the most accessible and rapid diagnostic method is cytogenetic analysis by culture of

lymphocytes accompanied by a previous clinical examination.

Keywords: Freemartin, cattle, factors, twins, heterosexuals, Miiller, Wolff, cytogenetics,

lymphocytes.



10

Introduccion

El sindrome de freemartin es una de las patologias reproductivas dentro de las cuales
su afectacion es mayor en la especie bovina, afectando a las hembras provenientes de
gestaciones heterosexuales (Lillie, 1916;Lopera et al, 2016;Padula, 2005). La presentacion
de este sindrome tiene como consecuencia una disminucion en la eficiencia reproductiva en
la ganaderia, presentandose en un 2 % de las gestaciones totales del hato, afectando la
economia para los productores teniendo en cuenta la sumatoria de perdidas por otras
patologias(Esteves et al, 2012; Lopera et al, 2016), este sindrome es generado por la
anastomosis vascular entre los dos embriones produciendo circulacion de sustancias entre los
gemelos durante su vida fetal, el paso de sustancias masculinizantes afectan directamente al
embrion femenino, causando que se dé un desarrollo anormal de su tracto gonadal y

reproductivo (Roa et al, 2012; Lillie,1917).

La presentacion del freemartin en bovinos puede darse en un aproximado del 92% de
las hembras de nacimientos gemelares heterosexuales o nacimientos multiples (Marcum et
al,1972). Especies como el bovino las cuales son tipicamente uniparas y la placentacién
pueden ofrecer la posibilidad de las fusiones coridnicas dando como resultado las
afectaciones del freemartin, tienen mayor probabilidad de que se presente este sindrome en

casos de gestaciones multiples heterosexuales (Hughes, 1927).

Los métodos diagndsticos que son citados por Zorrilla et al, (1963) basados en el
freemartin, son variados y explicados a grande rasgo sin hacer una explicacién detallada de
cada uno, dejando a criterio propio el uso de cualquiera de estos, claro esta que se hace la
documentacién especifica de dos métodos indicando asi sus beneficios y pasos a seguir de la

técnica usada con su respectivo analisis y resultado. Dentro de la variedad de diagndsticos
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que se pueden usar encontramos: Analisis citogenético, Método molecular, Examen clinico,

Métodos Hormonales entre otros.

Identificacion del problema

El freemartin se ha definido a través del tiempo como una afectacion directa en
hembras bovinas que provienen de partos gemelares con un macho, en la medicina veterinaria
y la ganaderia se conocen una variedad de patologias donde se afectan a los bovinos en su
desarrollo normal, sin embargo, a la hora de saber el porqué del sindrome de freemartin son
varias las hipotesis que se plantean (Padula, 2005; Lopera et al, 2016). La falta de
conocimiento hace que mitigar las pérdidas econémicas no sea precisa, no se puede tener un
consenso claro, teniendo en cuenta que no se realizan las técnicas diagndsticas existentes,
por ejemplo: las técnicas de citogenética para el analisis cromosdmico, el analisis molecular
mediante reaccion en cadena polimerasa (PCR), la tolerancia al homoinjerto, entre otras,

herramientas que brindan adecuada diagnosis (Lopera et al, 2016).

El manejo que se ofrece a los casos de Freemartinismo en gran parte es el descarte de
las hembras, sin tener la certeza y el conocimiento de los efectos que tiene este sindrome
causando pérdidas econémicas de gran magnitud. En la literatura la informacion tiende a
enfocar el diagndstico y a los resultados de estos, pero no brinda una informacion unificada
de los efectos en el desarrollo embrionario, ni una vision especifica de la afectacion en el
tracto reproductivo de la hembra con Freemartinismo, lo cual si se unificara podria brindar

una guia para un dictamen preciso.



12

La pregunta planteada es ¢Qué factores estan relacionados en el desarrollo
embrionario de las gonadas y del tracto reproductor de las hembras bovinas nacidas de

parto gemelar heterosexual?

Justificacion

En la medicina veterinaria y la ganaderia los conocimientos de patologias
reproductivas bovinas tienen un amplio manejo disminuyendo pérdidas econémicas, sin
embargo, a la hora de mitigar estas pérdidas el sindrome de freemartin no ha tenido resultados
satisfactorios lo que lleva a que en la mayoria de los casos los ejemplares sean descartados
sin el andlisis diagnostico adecuado, debido a su presentacion y manejo. En Colombia no hay
un registro en donde se analice con exactitud los casos presentes, claro, en razén a que hay
un minimo ndmero en el cual se hace uso de los recursos para la diagnosis (Lopera et al,

2016).

En este orden de ideas, el desarrollo de esta recopilacion literaria permitird hallar
informacién fundamental para la sintesis tedrica del tema sobre los efectos causados en el
freemartin desde el punto del desarrollo embrionario gonadal y del tracto reproductor de las
hembras que provienen de partos gemelares heterosexuales, apoyando la orientacién en la
medicina veterinaria en tener un mayor conocimiento de este sindrome desde el analisis

embrionario y diagnostico.
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Objetivos
5.1 Objetivo general

Revisar los factores que afectan el desarrollo embrionario de las gonadas y del tracto

reproductor en hembras nacidas de parto gemelar heterosexual y sus diagndsticos.

5.2 Objetivos especificos
® Realizar una revision literaria, relacionada con la presencia de hormonas y/o células
hematopoyéticas masculinas y sus efectos en las hembras bovinas nacidas de parto gemelar

heterosexual.

e Efectuar una busqueda de literatura, en relacion con los métodos diagndsticos en

las hembras bovinas nacidas de parto gemelar heterosexual.
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Marco tedrico

El término freemartin ha sido designado a la hembra de gemelos heterosexuales de
ganado (Lillie, 1916), a traves de la historia se han escrito numerosos datos de la procedencia
del término freemartin y sus efectos, asi como el escrito realizado por Swett et al. (1940)
donde indica que la definicion el freemartin, proviene y se conoce desde la antigliedad, antes
del establecimiento del imperio romano. Se describen las definiciones asignadas a la hembra
de parto gemelar heterosexual, entre las primeras y conocidas esta la establecida por Varro,
un escritor el cual fallecié el 28 a.C. quien refiri6 a la vaca estéril y le llamo “Taura”,
partiendo, asi como una de las primeras definiciones para esta patologia, claro esta que sin

ser la Unica.

