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Resumen

Se comunica el estudio prenatal de un emba-
razo gemelar dicigdtico-dicoridnico logrado
con la transferencia de tres embriones origina-
dos in vitro mediante ICSI por la existencia
de un factor masculino. Se extrajo 20 ml de
cada uno de los lechos en la semana 16 del
embarazo por edad materna avanzada. Am-
bos resultaron sanguinolentos. Se realizd estu-
dio de aneuploidias por PCR-QF en directo y
citogenético convencional en amniocitos culti-
vados. El estudio por PCR en ambos evidencid
constitucion masculina con contaminacion
materna. El estudio cromosémico resultd mas-
culino normal en uno, mientras que el otro
resultd en un mosaico XY/XX. Para descifrar el
mosaico se utilizaron 14 marcadores ligados
al X, 13 marcadores autdsomicos y 3 marca-
dores ligados al HLA. De los ligados al X, 10
permitieron documentar la presencia del X
materno, y 5 de ellos tenian el sequndo alelo
materno en menor proporcion que el otro ale-
lo. De los autosémicos, 8 permitieron docu-
mentar la presencia de uno de los alelos paren-
tales y 7 de ellos tenian el sequndo alelo mater-
no en menor proporcion. El mosaico XY/XX
puede deberse a tres causas: 1) contaminacion
celular materna (sangre/decidua), 2) errores
en el clivaje mitdtico de una cigota XXY, y 3)
fecundacion tetragaméticaltrigamética o qui-
merismo de dos cigotas de diferente sexo. Si
bien la biologia molecular es una herramien-
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ta diagndstica, nos permitid descartar el qui-
merismo pero no el mosaico del seudo-mosaico
originado por contaminacion con células ma-
ternas.
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Limitations in the prenatal
diagnosis of XX/XY mosaicism

Summary

We communicate the prenatal diagnosis of a
twin dizgygotic-dichorionic pregnancy obtai-
ned after the transference of three embryos
originated in vitro by the ICSI procedure due
to a male factor. The amniocentesis was per-
formed in week 16 of the pregnancy, for
advanced maternal age. Both fluids were blo-
ody. Part of the amniotic liquid was analysed
by QF-PCR for aneuploidies screening. The
other part was cultivated for conventional
chromosomal study. The QF-PCR evidenced
a normal male screening with maternal con-
tamination. The cytogenetic study showed a
46,XY karyotype in one of the fetus and a
46,XY/46,XX mosaicism in the other. In
order to decipher the origin of the mosaic a
molecular study using 14 STRs linked to X
chromosome and 18 STRs linked to autoso-
mic chromosomes was performed. From the
analysis of the 14 STRs linked rto X chromo-
some, 10 resulted informative and allowed us

to conclude that all of them had an X chro-
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mosome of maternal origin, and five of them
also had the second maternal allele in smaller
proportion than the other one. From the
analysis of the 18 STRs linked to autosomic
chromosomes, eight of them were informative
and allowed to us demonstrate the presence of
one of the parental alleles, and in 7 of them
the presence of the second maternal allele in
smaller proportion than the other. Mosaic
XY/XX can be originated by three main cau-
ses: 1) maternal cellular contamination
(deciduas and/or blood), 2) mitotic post zygo-
tic clivage errors from an abnormal XXY
zygote, and 3) tetragametic/trigametic fertili-
sation or chimerism of two zygotes with diffe-
rent sexual constitution. Although molecular
genetic study is an excellent diagnostic tool,
the use of such technique was only useful to
discard the chimerism, but not differentiate
the true mosaic from the pseudo-mosaic origi-
nated by maternal cell contamination.

Key words: QF-PCR, prenatal diagnosis,
XXIXY mosaicism, XYIXX chimerism, XYIXX
pseudo-mosaicism, twin pregnancy, ICSL.

Introduccion

Identificar el sexo del gestante es una in-
quietud de la mayoria de los padres duran-
te la evaluacién ecogrifica por una cuestién
social y mds raramente por implicancias
médicas. El mosaico XX/XY es la férmula
cromosdémica cldsica para identificar al her-
mafrodita verdadero. Aunque dicha consti-
tucién no es la mds frecuentemente encon-
trada, alrededor del 15% de los pacientes
con hermafroditismo tienen ese mosaico
(Coco 1986, Sivanesan 1982, Freiberg y
col 1998).

El hallazgo de un mosaico XX/XY, como
también otros tipos de mosaicos, en el diag-
néstico prenatal es un problema que merece
y debe resolverse casi inmediatamente, pero
no siempre es posible (Worton & Stern,
1984). Sin embargo, las probables reflexio-
nes sobre el fenotipo del gestante deberfan
informarse a los padres para que ellos pue-

dan entender y decidir en consecuencia.

La incidencia de este tipo de mosaico es
bajo, alrededor del 0.25% de los diagnésti-
cos prenatales.

La coexistencia de las dos lineas celulares
puede deberse a tres razones:

1. Contaminacién celular materna (sangre

/decidua).

