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Determinacion del sexo fetal
Estudio preliminar *

Por los Dres.:

Liaxe Bornonia,®® Mumaasm Roobricuez**
Téonica Axtonia Dencapo®®

Borballa, L. et al. Determinacidn del sexo feral. Estudio preliminar, Rev, Cub. Ped, 46: 4, 197

Se realiza estudio preliminar del sexo prenatal, en el que s¢ determina la cromatina sexual de
las células del liguido amnidtico de 41 em en el dltimo trimestre de su gestaciin,
obtenlds por puncién transabdeminal, Se destaca que dos muestras no sinvicron:; por tanto, los
frtos estudiados suman 0, al ser gemelar, uno de Jos embaramss, Se clasifican 25 varones cro-
matin-negatives ¥ 15 hembras cromatin.positivez, Al nacer, 24 cran del sexo masculine ¥ 16
del femening. El sexo cromatinico no ceincidié con el fenotipo en sicle casos. Se analizan las
causas de eslas discrepancias ¥ s¢ ocstima que la prucha e= valiosa y segura, si se siguen ori:
terios rigidos ¥ estrictos de seleceidn nuclear. Se discute la imy ancia de esta determinaciin
coms complemento del cariotipo fetal ¥ en la posible prevencidon de enfermedades hereditarine

ligadus al X s ol feto es vardn,

La amniocentesi= ha abierto un campo
nueve para el diagnéstico y prevencion
de enfermedades hereditarias ¥ cromosémi-
vas al permitir realizar andlisis bioquimi-
cos, inmunolégicos v eitogenéticos del “li-
quor amnii’.

En citogenética, =ze wutilizan diferentes
miodos: prueba de la cromatina sexual;
obtencion del cariotipo fetal por cultivo;
empleo de 1éenicas de fluoreseencia y au-
torradiogralia.

En 1056, varios autores®™%%141¢ pybli.
can trabajos de cromatina sexual de eélu-
las amnioticas. Riis y Fuchs'® opinan que
la determinacion prenatal del sexo puede
ser il en la prevencion de enfermedades
heredilarias mendelianas ligadas al X y

* Trabajo presentado en el IV Seminario
del CNIC Jaboratorio de citogenétioa del hospi-
tal docente infantil “William Soler” Altahabana,

** HResponsable del laboratorio de eitogené-
tiem. MHospital “William Seler™. Altahabana,

si ¢l feto es wvardn, sugieren la interrup-
cion profilictica del embarazo. Papp ¥
cols.** en 1970 reportan sus resultados del
sexo cromatinico, en amniocentesis hechas
en diversos periodos de gestacion de 120
emburazadas,

En este trabajo preliminar del sexo fetal,
por método citolégico, en 40 easos, nuestro
proposite ha sido adquirir experiencia y
estimamos que sea posible lograr un mixi-
mo de aciertos, siguiendo eriterios diagnds.
ticos que discutivemos después,

MATERIAL Y METODO

Se practicd amniocentesis por via tran-
sabdominal a 11 embarazadas, procedentes
de La Habana ¥ Marianao, en el servicio
de Obstetricia del hospital docente “Enri-
que Cabrera”, Altahabana, en un periodo
de un afio (1972:1973). A todas se les
tomaron sus datos generales, especialmente
su edad (Condro 1) v su direceion,



CUADRO 1
DISTRIBUCION POR EDADES DE LAS

EMBAHRAZADAS
Edad en anos Gestanles No.
1822 16
2% .27 3
28 - 42 5
a0 G
a8.12 5
Taotal 40

Xatg. En wwa de lan gestentes no 2 obluve
ol date,

Es imporiante recalear que nonca la am-
wiocenlesis  fue hecha con ¢l propdsite
inico de conocer el sexo fetal, sino que,
por lo conlrario, s¢ aprovechd parte del
liquide obtenide con fines csencialmenle
abstétricos (Cuadro I1), para nuestras
pruchas,

CUADRO I
INDICACIONES DE AMXIOCENTESIS
Embarazo prolongade . . . . . 9
Cesgirea anterior .. . . . . . 6
Diabetes y prediabetes . . . . 4
Toxemia leve . . . . . . .. 4
Hipertensidn . . .+« . - . . 2
Disfuncion placentaria . . . . 2
Awewls . w i Loe i weia . 2
Sigmode + . ¢ 2 v 0 = = - - 1
Embarazo gemelar prolongade , 1
Tovel i i & s = & Sy 31