El término "freemartin” tiene un origen oscuro, teniendo en cuenta al desglosar la
palabra (free) en espafiol "libre” significaba "dispuesto" o "listo para funcionar” como se
suponia que era Martin un trabajador especialmente dispuesto o propuesta de que la palabra
"libre™ se utilizara para significar la excepcion de reproduccion (estéril), estas y otras tantas
definiciones han sido otorgadas a la hembra que nace de parto gemelar heterosexual a través
de la historia (Swett et al, 1940). Aunque hay una gran variedad de historia en base al
significado de este sindrome, no se puede establecer quien fue el autor principal en designar

a esta patologia “freemartin”.

La causalidad de este sindrome al igual que la historia ha sido descrita por varios
autores quienes han aportado grandes investigaciones de este sindrome entre las que se
encuentra Frank R. Lillie (1916) quien hace referencia a varios de los estudios previos sobre
hembras freemartin, comparandolos con el estudio realizado por el indicando que la

informacidn ya establecida, solo se relaciona la estadistica de presentacion en bovinos y otras
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especies, claro esta que él hace una profundizacion de la causalidad de este sindrome,
indicando que el freemartin distingue dos efectos, como lo es el factor cigotico que determina
el sexo en los mamiferos y los factores hormonales que diferencian el sexo, concluyendo que
la hembra es esterilizada al comienzo de la diferenciacion sexual, o antes de que aparezcan
evidencias morfoldgicas, y las hormonas masculinas circulan en su sangre durante un largo
periodo a partir de entonces, debido a la circulacion fetal comun, instaurada por la
anastomosis vascular que se desarrolla entre los coriones de los dos embriones durante la

gestacion y como regla general indica que es estéril.

La determinacion de sexo cigotico en los mamiferos y de la participacién hormonal
en la diferenciacion sexual de cada especie, ha permitido ahondar en las alteraciones y los
puntos en la falla del desarrollo, ejemplificando la afectacion por el freemartin, pautando
causas en lo que respecta a las gestaciones gemelares de macho y hembra, donde

comunmente a la hembra se le define como freemartin (Lillie 1917).

Freeman (2007) analiza las publicaciones realizadas por Lillie (1917) y la previa
publicacion a estas que ya se habia divulgado, que hablaba de la causalidad del freemartin
comunicadas por los autores Tandler y Keller en 1911, quienes informaron por primera vez
la explicacion correcta del fenotipo freemartin en el gemelo femenino de un par hembra-
macho en el ganado, basados en las gonadas rudimentarias asexuales o un testiculo estéril
presente en la hembra; sufriendo modificaciones en su diferenciacion sexual normal.
Freeman instaura este analisis con el fin de establecer quienes fueron los primeros en hablar
de las causas del freemartin aclarando que la publicacion realizada por los autores Tandler y

Keller en 1911 fue realizada en una revista de poca circulacion el campo cientifico y por esta
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razon se brind6 el crédito de la causalidad a Lillie (1917) quien conto con un mayor

reconocimiento en este campo.

Placentacion bovina

La formacion de la placentacion hace parte fundamental de la vida fetal compuesta
por otras membranas extraembrionarias y la circulacion, permitiendo el intercambio de
sustancias entre la madre y el embridn. Ademas, de poseer la capacidad de secretar hormonas
y producir una barrera entre ambos sistemas inmunes facilitando la supervivencia del feto en

el utero (Roa et al, 2012; Lenis & Rodriguez-osorio, 2014).

La placentacion en los bovinos se encuentra clasificada como sinepiteliocorial, que
inicialmente esta placentacion tenia una denominacién de sindesmocorial por el epitelio
uterino parecia haber desaparecido, desistiendo del trofoblasto en asociacion directa con el
tejido conectivo endometrial, lo que tiempo mas tarde fue corregido demostrandose la
formacion de sincitios en medio de las células gigantes de trofoblasto bovino, las cuales son
conocidas como binucleadas fusionandose con las células epiteliales uterinas, formando las

células maternas trinucleares dando la clasificacion sinepiteliocorial (Auad et al, 2019).

Para la clasificacion placentaria se tienen en cuenta criterios como: el tipo de relacion
que se establece entre la madre y el feto segun el origen vascular. Otro criterio es el anatdmico
y un tercero es el histolégico. En los bovinos la placentacion cotiledonaria es donde las
vellosidades coriales se agrupan en rosetas llamadas cotiledones que se relacionan con las
carinculas endometriales del Gtero. Las estructuras uterinas y coriénicas en conjunto

conforman una estructura Illamada placentoma (Roa et al, 2012).
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La placentacion en el desarrollo embrionario cumple casi que el papel méas importante
en este sindrome, teniendo en cuenta que el freemartin casi siempre causa anastomosis
vascular de los vasos placentarios embrionarios de los gemelos, mas concretamente de las
arterias, causando el paso de sangre entre los gemelos durante la vida fetal (Lillie,1917). En
las gestaciones gemelares de los bovinos es comun la presentacion de la anastomosis vascular
placentaria (PVA) debido a que el corion contacta con el tejido conectivo materno, falta la
capa epitelial, esta falta puede permitir una fusién vascular y coridnica (anastomosis) entre
las placentas de los gemelos en desarrollo, permitiendo la circulacion sanguinea entre los

fetos dando lugar a animales leucoquiméricos (Young & Kirkpatrick, 2018).