2. Por errores en el clivaje mitético de una
cigota XXY.
3. Por fecundacién tetragamética/trigamética

o quimerismo de dos cigotas diferentes XX

y XY.

Si bien la mayorfa de las veces en las ges-
tas concebidas 77 vivo la presencia de la li-
nea celular XX en un producto XY provie-
ne de contaminacién materna, cuando el
embarazo es conseguido por fecundacién
in vitro con técnicas de reproduccidn asisti-
da, y si ademds la ecografia evidencia ambi-
giiedad en los genitales, el mosaico o la qui-
mera podria ser la razén de las dos lineas ce-
lulares (Bonthron DT 2004).

Se comunica el estudio prenatal en liqui-
do amniético de un embarazo gemelar di-
cigético-dicoriénico, conseguido a través
de la transferencia de tres embriones obte-
nidos 7z vitro mediante la técnica de re-
produccién asistida ICSI, por la existencia
de un factor masculino.

Comunicacién del caso

La pareja accedié a la amniocentesis por
edad materna avanzada sin presentar an-
tecedentes familiares de relevancia. El em-
barazo gemelar dicig6tico-dicoridnico es
el producto del primer embarazo logrado
por la pareja con un tratamiento ICSI por
factor masculino.

La primera evaluacién ecogrifica a la sex-
ta semana y las posteriores siempre eviden-
ciaron dos sacos gestacionales y sin signos
de alarma en ninguno de los dos fetos. La
ecografia previa a la amniocentesis a las 16
semanas evidencié que ambos fetos tenfan
una edad gestacional de 16.1 semanas + 1



Limitaciones en el diagndstico prenatal del mosaicismo XX/XY

Sofia Medrano y col

semana, con actividad cardiaca y cinética
fetal presente; liquido amnidtico en canti-
dad adecuada en ambos sacos, placenta an-
terior, y posterior, bicorial, biamnidtica. En
los dos fetos se pudo constatar la existencia
de genitales masculinos. Se realizé la am-
niocentesis transabdominalmente y se ob-
tuvieron 20 ml de cada uno de los lechos.
La placenta correspondiente al feto rotula-
do como 1° era posterior, mientras que la
del feto rotulado como 2° era anterior.

Ambos liquidos estaban contaminados
con sangre. Una parte del liquido amniéti-
co se procesé directamente para la determi-
nacién de las aneuploidias en forma ultra-
rrdpida por PCR fluorescente y la otra par-
te se cultivé por duplicado en frascos para
el estudio cromosémico convencional.

Métodos

El cariotipado de los fetos se realizé de
acuerdo con el procedimiento estdndar del
cultivo de amniocitos en frascos por du-
plicado. Se analizaron 22 metafases en
ambos fetos.

Se extrajo ADN del pellet celular de cada
uno de los liquidos amnidticos, de los fi-
broblastos de los amniocitos cultivados en
el segundo frasco y en los glébulos blancos
de sangre periférica de la pareja.

En el ADN del pellet celular de los liqui-
dos sin cultivo se realizd el andlisis de 13
marcadores polimérficos y se comparé con
el ADN de los progenitores. Los marcado-
res correspondieron a los cromosomas au-
tosémicos: 2, 3, 4,5, 7,8, 11, 12, 13, 15,
16, 18 y 21. El sexo se analiz6 con el gen de
la amelogenina.

El ADN extraido de las colonias de los
amniocitos cultivados fue analizado con los
mismos marcadores, ademds de tres marca-
dores ligados a HLA (6p) y 14 ligados al
cromosoma X.

Las condiciones de la PCR fueron las si-
guientes: 95°C por 5 min, 95°C por 30
seg, 55°C por 30 seg, y 72°C por 30 seg

por 30 ciclos. Los resultados de los ampli-

cones fueron analizados usando el soffware
del genescan 'y genotyper del ABI prism 310
(Applied Byosystems).

Resultados

1. El estudio de las aneuploidias por PCR
en ambos liquidos sin cultivo evidencié a
los dos alelos maternos, uno en menor
proporcién, y a un alelo paterno. El gen
de la amelogenina evidencié dos sefiales.
Por lo tanto, se interpreté como fetos
masculinos euploides para los cromoso-
mas estudiados contaminados con sangre
materna mds que la hipétesis de dos fetos
triploides.

2.El estudio citogenético evidencié que el
feto 1° tenfa una constitucién homogénea
46, XY (22), mientras que el feto 2° tenfa
una linea celular 46, XY (13) y otra linea
46, XX (9) en proporciones similares.

3. Los resultados del andlisis genético del
ADN extraido de las células despegadas
de las colonias de los amniocitos cultiva-

dos figuran detallados en las Tablas I y II.

Tabla 1. STRs ligados al cromosoma X.
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De los 14 STRs ligados al X, seis resultaron informativos (los remarcados
con cuadricula), evidenciando el feto solo los alelos correspondientes a la
madre y uno de ellos (sefialado con el asterisco) en menor proporcion.
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Tabla 2. Marcadores polimdrficos de diferentes
autosomas y ligados al HLA.
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De los 18 STRs autosémicos, ocho resultaron informativos (los remarcados
con cuadricula), evidenciando el feto un alelo de cada progenitor en las mis-
mas proporciones, mas el otro alelo materno en menor proporcion (los
marcados con asteriscos).

