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RESUMEN

Se conoce que mas del 90% de los embarazos aneuploides se pierden como abortos
tempranos, 5.8% como 6bitos y s6lo 0.6% de las concepciones aneuploides, llegan a
nacer. La evidencia indica que a excepcién de algunas aneuploidias como las
polisomias de cromosomas sexuales (en las que se observa correccion de dosis
génica por silenciamiento), las trisomias y monosomias se abortan en su mayoria, por
lo que los nacidos vivos con trisomias 13, 18 y 21 asi como la monosomia X, son
excepciones a la regla de letalidad. La unica propuesta para explicar estos
nacimientos, es que los nacidos vivos con estas aneuploidias no se abortaron porque
posiblemente tienen tambien una segunda linea celular normal o disémica,
mosaicismo que les permitiria terminar la gestacion.

El objetivo de este trabajo fue detectar diferencias genéticas entre abortos
espontaneos (AE) y nacidos vivos (NV) con trisomias 13, 18, 21 o monosomia X,
estudiadas en células de tejido embrionario, linfocitos de sangre periférica y células
epiteliales de mucosa bucal.

Mediante hibridacién in situ con fluorescencia en células en interfase con diferente
origen embrionario, se encontré que la presencia de una linea celular normal no es la
razon de la sobrevida hasta el nacimiento de los individuos aneuploides, ya que no
hay una diferencia ni en el numero de individuos con mosaico, ni en los porcentajes
de la linea disdbmica. Mas aun, los resultados mostrados en este trabajo, indican que
la presencia de estas lineas celulares con cariotipo normal, son mas frecuentes en los
AE que en los NV.

Al explorar mediante hibridacién genémica comparativa las diferencias a nivel de

pérdidas y ganancias de regiones gendmicas entre AE vs NV, se evidenciaron diversas




regiones que presentan genes o RNA regulatorios, diferentes en los NV comparados
con los AE. Los NV con trisomia 13 y trisomia 18 presentaron 6 y 5 regiones
respectivamente con microdeleciones y en ambos se apreci6 una con
microduplicacion; mientras que los NV con trisomia 21, mostraron 6 microdeleciones
y 5 microduplicaciones y finalmente en las NV con monosomia X se observaron 4
microdeleciones y 3 microduplicaciones.

En cuanto a la busqueda de variantes en el numero de copias (CNV), con
microarreglos Genome Wide SNP 6.0, de Affimetrix, no se notaron diferencias entre
AE vs NV en ninguno de los grupos estudiados, sin embargo un hallazgo interesante
e importante fue que en todos los grupos de individuos estudiados, se hallaron cuatro
CNYV presentes con una elevada frecuencia: CNV 2p11.2 (99.6%), 8p11.22 (54.5%),
14932.33 (100%), and 15q11.2 (71.1%), esto nos llevé a investigar si en realidad estas
son tan frecuentes en los grupos de este estudio y encontramos que las elevadas
frecuencias son un artefacto por el uso del HapMap como referencia, en donde la
representatividad de la poblacion hispanica y especificamente mexicana, es minima.
Cuando se compararon estos resultados con una poblacién étnicamente relacionada,
las frecuencias extremas desaparecieron. Esta informacién demuestra la importancia
de tomar una poblacién de referencia preferentemente del mismo origen geografico
para evitar relacionarlos con eventos biolégicos de manera erronea.

Este trabajo muestra que, contrario a lo descrito en la literatura, el mosaicismo no es
un factor para la sobrevida de un feto con aneuploidia y que, hasta ahora, no hay un
factor gendmico que pueda determinar su letalidad. Otra de las aportaciones de este
trabajo, es la descripcion de variantes tipo CNV que caracterizan a poblacion mestiza
mexicana y esto es de suma importancia ya que evitara asociaciones de estas

variantes con patologias.




ABSTRACT

More than 90% of aneuploid pregnancies are lost as early abortions, 5.8% as stillbirths
and only 0.6% of aneuploid conceptions are born. The evidence indicates that, except
for some aneuploidies such as sex chromosome polysomies (in which correction of
gene dose due to silencing is observed), trisomies and monosomies are mostly
aborted, so that live births with trisomies 13, 18 and 21, as well as monosomy X, are
exceptions to the lethality rule, and the reason for this has hardly been explored in the
literature. The only proposal to explain these births has been that the live births with
aneuploidies were not aborted due to the presence of a second normal or disomic cell
line, a mosaicism that would allow them to terminate the pregnancy.

The objective of this work was to detect genetic differences between spontaneous
abortions (SA) and live births (LB) with trisomies 13, 18, 21 or monosomy X, studied
in embryonic tissue cells, peripheral blood lymphocytes and buccal epithelial cells.
Using fluorescence in situ hybridization in interphase cells with different embryonic
origin, it was found that the presence of a normal cell line is not the reason for survival
until birth in aneuploid individuals, since no difference was found in the number of
individuals with mosaic, nor in the percentages of the disomic line; in fact, according
to our results, the presence of these normal lines may even have a greater presence
in SAthan in LB.

When exploring through comparative genomic hybridization the differences at the level
of losses and gains of genomic regions between SA vs LB, various regions were found
that present regulatory genes or RNA, different in the LB when compared with SA,
according to the aneuploidy studied. The LB with trisomy 13 presented 6 regions with

microdeletion and one with microduplication. The LB with trisomy 18 presented 5
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microdeletions and one with a microduplication. In the LB with trisomy 21, 6
microdeletions and 5 microduplications were found, and finally, in the LB with
monosomy X, 4 microdeletions and 3 microduplications were observed.

Regarding the search for CNV type variants, no differences were observed between
SA vs LB in any of the groups studied; however, an interesting and important finding
was that four CNVs were found present in all the groups of individuals studied here,
with an extremely high frequency: CNV 2p11.2 (99.6%), 8p11.22 (54.5%), 14q32.33
(100%), and 15q11.2 (71.1%). This led us to investigate whether these are actually
that frequent in the groups of this study, and we found that the high frequencies are an
artifact due to the use of HapMap as a reference, where the representativeness of the
Hispanic and specifically Mexican population is minimal. When these results were
compared to an ethnically related population, the extreme frequencies disappeared.
This information demonstrates the importance of taking a reference population,
preferably of the same geographic origin, to avoid incorrectly relating them to biological
events.

This work shows that, contrary to what has been described in the literature, mosaicism
is not a factor for the survival of a fetus with aneuploidy and that, up to now, there is
no genomic factor that can determine its lethality. Another of the contributions of this
work is the description of CNV-type variants that characterize the Mexican mestizo
population, and this is extremely important since it will avoid associations of these

variants with pathologies.




1. ANTECEDENTES

1.1 ANEUPLOIDIA Y SU IMPORTANCIA EN SALUD.

La aneuploidia es la ganancia 6 pérdida de uno o varios cromosomas en la
célula. Es la alteracion mas frecuente en los seres humanos y ocurre en por lo menos
el 5% de los embarazos clinicamente reconocidos (Hassold y Hunt 2001). La no
disyuncién cromosomica en la meiosis es la principal causa de la formacién de cigotos
aneuploides (con trisomias o monosomias). El desbalance de cromosomas completos
es generalmente incompatible con la vida, por lo que es un evento poco frecuente en
la mayoria de las especies estudiadas, por ejemplo en Saccharomyces cerevisiae y
Drosophila melanogaster se ha observado una probabilidad de no disyuncion
aproximada de 1 en 10,000 eventos para un cromosoma determinado; en ratén, se
sabe que 1 a 2% de los cigotos son aneuploides, sin embargo por razones poco claras,
la especie humana es una notable excepcion, se ha observado que la no disyuncion
meiotica es muy frecuente ya que hasta el 30% de los cigotos presentan aneuploidias
(Hassold y Hunt 2001). En seres humanos, entre el 15-20% de los embarazos
reconocidos se abortan (Vorsanova et al. 2005), se ha mostrado que el 60% de los
abortos del primer trimestre presentan alteraciones cromosdmicas y de éstas, mas de
dos terceras partes son aneuploidias, principalmente representadas por trisomias
autosomicas y monosomia X (Fritz et al. 2001, Levedev et al. 2004, Moore et al. 2000).
La mayoria de los embarazos aneuploides se pierden como antes de la semana 20
de gestacion, 5.8% como 6bitos y tan s6lo el 0.6% llegan a nacer vivos (Moore et al.
2000), lo cual los coloca como una condicion de excepcion.

Las aneuploidias que pueden sobrevivir son las trisomias de cromosomas
sexuales y de los autosomas 13, 18 y 21 asi como la monosomia 45,X y a pesar de

ser solo un pequefio porcentaje del total de aneuploides, su nacimiento coloca a la

e
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aneuploidia como la principal causa de anomalias congénitas y de retraso mental en
NV, de tal manera que la frecuencia de aneuploidias, es mayor que todas las
enfermedades monogénicas juntas, identificadas en los humanos (Hassold 2007) .

