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INTRODUCCTON

Entre los mads grandes avances que han tenido Tugar en la medici
na actual, destacan los relacionados con el estudio y conocimiento del
embarazo y del medio interno fetal. Hasta hace 40 afos, el cono¢imiento
del pequefio gran mundo del feto, estaba reducido a la palpacion externa
y a la auscultacion de los ruidos cardiacos y fetales. En la actualidad,
se cuenta con diversos métodos que nos permiten conocer el medio ambien
te en que se desarrolla el feto. En éste campo destacan los estudics --
practicados en el ljggiﬂg_g@nié}jgp, que son utilizados en forma ruti-
naria enJZmbarazos de alto riesgo, para el conocimiento de 1a madurez -
pulmonar fetal, asi como en la deteccidn y prondstico de la isoimmuniza
cign al factor Rh. Con menos frecuencia, pero no por ello menos impor--
tante, se ha utilizado el 1iquido amnidtico en la blsqueda de enferme-

dades hereditarias y el la deteccitn del sexo fetal,

La deteccion prenatal del sexo tiene su maxima y tal vez (nica
aplicacidn, en aquellos casos que se sospecha de enfermedad heredita-

ria ligada al sexo {cromosoma X).

Entre los diferentes métodos actuaimente utilizados, resalta -
por su alta especificidad el estudio de citogenética con cultivo y =~-
determinacion de cariotipo de cdlulas tomadas del 1iquido amniético.
Este método para ser eficaz, selnecesita que sea realizado entre las
12 y 14 semanas de gestacidn, que es cuando las células aln conservan

¢ierta vitalidad y capacidad para crecer in-vitro. Después de las 20



semanas es indtil el intento del cultivo de células de 17iquido amnié-
tico. La efectividad obtenida por éste método es de 96% en caso del

sexo masculino y 98% en el sexo femenino (2).

Por encima de la 20a. semana de gestacidn, es diffcil encontrar
un método que tenga la efectividad del anterior en Ta determinacidn -

del sexc fetal.

Destaca por lo inocuo y sencillo del procedimiento, la yltraso-
nografia, el cudl es un método que consiste en la visuvalizacidn de =
las diversas partes fetales por medio de un pequefic monitor. La efec
tividad de éste mé&todo, varfa entre 50 y 90%, dependiendo de la expe

riencia y del lugar dbnde se practique el estudio.

Recientemente se ha enfatizado acerca de la determinacifn del

sexo fetal por medio de un estudio citoldgico del 1iquido amnibtico.

Rosa y Fanard en 1949, estudiando el 1fquido amnidtico, obteni
do a las 30 semanas de embarazo y a término, observaron diferencias
en productos masculinos y femeninos, por la presencia de numerosas -
¢élulas escamosas con citoplasma aciddfilo, tefiido con la técnica de

Papanicolau (1942), (2).

Langreder en 1952, describié l1a presencia de c&lulas navicula-

res en el 1iquido amniético de productos femeninos (2).

Arendsen y Huisjes en 1971, Bennet et al y Nelson en 1973, uti



lizando la técnica de coloracidn de Shorr, reportan la determinacidn-
del sexo fetal en el (1timo trimestre del embarazo, basindose en el -

porcentaje de células cian6filas en el 1iquido amniético (2).

El objetivo de é&ste trabajo consiste en:

a).- Determinar las caracterfisticas citolégicas en 11quido amniéti-

co que permitan detectar el sexo fetal.

b).- Valorar la especificidad del método.
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MATERIAL Y METODO

En una Tabor conjunta entre los departamentos de Obstetricia -
del Hospital Universitario "Dr. José Eleuteric Gonz4lez" y el depar-
tamento de Histologia de la Facultad de Medicina de 1a U.A.N.L., se

inicid éste estudio, el cudl fué dividido en tres etapas:

ETAPA 1.- Estandarizacidn del método, tratdndose de obtener el mejor

tiempo para una adecuada coloracifn de la muestra.

