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Quimerismo leucocitario en hembras bovinas nacidas de parto gemelar heterosexual
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RESUMEN
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Se realizó un  análisis cromosómico de tres novillas de tres  años  y dos  terneras  de  una  y tres  semanas de edad,  las cuales  fueron reportadas  como nacidas  de parto  gemelar  heterosexual.  Al examen  clínico y a la palpación  las  novillas presentaron en  general,  tracto reproductivo rudimentario con grado variable de masculinización, ausencia  de útero, cuernos y ovarios y en un caso particular,  los ovarios eran pequeños, la vagina medía solo 3 cm. de longitud y además  presen- taba  hiperplasia  del clítoris. Otra de las novillas pre-

sentó  órganos  del tracto  reproductivo  pequeños, au- sencia de cérvix y artrogriposis en los miembros ante- riores.  En 4  de  las  hembras  analizadas  se  detectó quimerismo  leucocitario sexual (células 60XX / 60XY) con rangos de células masculinas que oscilaron entre
7.09% y 33.33% a excepción de la novilla 0304, en la que solamente  se detectó  la inserción de una gran banda  heterocromática a nivel de la región media del brazo largo (1q) del cromosoma  1, la cual fue visible con bandas  CBG, GTG y RBG.
ABSTRACT
Chromosomal  analyses  were made  in three heifers of
3-years  old and  two female  calves  of one and  three weeks old and reported as reported as birth of hetero-
sexual  twins.  At phenotypic  examination  the  heifers
shown a rudimentary  reproductive tract with variable degree of masculinization, the ovaries, horns and uterus
were absent. In some cases were founded small ovaries,
short vagina of 3 cm of length, and hyperplasic clitoris. One heifer had a rudimentary reproductive tract, cervix

absent  and arthrogryphosis  in fore limbs. There are 4 heifers  had  be  analyses  were  leukocyte  quimerism
60XX/60XY from 7.09% to 33.33% of male cells. In the heifer 0304, was detected  an insertion of a great
heterochromatic band at medial region of chromosome of long arm (1q), which was observed with bands CBG,
GTG and RBG.
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El quimerismo  se  ha  definido como  una  condición cromosómica propia de los bovinos, en la que los indi- viduos presentan dos o más   tipos de  células diferen- tes, como consecuencia de la fusión corión - vascular ocurrida entre las placentas de embriones heterosexuales  durante el desarrollo embrionario (Meyers- Wallen et al, 1986).

La anastomosis de los vasos sanguíneos  placentarios puede darse en una etapa  temprana  del desarrollo an- tes de la diferenciación  sexual (día 28)  o después  de que esta sucede (día 79) (Hinrichs, 1999). Como con- secuencia  ocurre migración de células germinales XY a las gónadas  del embrión hembra  lo que desencadena una  cascada de eventos  por la expresión del gen del
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antígeno H-Y que  inicia la diferenciación de la gónada en el testículo (Cavalieri et al, 1999; McFeely, 1990). Asimismo la producción  de andrógenos,  induce la re- gresión de  los túbulos paramesonéfricos conduciendo a la formación de un tracto reproductivo rudimentario. Durante el proceso de migración además  ocurre la colo- nización de la médula ósea de la hembra  por precurso- res celulares de su hermano gemelo por lo que esta con- tinuará enviando a la circulación células XY (Long, 1990).
Como resultado  nacerán  terneras  freemartin,  hembras estériles que presentan un grado variable de masculinización de su tracto genital observándose aplasia o hipoplasia de los órganos del aparato reproductivo.  (Kastli 1978; Sharma  et al, 1980; Lui et  al,  1987; Long ,  1990; Khan and  Foley 1994; Jiménez  y Sánchez,  1999; Hinrichs,  1999; Petrizzi,
2002). Además se han  reportado  casos  de quimeras nacidas  de  parto  simple  como  consecuencia de  la muerte  de su hermano  gemelo después  de que se ha establecido  la anastomosis vascular  (Wijeratne et  al,
1977).
En los gemelos machos  se ha observado una baja ca- lidad espermática y reducción de la fertilidad o esteri- lidad (Greene et al, 1997; Lui et al, 1987) debida a la persistencia  del ducto paramesonéfrico  y a la falta de desarrollo de la red de testis y los túbulos seminíferos