Cualquier cromosoma es susceptible de segregar errbneamente, por lo que se
pueden encontrar células aneuploides con cualquier cromosoma involucrado, aunque
no todas estas células son capaces de sobrevivir a la falta/ganancia del cromosoma
en cuestion (Delhanty 2005)

Hassold y Hunt (2001), evaluaron la incidencia de aneuploidias encontradas
en las diferentes etapas del desarrollo humano (Tabla 1) y observaron que la
incidencia de aneuploidias se reduce a lo largo del mismo, esto debido a que la
pérdida de productos es mayor durante el primer trimestre de gestacion. Aunque la
aneuploidia es una alteracién cromosémica poco compatible con la vida, en la
formacién de la placenta es un mecanismo muy importante. La uniéon del tejido
embrionario al utero y la adquisicion de sangre materna oxigenada dependen de
células epiteliales muy especializadas, los citotrofoblastos (CTB). Estas células tienen
un efecto invasivo similar al tumorigénico, que se logra debido a la aneuploidia de los
CTB, la cual adquieren luego de multiples divisiones celulares que producen errores
en la segregacién cromosomica. El 30% de estas células presentan aneuploidias de
mas de un cromosoma. El 95% de los CTB que son aneuploides lo son para los
cromosomas 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 17, 18, X. Estos sucesos son al azar y forman
parte de la diferenciacién natural de los CTB, y no de eventos anormales (Jingly et al.

2005).




Tabla 1. Incidencia de aneuploidias durante la gametogénesis y el desarrollo humano.
Modificado de Hassold y Hunt (2001)

Semanas de Gestacion 0 P 6-8 m——) 2 —— 40
. Embrién Abortos Abortos . Nacidos
Esperma | Ovocitos . ‘. - . Obitos .
Pre-implantacion | Pre-clinicos | espontaneos Vivos
Incidenciade || 4 o, ~20% ~20% e? 35% 4% 0.3%
Aneuploidia
s +13; +13; +18;
. +16:
::2: l;';';':::s Varios Varios Varios &? 43’2 :(_’ +;:’ +18; +21; XXX;
’ +21 XXY; XYY

1.2 ETIOLOGIA DE LAS ANEUPLOIDIAS

1.2.1 Generalidades de mecanismos

Los mecanismos generadores de aneuploidias en los seres humanos pueden
ocurrir durante la primera o segunda divisidbn meiotica, o bien en mitosis. La mayoria
de las aneuploidias estudiadas se generan por errores ocurridos durante las divisiones
meiodticas maternas; se ha estimado en general que la tasa de desbalances en
ovocitos de mujeres entre 30-35 afios es de alrededor del 11% (Delhanty 2005). Los

dos mecanismos mas estudiados son la no disyuncién y el rezago anafasico.

1.2.2 No disyuncion

La no disyuncion se define como la falla del mecanismo de segregacion en
donde un cromosoma homdlogo o una cromatide hermana, no segrega
simétricamente durante una division celular. Cuando las cromatidas hermanas se
separan de manera temprana durante la primera division meidtica, a este proceso se
le conoce como “predivision” o separacion prematura de centromeros (Delhanty 2005).
Durante la primera division meidtica (MI) en una persona cromosémicamente normal
el par de homologos, falla en dividirse adecuadamente para llegar a la segunda

division meidtica (MIl), una célula hija tendra dos cromosomas y la otra ninguno

(Gardner-McKinlay et al. 2012, Gersen y Keagle 2005). Existe un mecanismo




regulador del anclaje del cinetocoro con los microtubulos el cual esta intimamente
relacionado con el proceso de no disyuncién. En el cinetocoro hay algunas proteinas
que regulan este anclaje como la cinasa aurora B y la proteina fosfatasa 1 (PP1), la
primera se localiza en la region centromérica entre cinetocoros de cromatidas
hermanas, su mala posicion, inhibicion o mal funcionamiento desequilibra la correcta
dinamica de la union a los microtubulos. La PP1 antagoniza las acciones de Aurora B,
por lo que su inhibicidn incrementa la actividad de Aurora B (Bakhoum y Compton
2012).

Alteraciones sutiles dentro del mecanismo de anclaje cinetocoro-microtubulo se
detectan por el punto de control del ensamblaje del huso (SAC Spindle assembly
checkpoint) el cual esta compuesto por proteinas BUB1, MAD1, MAD2, MAD3 (BubR1
en mamiferos), BUB3 Y MPS1. Este complejo  monitorea que el huso esté
ensamblado de manera bipolar para permitir la continuacion a anafase. Mutaciones
en cualquiera de estos genes, se asocian con no-disyuncion (Bakhoum y Compton,
2012, Williams et al. 2007).

En meiosis los mecanismos de regulacion de la division son muy semejantes;
en MI sélo se separan los cromosomas homodlogos, porque existen un grupo de
cohesinas que actuan en la unién de los centromeros (Rec8-Psc3) y otras que
mantienen la unién de las cromatidas (Rec8-Rec11). En Ml la separasa degrada a las
cohesinas que mantienen unidos a los brazos cromosomicos, pero no las de los
centromeros, debido a que estas ultimas se encuentran protegidas por la proteina
Shugosina (Sgo1), la cual no se degradara sino hasta la segunda division meidtica
(MII). Durante anafase Il, la separasa puede entonces degradar la Rec8 centromérica
y con esto lograr la separacién completa de las cromatidas. Mutaciones en el gen rec8

dan lugar a una separacion prematura de cromatidas durante anafase | la cual no




puede rescatar Rad21 a pesar de tener funciones semejantes (Watanabe 2005, Wang
y Dai 2005, Webster y Schuh 2017).
1.2.3 Rezago Anafasico.

Cuando un cromosoma no se une de manera adecuada al huso mitético, puede
no llegar al polo que le corresponde durante anafase, el cromosoma no se incluye
dentro de la célula durante la formacidén de la nueva membrana nuclear, formara un
micronucleo dentro de su propio citoplasma el cual mas adelante se perdera; esto se
denomina rezago anafasico la diferencia con la no disyuncién a nivel de productos es
que la primera genera dos células hijas anormales, una con trisomia y la otra con
monosomia del cromosoma que no disyundio. El rezago anafasico genera una célula
monosodmica y una célula con numero cromosémico normal (Webster y Schuh 2017).

En el rezago anafasico intervienen los cinetocoros que son estructuras
proteinicas complejas que unen a los cromosomas con los microtubulos del huso
mitético; los microtubulos son estructuras dinamicas que constantemente se
polimerizan y despolimerizan en una célula en division celular, lo que los hace
vulnerables a tener errores, cada microtubulo debe unirse a un cinetocoro pero
cuando dos microtubulos se unen a un mismo cinetocoro y se dirigen hacia diferentes
polos, se conoce como anclaje merotélico y si no se corrige antes de la anafase se
produce una mala segregacién por rezago anafasico (Delhanty 2005).

De manera interesante, si el rezago anafasico ocurre en un cigoto trisémico,
este mecanismo puede generar que al dividirse estas células, se originen células hijas
no idénticas: una trisébmica y otra disémica normal pérdida de un cromosoma por
rezago anafasico, lo cual genera un mosaico celular disomia/trisomia; a este proceso

se le conoce también como rescate trisomico y puede originar disomia uniparental,




que si se trata de isodisomia, los dos cromosomas de la linea disdbmica serian

idénticos en secuencia (Gardner-McKinlay et al. 2012).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DE LAS ANEUPLOIDIAS.

Es importante sefalar que existe una gran variabilidad en cuanto a los reportes
de las incidencias de cada entidad cromosdmica, por lo que los rangos reportados
pueden ser muy amplios, debido a los tamafos de las poblaciones que han estudiado
los diferentes autores, a las metodologias aplicadas o incluso al momento del
desarrollo humano que se incluya para evaluar sus prevalencias (nacidos
vivos/muertos, abortos, obitos).

1.3.1 Nacidos vivos (NV)

Entre recién nacidos alrededor del 0.3% son aneuploides, siendo la trisomia 21
y de los cromosomas sexuales las mas frecuentes. (Hassold y Hunt 2001, Fritz et al.
2001, Vorsanova et al. 2005). Los recién nacidos con aneuploidias que logran
sobrevivir son aquellos que involucran en su aneuploidia a los cromosomas sexuales
(sean X 0Y) y las trisomias de los autosomas 21, 18 y 13, aunque se han reportado
algunos otros autosomas involucrados en trisomias en nacidos vivos, pero
generalmente se encuentran como mosaicos celulares.