ETAPA 2.~ Estudio citol6gico de las posibles fuentes de aporte de cé
lulas que se exfolian al 17quido amni6tico, como serian; -
cavidal oral, vulva y vagina de recién nacidos en el primer
dfa de vida extrauterina. En ésta etapa se estudiaron 40 -
muestras de cavidad oral: 20 del sexo femenino (Fig.l) y -
20 del sexc masculino (Fig.2) y 20 de vulva (Fig.3). Estas
fueron comparadas con las c¢élulas obtenidas por centrifuga

cibn del 1iquido ammi6tico (20 muestras).



FIG.1 Citologia de cavidad
oral de neonato feme
nino (10 X 36) la -
cudl muestra, gran -
cantidad de material
celular con predomi-
nio de cé&lulas inter
medias ciandfilas.

FIG.2 Citologfa de cavidad
oral de recién naci-
do (10 X 40) la cudl
muestra escasa canti
dad de material celu
lar, con predominio
de células interme==-
dias acidéfilas.

FIG.3 Citologia de vulva de
recién nacida (10 X
10) 1a cudl muestra -
una gran cantidad de
material celular, con
abundancia de células
ciandfilas.
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ETAPA 3.- Consistié en el estudio citoldgico de 100 muestras de 13-
quido amnidtico, obtenido por amniocentésis, practicada--
en embarazos de alto riesgo para determinacidn de madurez
fetal y transcesdrea. Todos correspondieron a embarazos -

por encima de 30 semanas de gestacion.

Fueron excluidos aquellos liguidos fuertemente contaminados -
con sangre y/o meconio. La cantidad minima requerida de liquido am-
nidtico fué de 10 ¢c.. E1 1iquido amnidtice fué procesado lo mas --
pronto posible, en caso de espera de mds de 6 horas se almacend a -

una temperatura de 4°C.

La muestra fué centrifugada a mil revoluciones por minuto, -
durante 10 minutos, E1 sedimentc obtenido se recogid por decantacion
y una gota de é1, fué colocada y extendida en un portacbjetos, fijan
dose en alcohol etilico abseluto por 20 minutos. De cada caso fueron

obtenidos 4 frotis.

Se utilizé la técnica de Shorr, que consiste en:

colorante simpie de Shorr = = = = -~ - ~ = - = 4 minutos
alcohol etilico 70% = = = = = = =~ = = = = = - 10 inmersiones
alcohol etilico 90% - o 10 inmersiones
alcohol etilico absoluto - = = - - - - - - - 10 inmersiones
X1101 = = = « = = = - = 2 = = = = ===~ - 5 minutos

Ki101 = = = = = = = = ;f . mm = e — - 5 minutos.
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Preparacidn del colorante de Shorr:

COLORANTES Y REACTIVOS

Alcohol Etilico 50% - - - = = = = « = = = « 10€ mi
Biebrich Escarlata - - = = = = « = =« = = - 0.5 grs
Orange G. - = = -~ = = = = = = - - = - - - - 0.25 grs
Fast Green F.C.F. = = = = = = - - = = - - - 0.075 grs
Acido Fosfotlngstico - - - = - - - - - - =~ 0.5 grs.
Acido Fosfomolibdico - - - - - = - = - = - 0.5 grs.

Acido Acético Glacial - - - = - = - = - - _ 1 ml,

"
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RESULTADOS

Del estudio citoldgico de muestras de recién nacidos, se encon-
trd que en cavidad oral de productos femeninos (Fig.4), existe predo-
minio de células intermedias escamosas acidifilas, con nicleo redondo
mis grande que en las células superficiales, cromatina en grumos fi--
nos y citoplasma acidofilo abundante, con presencia de células inter-
medias cjandfilas en menor proporcidn. En vulva {Fig.5) fué evidente
una alta proporcidn de células basdfilas de tipo intermedio, con nu--
¢leo redondo, central, grande y citoplasma finamente granuloso y trans
parente; también se observaron células ciandéfilas de forme navicular-
(Fig.&), muy semejantes a las observadas en mujeres embarazadas. Del
sedimento urinario, por problemas técnicos, no fué posib]e‘obtener un

adecuado material celular para estudio.

E1 examen c¢itoldgico de productos masculinos de un dia de naci-
dos (cavidad oral}, Se observd un predominio de células escamosas in-
termedias, acidéfilas, nicleo pequeiic, oval, cromatina en grumos fi-«

nos, y ausencia de células cianofilas.