Frecuencia de presentacion

La prevalencia del sindrome de Freemartin en el ganado bovino puede estar
directamente relacionado con la tasa de gestaciones gemelares y no solo porque es la
patologia reproductiva mas frecuente de las gestaciones gemelares en ganado bovino
(Esteves et al, 2012). En Colombia no se lleva a cabo un registro de la incidencia de estos
partos multiples en el ganado bovino, por lo que se asume que la mitad de estos partos
maultiples serian heterosexuales (macho-hembra), es decir, el 2.37%; y un 84.9% de éstos
producirian animales Freemartin. Estos analisis permiten calcular que el 2.02% de los partos
totales da lugar a hembras Freemartin estériles causando pérdidas econdmicas de gran

magnitud (Lopera et al, 2016).

El momento en el cual la diferenciacion sexual embrionaria se ve afectado en las
hembras de parto gemelar heterosexual radica en la inhibicion de lo que serian los ovarios y

conductos de Muller. Sin embargo, en algunas ocasiones (menos del 10%), las anastomosis
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vasculares ocurren mas tarde del periodo normal y aunque presentan un quimerismo

sanguineo, la ternera femenina se desarrolla con bastante normalidad (Esteves et al, 2012).

Anatomia embrionaria: Desarrollo gonadal, diferenciacion gonadal y tracto reproductor
embrionario

El desarrollo embrionario sexual normal del cual carecen las hembras freemartin, se
origina durante el periodo en el que se forman los principales tejidos, 6rganos y sus sistemas
(Winters et al, 1942). Ayala et al, (2000) cita a varios autores los cuales describen el
intercambio de células (quimerismo hematopoyético) y sustancias plasmaticas como
hormonas entre los embriones gemelos heterosexuales, generando una condicion intersexual
que es caracterizada por genitales externos que son esencialmente apariencia femenina, y

genitales internos afectados con diversos grados.

En el desarrollo normal de los bovinos los conductos fetales de Wolff (conductos
excretores del rifidn mesonéfrico transitorio) originaran los vasos deferentes, epididimos y
las vesiculas seminales en los machos, mientras que los conductos fetales de Miiller
originarén los oviductos y el Gtero en las hembras (Jost, 1985). La inhibicion del crecimiento
de la génada normal se aproxima al tiempo de 49 a 52 dias de gestacion, tiempo que se estima
se da la anastomosis vascular afectando el normal desarrollo gonadal de la hembra (Jost et

al, 1972).

El macho bovino

En el macho bovino, al ser XY, puede generar dos tipos de espermatozoides: la mitad
Ilevara un cromosoma Xy la otra mitad un cromosoma Y (Roberto & Salinas, 2017). El gen
SRY regula una serie de otros genes que impulsan colectivamente la diferenciacion de la

gonada indiferente para convertirse en un testiculo (McGowan et al, 2018). Se cree que el



19

papel principal de SRY es iniciar la diferenciacion de las células de Sertoli, aunque
sorprendentemente, incluso en las células de Sertoli, el requerimiento de SRY no es absoluto

normalmente (Brennan & Capel, 2004).

La gonada que se encuentra en diferenciacion secreta hormona antimulleriana y
testosterona, que directamente o mediante metabolitos especificos influyen sobre el embrion

indiferenciado (Ford & Klindt, 1989).

La diferenciacion testicular en el embrion macho ocurre en respuesta del gen SRY el
cual contiene la proteina SRY también conocida como factor determinante testicular (Ross
et al,2009). Este factor determinante testicular es responsable de que las células germinales
de los 6rganos genitales del embridon empiecen a formar los testiculos, aunque el gen SRY se
transcribe solo en el desarrollo embrionario y exclusivamente en células que van a formar los
testiculos (Roberto & Salinas, 2017). La expresion de este gen inicia en el dia 37 y alcanza
su punto maximo el dia 39 en el feto bovino (Ross et al, 2009), la génada cambia de
indiferenciada en el momento en que los cordones de las células epiteliales de los tabulos
mesonéfricos y la capsula glomerular en regresion hacen una penetracion en la mesénquima

de la cresta genital dando forma a los cordones sexuales primitivos (McGowan et al, 2018).

La hembra bovina

las hembras bovinas es XX, cada uno de sus gametos tiene un solo cromosoma X
(Roberto & Salinas, 2017) el ovario, se desarrolla mas tardio, con una aproximacion del dia
48 de la gestacion, al igual los 6rganos tubulares, formandose debido a la falta o ausencia de
exposicion endocrina gonadal masculina la cual estd mediada por el antigeno HY, el factor

testicular (hormona antimilleriana) se ausenta y se favorece el desarrollo femenino vy el
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ovario junto los conductos de Muiller (Sequeira, 2013). La funcion en el desarrollo gonadal
de los conductos paramesonéfricos de Muller es de formar los tubos uterinos, el utero y el
tercio superior de la vagina, el sexo femenino, resultante de la regresion de los conductos de

Wolff y en una feminizacion de los genitales externos (Rey,2001).

Descripcidén anatomica de hembras de parto gemelar heterosexual

Las gestaciones multiples consiguen ser monocigotas o idénticas y dicigotas o
fraternales. Los dicig6ticos provienen de cigotos separados, es decir de dos o mas 6vulos
fertilizados por espermatozoides diferentes y se conocen como mellizos o fraternales. Lo que
atafie a los gemelos de sexos iguales puede que el desarrollo embrionario y de su tracto
reproductivo sea perfectamente normal, pero se ha indicado que, en las gestaciones gemelares
heterosexuales es méas probable que la hembra sea definida como freemartin y dado que como

regla general indica que es estéril (Lillie, 1917).

El nivel de afectacion que hay en los genitales internos puede ser muy variado, o méas
comun, es la hipoplasia gonadal, incorrecto desarrollo de los derivados de conductos de
Muiller y la presencia de derivados de Wolff (Ayala et al, 2000) inclusive, se indica que hay
baja masculinizacion de los genitales externos, a diferencia de lo que ocurre con los genitales
internos (Jost et al, 1972).

