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Investigacion de reacciones provocadas
por intercambios materno-fetales.

Su aplicacion al diagnaostico

prenatal del sexo

MaxmmiLiane Rurz-CasTaNEpa™

industria pecnaria,

Disponicndo de un método de fdcil aplicacién para
reconocer reacciones inmunoldgicas, nos ha parecido
quc podriamos utilizarlo para agregar nuestro esfuer-
zo en resolver un problema que por milenios ha sido
objeto de multiples intentos de predecir el sexo de
los nifios antes de nacer, intentos que solamente a
principios de este siglo empezaron a tener bases cren-
tificas. Citando los que mas llamaron la atencién,
diremos que los trabajos de Manoilov! sobre pro-
cedimientos bioquimicos parecen tener prioridad
cronoldgica; después, las pruebas intradérmicas de
Vargas,? los de Dorn y Sugarman, quienes emplearon
inoculaciones de orina de mujeres gestantes en los
genitales de conejos,® mds pruebas intradérmicas con
extractos testiculares por Davis* y los trabajos dc
Richardson, que mds tarde se realizaron con Rapp”
para determinar la presencia de hormonas sexuales en
la saliva de mujercs gestantes. Sin embargo, estos tra-

* Académico honorario. Hospital Infantil de México.
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Mediante la prueba de fijacién en superficie ha sido posible reconocer substancias anormales en el suero de
mujeres con embarazos normales o con fetos genéticamente modificados. EI hecho de poder demostrar diferen-
cias inmunoldgicas entre proteinas masculinas y femeninas, ha permitido desarrollar un procedimiento rdpido
para el diagnéstico prenatal del sexo ¥ por lo que se reficre a la investigacién de productos patolégicos, se men.-
ciona la bitsqueda de anticuerpos estimulados por antigenos relacionados con el sindrome de Down. Como apli-
cacidn con fines solamente de utilidad prictica, se sugiere aprovechar este procedimiento de facil manejo en la

bajos, basados en la investigacién de la presencia o
su efecto de las hormonas fetales, no tuvieron sufi-
ciente confirmacion como para ascgurar su vahidez
como prueba de investigacién prenatal del sexo. De
mayor solidez han sido los trabajos de Barr y col.$
quienes revelaron que ciertos cuerpos de cromatina
son caracteristicos de celdillas de origen femenino.
Sin embargo, ¢! mismo Barr advierte que como
prueba prenatal puede ser interpretada erréneamente
en circunstancias genéticas anormales.

Como la investigacion para diagndstico prenatal
requiere cierta cantidad de liguide amniético, que
hay quc obtener por puncién transabdominal v ute-
rina, Fuchs, quicn ha estudiado extensamente el
método de Barr, comenta que si por satisfacer la cu-
riosidad de los padres hay que exponcer a la madre a
riesgos imprevisibles, no se justifica recurrir a tal
procedimiento.”

Dadas las limitaciones del método derivado de las
observaciones de Barr, y teniendo en cuenta la rapi-
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dez y sensibilidad de nuestro procedimiento de fija-
cién en superficie {F.S.), procedimos a practicar
reacciones con mezclas de un suere de conejos in-
munizados con testosterona (Sigma), que nos per-
mitié reconocer la presencia de esa hormona en ¢l
sucro dc madres de fetos masculinos y mediante
pmebas con el mismo sucro v un preparado de tes-
tosterona, revelar la presencia de los correspondientes
anticuerpos. Mediante esta doble prueba, la predic-
cién de sexo masculino, resultd correcta cuando na-
cieron nifios, pero fue errénea en algunos casos en

gue nacieron uiftas. La investigacién sobre estas dis-
crepancias reveld que en algunos casos pudo deberse
a exagerada proporcion de testosterona materna y en
otros, por persistencia de anticuerpos para testostero-
na provenientes de un embarazo mascuhino anterior.
Estas observaciones invalidaron nuestros primeros
ensavos e prediceién antenatal del sexo.
Considerando que durante Ja gestacion hay trans.
terencia dc proteinas fetales a través de la placenta
v dc que, mediante la prueba de F. S, pudimos de-
mostrar diferencias inmunolégicas entre proteinas
masculinas y femeninas, procedimos a practicar prue-
bas con sueros de conejos inmunizados con proteinas
fetales, con lo que pudimos reconocer la presencia de
fetoproteinas de uno u otro sexo en el suero materno.
‘Tambicn, con pruebas practicadas con el mismo
sucro mezclado con proteinas fetales, se reveld la
presencia de los anticuerpos correspondientes. Por lo
que sz refiere a posibles inconvenientes ocastonados
por persistencia de substancias anormales, como en
el caso de las hormonas sexuales, tuvimos en cuenta
las observaciones de Seppala v Ruoslahti,* quienes
encontraron que la media vida postpartum de las
fetoproteinas no pasa de una semana. Asi también en
nucstra experiencia, prucbas practicadas con el suero
de mujeres que habian dado a luz uno o dos meses
antes, produjeron reacciones dudosas o negativas.
Por lo expuesto y esperando que este procedimien-
to no sea considerado solamente como un recurso
mds para satisfacer la curiosidad patcrna, sino para
aprovecharlo en investigaciones de mavor trascen-
dencia como para reconocer la presencia en el suero
materno de anticuerpos estimulados por fetos con
anomalias genéticas, como es el caso de las resultan-
tes de trisomia o translocacién del cromosoma 21,2
creemos que lo que esperamos aclarar en la presente
comunicacion, sirva como estimulo para la resolucion
de problemas que se presentan en el manejo de espe-
cies animales de evidente significaciéon econdmica.