Por los resultados citoldgicos obtenidos en el recién nacido -
. se puede concluir que el predominio de células cianéfilas con alguna
presencia de células ciandfilas de forma navicular, son las caracte-

risticas del sexo femenino.
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FIG. 4 Citologia de cavidad
oral (10 X 25) de re
cién nacido femenino,
que presenta mayor -
cantidad de células
intermedias acidofi-
las en comparacion -
con las ciandfilas.
(Indicadas con fle-

chas).

FIG. 5 Citologia vulvar de
recién nacida (10 X
25) que muestra gran
abundancia de célu-
las intermedias cia-
néfilas y escasas aci
dofilas.
(Indicadas con fle--
chas).

FIG. 6 Citologia que mues-
tra una célula cia-
néfila de forma na-
vicular, la cudl es
caracteristica de -
los neonatos femeni-
nos. (10 X 25).
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E1 examen microscépico de las laminillas con células de 1iquido -
amnidtico did por ld general una 1ndicac16n'inmedjata del sexo del fé_
'to. Los especimenes obtenidos de fetos de sexo femenino (Fig.7) consis
tieron principalmente en gran nimero de células, con predominio de célu
las intermedias baséfilas, de nicleo redondo u oval, central, mds grande
que en las células superficiales, cromatina en grumos finos, membrana -
nuclear mas obscura que en las células superficiales, citoplasma abun--
dante ciandofilo, transparente de aspecto granuloso. Con un porcentaje -
que nunca bajo de 30, aunque en la mayoria dé los casos se aprecid por
encima del 60% (grdafica No.l). En los casos de fetos del sexo hascu]ino
(Figs. 8 y 9), se encontrd un menor nimero de células con predominio de
células acidéfilas intermedias de nicleo grande, central, citoplasma a--
bundante, acidéfilo y un porcentaje de células basdfilas que nunca fué -

mayor de 15%.

Fig.7 Citologia de 17iquido amnidtico que muestra células ciandfilas
intermedias de neonato femenino. (10 X 40).
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FIG. 8 Citologia de 1iquido amnidotico de neonato masculi
no (10 X 36) que muestra menor cantidad de mate-
rial celular, con predominio de células interme-
dias acidéfilas y una célula ciandéfila. (Indicada
con flecha.

FIG. 9 Citologia de liquido amniético de neonato mascu-
1ino (10 X 40) que muestra una célula 1ntermed1a
acidéfila.
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Por otro lado, la frecuencia de formas naviculares fueron siempre
caracteristicas de productos femeninos, 8stas son células intermedias -
cianéfilas de nicleo central, redondo, c¢romatina en grumos finos y bor-

des celulares levantados, dandole 1a forma abarquillada tipica.

De las 100 muestras de 1iquido amnidtico, se pudo hacer un diag-
néstico certero del sexo fetal en el 99% de los casos. Solamente hube

error diagnéstico en un caso.

Del! estudio citoldgico de cavidad oral y vulvar de recién naci-

do se obtuvo lo siguiente:

De cavidad oral - - = = = = = = - - predominio acidofilo

De vulva - = = = = = = = = = - = = predominio basdfilo y se
observan formas navicula
res.

Del sedimento urinario, por problemas técnicos no fué posible

obtener un adecuado material celular para estudio.

Como se puede apreciar en el cuadro No.l, de las 100 muestras
de liquido amnidtico procesadas, 59 correspondieron a fetos del se-
xo femenino y 41 a fetos del sexc masculino. En el grupo de fetos fe
meninos, el acierto diagnostico fué en todos los casos, mientras que
en el grupo de fetos masculinos, se aprecid un caso de diagndstico -
erréneo (Fig.10). En total, sé pudo precisar un diagnéstico prenatal

del sexo correcto en el 99% de los casos.
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: MASC. FEM. | TOTAL
ACIERTOS 40 59 99
NO-ACIERTOS 1 0 1
TOTAL 41 59 100

!
CUADRO No.1

FIG.10 Citologia de 1iquido amnidtico
de neonato masculino (10 X 36)
que muestra gran cantidad de -
células intermedias cianéfilas,
imagen caracteristica de neona
tos femeninos.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en éste trabajo, podemos
precisar que la técnica citoldgica de Shorr del liquido amnidtico del
tercer trimestre de gestacion, tiene un alto grado de predictibilidad

en el diagnostico prenatal del sexo.