Nota, Kn 1 no se pude recoger dates,

La téeniva fue la siguicnle: Asepsia de
la jll'.l:! ol }'Hdu ¥ aleahol, pl‘cﬁ! cvi-
cuacién de la vejiga. El sitio de la puncién
fue por delanic de la presentacion, cuando

324

la calicza no estaba encajada y desplazada,
tomando como referencia una linca que
va del ombligo al punto medio del pubis,
o bien, s¢ localizé la cabeza y se punciond
en el lago nueal, o a 2 em aproximadamen-
te por fucra del ombligo. en el lado con-
trario del dorso felal. Se usd un trocar
de puncion lumbar etéril nimero 20 6 22,
con bisel corto y romo. Se aspiré el li-
quido amnidtico, después de sacar el
mandril, con una jeringuilla cstéril de 10
a 20 ml Cuando ¢l liquido era franca-
mente hemorragico, s¢ veia muy turbio
o carmelitoso, se descarto la muestra. To-
das las amniocentesis fueron hechas en el
allimo trimestre del embarazo  (Coadre
Hry.

CUADRO 11
DISTRIBUCION POR EDAD GESTACIONAL

Edad gestacional Cestantes
en semanas Ne.
30 - 32 1
3%.-35 G
A6 38 0
30 -4l 13
42 - 44 10
Total : 39

Nota. En dos de las madres no ge recogiv o
data,

Para la delerminacién de la cromatina
sexual fetal, tomamos directamente en un
tubo de centrifuga, 5 6 10 ml del liquido.
Se centrifugs a 8001 000 rpm, segin téc-
nica de Rook et al.** Se descarté ¢l sobre-
nadante con pipeta Pasteur, dejando sélo
¢l sedimento que se mezclé y extendid
sobre limina. Se colorcd rapidamente con
acetoorceina y se puso cubreobjeto, Se exa-
minaron Jas eélulas al microscopio dptico
con lentes de inmersion. En cada mues:
tra, s¢ contaron 100 a 200; dos no fue.
ron dtiles por temer escaso nimero de cle-
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mentos celulares. Se escogicron solamente
wicleas aplanados, vo arrugados, nitidos,
bien teiiidos, con membrana perfectamen-
te definida, no rota y la cromatina fina-
mente dispersa en su interior (Figs. 1, 2,
9 v 10).

Se consideraron impropios para el con-
teo aquellos mieleos  que  aparecen  con
mucha frecuencia en este malerial y pre-
sentan las siguientes alteraciones: vacuoli-
zxcion v oacimulos de cromatina; plega-
miento, ruptura v discontinuidad de la
membrana nuclear:  distintos grados de
picnesis; depdsitos de cromating
riferia ¥ comienzo de caridlisis. Se pueden
ver ejemplos on las fizuras 3, 4, 5, 6, 7
voah

Clasificames cromatin-nezativa toda eé-
lula en cuye nicles no = vein cuerpo de
Barr alguno v cromalin-pesitiva, aquella
en la cual o apreciaba la masa cromati-
nica bien visible, de didmelre mayor de
pat lo menos 1y, que estuviera adosada a
la cara imterna de la membrana nuclear y
pancconvexa (Figs, 1, 2, 9 y 10).

Coando o sexo fenatipico, determinado
al macer por inspeceion de los genilales
externos, nwo coincidid con ¢l sexo croma-
tinica v pensando en la posibilidad de go-
nesnrmopatias donde ¢l aspecto externo del
swjete = maseuline o femenine pero hay
alteraciones de la cromating ¥ de 1oz ero-
mosonas soxuales, cilamos por telegrama
a los wifios v a todos que cran siete, se
le= hiza la prucha del frotis bucal, Por di-
cha téenica, hubo concordancia entre el
sexe fenotipico v el cromatinico. Los con.
teos fueron hechos por un solo  obser-
vador,

RESULTADOS

La edad de las 40/41 gestantes estuve
comprendida entre 18 v 42 afies, pues en
una no se obtuve o dato. Fl mayor niime-
o oale fstas se sitda en el grupo de 18 a
22 aios (Cuadre I}, El tiempo de gesta-
cion osclo entre 30 v 4 zemanas; en dos
ne s=e pudo averiguar., {Cuadra HI).

R CP
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Las indicaciones de la  amniocentesis
estin recogidas en el Cuadre 113 la mis
frecuente fue por embarazo prolongado.
Hube un parto gemelar v en dos gestan
tes la muestra no sirvié, por lo que obtu.
vimos 40 resullados del sexo prenatal. El
diagndstico foe correcto en 33 (82,5%).