M¢étodo de fijacidn en superficie (F.S.)

La prucba de F.S. es un procedimiento rapido que
permite reconocer reacciones inmunolégicas en mez-
clas de un antigeno con el correspondiente anticuer-
po. Al parecer, bajo la accién del antigeno, las inmu-
noglobulinas sufren alteraciones, que se manifiestan
tanto por adherirse al papel en que se depositan Jas
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mezclas como por retener el colorante empleado para
revelarlas; pero con tal persistencia, que resisten al
lavado que descolora pruebas en que se mezcla suero
normal con el mismo antigeno. Este procedimiento,
descrito en detalle ¢n comunicaciones anteriores, %11
ha sido cmpleado con fines diagndsticos en ciertas
infecciones bacterianas, de protozoarios v por virus,
asi como para revelar la presencia de anticuerpos
para antigenos solubles y hasta para ciertos productos
terapéuticos.

Material y métodos

Suero antifetoproteinas. La inmunizacién de conejos
se hizo empleando proteinas extraidas d¢ placentas
humanas, prefiriendo material obtcnido por cortesia
del Instituto Merieux (Francia) en que numerosas
placcntas son sometidas a tratamiento destinado a
retirar por fuerte presién la mayor cantidad de san-
gre. Bl producto fue desecado y reducide a polvo
fino. El polvo se traté con acetona, conservindose a
temperatura dcl laboratorio durante varios dias. Des.
pucs fue sometido a extraccidn con solucién amorti-
guadora de fosfatos de pH 8, conservando la mezcla
en refrigeracion a 4°C. durante una semana. Por
centrifugacion se obtuvo nna solucidn que contenia
aproximadamente 350 mg/dl. de proteina placenta-
ria. Se preparé una emulsién con un volumen igual
de aceite mineral, con 5 por ciento de lanolina.

Sc administraron a conejos, por via subcutdnea,

2 a 3 ml de la emulsion, ocho veces, una vez por
scmana, obteniéndose la sangre después de diez dias
de la dltima inyveecion. Porciones del suero fucron
tratadas, una con suero del cordon umbilical d¢ nn
nifio y otra con suero de una nifia, de manera que
después de absorbidos conservaron anticuerpos para
el sexo opuesto. Los sueros asi tratados fueron em-
pleados para revelar la presencia, cn el suero de mu.
jeres gestantes, de fetoproteina masculinas o fe
meninas.
Proteinas fetales monovalentes. Placentas dc uno y
otro sexos, por separado, se libcraron d¢ membranas
y sangre, se redujeron a masa uniforme en un molino
de came y se sometieron a nuevo lavado cn agua
corriente. Despues de exprimidas, se mezclaron con
alechol etilico y se mantuvicron a temperatura del
laboratorio 24 horas. Eliminado el alcohol, 1a masa
se sometid a desecacién bajo un ventilador eléctrico.
La masa scea se redujo a polvo mediante una licua-
dora Waring. El polvo se traté con acetona y despuds
con solucion amortignadora, como en el caso ante-
rior. De ¢sa mancra se obtuvieron soluciones moneo-
valentes que fueron igualadas en contenido proteinice
y empleadas para revelar la presencia de anticuerpos
para fetoproteinas masculinas o femeninas.

El material para la prctica de reacciones inmuno-
logicas, en relacién con el sindrome de Down, asi
como los procedimientos para revelarlas, han sido
objeto de una comunicacion anterior,?
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Fig. 1 Prueba de fijacidn en superficie para
diagndstico prenatal de sexo.

A la izquierda, diagndstico de sexo masculino.

A la derecha, diagnéstico de sexo femenino.