(Virgier et al, 1984).
Según Dunn et al. (1981) se asume  que los gemelos del mismo parto tenderían a tener el mismo porcentaje de células de su hermano, pero los eventos embrionarios conllevan a que predomine  uno de los 2 tipos celula- res.  Se ha  sugerido  que  la diferencia  en  la función cardiaca  fetal, el grado de anastomosis de las mem- branas  fetales y  la asincronía  en el desarrollo de los embriones  pueden  afectar este porcentaje.
Los porcentajes  de células XY reportados  para terne- ras  freemartin  es  muy variable  (Dunn  et  al,  1981; Jiménez  y Sánchez,  1999). Algunos autores  han  en- contrado casos de animales que al análisis citogenético presentaron un  porcentaje  inferior al 5%  de  células leucocitarias  XY, lo que  contrasta  con Hinrichs et  al. (1999) quienes  encontraron  terneras  freemartin  con más del 95%  de células XY.
Se debe tener claro que el quimerismo no se restringe a las células sanguíneas, también  pueden  encontrarse células XY en otros órganos y tejidos como riñón, pul- món,  médula  ósea  y tejido  conectivo  del  animal freemartin (Makinen, 1974; Lui et al, 1987).
El objetivo del presente  trabajo fue realizar el análisis cromosómico de hembras nacidas de parto gemelar heterosexual para detectar el quimerismo 60,XX/ 60,XY o la presencia  de anomalías  cromosómicas.
MATERIALES Y  MÉTODOS
Se tomaron  muestras  de  sangre  con  anticoagulante Liquemine® 5000 UI/ml de tres novillas de tres años y dos terneras  de una y tres semanas de edad (tabla 1).
Los ejemplares  fueron remitidos  de  la Clínica de  la Reproducción   al Laboratorio de Citogenética Animal de la Facultad  de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia donde se rea- lizó el cultivo de linfocitos para el análisis cromosómico. La siembra se realizó con la técnica estandarizada pre- viamente  por Jiménez  (2000) para  la obtención  de metafases en bovinos colocando 2 ml de sangre com- pleta con 8 ml de medio de cultivo celular RPMI 1640,
0.3  ml de Phitohemaglutinina P y 1 ml de Suero Fetal
Bovino 20%.  Se incubó por 67  horas a 38.5ºC.
Uno de los cultivos de cada animal se expuso durante
7 horas a 0.3 ml de Bromodioxiuridina (BrUd), y todos a colchicina (0.016%), 0.2  ml. una hora antes  de la cosecha. Luego se transfirieron a tubos de punta cóni- ca para ser centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos, se descartó  el sobrenadante y se sometió a las células a solución hipotónica  precalentada (KCl 0.075M), 8 ml por 30 minutos a 38.5ºC. Se realizo una prefijación colocando  8  gotas  de Carnoy fresco (metanol:  ácido acético, 3:1),  se homogenizó y centrifugó nuevamente por 10  minutos  a  1200 rpm,  se  descartó  el sobre-


