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Resumo

A Sindrome do Freemartin é consequéncia da anastomose de vasos sanguineos
na placenta entre os gémeos de sexos diferentes. O freemartinismo resulta na
subfertilidade dos machos e da masculinizagdo e infertilidade da fémea.
Representa a forma mais frequente de interesexualidade em animais. Desta
forma, esta sindrome é fator limitante tanto para o sistema reprodutivo,
quanto para o produtivo em ambos os sexos, pois causa prejuizos econémicos
nas propriedades.
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Blood quimerism in bovidae: causes and physiological and genetic

implications

Abstract

Freemartin syndrome is consequence of blood anastomosis in the placent
between co-twins of different sexes. The freemartin results in subfertility of
males and masculinization of females. Represent the most frequent form of
intersexuality in animals. Thus, this syndrome is a limiting factor for both
reproductive system and for production in both sexes, because it causes
economic losses in the properties.

Keywords: freemartinism, intersexuality

Introducao

A reproducao € uma manifestacao fenotipica resultante do sucesso de uma
multiplicidade de eventos a ela associados. Ao conjunto destas caracteristicas
indicadoras da performance de reproducdo da-se o nome genérico de eficiéncia
reprodutiva. Do ponto de vista econdmico, é a caracteristica mais importante
do sistema produtivo. Ja do ponto de vista genético, é o aspecto mais restritivo
para a adocdo de programas de melhoramento, porque impde limites as
intensidades de selecdo e, em consequéncia, reduz os ganhos genéticos.

O rebanho de bovideos vem crescendo de maneira constante e significativa em
todo o mundo, tanto no ambito reprodutivo quanto produtivo. Para tanto, sdo
utilizadas cada vez mais controle zootécnico nas propriedades.

Mesmo com estes cuidados, o rebanho ainda é bastante sensivel a problemas
de reproducdo como a auséncia de estro, presenca dos dois conjuntos de
cromossomos sexuais, esterilidade e deficiéncia nos ductos sexuais de fémeas
e em machos, degeneracdao testicular, sémen com anormalidades,
criptorquidismo e hipoplasia testicular, como ocorre em casos de

freemartinismo.
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Esta revisdo tem como objetivo demonstrar que a Sindrome do Freemartin ou
Quimerismo Sanguineo é um fator limitante para a reproducdo e aos sistemas

de producdo, mostrando suas causas e implicacoes fisioldgicas e genéticas.

Revisao Bibliografica

. Sindrome do Freemartin

A sindrome freemartin é conhecida desde tempos antigos, j& descrita em
caprinos, ovinos, suinos, equinos, cervideos, camelideos, bovinos e bubalinos.
E consequéncia da anastomose de vasos sanguineos na placenta entre gémeos
de sexos diferentes, sendo que o resultado é a masculinizacdo do trato
reprodutivo da fémea em varios graus (Iannuzzi et al., 2005; Padula, 2005;
Jainudeen & Hafez, 2004). Geralmente ocorre durante a 22 e 32 semanas de
vida embriondria, antes da diferenciacdo do sexo que ocorre aproximadamente
aos 45 dias de vida do embrido (Iannuzzi et al., 2005). A diferenciagao gonadal
estd quase completa no momento da formacdao dos vasos sanguineos da
placenta, por isso, o nUmero de células germinais que migram do saco vitelino
as gbnadas no sangue pela anastomose vascular para o outro gémeo é
provavelmente baixo. Mas, em 1969, depois de varios experimentos, Ohno
concluiu que algumas vezes, a fusdo coridnica e a anastomose vascular entre
zigotos ocorrem antes da completa migracdo das células germinativas
primordiais, para as cristas gonadais, e algumas dessas células migratdrias
podem ser transportadas pelo sangue para o outro embridao. Assim, o
guimerismo das células germinais é outra posibilidade (Ohno, 1969).