Como ya se menciond, las caracteristicas celulares que nos ori-
entan al diagndstico, son tipicas en los fetos del sexo femenino y --
consisten principalmente en un alto nimero de células intermedias ba-
sofilas y en 1a presencia de formas naviculares. La explicacién posi-
ble para éste predominioc celular, se basa en que el feto estd en con-
tacto con una gran cantidad de hormonas sexuales presentes en la cir-
culacion materna y provenientes en gran medida de la placenta. Esta-
relacion tan estrecha de feto y hormonas sexuales, trae como consecuen
cia que el tracto genital del feto femenino responda ante éste estimu
1o, produciéndose cambios en exocervix, vagina y vulva, cambios muy -
semejantes a los observados en 1a mujer embarazada. Dentro de éstos -
cambios, se debe mencionar 1a hiperplasia de los epitelios del canal-
vaginal y de la vulva fetales, produciéndo enormes cantidades de célu
las que se descaman y alcanzan al 1iquido amnidtico. Como es conocido,
durante el embarazo, tiene especial importancia la progesterona y es-
a ésta hormona principalmente, que debemos la predominancia de célu-

- las intermidias bas6filas y formas naviculares tanto en la mujer em-
barazada como en el feto femenino. Se debe mencionar ademds que las-
formas naviculares ya mencionadas, solamente se encuentran en citolo

gias tomadas durante el embarazo,

29
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Durante el transcurso de ésta investigacion, pudimos apreciar
ciertos aspectos técnicos que nos ayudan a una mejor preparacidn de

las muestras:

- E1 mantenimiento del sistema de coloracion, cambiande frecuente
mente los alcoholes y filtrando el colorante.

- La refrigeracion de la muestra a 4°C por un periddo de tiempo -
de cuando menos 3 horas, nos demostrd una mayor afinidad del eo
lorante hacia las células amnidticas.

- E1 procesamiento de Tas muestras en un periddo de tiempo no ma-
yor de 48 horas, ya que cuando permanecian por encima de éste,-
obtuvimos resultados dificiles de interpretar, por presentar ci
tolisis y una franca disminucion de la afinidad por el colorante.

- La contaminacion leve con sangre 6 meconio, no interfirid con -
1a interpretacion de los especimenes.

- Dado que uno de los principales problemas, al obtener Tas mues
tras era lo escaso del material adherido al portaobjetos, se u
tilizd en cada caso 4 muestras, con lo cudl se pudo realizar -
una revision mds completa de cada caso, asi como un diagnostico

mas exacto.

Como se menciond al inicio del trabajo, todas las muestras de -
T1quido amnidtico vtilizadas para éste estudio, se obtuvieron trans-
cesdrea y en amniocentésis practicadas para determinacién de madurez
fetal. En ningiin caso se obtuvo 17quido amnidtico con el {nico propd

sito de tratar de determinar el sexo fetal, ya que se considerd que-
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era demasiado riesgoso practicar una amniocentésis para éste solo pro-
pésito. La puncidn transcesdrea, se practicé por la facilidad, inocui-
dad y la rapidez en la solucidn de alguna complicacién en caso de que

ésta se presentara,

Como se puede apreciar en el cuadro 3, al comparar nuestros re--
sultados con otras series publicadas, podemos comprobar gue el porcen-
taje de aciertos en la muestra, es muy semejante a la de los demds au-
tores. Aungue nuestra serie es la mas numerosa de todas, lo cudl la ha
ce estadisticamente significativa, es de tomar en cuenta el alto por=--
centaje de acierto diagndstico, ya que el maximo error anotado corres-
ponde a un sdio caso en la mayoria de Tos trabajos. Esto demuestra la
efectividad del procedimiento del 1iquido amniGtico en la deteccidn -

prenatal del sexo.