La descripcion de casos de freemartin con alteraciones de los genitales externos,
revelan una vulva generalmente méas pequefia que lo normal con presencia de un mechén de
pelos que puede salir de la comisura vulvar inferior, asi como puede hallarse la presencia de

un clitoris largo que puede protruir (Ayala et al, 2000).
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Eldridge & Blazak (1977) trazaron la suposicion sobre la presentacion de hembras
que no exhiben problemas reproductivos, aunque provengan de parto gemelar heterosexual,
suponiendo que la génada femenina en desarrollo después de 49 dias, no genera una respuesta
a los agentes causantes de la supresion en la diferenciacion del tracto reproductivo femenino,
esto a casusa de que la fusion de los coriones y la anastomosis vascular puede ocurrir en un
periodo de tiempo posterior al desarrollo gonadal de la hembra.

Algunas de estas opiniones son controversiales debido a que los primeros efectos de
freemartin ocurren casi en la misma etapa del desarrollo femenino normal, siendo que la
presentacion de la anastomosis vascular se aproxima entre los 49 a 52 dias en todos los
presuntos freemartin (Jost et al, 1972).

Freemartin en otras especies
Ovinos

Marcum y colaboradores (1972) indicaron que la presentacion de freemartinismo en
las ovejas generalmente es de una incidencia baja (alrededor del 1%) sin tener mayor
relevancia, sin embargo, la identificacion de casos es mayor cuando la gestacion es de cuatro
0 mas embriones (Padula, 2005). En camadas multiples es comin en esta especie donde
nacen machos y hembras sin presentar alteraciones, como esta indicado por autores como
Smith et al. (2003) y Parkinson et al. (2001), la presentacion del freemartin en ovinos esta
generando una tendencia a aumentar el namero de casos. El porcentaje de las presentaciones
en los ovinos es variado entre especies las razas de ovinos mas prolificas como lo son Merino
Booroola y Rideau Arcott que tienden a ser mucho mas propensas a presentar el freemartin

(Brace et al, 2008).
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El planteamiento segun un estudio realizado por Iwona szatkowska y Marek
Switonskt (1996) donde asocian una probable existencia de un componente genético ligado
al padre, el cual supone que la causa de presentacion de anastomosis vascular es mayor, esto
basados en el estudio en un rebafio de 1500 hembras y 68 carneos, 22 de los cuales fueron
casos de gemelos heterosexuales y un triplete heterosexual con quimerismo de cromosomas
sexuales leucocitarios (XX / XY), todos estos asociados a descendencia similar, es decir, casi
todos provenientes de los mismos carneros. Ademas, se realizé el calculo de los coeficientes

de endogamia para todas las camadas quimeéricas.

Esta presentacion de anastomosis vascular es mas comun en la poblacion bovina que
en la ovina, bajo las pequerfias diferencias en la placentacion, donde hay una variacion en la
cantidad de placentomas lo que explica la diferencia observada en la prevalencia de
quimerismo y freemartinismo en embarazos de nacimiento multiple heterosexuales en estas

especies (Brace et al, 2008).

El autor Eldridge (1985) expone en su trabajo que el cariotipo es el método
diagnostico méas exacto a la hora confirmar la presencia del quimerismo 54 XX/54 XY. El
sindrome de freemartin es una patologia conocida en la industria ovina a pesar de su baja
presentacidn en nacimientos multiples y esto tiene una incidencia significativa en los rebafios
de alta prolificidad, lo cual hace que sea importante un diagndéstico previo en el momento de
realizar la seleccion de una hembra nacida de gestacion multiple con machos, evitando que

sea usada para reproduccion y tener grandes pérdidas econdmicas (Mari & Casellas, 2018).
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Equinos

En la especie equina en el estudio de Bouters y Vandeplassche (1972) demostraron la
presentacion de anastomosis vascular en el 50 % de los casos examinados, siendo que el
freemartinismo es poco comun en los caballos y cuestionable (Padula, 2005). La placentacion
en el equino es difusa y epiteliocorial, por esta razén se establece una relacion 1:1 donde se
proveer un funcionamiento normal y nutricioén adecuada al feto en desarrollo. En los equinos
son muy pocos los casos de mellizos que logran llegar al término de la gestacion y sobrevivir,
generalmente en este tipo de gestaciones gemelares no se evidencia la presentacion de
anastomosis vascular, en las cuales las muertes son a causa de que en la superficie de
empalme entre la placenta y el Gtero se genere una disminucién del espacio en la region
donde el corion de ambas placentas contacta, en la cual no existe vello coridnico causando
menor aporte nutricional a ambos fetos. No obstante, son minimos los reportes de estos casos
debido a que estas gestaciones gemelares pueden causar abortos, o el nacimiento de un solo

ejemplar donde el mellizo nace muerto o momificado (Gonzales del pino, 2010).

Porcinos

Los estudios en esta especie muestran la identificacion de algunos casos de
quimerismo en porcinos intersexuales compatibles con freemartinismo (Padula, 2005). En el
documento de Reinartz et al, (2001) se indica que las especies pluriparas como el cerdo, en
donde la placentacion tiene una cercania de embriones podria permitir la fusion de las

cubiertas corionicas y por ende el flujo de células indiferenciadas entre embriones vecinos.

Dado que la anastomosis vascular presente en los bovinos y ovinos es distinta que la
observada en los cerdos, esto debido a que la vasculatura de la placenta es diferente y rara

vez se encuentra la anastomosis de los vasos, dejando a la condicion de freemartin en una
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presentacion mas baja que la que hay en los bovinos. En la placentacion en los cerdos los dos
apices de la vesicula corionica no ingresan en formacion de la placenta, el corion es delgado
en estas zonas, estirada por la dilatacion del alantoides en el interior, practicamente carentes
de vasos sanguineos, permaneciendo durante todo el periodo de gestacion delgados y
necroticos, lo que podria acarrear que algunas de estas areas se adhieran estrechamente o se

invaginen con zonas de vesiculas adyacentes (Hughes, 1927).