O freemartinismo resulta da modificacao sexual da fémea pela troca sanguinea
in Utero de um feto macho, portanto, representa a forma mais frequente de
interesexualidade em animais (Padula, 2005; Jainudeen & Hafez, 2004). Vale
ressaltar que gémeos em bovideos sdo conectados no Utero por um Unico
cordao umbilical. Consequentemente, as substancias testiculares fetais migram
do feto do macho para a fémea, via anastomose placentaria. Uma destas
substancias é androgénica que age estimulando o desenvolvimento dos ductos

femininos de Wolf, a outra é o polipeptideo ndo androgénico, que atua inibindo
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o desenvolvimento dos ductos de Miiller. Além dessas acdes hormonais, células
germinais podem migrar do feto macho para as formagdes genitais da fémea
até entdo diferenciadas. Este processo inibitério inicia-se em torno do 45°-500°
dia de gestacao, enquanto que a masculinizacao e o surge por volta do 80°
dia. No feto fémea, a deformacdo sexual que se caracteriza pela atrofia dos
ovarios que sdo intra-abdominais e raramente migram através do canal
inguinal, desenvolvimento variavel do tecido testicular, subdesenvolvimento do
Utero, da cérvix, da vagina e, frequentemente, hipertrofia das vesiculas
seminais e clitéris. Em geral, a aparéncia externa de um animal freemartin é
de fémea, mas ha casos em que se assemelha a macho. Ao nascer, a fémea
freemartin exibe clitéris maior e vagina ocluida. Ndao ha evidéncia de
espermatogénese e a testosterona parece ser o principal esterdide produzido
pela gonada do freemartin. Ja o feto macho desenvolve-se normalmente e sua
fertilidade pode ndo ser afetada (DiMeo et al., 2008; Iannuzzi et al., 2005;
Padula, 2005; Jainudeen & Hafez, 2004; Pereira, 2004).

Duas teorias foram propostas para explicar este disturbio reprodutivo: a
hormonal e a celular. A teoria hormonal diz que os hormé6nios do macho
gémeo que alcancam a fémea através da anastomose vascular e entre as
placentas provocam masculinizagao das gonadas femininas. ]Ja a teoria celular
€ baseada na troca de células que originam o sangue e células germinativas
entre os fetos. Como resultante desta troca reciproca entre os gémeos
dizigoticos, ocorrem idénticos tipos de antigenos eritrocitarios em ambos os
gémeos e aparece um quimerismo sexual cromossémico, 60,XX/XY (bovino) e
48,XX/XY ou 50,XX/XY (bufalo), devido aos tecidos hematopoéticos e
possivelmente gonadais, nos leucdcitos mononucleares sanguineos (Jainudeen
& Hafez, 2004). Em consequéncia desta troca de células hematopoéticas, estas
permanecerao ativas pelo resto da vida dos animais. Um freemartin é uma
fémea genética na concepgdo, porém torna-se uma quimera sexual
cromossOmica, portanto, estéril. Toda fémea freemartin é estéril (Di Meo et al.,
2008; Iannuzzi et al., 2005; Jainudeen & Hafez, 2004).
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E importante ressaltar que um quimera sanguineo é totalmente diferente de
um quimera celular, sao independentes. Portanto, podem acontecer
isoladamente ou ndo. O quimerismo celular ocorre no inicio da divisdo celular,
durante a metafase. J& o quimerismo sanguineo ou freemartinismo, o de
interesse nesta revisdao, ocorre entre a segunda e terceira semana de vida

embrionaria (Iannuzzi et al. 2005).

. Estudos de casos de Freemartinismo

Di Meo et al. (2008) avaliaram 30 bufalos de rio, 119 fémeas com problemas
reprodutivos e dois machos gémeos e ambos sofreram exames clinicos e
citogenéticos. Todas as fémeas apresentaram conformacdo do corpo e genitalia
externa normais, porém tiveram sérios problemas nos ductos sexuais internos.
Estas e os dois machos gémeos (121 animais) apresentaram problemas
reprodutivos, 25 animais apresentaram cromossomos sexuais anormais e
todas as fémeas eram estéreis devido a problemas nos ductos sexuais
internos. As fémeas foram descartadas.

Niku et al. (2007) estudaram bovinos que apresentaram quimerismo
sanguineo. Concluiram que por haver a mistura de sangue entre os fetos por
volta dos 30-35 dias de gestagao, a composicao do sangue de ambos os
gémeos, macho e fémea, seria a mesma. Aplicaram o método do Y-ISH,
técnica extremamente especifica e sensivel para deteccdao do cromossomo Y,
em fémeas freemartin. O resultado foi positivo quando utilizado amostra de
sangue e negativo quando usado qualquer outro tipo de tecido para extracao
de DNA, ou seja, presenca e auséncia do cromossomo Y, respectivamente.
Portanto, o sistema hematopoético freemartin é fortemente quimérico ja a
partir de fases iniciais do desenvolvimento fetal, antes mesmo do inicio da
anastomose vascular funcional.