nadante y se  fijó en  Carnoy por 30  minutos  a  4ºC. Finalmente  se llevaron a cabo  de 3 a 5 lavados  con Carnoy fresco hasta obtener botones celulares limpios.
La concentración  celular de cada  cultivo se dejó caer sobre láminas  congeladas  y húmedas, fijadas con ca- lor, rotuladas  y secadas a temperatura ambiente. Se realizó la coloración tradicional con Giemsa y diferen- cial (bandas   G, R y C) con láminas  de 2 a 7 días de envejecidas.
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Los micropreparados se examinaron  con microscopio de luz brillante bajo un aumento  de 10X y 100X, ob- ser vándose  las  metafases,  analizando   número cromosómico, estructura y morfología cromosómica en cada uno de los complementos bovinos muestreados. A continuación se tomaron fotos de las mejores metafases a una amplificación de 400X y se armaron los cariotipos. Se utilizó película de 35 mm a blanco y negro Kodalith® Orthofilm 6556 ISO 8 y papel Kodak Forte speed®  grado 3  semimate. El microscopio  de fotografía  se ajustó previamente  de acuerdo a la Téc- nica  de Iluminación de Kohler, se usó el objetivo de mayor aumento  (100X)  y las  fotografías se  tomaron con filtro verde. Las microfotografías fueron ampliadas en un equipo Me-opta Oremus 6 Standar® (Sánchez y Correa, 1994).
RESULTADOS
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Al análisis  cromosómico,  de las cinco hembras  bovi- nas, cuatro presentaron quimerismo sexual leucocitario
60XX/60XY (figura 1).
La proporción de la línea celular XY hallada en las ter- neras  0304, 0504 y 0704 fue  de  0%,  7.09% y

33.33% con un 100% 92.9% y 66.66% de células
XX, respectivamente, siendo la novilla 0304 en la que no se detecta  presencia  de células XY, la ternera 0504
la que presentó el menor porcentaje  de células XY, y la
ternera  0704 la del mayor número de células XY (ta- bla 2).
Las otras dos novillas: 0204 y 0404, tuvieron porcen- tajes celulares XY de 12.08% y 29.78% con 87.91% y 70.21% de células  XX, respectivamente. La condi- ción fenotípica y el grado de subdesarrollo de los órga- nos del tracto reproductivo en estas  dos terneras  fue- ron semejantes (tablas  1 y 2).
La novilla 0304 no  presentó  quimerismo  sexual leucocitario, pero su complemento  cromosómico exhi- bió un cromosoma  cuyo brazo largo excedía conside- rablemente la longitud de todos los demás cromosomas en todas las metafases (104) analizadas  (100%).

A través de las técnicas de coloración diferencial (ban- deo cromosómico)  GTG, CBG y RBG, para  lograr su identificación, se confirmó su posición dentro del cariotipo  como  uno  de  los miembros  del primer  par cromosómico (par 1) del complemento  bovino al com- parar  el patrón  de  bandas  expresado  con  el patrón estándar  internacional  (ISCNDB, 2001).
Mediante la técnica de bandas  GTG además  de confir- marse la identificación del cromosoma  1 de la ternera
0304, se pudo determinar  la presencia  de una banda
G positiva adicional, de gran tamaño,  localizada en la región intermedia del brazo largo (1q)  (Figura 3).  Así
mismo, con bandas  RBG a este mismo nivel no se ob- servaron bandas  R positivas (figura 5).
El patrón de bandas  CBG del cromosoma  1 de la ter- nera 0304, reveló una banda  centromérica  (figura 4) de igual tamaño  y localización a la de su homólogo.
La morfología y estructura  cromosómica de los demás elementos  del  cariotipo  (incluidos  los cromosomas sexuales)  de la novilla 0304 fueron normales,  el nú- mero diploide no se vió alterado  y la presencia  de la banda heterocromática en la región intermedia del brazo largo (1q) se observó en el 100% de las 104  células analizadas.
Tabla 1. Resumen  de los signos clínicos de 3 de las novillas experimentales suministrados por la Clínica de la reproducción.
	Código
	Raza
	Edad
	Descripción
	Herramienta diagnóstica
	Procedencia

	0204
	Holstein
	3.5  años
	Muñón uterino, vagina de
7 cm., ausencia  de útero,
	Palpación, Vaginoscopia
	Sopó
(Cundinamarca)

	
	
	
	cuernos  y ovarios.
	Ultrasonido
	

	0304
	Normando
	3 años
	Órganos del tracto repro- ductivo pequeños. Ausencia
	Palpación
	Sopó

	
	
	
	de cerviz. Arthrogriposis
miembros  anteriores.
	