Encontramos 25 varones eromatin-nega-
tivos ¥ 15 cromatin-positives que clasifi-
camos de hembras. Al nacer, 16 fueron
de sexo femenino v 24 masculinos, El sexo
cromalinico, diagnosticade por nosotros no
coincidia con el fenotipe en siete casos
(17,566). En tres de los varones interpre-
tames la prucha come positiva y en cuatro
de las hembras como negativa {Cuadro
IV). La frecuencia de cuerpos de Barr, en

CUADRO IV

DTACKOSTICO DEL SEXO CROMATINICO
COMPARBADO CON EL SEXO VERDADERO
AL NACER

Sexo . Sexo verdadera

Cromatiniea femenine mazculing  Total
positivo 12 3 15
negative 4 21 25
Taotal: 16 21 A0

conjunto fue mis baja que la que obtene-
mos habitualmente en mujeres adultas sa-
nas (33% de promedio) y en recién-na-
cidos de menos de 72 horas (16,49 ) por
téenica de frotis bucal® En once la posi-
tividad fue de 10 a 23% y en cinco, de
4 a 85 (Cuadro V). No detectamos ma-

CUADRO V
PORCENTAJE DE CUERPOS DE BARR

Sexo Cuerpos de Barr
verdadero 0 48 k12 15 23
masculing 21 2 1 U] AL
femening i 3 5 3 1
Total : 25 3 7 3 1




sas eromatinicas en 24 fetos, de los cuales
21 efectivamente resullaron ser varones
como lo habiamos pronosticado. En el gru-
po cromatin-positiva, 3 fetos, clasificados
femonines, 2 con positividad de 4 a 8%
y 1 con 12%, resullaron ver varones al
nacer. El gque tiene 129 de cuerpos de
Barr es uno de loz gemelos, masculino,
la otra fue hembra con la misma cifra
(Cuadro ).

DISCUSTON

Fn este cstudio preliminar del sexo fetal
en 11 grividas, todas las amniocentesis
fueron por via transabdominal, en el @l
timo trimestre del embarazo. Otros auto-
res ' wlilizan la misma ruta pero al
comienzo de la gestacidn, Fuchs y Riis'
predijeran ¢l sexo antenatal del producto
de la gestacion de 13 mujeres, portadoras
de hemofilia 11 y de distroflia muscular
progresiva tipo Duchenne 2, con 14 a 18
semanas de embarazo, interrumpiéndolo
en 8 Papp ¥ cols?, en su trabajo, re-
comicndan que es mejor seguir la via trans
vaginal, no teniendo complicacién alguna,
en 100 pacientes que pidieron el cese del
embaraza, en Huongria, donde el aborie
esli autorizado legalmente, si la futura
madre lo solicita. Fn ¢l grupo de ellos,™
el tiempo de gravidez fluctuaba entre 8 ¥
21 semanas. También hicicron amniocen-
tesis en 10 mujeres por via transabdomi-
nal ¥ en otras 10 por via transcervical en
el diltimo trimestre. De acuerdo a su expe-
riencia, ellos estiman, que el mejor mo-
mento para la determinacion del sexo pre-
natal estd comprendido entre las 1418 =e-
manas, porque antes, el nomero de células
es iy escaso v despucs, la inmlerrupeion
del embaraze muy dificil v de mucho
ricsgo,

El origen de las células en el liguido
amnidtico es lodavia objeto de controver-
sia, pero esta demostrndo que su eantidad
aumenta, a medida que progresa la ges-
tacion, Los elementos celulares son epile-
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liales, provedentes e diferentes zonas del
feto. Hoyes® deseribe la uliracstructura en
¢l liguido amnidlice, en los dos primeros
trimestres del embarazo, encontrande cé-
hulas, unas derivadas del epitelio amnio-
tico y otras del peridermo fetal y de la
capa superficial de la epidermis.