TRISOMIA 21 (Sindrome de Down). La prevalencia de la trisomia 21 es
aproximadamente de 1:700 NV (Sherman et al. 2007, Gardner-McKinlay et al. 2012),
la cual puede variar con respecto a la edad materna. En un meta-andlisis reciente se
ha visto que esta incidencia se ha disminuido, con un promedio de 8.8 por cada 10,000
NV (0.88:1000) en los ultimos 50 anos, probablemente gracias a la implementacion
del diagndstico prenatal (Huete-Garcia y Otaola-Barranquero 2021). Es ligeramente

mas frecuente en varones que en mujeres (1.2:1). El 95% de los casos tienen trisomia
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21 regular en su cariotipo, mientras que el 5% restante pueden presentar
translocaciones robertsonianas y mosaicismo somatico. Por otro lado, se ha
evidenciado que mas del 90% de los casos de trisomia 21 se originan en meiosis
materna y de estos el =75% ocurren en M| (Freeman et al., 2007, Gardner-McKinlay
et al. 2012). Estos pacientes cursan con malformaciones faciales, fisuras palpebrales
oblicuas, puente nasal ancho, epicanto, ademas de malformaciones cardiacas,
intestinales, agenesia renal, entre otros (Cassidy y Allanson 2010).

TRISOMIA 18 (Sindrome de Edwards). Representa la segunda trisomia mas
comun en NV, después de la trisomia 21. Tienen una frecuencia que va de 1 en 5,000
- 8500 (Cassidy y Allanson 2010, Gardner-McKinlay et al. 2012) la mayoria con
cariotipo 47, +18 resultado de no disyuncion en meiosis materna (33%MI, 56% MIl)
(Tabla 2 ref.1) en algunas ocasiones se pueden encontrar como producto de
translocaciones. Un estudio multirregistros de >20 paises, incluido México, menciona
una reduccion de la prevalencia a 1.07 por cada 10000 NV (Goel et al. 2019). La
mayoria de los casos mueren en la primera semana de vida y solo entre el 5y 10%
llegan al ano de vida y mucho en parte debido a las anomalias congénitas cardiacas,
orofaciales, abdominales y de sistema nervioso central (Cassidy y Allanson 2010,
Gardner-McKinlay et al. 2012, Goel et al. 2019). Como en otras trisomias como la 13
0 21, la frecuencia incrementa con la edad materna avanzada 6 EMA (Holmgren y
Lacoursiere 2008, Gardner-McKinlay et al. 2012).

TRISOMIA 13 (Sindrome de Patau). Tiene una frecuencia mucho mas baja
qgue las anteriores. En EU en un estudio realizado por el Utah Birth Defects Network
establecen una prevalencia de 1 en 12 000 a 20 000 (Cassidy y Allanson 2010), sin
embargo, en el estudio multirregistro realizado en 2019 donde se incluye poblacion

mexicana, la prevalencia baja a 0.55 por 10 000 NV (Goel et al. 2019) Se considera
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letal, con un riesgo de muerte en utero del 80%. De los nacidos vivos, sobreviven de
5 a7 dias y menos del 5% llegan al afio de vida. Mas del 90% de los casos con
trisomia 13 son de origen materno, con la misma frecuencia de origen en M|y MIl,
aunque hay trabajos que sugieren una mayor frecuencia en Ml (Bugge et al. 2007,
Hall et al. 2007, Cassidy y Allanson 2010). No hay reportes de recurrencia en esta
trisomia. Este sindrome esta asociado con severas malformaciones estructurales
afectando el sistema nervioso central, la estructura cardiaca y sistema
gastrointestinal (Holmgren y Lacoursiere 2008).

MONOSOMIA X (45X, Sindrome de Turner). Es la anormalidad de
cromosomas sexuales mas comun en concepciones femeninas; con una prevalencia
de 1 en 2500 nacidas vivas, pero estas cifras representan solo del 1 al 2% de las
concepciones afectadas con esta condicion, si se consideran los abortos es la mas
frecuente de las aneuploidias. El 50% de estos tienen cariotipo 45,X regular, la otra
mitad muestran mosaicismo. El sindrome de Turner no esta asociado con la EMA
como la mayoria de las trisomias (Holmgren y Lacoursiere 2008, Barrientos et al.
2019, Steiner y Saenger 2022), ya que el 75% de los casos se originan por errores en
meiosis paterna. Caracteristicas asociadas a este sindrome son baja estatura,
linfedema, insuficiencia gonadal, anomalias cardiacas, entre otras (Cassidy y Allanson
2010).

1.3.2 Sobrevida en aneuploidias

En relacién a factores de supervivencia, se ha propuesto que el mosaico celular
con una linea normal es lo que permite vivir a los embriones 45,X, ya que en las
pacientes nacidas vivas con Sindrome de Turner hasta 50% presentan una linea
celular normal (Urbach y Benvenisty 2009), pero practicamente no se sabe que ocurre

en los abortos y de hecho tampoco hay estudios sobre la participacion del mosaicismo
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en la supervivencia para las trisomias autosomicas 13, 18 y 21 que llegan a nacer
vivos. Existen varios reportes sobre mosaicismo de aneuploidias en series de abortos
tempranos espontaneos que reflejan la importancia de la aneuploidia en la letalidad
embrionaria, pero no hay estudios en los que intencionadamente se busque
mosaicismo en abortos espontaneos del primer trimestre en trisomias 13, 18, 21 y
monosomia X, que es cuando la mayoria de las veces se selecciona negativamente
la aneuploidia.

Por otra parte, el origen parental de los cromosomas que participan en la
aneuploidia, podria también ser relevante en la letalidad o supervivencia. Se sabe que
mientras que en la condicion 45,X la no disyuncion ocurre 75% de las veces en el
gameto masculino, para las trisomias la situacion es inversa con una contribucion de
error materno en meiosis | del 90% o mas para 13 y 21, y 50% en meiosis Il materno
para la trisomia 18 con una menor contribucién de errores mitéticos (Hassold y Hunt
2001, Hassold 2007).

A excepcion de las polisomias de cromosomas sexuales, la aneuploidia es
extremadamente poco compatible con la vida, asi los nacidos vivos con trisomia 13
(Sindrome de Patau) trisomia 18 (Sindrome de Edwards), trisomia 21 (sindrome de
Down) y monosomia 45,X (Sindrome de Turner), son la excepcion a la regla de
letalidad embrionaria temprana y pareceria razonable pensar que su sobrevida se
deba no s6lo a una, sino a varias posibles causas hasta ahora desconocidas y la razon
de esto practicamente no ha sido explorada en la literatura. En la literatura hay varios
estudios sobre la aneuploidia como causa de aborto espontaneo (Moore et al. 2000,
Fritz et al. 2001, Vorsanova et al. 2005). En afios recientes se ha propuesto que el
mosaicismo criptico con una linea celular normal (46,XX) y que el incremento en la

sintesis activa de genes de ribonucleoproteinas 6 RNA en genomas desbalanceados,
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ayuda a tolerar la pérdida de homeostasis en estas células alteradas (Hook y

Warburton 2014, Lyapunova et al. 2017)

1.4 VARIANTES EN EL GENOMA

El genoma humano tiene un tamafo de 3,1 gigabases, distribuido en 23 pares
de cromosomas. En cada par cromosémico se tiene un cromosoma de origen
materno y uno de origen paterno, asi que cada individuo hereda una copia de cada
padre y tiene dos copias (CN=2) de cada locus en sus células (excepto los loci X e Y
en los varones); estructuralmente presenta distintas caracteristicas: variantes de un
solo nucledtido, insercién-delecion de uno o pocos nucleétidos, secuencias repetidas
de un numero variable de nucledtidos y variantes estructurales como deleciones o
duplicaciones.

En 2004, dos grupos independientes, lafrate et al. (2004) y Sebat et al.
(2004), describieron por primera vez la presencia en todo el genoma de variaciones
a gran escala del numero de copias en el genoma humano. Estas variantes implican
ganancias o pérdidas de varias a cientos de kilobases de DNA gendémico entre
individuos fenotipicamente normales (Feuk et al. 2006, Hujoel et al. 2022).

Una variante del numero de copias (CNV) se defini6 inicialmente como un
segmento de DNA de mas de un kb con una cantidad de copias variable en
comparacién con un genoma de referencia (Scherer et al. 2007). Sin embargo, este
término se ha extendido a todas las variaciones cuantitativas en el genoma, incluidas
las repeticiones en tandem, las deleciones y las duplicaciones (Conrad et al. 2010).

Las CNV representan una proporcion significativa de la variabilidad genética
total en todas las poblaciones humanas (Freeman et al. 2006, lonita-Laza et al.