El caso registrado por Gomez (1974) de intersexualidad en porcinos realizado en una
cerda prefiada proveniente de un matadero permitio la identificacion de 4 fetos, los cuales
dos eran gemelos macho y hembra, encontrandose cada uno en su respectiva membrana
amnidtica, pero en una sola membrana corioalantoica exhibiendo la fusion de las cubiertas
coridnicas, implicando un intercambio sanguineo entre ambos fetos resultado de quimerismo

XX, XY.

Cervidae

Aunque esta descrita una baja presentacion de freemartinismo en venados, wapiti y
renos la reproduccion artificial y técnicas de sincronizacion creo un aumento en la frecuencia
en la que se presenta el freemartin. En estas especies en particular el venado, a menudo
conducen a gestaciones gemelares causando alteraciones reproductivas como hipoplasia

gonadal, ausencia de tetillas e infertilidad (Haigh, 2007).

El manejo en la reproduccion en venados en cautiverio esta encaminado a ayudar y
lograr el aumento de la prolificidad de esta especie a pesar de no encontrarse en su estado
natural, en cautiverio es menor la reproduccion, por ende, se trabaja la reproduccion artificial

gue de manera secundaria lo que causa gestaciones gemelares, consecuentemente abortos y



25

partos distocicos. Aun cuando los gemelos puedan llegar a finalizar la gestacion y
supervivencia, éstas presentan un crecimiento y productividad menor que aquellas

procedentes de gestaciones unicas (Garcia et al, 2001).
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Metodologia

Se realiza una revision literaria mediante una lectura analitica, haciendo uso de informacion
enfocada al sindrome de Freemartinismo, sus efectos, teorias expuestas, herramientas
diagndsticas y documentacion bésica acerca de la anatomia embrionaria y desarrollo normal
de la especie bovina, toda esta informacion recolectada dard via a la creacién de un

documento unificado que permite el conocimiento, manejo y diagnéstico de este sindrome.

Esta recopilacién de publicaciones contiene un periodo cronoldgico desde el afio 1914 con

intervalos de tiempo hasta el 2019.

Bases de datos: NCBI, Google académico, articulos de revistas cientificas, tesis, libros de

embriologia veterinaria, Microsoft Academic, Scielo.

Documentos de investigacién: Se acopid informacion de gran variedad en tiempo, debido a
que fueron relevantes para la documentacion, teniendo en cuenta la historia establecida del
tema teniendo en cuenta que los articulos de manera que se hallan con un orden cronolégico

y algunos con minimas variaciones.

La recopilacion es de publicaciones nacionales e internacionales en diferentes idiomas como

inglés, portugués y espafiol.

Palabras clave: Se tuvieron en cuenta distintas palabras en la busqueda en distintos idiomas
como son freemartin, bovinos, causal factors, diagnostic, cattle, hematopoietic, chimerism,

leucoquimeras, vaca estéril.
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La revision se realiz6 de manera minuciosa permitiendo que, mediante las diferentes bases
de datos, NCBI, Elsevier, Science Direct, Google Academic, Microsoft Academic, Scielo se
hallaran mas de 90 documentos que fueron relacionados al freemartin. No toda la
informacidn encontrada fue usada debido a su contenido teniendo en cuenta a lo que refiere
el proposito del documento o simplemente no cuenta con aspectos relevantes, asi mismo se
analizo y se descartaron para tener una base de datos menos extensa con la cual se trabajo

obteniéndose una informacion precisa acorde a los objetivos del trabajo.

Un total de 58 documentos fueron usados para la revisién por su precision y calidad de
contenido tratando de unificar al maximo todos los datos recolectados, aclarando los puntos
de la investigacion y poder resolver la pregunta planteada. Se desarrollan y concluyen cada

uno de los objetivos de la revision bibliografica resultando en un documento completo.
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Resultados y discusion

Factores que afectan el desarrollo embrionario de las génadas y del tracto reproductor de las
hembras bovinas nacidas de parto gemelar heterosexual.

Tasa de ovulacion

Ginther et al, (1997) indica que la seleccion del foliculo dominante, es el proceso que
ocurre durante la onda ovulatoria, estableciendo la tasa de ovulacion en el ganado y este
proceso esta caracterizado por la desviacion en la tasa de crecimiento entre el foliculo
dominante y los foliculos subordinados de la onda, siendo asi la desviacion del diametro
(L6pez et al, 2005), las ovulaciones multiples se generan en una gran proporcion (20 % vs 1
% en vaquillas), indicandose que los bovinos de alta produccion lechera tienen una mayor
probabilidad de presentar gestaciones gemelares, esta afirmacion es hecha sin conocerse la
causa especificamente, a causa de falta de estudios, aungque se supone que esto es causado a
los altos niveles de la hormona FSH, que puede causar el aumento de ondas foliculares y

consecuentemente una alta cantidad de foliculos dominantes (Hernandez Cerén, 2016).

Anastomosis placentaria.

La fusion que se presenta entre los vasos placentarios embrionarios de los gemelos,
por anastomosis de las arterias y venas, pero mas concretamente de las arterias, hace que
exista un paso de sangre entre los dos gemelos durante la vida fetal. EI fenédmeno de
esterilidad que se registra en la hembra podria estar ligado a esta anastomosis vascular
placentaria, dando lugar al flujo sanguineo en comun (Lillie,1917). La inhibicion del
crecimiento de la gonada normal se puede dar aproximadamente a los 49 a 52 dias de

gestacion, que es el tiempo aproximado donde se da la anastomosis vascular generando como
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resultado presuntas freemartin, siempre y cuando la anastomosis vascular ocurra antes del

desarrollo gonadal de la hembra (Jost et al, 1972).