	(Cundinamarca)

	0404
	Gyr x

Criollo
	3 años
	Hiperplasia de clítoris. Va- gina de 3 cm.  Ausencia de cérvix. Posibles ovotestes
	Palpación
	Espinal
(Tolima)

	0504
	Holstein
	3 semanas
	*
	*
	Cundinamarca

	0704
	Holstein
	1 semana
	*
	*
	Cundinamarca


*Servicio externo,  no hay datos
Tabla 2. Resultado  del estudio citogenético realizado a las 3 novillas y 2 terneras  gemelas  de parto heterosexual.  Obsérvense los rangos celulares XY de 0% a 33.33%.
	Código
	Raza
	Número de
Metafases
	60,XX %
	60,XY %
	Diagnóstico

	0204
	Holstein
	91
	87.91
	12.08
	Quimerismo Sexual leucocitario

	0304
	Normando
	104
	100
	-
	Inserción heterocromática
Región intermedia  brazo largo (1q)
del cromosoma  1

	0404
	Gyr x Criollo
	94
	70.21
	29.78
	Quimerismo sexual leucocitario

	0504
	Holstein
	141
	92.9
	7.09
	Quimerismo sexual leucocitario

	0704
	Holstein
	120
	66.66
	33.33
	Quimerismo sexual leucocitario


A                                                                                             B

C                                                                                             D

Figura 1. En las metafases A y B se observa el quimerismo leucocitario encontrado  en las hembras  freemartin, las flechas indican el hallazgo de cromosomas  sexuales XX y XY   en un mismo individuo. En  C y D, cariotipo. Tinción con Giemsa.
A                                                                                             B

Figura 2. (A) Metafase con Giemsa y (B) cariotipo de la novilla 0304 que presento una anomalía  cromosómica
tipo estructural. La flecha señala  en la metafase  un cromosoma  de mayor longitud.
A                                                                                             B

Figura 3. (A) Metafase y (B) cariotipo de la novilla 0304 con bandas  GTG. La flecha señala  una gran banda  G

positiva  en posición intermedia  del cromosoma  1 (1q).
A                                                                                             B

Figura 4. (A) Metafase y (B) cariotipo de la novilla 0304 con Bandas CBG. Se confirma la condición monocéntrica del cromosoma  1 al revelarse solo una banda   centromérica  en la estructura  cromosómica  (flecha).
A                                                                                             B

Figura 5. (A) Metafase y (B) cariotipo de la novilla 0304 (Bos taurus)  con Bandas  RBG, obsérvese la banda  R

negativa en posición intermedia  del brazo largo del cromosoma  1 (1q) (fecha).
DISCUSIONES Y  CONCLUSIONES
En 4 de las 5 hembras analizadas, (0204, 0404, 0504,
0704) se  confirmó citológicamente  su  condición  de freemar tinismo,   al   obser varse   el   quimerismo 
leucocitario  (60,XX/60,XY), por lo que se asume  que
debió ocurrir la fusión placentaria, que permitió el  in- tercambio de células de su hermano,  (60,  XY), lo que
puede  originar una  diferenciación  anormal  de  las gónadas  y de los Conductos de Muller. De acuerdo  a
los diferentes reportes  las terneras  freemartin  pueden
presentar  ovotestes  o testículos  y atrofia o hipoplasia del tracto reproductivo, lo que ocasiona su infertilidad
(McFeely, 1990; Crow, 1996; Cavalieri et  al,  1999;
Jiménez y Sánchez,  1999).
En los casos de freemartinismo debe ocurrir una trans- ferencia  bidireccional  de  células  leucocitarias  (mate- rial genético),  hormonas,  antígenos  y otros precurso- res celulares entre los embriones gemelos de diferente sexo a través de la circulación placentaria común que se establece  (Long, 1990; Khan et  al,  1994; Crow,