2008, Zarrei et al. 2015) y la mayoria de ellas son una fuente de variacién genémica
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pero no tienen influencia aparente en el fenotipo. Sin embargo, algunas de ellas han
sido previamente reportados con relevancia clinica y definitivamente vinculados con
fenotipos patogénicos dependiendo de su tamafio, contenido de genes,
superposicion con genes de haploinsuficiencia (si es pérdida) o triplosensibilidad
(cuando es ganancia), entre otros (Hehir-Kwa et al. 2013, Rooney et al. 2020). En
algunas ocasiones, la interaccién con factores genéticos o ambientales adicionales
puede influir en si las CNV tienen un efecto fenotipico detectable (Wellcome Trust
Case Control Consortium 2010, Mazina et al. 2015).

Adicionalmente en algunos microarreglos para estudiar CNV, es posible
conocer regiones con homocigosidad 6 tramos largos contiguos de homocigosidad
(LCSH), gracias a sondas que evaluan polimorfismos de un solo nucleotido (SNP);
estas regiones pueden ser el resultado de homologias ancestrales, disomia
uniparental o consanguinidad y pueden ayudar a detectar genes candidatos con
variantes patogénicas que generen desordenes autosomicos recesivos (Pajusalu et
al. 2015).

Debido a que en general y hasta donde se conoce, las aneuploidias son un
problema de dosis génica, proponemos que el alcanzar el nacimiento, pudiera estar
relacionado con CNVs, ya que son variantes que pueden alterar la dosis génica en
diversas regiones del genoma. El presente proyecto implica realizar la busqueda de
mosaicismo y de CNVs en todo el genoma de pacientes con trisomia 13, 18, 21y
Monosomia X, con especial atencion en los cromosomas implicados, aunque no de
manera exclusiva, ya que se sabe que la sobreexpresion de los genes implicados en
estas alteraciones, pueden generar acumulaciéon de proteinas/mRNAs o miRNAS
reguladores de genes blanco localizados en otros cromosomas/regiones del genoma

de manera que se genera un desbalance en la homeostasis celular (Li y Zhu 2022).
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De manera general, mas del 90% de los embarazos con aneuploidias se
pierden a edades tempranas de la gestacion, y que el restante 10% pueden tener
factores genéticos como la presencia de una linea normal (mosaicismo) que ayude a
balancear la pérdida genémica de un cromosoma faltante o extra (Li y Zhu 2022),
influencia de genes ribosomales activos (Lyapunova et al. 2017) o variantes en
numero de copia (CNV) que pudieran favorecer el desarrollo embrionario de
individuos aneuploides hasta llegar al nacimiento y por el momento no hay estudios
que exploren estos aspectos del desarrollo ontogénico en estos sindromes; su
estudio puede no solo generar conocimiento sobre la biologia de las aneuploidias,
sino también puede generar informacién importante respecto al prondstico y manejo
de estos pacientes con aplicacion en la medicina preventiva y el consejo genético.

Por lo anterior proponemos la siguiente pregunta de investigacion.

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen diferencias gendmicas entre nacidos vivos y abortos espontaneos con
aneuploidia en cuanto a: 1) presencia de células normales (mosaicismo), 2)

microdeleciones/microduplicaciones y 3) variantes genémicas de numero de copia?

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aneuploidias en la especie humana son tan frecuentes como el 80% en
embriones preimplantacién y la mayoria se pierden durante la gestacion, de manera
que solo el 0.6% sobreviven hasta el nacimiento. El estudio de las posibles causas de
que un embrién aneuploide llegue a término o se aborte, podria generar conocimiento
sobre el desarrollo ontogénico de los individuos con aneuploidia. Conocer estas
diferencias podria ser util en la toma de decisién de un aborto electivo vs dejar

progresar un aborto espontaneo.
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4. JUSTIFICACION

Hasta este momento, los estudios sobre la supervivencia de los productos con
aneuploidia son extremadamente escasos y no existen datos que relacionen cambios
en numero de copias, ya sea deleciones/duplicaciones o CNV, con la sobrevida de
sujetos aneuploides, por lo que se trata de un area muy poco explorada. Con este
trabajo se aportara conocimiento sobre las diferencias genéticas de los individuos
aneuploides que logran sobrevivir el desarrollo ontogénico en nuestra especie, ya que

son la excepcion a la regla de letalidad in utero de la aneuploidia.

5. HIPOTESIS

Los individuos aneuploides que llegan a nacer vivos tienen diferencias genémicas
que los distinguen de los abortos espontaneos y se relacionan con una mayor
presencia de células normales (mosaicismo) y pérdida o ganancia de regiones

especificas del genoma.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Detectar variantes genéticas entre abortos y nacidos vivos con trisomias 13,
18, 21 o monosomia X, estudiadas en células de tejido embrionario de abortos y en

linfocitos de sangre periférica de individuos nacidos vivos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar si existen diferencias en la presencia y porcentaje de células disomicas
normales (mosaicismo) entre los individuos nacidos vivos vs abortos, con cariotipos

aneuploides.
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2) ldentificar regiones gendmicas con duplicaciones o deleciones distintivas de los
individuos aneuploides nacidos vivos.

3) Investigar si existen diferencias gendmicas del tipo CNV y segmentos largos
contiguos de homocigosidad (LCSH) entre los individuos sanos y los individuos con

aneuploidias.

7. METODOLOGIA

Clasificacion de la investigaciéon: Estudio de tipo comparativo por su finalidad,
transversal en su secuencia temporal, observacional por no asignar factores y

prospectivo en su fuente de datos.

7.1 POBLACION DE ESTUDIO.

e Tejidos de abortos espontaneos (AE), diagnosticados con las aneuploidias
estudiadas provenientes de los laboratorios de Genética del INPer, el
Laboratorio DIAGEN, Hospital ABC y la Unidad de Genética Aplicada, Hospital
Angeles Lomas, por un periodo de 24 meses.

e Nacidos vivos (NV) con las aneuploidias mencionadas, del INP y de las
instituciones antes mencionadas durante el mismo periodo.

e Se incluyeron donadores sanos como controles para establecer un punto de
corte a partir del cual se consideren los mosaicos.

Todos ellos con origen Mestizo Mexicano, considerado asi cuando padres y
abuelos sean de origen mexicano, demas con aprobacion de los comités de

investigacion y ética de las respectivas instituciones participantes.
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7.2 TAMANO DE LA MUESTRA.

Al no haber mas antecedentes relacionados con nuestra busqueda y no contar
con datos previos, el tamafio de muestra de este protocolo no fue posible calcularlo y
serd definido a conveniencia. Por la frecuencia histérica en los laboratorios
participantes, se calcula que es posible obtener una poblacion de un minimo de 10
abortos y 10 pacientes de cada una de las aneuploidias (40 nacidos vivos
aneuploides) para un total 80 muestras con aneuploidia y 12 muestras de sujetos

fenotipicamente sanos y con cariotipo normal como controles.
7.3 CRITERIOS

7.3.1. Criterios de inclusion

- Donadores fenotipicamente sanos, sin alteraciones por cariotipo con bandas GTG.
- Nacidos vivos con cuadro clinico de sindromes de: Edwards, Patau, Down o Turner,
y que por cariotipo en sangre periférica se compruebe la condicién trisémica 13, 18,
21 o monosdémica para X.

- Abortos espontaneos de 20 semanas de gestacion o menores, con trisomia 13, 18,
21 o monosomia X, detectado por cariotipo convencional con bandas GTG.

- Que donadores y padres de pacientes acepten participar en el estudio mediante la
firma de una carta de consentimiento informado.

7.3.2 Criterios de exclusion

-Se excluiran los casos en los que no se logre obtener la muestra de tejido o DNA
adecuada para el estudio.

- Se excluiran temporalmente aquellos nacidos vivos con cuadro clinico de sindromes
de: Edwards, Patau, Down o Turner, que hayan sido transfundidos en los ultimos tres

meses.
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- Aquellos pacientes /padres que decidan salir del estudio en cualquier momento de
este.

7.3.3 Criterio de Eliminacién

-Se eliminaran aquellos casos que, al realizar los estudios de acuerdo a la metodologia
aplicada, les sean detectadas otras alteraciones cromosdmicas diferentes a las

involucradas en este estudio.

7.4 ESTRATEGIA DE ESTUDIO

Este proyecto se enfoco a investigar tres aspectos genéticos que pueden influir
en la letalidad o supervivencia de los fetos: a) Mosaicismo, detectado mediante
hibridacién in situ con fluorescencia en células en interfase (iFISH); b) deteccion de
desbalances gendmicos (duplicaciones/deleciones), que se realizaran en dos pasos,
el primero con aCGHs, de “pools” de DNAs de tejidos de diferentes individuos con la
misma aneuploidia, utilizando DNA de abortos vs nacidos vivos y c) busqueda de
manera individual, de variantes gendmicas de tipo CNV, con microarreglos de alta
resolucion: SNPs 6.0. Affimetrix.