Hormonas

La teoria hormonal en el Freemartinismo se basa, en que debido a la anastomosis
vascular hay una circulacion sanguinea compartida entre los embriones gemelos
heterosexuales, generando una alteracion en el desarrollo embrionario normal, condicion que
ha sido descrita en mamiferos, pero con énfasis en la especie bovina, que es en la que se
presenta frecuentemente (Drago, 2014). La diferenciacion sexual del embrién macho se
relaciona en las alteraciones causadas en el desarrollo gonadal normal de la hembra, debido
a que su diferenciacion ocurre antes que la hembra, acompafiado de la anastomosis vascular
placentaria, causando una circulacion de hormonas masculinas entre las cuales se encuentran

testosterona y hormona antimulleriana (Lillie, 1917, Sequeira, 2013, Freeman, 2007).

Células hematopoyéticas

Adicionalmente a la circulacion compartida durante la gestacion gemelar
heterosexual, también se reporta el paso de células hematopoyéticas dando origen al
quimerismo (Pessa-Morikawa et al, 2004). Las células precursoras hematopoyéticas migran
a la médula 6sea y a otros 6rganos del cuerpo a través de la sangre, debido a la anastomosis
entre los gemelos, dando como resultado la presencia de células masculinas y femeninas en
la sangre (Long, 1990). Solo mediante el analisis cromosomico para el diagnéstico de
Freemartinismo se puede evidenciar la condicion quimérica (XX/XY) y medir la proporcion
de células con complemento cromosémico XY en hembras con este sindrome (Lopera et al,

2016).
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Uno de los estudios realizados por Jost y colaboradores (1972) permitieron Demostrar
que las hembras freemartin no se presentan por exposicion a androgenos sintéticos esto
mediante pruebas realizadas a varias vacas prefiadas haciendo la aplicacion de estos
androgenos y aunque el resultado del tratamiento condujo a la masculinizacion de los
genitales externos en la descendencia femenina, no indujo la conformacion de ovotestis,

como si ocurre en las terneras freemartin (Saal, 1989).

La presentacion de algunos casos reporta hembras freemartin procedentes de partos
fetales unicos, haciendo que se presuma la muerte del gemelo macho durante la gestacién o
momificacion del gemelo macho, lo cual se puede confirmado mediante el analisis

cromosomico mostrando el quimerismo (Szczerbal et al, 2019).

Diagnostico en bovinos

Examen clinico

En una ternera freemartin generalmente el examen clinico es la primera herramienta
donde se inspecciona la conformacion de la comisura vulvar es el primer paso (Ayala et
al,2000). El examen clinico ya en la porcion interna se hace mediante palpacion rectal y
puede estar acompafiado por un vaginoscopio que permite una mejor visualizacion,
diferenciando la base de la longitud de la vagina y la presencia o ausencia de cérvix (Long,

1990).

La ultrasonografia consigue usarse en algunos casos en el ganado bovino en donde se
indica una gestacion gemelar o complicacion que pueda ser visualizada, llevandose a cabo el

método bidimensional de imagenes de ultrasonido en tiempo real (modo B), rectalmente,
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usando una sonda de transductor mdaltiple, identificando los 6rganos reproductivos bovinos

y la visualizacion fetal (Almeida & Resende, 2012).

Analisis Citogenético

El andlisis cromosdmico puede realizarse instantineamente después de partos
gemelares heterosexual haciendo una deteccion temprana de hembras freemartin (Zorrilla et
al, 1963). Jiménez (2000) indico mediante su trabajo realizado en el laboratorio de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota la estandarizacion del analisis cromosémico
en bovinos para estudios en este laboratorio, para cada una de las técnicas de cultivo y bandeo

cromosomico.

El analisis cromosomico en un freemartin revela un diagnostico preciso realizado
mediante el cultivo de linfocitos para detectar el quimerismo 60, XX/ 60, XY (Moncaleano

et al, 2006).

Este analisis y su proceso se ha implementado en varias de las investigaciones de
casos probables de hembras freemartin, en donde el proceso inicia haciendo la toma aséptica
de una de una muestra de sangre entera, mediante puncion en la vena yugular o caudal, esta
sangre en incorporada en tubos los cuales contienen en su interior 0.1ml de heparina sodica,
posterior a la toma se mantiene la muestra a una temperatura de 4 C°, las muestras son
transportadas al laboratorio donde se llevan a un proceso de cultivo siguiendo la técnica
establecida; consecutivamente de obtener las metafases se analizan en un microscopio 6ptico
y para posteriormente ser fotografiadas ( Corredor & Paez, 2009, Lopera et al, 2016,

Moncaleano et al, 2006).
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Las muestras sanguineas enteras no son las Gnicas que determinan el quimerismo,
también se puede hallar en células XY de 6rganos como lo son pulmoén, medula dsea, rifion

y tejidos conectivos del posible freemartin (Auli 1988, Moncaleano et al, 2006).

El método directo: a partir de cultivos celulares: cultivo de sangre completa por

linfocitos T.

Siembra y recoleccién de
cultivo de linfocitos para

TOMA DE MUESTRA
(SANGRE ENTERA)

SIEMBRA DE MUESTRA

TIEMPO DE INCUBACION

ADICION DE INHIBIDOR

COSECHA

TINCION

OBSERVACION AL
MICROSCOPIO

lHustracion 1. Flujograma de cultivo y siembra de linfocitos
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Toma de muestra:

la toma de la muestra se debe realizar por Médico veterinario del vaso sanguineo
indicado( En bovinos: directa de la vena yugular), teniendo en cuenta la asepsia necesaria
evitando contaminar la muestra. La concentracion del anticoagulante usado mas utilizado es
la heparina sodica (Liquemine®). Lo ideal en el procedimiento es heparinizar el tubo, en el

caso de bovinos se agrega 0,1 ml de Liqguemine®, tomado con una jeringa de tuberculina.

Otros anticoagulantes como el EDTA o el citrato, no permiten una adecuada
estimulacion de los linfocitos T para la obtencion de extendidos cromosémicos de buena
calidad. Por lo tanto, no se deben utilizar para la obtencion de extendidos cromosémicos en
mamiferos. El estandar de la concentracion de la heparina varia segun cada especie debe
evitarse altas concentraciones ya que pueden resultar citotoxicas y las bajas concentraciones

pueden causar coagulacion de la muestra 'y seran desechadas (Jiménez & Sanchez, 2017).