Serel y Montagra™ han mostrado que,
alrededor de la 3ra. semana de vida intra.
uterina, la epidermis esta constiluida por
una sola hilera de elementos indiferencia-
dos. A partir de la 4ta. semana, dos capas
exbin presentes, una externa. de proteccion,
el peridermo v la otra. interna basal el
stratum  geeminativan, Este Gltimo proli-
fera  ulteriormente, formando una capa
intermedia que, iz o menos en la 16
semana fetal, s cstratifica, convirtiéndoso
en capa espinosa. Kl stratum germinativam
tambicn s desarrolla en direccion contris
peta, originande  grupos celulares  que
erecen dentro del dermis ¥ que posterior-
mente se diferenciarin en crestas epidér.
micas propiamente dichas v anexos (glin.
dulas piloscbaceas y sudoriparas). A par.
tir de la 17 semana, ¢ peridermo desapa:
rece graduwalmente, siendo sustituido por
las capas cirmea, gramulozsa v el “stratum
lucidum”, este Gllimo en zonas de friceion,
después del Mo. a Sto. mes. La capa cir
nea cstd recubierta por la vernix caseosa,
El desarrollo de la epidermiz no sigue ol
mizmo ritmoe en varias regiones del cuerpo
feral. La aparicion de células que se tifen
de naranja con el sulfate azul de nile,
guarda relacion con Ja queratinizacién pro-
gresiva de ln capa edrnea. Nisland et al"
investigan  al microscopio elecirdnico, la
poblacidn eclular del liguido amnidtico en
el altimo trimestre, concluyendo que, en
su mayorin, =on epitchiales cscamosaz, de
rivadas fundamentalmente de la piel, aun.
que admiten que pucdan ser de la boea
v de la parte baja del tracto genitouris
nario.

Cualguicra que 2ea la procedencia, estas
eilulas se descaman, cayendo en el liquido
amnidtico, va en vias de degeneracion.

R.C P
Juziasfaagen 1974



Muchas =om  anucleadas, olras muestran
diferenies grados de  alleracion nuclear.,
Tal desprendimiento nunca es comparable
al mecanico, por raspado con espatula de
ia mucosa burcal. método de cromatina
=exual que mas se uliliza después del na-
cimiento ¥ que permite cxtracr células de
vapas mis  profundas, con nicleos bien
vonzervados, e lo anleviormente expues-
o, e= razonable dedueir que el ndmere
de elementos eelulares que sirve es relati-
vamente escaso, siende necesario c3c0ger-
lo con sumo cuidadoe. Si, a primera vista,
nuestros  resullados no parecen completa-
satisfactorios, no ex menos clerlo
que nos han permitido juzgar cuales son
= dificuliade: inherentes a la seleceion
de niucleos que deben ser iddneos a fin de
evitar errares e inlerpretacion.

Las opiniones estan divididas con res-

pecto al valor de la prueba de cromatina
sexual antenatal. Kook of al'® ereen que
los resultados no son del todo concluyen-
tes. haciendo falta mayor experiencia, aun-
gque lo cierlo es. que su niimero de obser-
vaciones, solamente ocho, ¢s muy pegueio.
Juecison ¥ Barter® juzgan que sus hallaz-
#os o son tan buenos como los de otros.® =

Avalizaron 92 muestraz, oliminando 17
por inadecuadas, aunque la prediccion del
sexo [ue exacta en T1 de 75 (9598). A
pesar de esto, defienden la prueba. Amaro-
get o alt oblicnen un 1005 de aciertos en
H  determinaciones, hechas en 31 emba-
razadas Bh negativas, Cualro observadores
cuaminaron las célulaz, contando gran mi-
mere e ollax, 2300 de promedio.

ra punto que se presta o discusion ¢s
definir cuinilo el feto debe ser catalogado
varon o hembra en relacion con la pre-
seneia o ansencia de ewerpos de Barer vy
=i lox hay cudntos deben ser. Nosotros he-
s asentado que ol sujete es masculino
vuando ne liene ninguna masa cromatinica.
Burgen e nueve discrepancias en la lite-
vatura. Weaberwsti ot of® en 1956, creen
gue son varenes, fetoz hasta con 101565

R C P
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ide cuerpos de Barr y hembras cuando: el
porcentaje cs mucho mayor, mo-prestando
a confusién (50 a.54%%). .Papp ot alt
aceptan que son masculines con positivi-
dad hasta de 4% y femeninos .de 12 a
26% (promedio 199 ). Es bien sabido
que la frecuencia de masas cromalinicas
varia en cada laboratorio que se¢ dedica
a cslas pruchas. Nuestros resultados mues-
tran que de los 24 recién nacides varones,
habiamos predecide ¢l sexo en 21, En los
3 con resultados positivos, el conteo fue
bajo en 2, de 4 a 8¢ (Cuadre V). En
une sole fue de 12% pero s trataba de
gemelos, uno de ellos hembra v la pun-
cidn puede haber sido hecha en ¢l mismo
sace amnidtico.

La negatividad de la prucba en 4 fetos,
que al nacer resultaron ser femeninos,
también mercee ser discutida. Estimamos
sea, por muestras inadecuadas e insuficien-
ez, a pesar del coidade que tuvimos al
escoger los nicleos. Es fundamental apli.
car aun criterios mas rigidos de seleccidn,
nuclear si queremos conseguir nuestro pro-
posito futuro, un 100% de observaciones
acertadas en la prediccion del sexo pre-
natal. La metodologia expuesta por Han
¥ eols® debe ser adoptada.