1996; Cavalieri et  al,  1999; Jiménez  y Sánchez,
1999).
Long (1990) reporta el nacimiento de hembras  estéri- les en el 92%  de los casos  de bovinos con gestación múltiple heterosexual  en las que ocurre fusión corion - alantoides  y  anastomosis de los vasos sanguíneos,  lo que significa que el 8% restante  corresponde a las ter- neras  gemelas  nacidas  de  parto  heterosexual  en  las que no ocurre fusión placentaria y por consiguiente no presentan citológicamente  quimerismo  leucocitario.
Este porcentaje  (8%) de animales  debe tener su capa- cidad reproductiva normal, si no existe otra causa y en la práctica podrían estar siendo descartadas por el solo


hecho de ser terneras  gemelas  nacidas  de parto hete- rosexual. Por ello, destacamos la importancia que puede tener el diagnóstico citológico temprano  del freemartinismo  a través  del análisis  cromosómico,  el cual  se  puede  realizar desde  el mismo  día del naci- miento (Jiménez y Sánchez,  1999).
La novilla 0304 con hipoplasia de los órganos del tracto reproductivo y artrogriposis  de los miembros  anterio- res no presentó  quimerismo  sexual leucocitario  a pe- sar de ser nacida de parto gemelar heterosexual,  pero en  el estudio  citogenético  se  le detectó  con  tinción cromosómica   diferencial  GTG una  gran  banda heterocromática, localizada  en  la porción media  del brazo largo de uno de los miembros del par cromosómico  uno (1q) lo que incrementaba conside- rablemente la longitud de este cromosoma.  El cambio estructural  fue comparado  con el patrón  estándar  in- ternacional ISCNDB (2001), por lo que se pudo confir- mar la ausencia de dicha banda  a nivel del cromosoma
1 normal de los bovinos.
La presencia  de material cromosómico extra, como es el caso  de  esta  banda  heterocromática en  la región media del brazo largo del cromosoma  uno (1q), se ha reportado  que puede  ser ocasionada por alteraciones estructurales y de  organización  de  la  cromatina, incrementando la longitud del cromosoma  implicado, originando  duplicación  de  segmentos  cromosómicos, por  metilación de la histona 3 (H3), proteína encarga- da de iniciar la formación de heterocromatina que ac- túa  además  como represora  de la transcripción  (Are- nas  et  al .,  2002), esta  actividad  puede  verse incrementada por la presencia  de  agentes  como  las irradiaciones,  agentes  químicos  mutagénicos (Griffith
et al, 2002) y genéticos (Dimitri et al, 1989).
En humanos, los incrementos  en la estructura  de la
heterocromatina   han    sido   repor tados    como duplicaciones  o translocaciones y son  causales   de
enfermedades genéticas  que  dependen directamente
de  la cantidad  de material genético  y pueden  causar nacimiento  de individuos con anormalías  congénitas,
abortos  espontáneos, retardo  mental  y cáncer  entre
otras (Kotzot et al, 2001; Arenas et al, 2002; Borg et al, 2006;).
La presencia  de anomalías cromosómicas  en animales

domésticos provoca alteraciones  fenotípicas y además problemas  reproductivos  que  se hacen  evidentes  por la disminución  en la producción de gametos  viables y en la mortalidad  embrionaria  que se ve notoriamente incrementada. En ocasiones,  muchos  de los animales portadores  son fenotípicamente normales  por ello es importante resaltar la utilidad práctica del análisis cromosómico como herramienta relevante para el diag- nóstico  temprano  del freemartinismo  en   terneras  y terneros  desde  el mismo  día  del nacimiento  y de  la presencia  de   anomalías  cromosómicas  en  animales con esterilidad  y/o fertilidad disminuida  (De Luca et al, 1999; Jiménez y Sánchez,  1999).
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