Siembra de la muestra:

Para asegurar el exito de un cultivo celular in vitro, es necesario cumplir las normas
de higiene que se deben aplicar a todo laboratorio de experimentacion. El proceso de siembra
del cultivo debe llevarse acabo con materiales especificos para obtener resultados faavorables

estos materiales son:

1. Cabina de flujo laminar o camara esteril.
2. Incubadora

3. Frascos esteriles para cultivo de vidrio
4. Tapones para frascos esteriles.

5. Pipetas de vidrio
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6. Medio de cultivo M199 O RPMI 1640
7. Suero fetal
8. Fitohemaglutinina

(Ortega et al, 2018).

llustracion 2 Siembra y preparacion de cultivo.

Los protocolos de la siembra siempre inician con la preparacion previa de cada uno
de los frascos que se usaran para la preparacion del cultivo, su primer paso es exponer al
calor del mechero la boquilla de los fracos para obtener la esterilidad de los mismos, el
siguiente paso marcar y agregar el medio de cultivo que se va usar, pueden usarse dos tipos
de cultivos diferentes distribuyendo 2 frascos con un medio y los otros 2 con otro medio,
generalmente se preparan los frascos segun la cantidad de individuos (2 por cada individuo

con los medios de cultivo 1-RPMI-1640, 2- M199M) (Jiménez & Sanchez, 2017).

En la siembra el medio de cultivo se encarga de proveer nutrientes esenciales
balanceados cuantitativamente Se incluye toda la materia prima necesaria para la sintesis de
macromoléculas celulares, sustrato para el metabolismo (energia), vitaminas y trazas de

minerales cuya funcion primaria es catabolica, y una cantidad de iones inorganicos con
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funcién metabodlica , asegurando el alimento celular (Mudry & Bressa, 2014). En el
laboratorio de la universidad Nacional se implementan 2 tipos de medio de cultivo los cuales
son RPMI-1640, M199, que previamente se les ha agregado antibiotico al 2% (contiene 5000
Unidades de penicilina'y 5000 g de estreptomicina) estos presentan una buena estimulacion

y asepcia (Jiménez & Sanchez, 2017).

Continuando con el proceso se afiade, 1 ml de suero bovino el cual se agrega a los
medios basales definidos para estimular la multiplicacién e interactia con cada una de las
otras variables del sistema (Mudry & Bressa, 2014).Se agrega 0.5ml fitohemaglutinina
mitodgeno, sustancia estimuladora de la division celular y por Gltimo agregar la cantidad de

sangre segun los requerimientos por especie.

Incubacion:

llustracion 3.Incubadora estandar de microbiologia, en inicio de siembra.
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Se procede a llevar a incubadora por un tiempo de 68 horas a 38.5 °C ,la temperatura
y el tiempo puede variar segun la especie que se este trabajando. Faltando 1 hora para que
se cumpla el tiempo de incubacion se debe afadir 0.2 ml de colchicina (concentracion
0.016%), la colchicina debe ser agregada dentro de la incubadora para evitar el cambio de

temperatura (Jiménez & Sanchez, 2017).

lHustracion 3. Momento de la aplicacion de la colchicina en la hora 67 de incubacion.

La colchicina o Colcemid son sustancias toxicas que inhibe el ciclo celular de celulas
proliferativas en la fase de mitosis, este agente antimitotico permitio mejorarm y aumentar el

numero de celulas en metafase (Lopez & Marquez, 2002).

Cosecha:

lustracion 4. Aplicacion de solucién hipotdnica .
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Posterior a la incubacion se procede a pasar a tubos de ensayo cada preparacion, para llevar
a cabo la centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos permitiendo la separacion de la
sangre y lograr obtener el boton celular. Se procede a descartar el sobrenadante con una pipeta
Pasteur, el paso a seguir es mediante golpes suaves lograr resuspender el boton celular y
adiccionar 8ml de solucion hipotonica de cloruro de potasio (0.075M) esta preparacion debe

estar precalentda a 37.5° C por 15 a 30 minutos (Jiménez & Sanchez, 2017).

llustracion 5 .Descarte de sobrenadante y aplicacion de Carnoy.

llustracion 6. Recambio de fijador Carnoy y resuspencion de botén celular.
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Continuando con el proceso seguidamente de terminar la solucion hipotonica, debe
realizarse la fijacion con Carnoy 3:1 que contiente tres partes alcohol metilico por una parte
de acido acetico, se lleva a centrifugar nuevamente a 1200 rpm por 10 minutos y se descarta
el sobrenadante, se resuspenden las celulas y se afiade 8ml de Carnoy refrigerando la muestra
en la nevera por 30 min antes de proceder a realizar los procesos de limpieza, este proceso
se debe realizar de manera que se recambie el fijador Carnoy hasta que el boton quede limpio,

sin sedimentos o detritos de globulos rojos (Ortega et al, 2018; Jiménez & Sanchez, 2017).

llustraciones 8 y 9. Retiro de sobrenadante final y resuspencion celular para goteo.
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En el ultimo lavado al momento de retirar el sobrenadante debe dejarse una porcion
de este aproximadamente 0,5ml del fijador para lograr la resuspencion del boton celular.
Teniendo este resultado se procede a relizar la tecnica de goteo (3 0 4 gotas) sobre las laminas
tratando de lograr que sea centrada a una distancia permitida por el brazo sobre la lamina, las
laminas deben estar previamente enfriadas, la distancia del goteo permite obtener un

extendido homogeneo (Jiménez & Sanchez, 2017).

llustracion 10y 11. Goteo y flameado de I&minas con preparados .

Inmediatamente de gotear las ldminas se debe realizar un flameado suave de cada

lamina y se dejan secar las laminas a temperatura ambiente.