Estos autores® demuestran que los frolis
con gran cantidad de micleos alterados
tienen una frecuencia de cuerpos croma-
tinicos mucho mas baja. También sugie-
ren que sea factible que células eromatin-
positivas =¢ transformen en ““falsas nega-
tivas” cuando degeneran. Fste “bias” pue-
de zer reducido cuando los conteos se ha-
cen siguiendo una reglamentacion estricta.

Teniende en cucnla le  anleriormente
expucsto, la determinaciin del sexo ante.
natal es de gran importancia como paso
obligatorio previe. del estudio del cario-
tipo fetal por cullive del liguido amnid-
tice.

En algunas enfermedades gonosdmicas
es mecezario conocer el sexo cromatinico
para una clasificacion correcta de los cro-
mozomas. Otra indicacién que ya hemos
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mencionado, son las enfermedades heredi-
tarias ligadas al X y su prevencién cuan-
do pueda ser necesario discutir la inte-
rrupcién del embarazo si ¢l feto es varon,
la enfermedad genética grave y la madre
lo desee.

La téenica ex sencilla v de poco costo,
puede servir para screening v o Survevs
puesto que la amniocentesis se practica ca-
da vez mis, no pareciendo presentar ma-
yores riesgos para la futura madre v el
felo.

Fig. 1.—Células cromatin-negativas, no se viswaliza cuerpe de Rarr.

R.C. P,
Juria-Pagira. 1974



Fig, 2—Cifula cromatin-positiva en ¢l sedimen- Fig. 3 —Yacuolizacidn v acimulos de eromating.

ta def figuide aneidtice, masa cromatinica bien
risible, edesada a fa cora interna de la mem-
brana nuclear.

Fig. de—dArrugamiento del nicles con acimulos cromatinices.

B Caare, 1974 320



Fig. 5.—Las mﬁm alteraciones que se obser-
van en la Fig. 4 pero con ruptura de la mem-
brana nuclear,

R.C._P.
Jusis-Acosre. 1974



el

Fig. T.—Acimules de cromating en la periferia del micleo.

R C. P
JuiigBgosre, 1974

Fig. 8—Comienze de cariclisis con actimules cromatinicos.
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Fig, 9 —Célula cromatin-negativa, se ve el Fig, 10 —Cilula cromatinpositiva, fa maosa
nicles a mayer aumento. CROMQUificd  $€  aprecia a  mayer aumento,

SUMMARY
Borbolla L., ct al. Determination of fetal sex. d preliminary study, Rev. Culs. Ped. 46: 4, 1974

A preliminary study on prenatal sex, in which the sexual chromatin of amniotic-fluid cells waas
determined in 41 pregnant women during the last trimester of pregnancy. is performed. Amniotic
fluid was obtained by transabdominal puncture. Two samples were useless: therefore, phetuse:
studied were 40 since there was a gemellary pregnancy. Twenty five ncgative-chromatin males
and 15 posilive-chromatin females were classified. At birth, 24 infants were males and 16,
females. In 7 cascs, the chromatinic sex did not ceoincide with the phenotype. The causes of
these discrepancies are analized, and the wscfulness and satety of the test provided thar rigid
and strict criteria in nuclear selection be followed, are indicated, The significance of thiz deter.
mination as a complement of fetal cariotype and for the possible prevention of X.linked here-
ditary diseascs, il the phetus is male, is discussed.

RESUME
Borbolla L. et al. Détermination du sexe foetal. Etude préfiminaive. Rev. Cub. Ped. 46: 4, 1974

Dans cette flude préliminaire du sexe prénatal on détermine la chrematine sexuelle des cellules
du liquide amniotique de 41 femmes enceintes dans le dernier trimestre, lequel a &8 oblenu
par ponction transabdominale. Les foctus &ludids ent &1¢ 40, car il y en avail deux awi n'ont
pas servi, maiz 'une des femmes cnceinles avail deux foetus. On classifi= 25 du sexe masculin
chromato-négatifs et 15 du sexe féminin, Le sexe chromatique n'a pas coincidé avec le phenstype
dansg 7 cas. Les cavses de ces différences sont analysces, On considére que I'épreuve est ulile
et slre zi on suit des critéres strictes de sélection nucléaire, On discute Uimporiance de celie
détermination comme complément du cariotype foetal, ainsi que la possible prévention des ma-
ladies hereditaires liges au “X” =i le foctus est oo sexe masculin

33z R.C
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