Portanto, em casos de quimerismo sanguineo em animais, somente as fémeas
apresentam dois perfis genéticos. Os diferentes perfis genéticos sdo detectados
guando se extrai o DNA do sangue e do pelo do mesmo individuo, Figura 01-A
e B.
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Figura 01: Quimerismo sanguineo em bovinos, onde somente as fémeas apresentam dois
perfis genéticos. Os diferentes perfis genéticos sdao detectados quando se extrai o DNA do
sangue (A) e do pelo (B) do mesmo individuo. FONTE: Laboratério de Genética da EV-UFMG.

Iannuzzi et al. (2005) estudaram 40 fémeas de bufalos de rio fenotipicamente
com problemas reprodutivos e dois machos gémeos de fémeas. Destes 42
animais, 10 eram freeemartin (oito fémeas e dois machos), os dois machos
apresentaram conformagdo de corpo e pénis normais, mas um deles
desenvolveu significante reducdo de um dos testiculos. Entre as oito fémeas,
seis apresentaram a formacdo do corpo, vagina e clitéris normais e as outras
duas mostraram o trato genital de conformacdo de macho (pélvis fechada),
apresentando fendtipo de macho. Outras observacgdes clinicas foram: ovarios
pequenos ou ndo detectaveis, atrofia dos ductos de Miller e dos canais
internos da vagina e vagina fechada com auséncia dos canais internos.
Também concluiram que todas as fémeas freemartin eram estéreis, sendo
descartadas, por serem estéreis. Este descarte leva a economia de tempo e
dinheiro nas propriedades.

Padula (2005) observou que a fusdo da circulacao corionica fetal de gémeos
macho e fémea resulta em quimerismo nos descendentes. Existindo duas
teorias em relacao a touros: uma a razao do sexo da producao do descendente

do macho e outra, a fertilidade que afeta machos na anormalidade seminal e,
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citando outros autores que ao examinarem histologicamente, observaram
areas com pequenas e grandes degeneracbes testiculares, e casos de
hipoplasia testicular.

Rejduch et al. (2000) encontraram dois touros nascidos de gestagdes
gemelares que apresentaram espermatogbnias que indicaram a presenga de
guimerismo XY/XX. A frequéncia de espermatogonias XX nos testiculos dos
touros avaliados ndo mostrou correlagdo com o numero de células XX no
sangue. O volume do ejaculado ndo foi afetado, enquanto a concentracao e
motilidade espermaticas foram menores quando comparados a touros com
cariotipo normal. Com esta evidencia, é sugerido que as células XX nos
testiculos foram células germinativas primordiais da fémea (Ohno, 1969). Esta
condicdo em alguns casos estd associada com mudancas na morfologia,
motilidade e viabilidade dos espermatozoides e com defeitos no acrossoma ou,
as vezes, com aspermia.

Kadokawa et al. (1995) relataram que no Japdo, multiplas transferéncias de
embrides tém sido utilizadas para aumentar o niamero de filhos de vacas de
alta producao, mas a taxa de sucesso se mantém baixa. No entanto, nos casos
de partos de um s6 animal criado pela transferéncia de embrides, o freemartin
pode existir. Em estudo realizado com 22 novilhas nascidas de gestacdes
gemelares, 21 delas foram normais pela tipificacdo dos cromossomas e na PCR
(ndo foram encontradas células masculinas e o DNA foram negativos).
Somente uma delas foi classificada como normal pela tipificacao dos
cromossomas, mas foi classificada quimera heterossexual pela andlise de PCR.
Esta novilha apresentou trato reprodutivo interno e comportamento estral
normais. Entretanto, na analise histoldogica foi observada no ovario esquerdo
uma estrutura de 1,5 mm que se assemelha a vesicula seminal, enquanto que
o resto do ovario apresentou foliculos de Graff normais. Portanto, esta fémea
freemartin teve seu desenvolvimento sexual influenciado durante a gestacao
gemelar.

Khan & Foley (1994) analisaram 217 casos de bovinos freemartin e

diagnosticaram a sindrome através de achados clinicos (14 casos), pelo
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caridtipo (141) e 62 pelo exame macroscopico do trato reprodutivo.
Concluiram que a incidéncia do freemartin depende do numero de partos
gemelares de ambos os sexos e que esta condicdao é de suma importancia
econbmica, pois resulta na esterilidade. Observaram diminuicdo do
comprimento médio gonadal, gonadas localizando-se perto das glandulas
mamarias, presenca de epididimo nas goOnadas, ovario cistico, auséncia de
oocisto, masculinizacdo do trato reprodutivo feminino. Analise cariotipica
demonstrou variacdo do quimerismo do cromossomo sexual XY em fémeas,
resultando, assim, em quimerismo sanguineo/freemartin.