Tincion:
Después de que las laminas se encuentren secas y marcadas se puede tefiir, empleando
tincion de Giemsa, se deben ubicar las ldminas en una superficie la cual permita que la

preparacion empape las laminas, para cada lamina se hace uso de 4.6ml de agua destilada,

0,2 ml de Buffer Giemsa y 0,2 ml de colorante recién filtrado esta preparacion se deja por 15
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min y seguido debe realizarse un lavado con agua destilada. Después de la coloracion se

dejan secar al aire para proceder a su observacion (Jiménez & Sanchez, 2017).

Ponmw -0
2-2-200¢C

llustracion 12.Secado y marcado de ldminas

lustracion 13. Aplicacion de tincidn.

llustracion 14.Tincion y tiempo de exposicion

lustracion 15. Tiempo de secado posterior a la tincién
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Observacion microscopica:

el método de observacion puede variar segun la coloracion usada, en el caso del
laboratorio, la técnica méas usada es la tincion homogénea con Giemsa por lo cual solo se
requiere del microscopio compuesto normal. La técnica de tincién de Giemsa permite la
evaluacion del cultivo de linfocitos donde se realiza un conteo de manera minuciosa de toda
la 1dmina, se realiza un barrido de punta a punta de abajo arriba de forma vertical, contando
la cantidad de células transformadas, células no transformadas y metafases (Lopez &
Marquez, 2002; Jiménez & Sanchez, 2017;Mudry & Bressa, 2014).

En este paso se realiza el analisis del indice Mitético (IM), la Eficiencia Mitética, en
relacién con los resultados de los preparados, la cantidad de metafases permite la
identificacion de cromosomas esto se refleja la buena aplicacion de la técnica de siembra 'y
cosecha.

# células metafase

IM = x 100
# células totales

# Células en metafase+ # de células trasformadas
EM= x 100
# Células totales

Los micro preparados se examinan por medio de un microscopio de luz brillante bajo un
aumento de 10X y 100x, logrando la identificacion de metafases, numero cromosomico,
estructura y morfologia cromosémica permitiendo la identificacion de alteraciones

estructurales o numéricas de cada individuo (Corredor & Jiménez, 2005).



llustracion 16. Metafase #1. de una hembra bovina con 2n=60 (58 acrocéntricos/ XY).

llustracion 17. Metafase nimero #2. Con 2n=60 (58 acrocéntricos/XX)
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Posterior a la identificacion de las células en metafase y realizar el célculo del IM y
ME , se procede a seleccionar las metafases que se encuentren completas y con la
identificacion de los cromosomas XX/XY, estas seran ubicadas en la lamina blanca para su
posterior fotografia .

De esta manera se realiza el diagnostico de freemartin bajo la tecnica de cultivo
celular citogenetico con tincion de Giemsa, siendo el proceso mas usado debido a su
economia y rapidez.

Método molecular

Mediante el método molecular PCR reaccion en cadena polimerasa genera la
amplificacion de secuencias nucleotidicas especificas presentes en el cromosoma Y
permitiendo evidenciar la presencia del guimerismo en muestras de sangre de hembras
nacidas con un gemelo macho, el porcentaje de sensibilidad de la prueba de 0.05% permite

la deteccion de células quiméricas (Lopera et al, 2016).

Los estudios en el que se trabaja el gen SRY estan indicados debido a que este es uno
de los precursores en machos para iniciar procesos de diferenciacion testicular y la inhibicion
de las vias de diferenciacion sexual femenina. Este gen presente en la hembra puede generar
desperfecto en la morfogénesis gonadal normal y por consiguiente un desarrollo de
estructuras foliculares dando lugar a la ovotestis comdn en el Freemartinismo (Payan-
Carreira et al, 2008). EIl gen SRY no es el Gnico implementado para estudios de freemartin,
igualmente puede encontrarse acompafiado del uso del gen de la caseina K, que ha permitido
su aplicacion en la determinacion del sexo y genotipificacién de este gen en embriones

bovinos (Lopez et al, 2005, Cervantes et al,2007).
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Métodos Hormonales

La medicion hormonal en aproximacion diagnostica en los casos de hembras de
freemartin, se ha hecho solo de manera experimental en un intento de que tenga utilidad, lo
cual no ha sido exitoso debido a que solo se ha logrado corroborar la funcion endocrina del
tejido gonadal como prediccion de fertilidad, calculando los niveles de FSH hormona foliculo
estimulante, estradiol (E2 ) y estrogenos, adicionalmente los niveles elevados de testosterona
tratando de establecer presencia de hormonas masculina , resultando en que esta prueba

hormonal carece de especificidad (Padula, 2005).
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Conclusiones
Los factores relacionados en el desarrollo embrionario de las gonadas y del tracto
reproductor de las hembras bovinas nacidas de parto gemelar heterosexual, son la
anastomosis vascular resultando en quimeras XX, XY, acompafiado del cruce de hormonas
masculinas generando las alteraciones en la diferenciacion sexual normal de la gemela

hembra.

El sindrome de freemartin repercute en grandes pérdidas en la produccién y economia
de la explotacion ganadera, en donde el establecer las causas del sindrome de freemartin es
fundamental, permitiendo identificar de manera adecuada cuél debe ser la direccionalidad
por seguir en el momento del uso de métodos diagndsticos generando un dictamen preciso

en este sindrome.

Las herramientas diagnosticas en el freemartin tienen una amplia gama de técnicas,
que dan opciones de seleccion de acuerdo con su agilidad, especificidad e incluso costos,
cada una de estas son usadas conforme al criterio veterinario y a los conocimientos de cada

método a usar.

El método adecuado para el diagndstico en el sindrome de freemartin por su agilidad,
accesibilidad y economia basandonos en una precision seria el anlisis citogenético teniendo
en cuenta el previo examen clinico realizado por el profesional veterinario, esto permite que
sea exacto evitando diagnosis errada, accediendo asi a dar via libre al manejo que se requiere

tomar con el animal.
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