Para tal efecto se trabajé con tres grupos de estudio: donadores sanos, para
establecer el punto de corte de nuestra metodologia; nacidos vivos y tejido de aborto
espontaneo con trisomias de los cromosomas 13, 18 y 21 asi como monosomia 45,X,
identificadas previamente por cariotipo convencional con Bandeo GTG (Figura 1)

Se solicitaron de 4 a 6ml de sangre periférica y raspado de mucosa bucal a los
pacientes nacidos vivos (NV) con aneuploidia. Estas muestras se procesaron para
cosecha directa para iFISH y extraccion de DNA. Tejidos de abortos espontaneos (AE)

que posean las alteraciones cromosdmicas, antes mencionadas para iFISH.
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Figura 1. Estrategia de estudio

7.4.1 Mosaicismo.

Para alcanzar el primer objetivo especifico, presencia y porcentaje de
mosaicismo, se realizd una busqueda intencionada de una linea celular normal con la
técnica de iFISH en células de dos diferentes tejidos de origen embrionario diferente:
Linfocitos de sangre periférica (SP) de origen endodérmico y células epiteliales de
descamacion de la mucosa bucal (MB) de origen ectodérmico en los individuos
nacidos vivos. Para los tejidos de Aborto espontaneo, en los casos que nos fue posible
se analizaron dos tejidos: vellosidades coriales (VC), membrana amnidtica (MA) o
placenta (PL) (Figura 1).

Para esto se realiz6 un analisis con iFISH en ensayos de doble/triple color con

las sondas especificas para la deteccidn de los cromosomas involucrados en las
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trisomias en estudio (LSI13, CEP18 y LSI21), sonda para el centromero del
cromosoma X (CEP X). Se analizaron al menos 1000 células (en los casos con

suficiente material) por cada ensayo.

7.4.1.1 Cosecha directa de Tejidos.

Para linfocitos y células de aborto: se coloco 1ml de SP o las células
obtenidas del cultivo de aborto, en 7ml de solucién hipoténica KCI 0.075M, y se
incubaron por 20min a 37°C

Para células de MB: se realizo el raspado de la parte interna de las mejillas y
se colocaron las células en solucién isoténica. Se centrifugd a 1500rpm por 10min y
se retiro el sobrenadante (SN). Se agregaron 3ml de una solucién de Lisozima
(2mg/ml) y se incubaron a 37°C, por 20min. Después de este tiempo se centrifugo la
muestra, se eliminé el SN y se agregaron 3ml tripsina/EDTA (0.25%). Nuevamente se
incub6 20min a 37°C.

Se centrifugd la muestra, se eliminé el SN y se agregaron 5ml de solucion hipoténica
de citrato de sodio (tri-sodio citrato 2-hidrato,Merck) al 0.8%, precalentada a 37° C,
incubando 20min a 37°C.

Para todos los tipos celulares: Una vez incubados con la solucion hipoténica
especificada, se realizd una prefijacion agregando 1ml de solucién fijadora de Carnoy
(metanol:acido acético, 3:1), resuspendiendo por inversion.

Se centrifugaron las muestras, eliminé el SN y se resuspendieron para
agregar 8ml de solucién de Carnoy se centrifugd y retird el SN.
Se realizaron dos lavados mas con Carnoy.

De todos los tejidos se realizaron laminillas por goteo y se prosigué a realizar el iFISH
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7.4.1.2 Ensayos de hibridacion in situ con fluorescencia en células en interfase
(iFISH)

Esta técnica se basa principalmente en la desnaturalizacién de un fragmento
de DNA conocido, marcado con fluorocromo, al que llamamos SONDA (comercial
ABBOTT, Vysis), y del DNA blanco de las células a analizar (de los sujetos de estudio).
Una vez abiertas las dobles cadenas se ponen en contacto entre si para formar una
cadena hibrida por interacciones Watson-Crick, de DNA sonda-DNA blanco (Del
Castillo et al. 2019).

Las laminillas se maduraron durante 30 min en 2 X SSC a 37°C y
posteriormente se deshidrataron en alcoholes graduales (Etanol 70, 85y 100%).

Las laminillas con células epiteliales se trataron con pepsina (2mg/ml H20d)
diluida en 40ml de HCI 0.01N a 37°C por alrededor de 1 a 2 minutos (en linfos sélo
30seq), segun se observe al microscopio de contraste de fases la integridad del nucleo
celular y la cantidad de citoplasma. (0.1g Pepsina en 10ml-hacer alicuotas de 200ul).
Las laminillas se fijaron con 100ul de solucion de Formaldehido/MgClI (39ml PBS, 1ml
formaldehido 37%, 0.18gr MgClz2) por 10min, se lavaron en PBS nuevo por 10min y se
deshidrataron en alcoholes graduales.

Una vez pretratada la laminilla, la sonda de DNA se colocé en un cubreobjetos,
se sell6 para evitar evaporacion y se calentd a 73°C por 2 minutos, si la sonda era LS|
y 1min 30seg si la sonda era centromérica, para que ambos, el DNA “blanco” y la
sonda se codesnaturalizaran. Posteriormente se incubaron las muestras en una
camara humeda-oscura a 37°C durante la noche. Se realizaron lavados post-
hibridacién, segun el protocolo del proveedor, se tineron con DAPI/ vectashield y se
observaron al microscopio de fluorescencia.

Como control técnico para las trisomias, se aplicd otra sonda del mismo tipo

que se use para la busqueda de la alteracion: ej, para trisomia 13 (LSI13) se usé como

e
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control la sonda LSI21 (Tabla 2); para el estudio de las muestras 45,X se us6 sonda
para la deteccion de centromeros CEPX y CEPY, y como control técnico CEP18. Se
analizaron en un microscopio de fluorescencia 1000 células en interfase por muestra.
En los casos de abortos femeninos que sean positivos con FISH para mosaicismo, se
descartdé contaminacién materna o microquimerismo materno mediante el estudio de
microarreglos con la salvedad de que solo detecta mosaicismo de 20% o superior

(Hoang et al. 2011)

Tabla 2. Ensayos usados para la deteccion y evaluaciéon del mosaicismo en cada una
de las aneuploidias estudiadas.

Aneuploidia Sonda blanco Sonda control Ensayo Color
45, X CEP X (verde)+CEPY (rojo) |CEP 18 (aqua) Triple
Trisomia 13 LS| 13 (verde) LS| 21 (rojo) Doble
Trisomia 18 CEP 18 (aqua) CEP X (verde)+CEPY (rojo) [Triple
Trisomia 21 LSI 21 (rojo) LSI 13 (verde) Doble

7.4.2 Diferencias gendmicas.

Para cubrir los objetivos de detectar los desbalances gendmicos ya sean
duplicaciones/deleciones y la busqueda de variantes del genoma del tipo CNV, se
realizé el analisis en DNA gendmico de tejidos de AE y NV. Para esto se realizo la
extraccion de DNA gendmico de SP de NV y de tejidos provenientes de los AE con las

aneuploidias seleccionadas.

7.4.2.1 Extraccion de DNA.
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Este proceso se realizd con el kit de extraccion de DNA, PUREGENE® de

QIAGEN, con el protocolo del proveedor con algunas modificaciones.
Primero se lisaron los eritrocitos con dos lavados con solucion de lisis de células rojas
de 10 min cada uno, centrifugacién a 4500rpm y eliminacion de SN. Al boton de células
blancas se le agregd solucion de lisis celular, resuspendiendo el boton celular. En este
paso se dejo hasta que la solucion estuviera homogénea.

Para células de tejidos de AE, s6lo se coloco el boton células en solucion de
lisis celular y a partir de aqui fue el mismo procedimiento para cualquier tipo celular.
Se agregaron 15ul de RNAsa y se incubd 30min a 37°C, después se agregaron 10ul
de proteinasa K y se incubdé a 55°C por 2horas. Una vez frio, se agregd solucion
precipitadora de proteinas y esta mezcla se agité en agitador (vortex) por 20 seg y se
coloco en refrigeracion por 5min. Se centrifugé por 10min a 4500rpm en frio y se retird
con mucho cuidado el SN, que es donde en este punto de la técnica, se encuentra el
DNA. En otro tubo a este SN, se le agregaron 5ml de isopropanol para precipitar el
DNA invirtiendo el tubo unas 20 veces hasta ver el DNA precipitado. Se centrifugé por
5min a 4500rpm, se retird el SN y se agregd 5ml de etanol al 70% para lavar el boton
de DNA. Se repitio la centrifugacion y retiro del SN y se deja secar al aire por al menos
una hora. La muestra se rehidraté con de 50-100ul de solucién de hidratacion y se

mantuvo a 4°C hasta su uso.