El valor de éste escrito, se basa principalmente en 1a determina
cidon de que el estudio citoldgico del liguido amnibtico es bastante --
preciso (99% en éste trabajo), rdpido, no costoso y que puede practi-
carse en cualquier toma de liquido amnidtico. Su aplicacidén clinica ~
se encuentra limitada, ya que el determinar el sexo fetal a una edad-
gestacional tan avanzada como 1o es el tercer trimestre, coloca al cli
nico en una actitud expectante, ya que no es posible un manejo agresivo
ante la posibilidad de enfermedad 1igada al sexo. Su utilidad principal
se podria mencionar, cuando el estudio del sexo fetal no es posible #-
realizarlo por citogenética, por la edad gestacional avanzada & por --
falta de una técnica apropiada y se conoce el riesgo de enfermedad 1i-
gada al sexo, permitiendo de é&sta manera, una mejor atencion pediatri-

ca ante ésta posibilidad.
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_CUADRO 3

COMPARACION DE RESULTADOS PUBLICADOS DE 1949 A 1975 POR GREENSHER (2)

AUTORES No. PACIENTES No. D¥X. CORRECTO
Rosa y Fanard (1949) a0 40

Arendzen y Huisjes {(1971) 67 66

Bennett, Morris, and 31 30

Daveg. (1972)

Nelson (1973) 29 28

Hudson (1975) 48 a8

RESULTADOS OBTENIDOS EN EL PRESENTE TRABAJOQ:

vazquez, Iglesias (1982) 100 99
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Como dato importante se observd, que durante el procesamiento
de las muestras, los liquidos amniéticos provenientes de fetos del-
sexo femenino, eran de un aspecto mds turbio y al ser centrifugados
daban un sedimento mucho mds abundante gue el obtenido de fetos mas
culinos ( ver grafica No.2). De ésta manera, aln antes de obtener la
coloracion de la laminilla, se podia tener una idea mas O menos exac
ta del posible sexo del neonato. Este dato fué tomado en cuenta en -
unidn a la abundancia de material celular apreciado en la laminilla
y al porcentaje de células bas6filas intermedias y células acidofi-

las para permitir el diagnostico prenatal del sexo.

Se pudo apreciar que de los 59 Tiquidos de fetos femeninos, -
44 presentaron un sedimento abundante posterior a la centrifugacidn,
Esto representa el 75%, en contraste al 2.4% de los fetos masculinos
(ver cuadro No.2). Se puede concluir que cuando el T1iquido amniGtico
demuestra abundante sedimento, es muy factible que se trate de un fe
to femenino, mientras que cuando el sedimento es escaso, no necesaria

mente nos excluye ésta posibilidad.

MASC. FEM. TOTAL
ABUNDANTE 1 44 45
NO-ABUNDANTE 40 15 55
TOTAL 41 59 100

CUADRO 2 Relacién de la cantidad de sedi-
mentc en 1iquido amnidtico.
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Se muestra que el influjo hormonal durante la gestacidn, da -
ciertas caracteristicas tipicas a la citologia de una mujer embara-
zada (Fig.11), como son la aglomeracidn celular y la presencia de -
las células naviculares (indicada con flecha). Estas mismas caracte
risticas se observan en la citologfa de 1iquido amniético de un fe-
to femenino, 1o cudl nos sugiere que las hormonas maternas pasan la

barrera placentaria, produciendo la misma respuesta.

Fig.11 Citologia de una mujer embarazada.



RES UMKMWEN .-

Se realizé un estudio citoldgico de 100 muestras de liquido am
niotico, obtenidas por amniocentésis y puncidn transcesdrea, con la

finalidad de determinar el sexo fetal en el (ltimo trimestre del em-

barazo.

Se demostrd una diferencia significativa en las citologias de
neonatos femeninos y masculinos, ya que es posible hacer su determi
nacion con mucha exactitud, basandose en la mayor cantidad de células,
con predominio de célylas escamosas intermedias ciandfilas y células
naviculares en los productos femeninos, en comparacidn con la menor
cantidad de células, con predominic de células escamosas intermedias,
acidofilas y la ausencia de las células naviculares en los productos
masculinos, empledndose l1a técnica de Shorr. Después de la centrifuga
cion se observd un sedimento mds abundante en neonatos femeninos en

comparacidn con neonatos masculinos.

43
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