M - Fetoproteina masculina; F - Fetoproteina

Investigacién de fetoproteinas en el suere materno.
Sobre una lamina de vidrio se preparan mezclas de
los reactivos depositados con asas de uncs 2 mm. de
didmetro, uno con suere problema y suero antimas-
culino y otra con suero antifemenino. A cada mezcla
pucde agregarse suficiente solucidn salina isoténica.
Con asas distintas se transfieren porciones de las
mezclas, procurando imprimir pequefios circulos de
unes 5 mm. de didmetro sobre tiras de papel espe-
cia! LKB. El liquido sobrante puede absorbersc con
una tira de papel Whatman No. 40, Las tiras se tra-
tan con bromofenol y alcohol Acido, segin procedi-
miento antes descrito, diferenciandose la reaccidn
bajo el chorro del agua corriente. Salvo casos de cm-
barazo doble o maltiple, es de esperarse que los
circulos preparados con uno de los sucros antifetalcs
retenga el colorante, en tanto que los otros se des-
coloren.

Investigacion de anticuerpos estimulados por las fe-
toprotcinas. Sc procede en forma semejante a la pre-
paracién de la prucba anterior, pcro empleando en
las mezclas las proteinas de placentas de origen
masculino y femenino. Los resultados deben ser con-
cordantes con lo obtenido en la primera prueba. La
figura 1 ilustra pruebas que sugieren la manera de
proceder para pronosticar de qué sexo ser la criatura
esperada. Toda prueba positiva de diagndstico pre-
natal del sexo debe ser confirmada con diluciones
del mismo suero.

Investigacidn de anticuerpos en el suere de las ma-
dres dc niitos mongoleides. La prueba puede practi-
carse empleando como antigeno revelador el suero
sanguineo o ¢l cxtracto de orina de un nifio mon-
goloide. :

Como toda prueba ripida, es conveniente tener en
cucnta posibles deficiencias técnicas, por lo que antes
de formular un prondstico o dictamen definitivo, hay
que repetir Jas pruebas tantas veces como se juzgue
necesario.

DIAGNOSTICO PRENATAL DEL SEXO

AFLRRsEL A JA AVANLAFAR TR PR, INRRBLTRANORF

Resultados

Hemos practicado varios centenares de pruebas dc
prondstico prenatal del sexo, primero mediante reac-
ciones preparados para reconocer testosterona fetal
y antitestosterona. Mds tarde, cuando reconocimos
las limitaciones del primer recurso inmunoldgico,
investigamos Ja presencia de fetoproteinas v sus an-
ticuerpos.

Por ambos procedimientos obtuvimos la convic-
cion de que por medio del método de F.S. es posible
reconacer todo tipo de substancias anormales en el
suero sangnineo, no sélo de mujeres embarazadas,
sino como consecuencia de procesos infecciosos di-
versos v hasta de ciertas condiciones atdpicas. Los
resultados obtenidos al aplicar esta prueba con fines
de satisfacer la curiosidad paterna, nos han sugerido
utilizarla para descubrir productos anormales trans-
feridos a la circulacién materna en situaciones pro-
vocadas por anomalias cromosomicas, tales como las
que resultan de trisomias o translocaciones del cro-
mosoma 21. Gracias a la valiosa colaboracion del
personal del Departamento de Genética del Hos.
pital Infantil de México, pudimos disponer de su-
ficiente numero de casos con sindrome de Down,
asi como de la sangre de las madres de esos pacientes.
Por fortuna, contamos con la colaboracién del
Centro de Investigaciones Perinatales de donde es-
peramos recibir sueros de mujeres de edades en quc
un embarazo pucde considerarse como expuesto a
presentar riesgos potenciales.

Hasta la fecha, sin tener en cuenta lo cbservado
en madres de nifios mongoloides, las pruebas prac-
ticadas han sido negativas, pero hay que advertir que
de encontrar reacciones positivas, ¢stas deben inter-
pretarse con precaucion, pues madres que han tenido
nifios con sindrome de Down, continfan presentan-
do anticuerpos hasta por varios afios, por lo que es
urgente referir estos casos a centros especializados
en estudios genéticos, que son los mas autorizados
para aconsejar la conducta mis conveniente,

Por lo expucsto y en vista de 1a facilidad de prac-
ticar pruebas prenatales por el método de F. 8.y la
posible utilidad de advertir la presencia de fetos
anormales, creemos que se justifica aconsejar este
recurso inmunologico durante los tres primeros me-
ses de embarazo.

Si por medio de la prueba de F.S. ha sido posible
la determinacion antenatal del sexo en humanos, no
hay razén para que lo mismo no pueda aplicarse a
ciertas especies animales, especialmente en los bovi-
nos en que el nacimiento de productos masculinos
es poco deseable. A este propdsito, hemos logrado
[famar la atencidon de personas responsables de inves-
tigaciones relacionadas a la industria pecuaria, quie-
nes han considerado la posible aceptacién de una
prueba tan sencilla como la que les hemos sugerido.
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