7.4.2.2 Microarreglos de hibridacion gendmica comparativa (aCGH)

En un primer paso se realizaron aCGH (Agilent) los cuales se basan en la
competencia de dos diferentes muestras de DNA, marcada cada una con un diferente
fluorocromo, de tal manera que se encuentran diferencias genémicas de un genoma,

con respecto al otro en competencia.
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Se mezclaron DNAs de AE con una misma condicion cromosomica y el DNA
de competencia fue la mezcla DNAs de NV con la misma aneuploidia. Este primer
procedimiento nos ayudo a detectar diferencias genéticas entre NV y AE con una
misma condicién cromosdémica. Esta metodologia se realizé bajo el protocolo del
proveedor de Agilent para microarreglos en formato SurePrint 2x400k

(https://www.aqilent.com/cs/library/slidepresentation/public/ ARRAY-

CGH WORKSHOP PROTOCOL.pdf).

Primero una digestion con un master mix que contiene enzimas de restriccion
Alu1 y Rsa1 para fragmentar 10ul DNA de NV y AE en diferentes viales. Después se
realiz6 el marcaje de los DNA de NV con aneuploidia en verde (Cy5) y el de AE con la
misma alteracién en rojo (Cy3) usando una mezcla de dNTPs, cyanina (3 o 5) y DNA
polimerasa Klenow. Se lavaron los excesos de marcaje y se prosiguio a hibridar en los
microarreglos por toda la noche a 65°C, colocando ambos DNAs con diferente
marcaje, mas DNA Cot-1 que evita hibridacion no especifica, en la camara de
hibridacion, asegurando muy bien la Ilaminilla. Después el microarreglo se
desensambla y se colocan en la estacion de lavado para darle dos lavados en los
tiempos provistos por el proveedor (5 minutos a temperatura ambiente y 1min a 37°C,
respectivamente) con diferentes soluciones de lavado, que aseguran eliminar el
exceso de los DNAs no hibridados. Posterior a esto la laminilla se escanea vy el
programa Feature Extraction (AgilentR) es el encargado de extraer la informacion de
las lecturas de los microarreglos que realiza el escaner, para su posterior analisis
mediante el sofware CytoGenomics (Agilent?), que ayuda a la deteccién de los

cambios en el numero de copias de las sondas incluidas en el arreglo.
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7.4.2.3 Microarreglos Genome-Wide Human SNP Array 6.0

Para un segundo andlisis en busqueda de las diferencias genéticas se usaron
microarreglos del tipo SNP 6.0 de Affimetrix, los cuales se basan en la hibridacion del
genoma en estudio con mas de 1.8 millones de pequefas sondas colocadas en el
microarreglo, que ayudan a detectar pérdidas o ganancias de las mismas, asi como
evaluar polimorfismos de un solo nucleotido (SNP) para evaluar regiones con pérdida
de heterocigocidad 6 LSCH Las principales las diferencias detectadas con aCGH, y el
resto de las que se encuentren de manera individual, se analizaron con los
microarreglos de Affimetrix. El protocolo que se sigui6 para estos microarreglos es el
propuesto por el fabricante

(https://www.affymetrix.com/support/downloads/manuals/genomewidesnp6 manual.p

df), aqui una breve descripcion:

El DNA gendmico (500 ng) se proces6 mediante el kit para los microarreglos
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affimetrix). Se digiri6 con Nspl o Styl y los
fragmentos se ligaron a adaptadores que reconocen las 4 pb cohesivas. Todos los
fragmentos resultantes de la digestion son sustratos para la ligacion del adaptador.
Se utilizé un cebador genérico que reconoce la secuencia adaptadora para amplificar
los fragmentos de DNA ligados al adaptador, por medio de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). Las condiciones de PCR se optimizaron para amplificar
preferencialmente fragmentos de 200 a 1,100 pb. Los productos de la amplificacion
por PCR se purificaron utilizando pequefas cuentas de poliestireno.

El DNA amplificado se fragmentd, se marco y se llevo a cabo su hibridacion con
el microarreglo SNP Array 6.0. Una vez terminada la hibridacion (18 horas) se procedid
a lavar los chips, para eliminar el sobrante de DNA, se continud con la tincion de los

chips para su posterior escaneo dentro de la plataforma y obtencion de los datos. La
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obtencion de datos de control de calidad y para analizar el microarreglo, se realizd
mediante el programa Genotyping Console™. El analisis de los mismos se llevo a
cabo con Software especializado que provee de manera gratuita el distribuidor de
Affymetrix llamado ChAS™ (Chromosome Analysis Suite), Una vez definidas las
variantes encontradas se analizaron utilizando las bases de datos disponibles en la
red como UCSC genome browser (http://genome.ucsc.edu/), Database of Genomic

Variants (DGV, http://projects.tcag.ca/variation/), DECIPHER

(https://decipher.sanger.ac.uk), Ref Seq, NCBI  (GenBank, OMIM)

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) Gene Ontology (http://geneontology.org/), miRBASE
(http://mirbase.org/) y el programa miRANDA para predecir los RNAmM que sean

blancos probables de miRNAs (http://www.microrna.org).

7.5 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis se apoyo6 con el software SPSS version 29.0.1.0 en este programa
se desarrollé la base de datos donde se capturaron los resultados obtenidos. Los
resultados se presentaron mediante estadistica descriptiva con medidas de tendencia
central y de dispersion, asi como pruebas de normalidad para las variables
cuantitativas (proporcién de células normales en mosaicos) y las variables cualitativas
(presencia o no de mosaico). Para el andlisis bivariado se realizé prueba de t de
muestras independientes si la proporcion de células normales del mosaico tienen

distribucidon normal o en caso contrario, prueba de Kruskall-Wallis

8. RESULTADOS

8.1 MOSAICISMO
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Al final del estudio obtuvimos un total de12 muestras de sujetos sanos, 71

muestras de NV y 46 muestras de AE con las diferentes aneuploidias.
Para NV:

7 casos con trisomia 13
6 con trisomia 18

37 con trisomia 21

21 con monosomia X

Y para AE:

10 casos con trisomia 13
13 con trisomia 18

12 con trisomia 21

12 con monosomia X

Tanto en las muestras de sangre de nacidos vivos, como en los tejidos de
abortos, se busco de la presencia de una linea celular normal en células en interfase;
SP y MB de los nacidos vivos y en VC, MA o PL de los abortos; para esto se usé iFISH
en ensayos de doble o triple color con las sondas especificas para la deteccion de los
cromosomas involucrados en las trisomias en estudio (LSI113, CEP18 y LSI21), sonda

para el centromero del cromosoma X (CEP X). (Tabla 2, Figura 2)

LSI 13 CEP X
LSl 21 CEP 18

Célula disémica Trisomia 21 Célula disémica

Figura 2. Células en interfase hibridadas con sondas centroméricas CEP18, locus
especificos LSI13, LSI21 y CEPX, CEPY (Aneuvysion, Vysis).
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8.1.1 Frecuencias basales de aneuploidia en individuos sanos.

Se analizaron 12 individuos sanos con los dos diferentes ensayos de iFISH para
calcular el porcentaje basal de aneuploidias en individuos sanos, este dato es muy
importante para establecer un valor de corte y poder identificar los mosaicos celulares
(Tabla 3). De éstas se calcul6 el promedio, al cual se le sumaron 3 veces la desviacion
estandar de los datos (0.26+0.12 células aneuploides para el ensayo con las sondas
X,Y,18; y 0.16+0.18 para el ensayo con sondas 13, 21) y este ultimo dato se tomé
como valor de corte, a partir del cual se consideraron los mosaicos celulares. Se
determiné como valor de corte para el analisis de FISH: >1% de células disomicas.
Este valor se calculd con laminillas con una eficiencia de hibridacion mayor al 98%
(Yurov et al. 2007, Vorsanova et al. 2010), por lo que los criterios de analisis de FISH

fueron estrictos y adecuados para detectar los verdaderos mosaicos.

Tabla 3. Ensayos de FISH en linfocitos en interfase de individuos sanos Calculo de
frecuencias basales.