Discusion

Si bien en la actualidad las técnicas de
biologia molecular brindan una nueva he-
rramienta diagndstica, su aplicacién en el
mosaico XY/XX permite aseverar o descar-
tar si la fecundacién es trigamética o tetra-
gamética (quimeras), pero no permite dife-
renciar el mosaico originado por errores
mitSticos a partir de una cigota XXY del
pseudo mosaico debido a contaminacién
por células maternas (Farber y col, 1989).

En el presente caso la hipétesis de que el
mosaico XX/XY fuera debido a quimeris-
mo queda descartado por dos motivos: 1)
porque se realiz6 procedimiento ICSI en el
que se inyecta un solo espermatozoide en el
ovocito y no en el cuerpo polar, por lo tan-
to, la hipétesis de la fecundacién del ovoci-
to y primer cuerpo polar por dos esperma-
tozoides con diferentes cromosomas sexua-
les (quimera tetragamética) se excluye, co-
mo asi también la posibilidad de fecunda-
cién del segundo cuerpo polar por otro es-

permatozoide con diferente cromosoma se-
xual (quimera trigamética); y 2) porque el
estudio de los marcadores solo evidencié
uno de los alelos de cada progenitor. Si bien
la transferencia de tres embriones hubiese
favorecido la amalgamacién de huevos fe-
cundados distintos (quimera primaria), la
inexistencia de mds de un alelo de los pro-
genitores en el feto descarta también esta
posibilidad.

La hipétesis del quimerismo secundario
por anastomosis vascular placentaria de dos
fetos implantados diferentes (Phelan MC y
col, 1998) también queda descartada, ya
que los dos fetos resultaron del mismo sexo
(Esquemas 1, 2, 3 y 4).

Los resultados de los marcadores en el fe-
to 2° si pueden concordar con la hipétesis
del mosaico originado a partir de un error
en el primer clivaje de una cigota anormal
XXY (Esquemas 5 y 6). Pero los efectos de
una contaminacién celular materna tam-
bién muestran los mismos resultados. Co-
mo su nombre lo indica, si fuera por conta-
minacidn se tratarfa de un feto con consti-
tucién masculina normal, pero si fuera un
mosaico verdadero, el fenotipo podria co-
rresponder al de un varén o al de una mu-
jer con genitales normales o ambiguos.

La imposibilidad de diferenciar el mosai-
co de la contaminacién materna desde el
punto de vista del laboratorio, y por ende el
no poder predecir acerca de la ambigiiedad
de los genitales, nos obliga a no olvidar las
normativas aconsejadas para la toma de
material para los diagnésticos prenatales
(Guidelines for handling amniotic fluid and
chorionic villus material, 2005) y a siempre
antes de la cosecha de los cultivos, analizar
los tipos de colonias para descartar la exis-
tencia de colonias de explantos de tejido de
probable origen materno aunque el liquido
no haya sido sanguinolento. En el presente
caso ambos liquidos eran sanguinolentos y
ambos frascos de cultivo de amniocitos co-
rrespondientes al feto 2° evidenciaban zo-
nas con colonias de probable origen mater-
no. Este hecho, sumado a que la ecografia
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Esquema 1. Fecundacion tetragamética: el ovocito y el cuerpo polar son fecundados por dos espermato-
zoides de diferente sexo.

N -@

Esquema 2. Fecundacion trigamética: el ovocito es fecundado por un espermatozoide de un determinado
sexo y el segundo cuerpo polar es fecundado por otro espermatozoide de sexo contrario.
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Esquema 3. Fusion de dos cigotas: fusion de dos ovocitos fecundados por dos espermatozoides de diferente sexo.

Esquema 4. Anastomosis vascular placentaria: intercambio de células entre dos fetos de diferente sexo.

176
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Esquema 5. Mosaico por error meidtico materno seguido de errores mitdticos: origen de una cigota
anormal XXY por error meidtico materno seguido de pérdida de un cromosoma X y de un cromosoma Y en
el primer clivaje mitdtico.

Esquema 6. Mosaico por error meidtico paterno s:ezguido de errores mitdticos: origen de una cigota
anormal XXY por error meidtico paterno seguido de pérdida de un cromosoma X y de un cromosoma Y en el
primer clivaje mitdtico.
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evidencié dos fetos de sexo masculino sin
signos de alarma, muestra que la hipétesis
mds econdmica en eventos para el origen
del mosaico XX/XY es una contaminacién
materna, mds que a una serie de errores
meidticos y mitéticos. La pareja fue infor-
mada de las limitaciones en las implicancias
del diagndstico del mosaico XX/XY y que
la casuistica sobre el mosaico XX/XY sefia-
la que la mayoria son por contaminacién
materna.
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