Miyake et al. (1990) encontraram achados macroscépicos no Utero
subdesenvolvido de novilhas com quimerismo cromossomico XX/XY,
demonstrando a presenca de vestigios de gdonadas masculinas, assim como
vesiculas seminais na posicdo da cérvix, mas nenhuma célula germinal
(ovécito, espermatozdide) foi encontrada.

Long (1979) prop6s duas hipdéteses do que pode acontecer quando ocorre o
intercdmbio de células primordiais entre gémeos. A primeira delas fala que as
células germinais XX nos testiculos dos touros podem levar ao excesso de
producdo de espermatozdide X e, por conseguinte a elevacao do numero de
filhas nascidas. A segunda hipdtese seria que as células germinais XX no
testiculo do touro gémeo nao poderiam ser vidveis, e a sua degeneragao
levaria a reduzida fertilidade do touro.

Wijeratn et al. (1977) observaram nascimentos multiplos (geralmente de
gémeos) com s6 um dos animais sendo freemartin. Isso tem sido descrito em
grupos de novilhas subférteis com o trato reprodutivo interno normal, das
quais, algumas foram quimeras XX/XY, e algumas nasceram em partos
simples. Suspeitando que essas freemartins foram o resultado da morte no
utero do gémeo macho.

A Tabela 01 mostra os fendtipos sexuais de gémeos macho/fémea, caridtipos e

0s possiveis sinais clinicos observados em Bufalos (Bubalus bubalis).
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Tabela 01: Fendtipos sexuais de gémeos macho/fémea, caridtipos e os possiveis sinais clinicos
observados em Bufalos (Bubalus bubalis)
Sexo Cariotipo Sinais Clinicos
F 2n = 50,XX/XY  Conformagdo normal do corpo, vulva e clitéris, atrofia dos ductos
sexuais internos e ductos de Miiller, ovarios pequenos ou ausentes,
ovario cistico, auséncia de oocisto, vagina fechada, masculinizagao
do trato reprodutivo feminino;
Estéreis.
M 2n = 50,XX/XY  Conformagoes normais do corpo e genitalia externa;
Hipoplasia testicular, criptorquidismo e anormalidade espermatica.

CONSIDERAGOES FINAIS

Todos os autores citados obtiveram, praticamente, os mesmos resultados, a
exemplo dos sinais clinicos em fémeas freemartin: ovarios pequenos ou nao
detectaveis, atrofia dos ductos de Miller e dos canais internos da vagina,
vagina fechada com auséncia dos canais internos, conformacdao do corpo
normal ou com tamanho inferior, vulva, vagina ou clitéris normais ou
anormais, pélvis fechada, masculinizacdo do trato reprodutivo e fenétipo de
macho. Concluiram, com unanimidade, que todas as fémeas freemartin eram
estéreis, portanto sendo descartadas, levando a economia de tempo e custo
nas propriedades.

Com relacdo aos machos de parto gemelar com fémeas, alguns autores
mostraram que eles podem apresentar anormalidades no trato reprodutivo,
como critorquidismo, hipoplasia testicular e deficiéncias espermatogénicas,
podendo repassar estes disturbios aos descendentes.

Ao analisarem bufalos cariotipicamente, todos concluiram que fémeas machos
freemartins apresentaram os dois conjuntos de cromossomos sexuais, 50XX e
50XY.

Em quimerismo sanguineo, somente as fémeas apresentam dois perfis
genéticos. Estes sao detectados quando se extrai o DNA do sangue e do pelo
do mesmo individuo.

Em sistema de producdo de leite, os freemartins sao pouco econdmicos porque

suas habilidades de concepcgao e subsequente lactagdao sao prejudicadas, pois
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nao contribuem em nada com o ganho genético, uma vez que sao estéreis.
Mas a chance de criagao para engorda existe, tendo validade a carcaga, pois se
a fémea freemartin for para a engorda, tera escore corporal/ganho de peso
semelhante ao de animal normal (Padula, 2005).

Entretanto, ndao é viavel a qualquer sistema produtivo o parto gemelar de
sexos diferentes, pois € um fator limitante para a reproducdo em ambos os
sexos. Pois esta sindrome afeta tanto a fisiologia reprodutiva quanto a

genética.
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