AYQ 8 % 13, 21 %

ID TOTAL | Aneuploide TOTAL | Aneuploide

1 CTRNV1 | XX,18 3 13x3, 21x2 1

Disémicas 997 0.3 Disémicas 828 0.12
2 CTRNV4 | XX,18 5 13x3, 21x2 1

Disémicas 796 0.5 Disdmicas 999 0.1
3 CTRNV5 | XX,18 2 13x3, 21x2 1

Disémicas 998 0.2 Disémicas 999 0.1
4 CTRNV6 | XX,18x3 1 Aneuploides 0

Disomicas 566 0.17 Disomicas 700 0
5 CTRNV7 | XX, 18 2 13, 21x2 2

Disomicas 998 0.2 Disémicas 998 0.2
6 CTRNV85 | XX,YY18x2 1 Aneuploide 0

Disomicas 500 0.2 Disomicas 500 0
7 CTRNV35 | XY, 18x3 1 13x3, 21x2 1

XYY, 18x2 1 0.4 0.1

Disémicas 498 Disémicas 999
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8 CTRNV34 | Aneuploide 0 13X2, 21X3 3
Disémicas 1000 0 Disémicas 497 0.6
9 CTRNVS8 | XX, 18 2 13x3, 21x2 1
X, 18x2 1 0.3 0.1
Disdmicas 997 Disémicas 999
10 CTRNV9 | XX,18x3 2 Aneupploid 0
Disémicas 998 0.2 gisémicas 1000 °
11 CTRNV10 | XX, 18 2 13x3, 21x2 2
X, 18x2 1 13, 21x2 2
Disdmicas 997 0.3 Disémicas 996 0.4
12 | CTRNV15 | XX, 18 2 13x2, 21x3 2
X, 18x2 1 0.3 0.23
Disémicas 997 Disémicas 873
PROM+DS 0.26+0.12 0.16£0.18

8.1.2 Mosaicismo en Nacidos vivos.

De manera general, al terminar el analisis de las muestras de NV con iFISH

se encontré mayor cantidad de células disomicas en los tejidos epiteliales en

comparacién de las encontradas en SP (p=0.031). Al ver si hay diferencias entre las

aneuploidias estudiadas, la presencia de células disbmicas fue mayor para la

trisomia 18, sin importar el tejido estudiado (p<0.004), seguido por los casos de

trisomia 21.

Trisomia 13

Se captaron 7 muestras de NV con trisomia 13, de éstas sélo se logro obtener

dos muestras de células epiteliales de descamacion de mucosa bucal. En las

muestras de sangre periférica no se encontré mosaicismo sin embargo en una de la

muestra de células epiteliales del caso NV56T13 se presentdé un 3.1% de mosaico

con células normales (Tabla 4).
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Tabla 4. FISH en pacientes con sindrome de Patau en uno o dos tejidos

SANGRE PERIFERICA EPITELIALES
HALLAZGO

TOTAL | RESULTADO | TOTAL RESULTADO

Aneuploides | 1000 328
1 NV4t13 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 0 2
Aneuploides | 996 996 607
2 NV56T13 Disémicas 3 NO MOSAICO 32 e
MOSAICO
13x3,21x3 10 1
Aneuploide | 1098 1010
Disémica 5 6
3 NV255T13 13x3,21x3 2 NO MOSAICO NO MOSAICO

13x4,21x4 1

13x6,21x4 1
Aneuploides | 1524
4 NV14t13 NO MOSAICO ND

Disémicas 1
Aneuploides | 1003
5 NV20t13 NO MOSAICO ND
13x5,21x5 1

Aneuploides | 497

6 NV71T13 NO MOSAICO ND
Disémicas 3
Aneuploide 992
7 NV254t13 NO MOSAICO ND
Disémica 8

13x3= x3 significa tres sefales del 13; x5, 5 sefiales

Trisomia 18.

De esta alteracion se obtuvieron seis muestras de NV, en todos hubo mosaico
con células disomicas normales; en dos pacientes se observé mosaicismo tanto en
linfocitos como en células epiteliales: NV24T18, leucocitos 24.3% y 39.2% en células
epiteliales; NV96T18, leucocitos 23% y 2.9% en epiteliales. Tres casos en los que
solo se estudiaron linfocitos, en uno de ellos (NV53T18) hay 2% de células
disémicas, otro con 4.7% (NV62T18) y en otro 1.3% (NV70T18); en el caso restante
soblo se estudiaron células epiteliales y en ellas hay un 14.9% de células disémicas

(Tabla 5).
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Tabla 5. FISH en pacientes con sindrome de Edwards en uno o dos tejidos

SANGRE PERIFERICA EPITELIALES
HALLAZGO | TOTAL RESULTADO TOTAL RESULTADO

Aneuploides 39.2%
NV24T18 24.3% MOSAICO
Disémicas 269 160 MOSAICO
Aneuploides 80 48
2 NV96T18 23% MOSAICO 2.9% MOSAICO
Disémicas 24 20
Aneuploides | 1236
3 NV53T18 2% MOSAICO ND
Disémicas 25
Aneuploides | 953
4 NV62T18 4.7% MOSAICO ND
Disémicas 47

Aneuploides | 985

Disémicas 13
5 NV70T18 18x1, 1.3% MOSAICO ND
Xx2 1
18x3,Xx3 1
Aneuploide 57 1.49%
6 NV247T18 ND
Disémica 10 MOSAICO

18x3= x3 significa tres senales del 18; x2, 2 sefales

Trisomia 21.

La frecuencia de nacidos vivos con sindrome de Down es mucho mayor que la
de las trisomias 13 y 18, por lo mismo se tienen muestras (SP y MB) de 37 pacientes
con este sindrome: 7 tuvieron mosaicismo en ambos tejidos analizados, en 17 sélo se
evidenciaron células disomicas para el cromosoma 21 en células epiteliales y no en
linfocitos, 4 pacientes mas solo presentaron mosaico en linfocitos y en 9 sujetos no
hubo hallazgo de mosaicismo. El porcentaje de células normales fue variable en cada
uno de los pacientes, en un rango del 1.2% hasta el 98% de células disémicas (Tabla

6).
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Tabla 6. FISH en pacientes con sindrome de Down en dos tejidos

SANGRE PERIFERICA EPITELIALES
HALLAZGO
RESULTADO RESULTADO
Aneuploides 998 236
1 NV13t21 Disémicas 3 NO MOSAICO 0 NO MOSAICO
13x1, 21x3 1 8
Aneuploides 1503 115
2 NV18t21 Disémicas 0 NO MOSAICO 96 45.5% MOSAICO
13x2, 21x4 2
Aneuploides 1003 1000
3 NV27T21 Disémicas 5 NO MOSAICO 0 NO MOSAICO
13x3, 21x3 1
Aneuploides 1521 76
4 NV32t21 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 4 1
Aneuploides 1499 37
5 NV35T21 Disémicas 1 NO MOSAICO 2 5.4 MOSAICO
13x1, 21x3 1 0
Aneuploides 993 369
6 NV38T21 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 6 4
Aneuploides 499 877
7 NV46t21 NO MOSAICO 2.3% MOSAICO
Disémicas 0 26
Aneuploides 1480 92
8 NV48T21 1.2% MOSAICO 22.7% MOSAICO
Disédmicas 18 27
Aneuploides 987 535
9 NV138t21 Disémicas 13 1.3% MOSAICO 4 NO MOSAICO
13x4, 21x6 0 1
Aneuploides 995 1000
10 | NV139t21 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 5 10
Aneuploides 993 494
11 | NV140t21 NO MOSAICO 2.3% MOSAICO
Disémicas 7 12
Aneupliodes 998 755
12 | NV142T21 Disomicas 10 NO MOSAICO 10 1.3% MOSAICO
13x1, 21x3 1 0
Aneupliodes 995 1025
Disomicas 4 14
13x1, 21x3 0 1
13 | NV143T21 NO MOSAICO 1.3% MOSAICO
13x3, 21x5 0 1
13x4, 21x6 1 0
13x3, 21x3 1 0
Aneupliodes 995 248
Disomicas 5 0
14 | NV144t21 NO MOSAICO NO MOSAICO
13x4, 21x6 0 2
13x1, 21x3 1 0
Aneupliodes 1026 1087
Disomicas 7 12
15 | NV145T21 13x3, 21x3 2 NO MOSAICO 2 NO MOSAICO
13x1, 21x3 0 2
13x4, 21x6 0 1
16 | NV147t21 Aneuploides 1454 2.6% MOSAICO 972 3.8% MOSAICO
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Disémicas 40 38
13x3, 21x3 0 1
13x4, 21x6 0 1
13x2, 21x4 0 1
13x2, 21x1 o) 0
Aneuploide 505 824
Disémica 490 162
13x2, 21x1 4 6
17 | NV151T21 49% MOSAICO 16.2% MOSAICO
13x4, 21x6 1 6
13x3, 21x5 0 1
13x2, 21x6 0 1
Aneuploide 959 1077
Disémica 40 7
18 | NV152T21 4% MOSAICO NO MOSAICO
13x3, 21x3 0 1
13x2, 21x1 1 0
Aneuploide 991 987
Disémica 6 9
19 | NV155T21 13x2, 21x1 NO MOSAICO 3 NO MOSAICO
13x2, 21x5 1
13x4, 21x6 3 0
Aneupliodes 1040 494
Disomicas 1 3
20 | NV161T21 13x3, 21x3 3 NO MOSAICO 1 NO MOSAICO
13x1, 21x3 1 1
13x1, 21x1 1 1
Aneuploide 1012 1123
Disémica 36 17
21 | NV163T21 13x1, 21x3 1 3.4% MOSAICO 2 1.5% MOSAICO
13x3, 21x3 2 0
13x2, 21x4 2 0
Aneuploide 992 987
Disémica 8 17
22 | NV164t21 NO MOSAICO 1.7% MOSAICO
13x4, 21x6 0 4
13x2, 21x1 0 2
Aneuploides 998 974
23 | NV168T21 disomicas 2 2.16% MOSAICO : NO MOSAICO
13x4, 21x6 0 1
13x2, 21x1 0 6
Aneuploide 976 980
Disémica 8 18
24 | NV175T21 13x2, 21x1 6 NO MOSAICO 1 1.8% MOSAICO
13x4, 21x6 13 1
13x1, 21x3 1
Aneuploide 993 269
Disémica 7 5
25 | NV179T21 13x6, 21x6 0 NO MOSAICO 8 1.7% MOSAICO
13x2, 21x1 0 3
13x2, 21x4 0 1
26 | Nv180t21 Aneuploides 985 1.5% MOSAICO 975 NO MOSAICO
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Disémicas 15 8
13x4, 21x6 0 16
13x2, 21x1 0 1
Aneuploide 991 975
Disémica 8 21
27 | NV181T21 NO MOSAICO 2.1% MOSAICO
13x4, 21x6 1 2
13x2, 21x1 0 2
Aneupliode 993 981
28 | NV219t21 Disémica 7 NO MOSAICO 18 1.8% MOSAICO
13x1, 21x2 0 1
Aneuploide 348 965
Disémica 645 25
29 | Nv222T21 13x4, 21x6 0 64.5% MOSAICO 9 2.5% MOSAICO
13x2, 21x1 5 1
13x4, 21x4 2 0
Aneuploide 14 179
Disémica 981 817
30 | Nv227t21 98.1% MOSAICO 81.7% MOSAICO
13x2, 21x1 5 3
13x3, 21x2 0 1
Aneuploide 1991 970
Disémica 8 20
31 | NV228T21 NO MOSAICO 2% MOSAICO
13x4, 21x6 0 6
13x2, 21x1 4 4
Aneuploide 992 962
Disémica 7 36
32 | Nv231t21 NO MOSAICO 3.6% MOSAICO
13x4, 21x6 0 1
13x2, 21x1 1 1
Aneuploide 995 962
Disémica 5 28
33 | NV235T21 NO MOSAICO 2.8% MOSAICO
13x4, 21x6 0 8
13x2, 21x1 0 2
Aneuploide 993 983
Disémica 6 15
34 | Nv237t21 NO MOSAICO 1.5% MOSAICO
13x2, 21x1 1 1
13x1, 21x3 0 1
Aneuploide 939 971
Disémica 57 27
35 | Nv238t21 5.7% MOSAICO 2.7% MOSAICO
13x4, 21x6 3 2
13x2, 21x1 1
Aneuploide 1253 949
Disémica 1 47
36 | NV239T21 NO MOSAICO 4.7% MOSAICO
13x2, 21x1 1 0
13x4, 21x6 0 4
Aneuploide 987 475
Disémica 5 23
4.6% MOSAICO
37 | NV241T21 13x2, 21x1 0 NO MOSAICO 2
13x4, 21x6 2 0
13x2, 21x4 8 0

21x3= x3 significa tres senales del 21; x6, 6 sefales
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Monosomia X

Se captaron muestras de 21 pacientes con monosomia X (SP y MB). Se
encontré6 mosaico celular en nueve nacidas vivas (42.8%). Siete de ellas mostraron
mosaico en ambos tejidos analizados: Cuatro casos, por cariotipo con bandas G
evidenciaron mosaico con un isocromosoma del cromosoma X: la paciente NV36X0
tuvo un 39% y 51.6% de células normales en linfocitos y células epiteliales
respectivamente; NV249X0 Y NV263X0 presentaron arriba del 65% de poblacién
celular disdbmica para el cromosoma X, en ambos tejidos. El caso NV272X0 mostro un
mosaico con una sefial en el 35.2%, dos sefales en el 33.5%, y tres senales en el
31.15%, siendo la linea trisbmica correspondiente al cromosoma X normal mas dos
sefales de un cromosoma isodicéntrico X con sus dos centrdmeros presentes; lalinea
con una sefial correspondiente a células 45,X y las células con dos sefiales, la linea
con solo el isocromosoma.

Dos casos mas mostraron mosaicos bajos que van de 1.3 a 2.2% (NV250X0 y
NV251X0)y los ultimos dos mostraron 1.1y 1.2% de células disomicas, solo en células
epiteliales y no en linfocitos (NV261X0 Y NV269X0) (Tabla 7).

Un caso interesante fue el NV47X0, en el cual al hacer el analisis en las células
epiteliales se encontré 80.8% aneuploides X, 4.12% disomicas XXy 13.5% disdbmicas
XY; mientras que en linfocitos se encontraron 497 células disémicas XY, tres con un
solo dominio del X, y una célula con tres dominios XYY, este caso se elimino para este

trabajo y merecio estudiarse a profundidad (Sevilla-Montoya et al. 2021).
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Tabla 7. FISH en pacientes con sindrome de Turner en dos tejidos

SANGRE EPITELIALES
HALLAZGO
TOTAL RESULTADO RESULTADO
Aneupliode 1001 690
1 NV10X0 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémica 0 1
Aneuploides 1429 326
2 NV19X0 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 14 2
Aneuploides 1509 316
3 NV28X0 | Disémicas 0 NO MOSAICO 0 NO MOSAICO
18x1, Xx1 0 2
Aneuploides 1220 234
4 NV29X0 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 0 2
Aneuploides 1000 260
5 NV31X0 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 0 0
Aneuploides 999 652
6 NV34X0 NO MOSAICO NO MOSAICO
Disémicas 1 1
Aneuploides 809 464
Disémicas 525 562
7 NV36X0 39% MOSAICO 51.6% MOSAICO
Trisdbmica 9 4
Tetraploide 1
Aneuploides 1511 501
18x1, Xx1 0 2
8 NV40X0 NO MOSAICO NO MOSAICO
18x2 0 2
18x2, Xx1 8
Aneuploides X 3 Aneuploides X 294 80.80%
Disémicas XY 497 Disémicas XX 15 4.12% MOSAICO
9 NV47X0
Trisémica XYY 1 Disémicas XY 49 13.50%
Trisémica XXY 6 1.60%
Aneuploides 1000 497
10 | NV60XO0 | Disomicas 0 NO MOSAICO 1 NO MOSAICO
18x1, Xx1 2
Aneuploide 999 496
11 | NV158X0 | Disomica 0 NO MOSAICO 1 NO MOSAICO
18x1, Xx1 1 3
Aneuploide 127 163
Disémica 868 833
Tetraploide 0 1
12 | NV249X0 86.8% MOSAICO 83.3% MOSAICO
18x1, Xx2 4 0
18x1, Xx1 1 2
18(4).X(4) 1
Aneuploide 983 983
Disémica 13 i
13 | NV250X0 1.3% MOSAICO 1.1% MOSAICO
18x1, Xx1 2 5
18x4, Xx2 2 1
Aneuploide 987 976
14 | NV251X0 | Disomica 12 1.2% MOSAICO 22 2.2% MOSAICO
18x1, Xx1 1 2
Aneuploide 997 985
15 | NV261X0 NO MOSAICO 1.1% MOSAICO
Disémica 0 1"
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18x1, Xx1 3 4
Aneuploide 326 321
16 | NV263X0 | Disémica 672 67.4% MOSAICO 676 67.6% MOSAICO
18x4, Xx4 3 3
Aneuploide 988 984
Disémica 9 12
17 | NV269X0 NO MOSAICO 1.2% MOSAICO
18x1, Xx1 3 0
18x2, Xx4 0 4
Aneuploide 994 492
Disémica 0 5
18 | NV271X0 | 18x1, Xx1 4 NO MOSAICO 3 NO MOSAICO
18x4, Xx4 1 0
18x4, Xx2 1 0
Aneuploide 356 MOSAICO 144 MOSAICO
Disémica 339 33.5% disémicas 188 37.6% disémica
19 | NV272X0 [ 18x2, Xx3 213 21% trisdbmicas 119 23.8% trisdbmica
18x2, Xx2Gde y chica 102 10% disémica 49 9.8% disémica
18x4, Xx6 1 con gde=pb tris con gde=pb tris
Aneuploide 988 493
Disémica 8 0
20 | NV273X0 | 18x1, Xx2 & NO MOSAICO 0 NO MOSAICO
18x1, Xx1 1 6
18x4, Xx2 0 1
Aneuploide 997 989
21 | NV279X0 | Disémica 1 NO MOSAICO 5 NO MOSAICO
18x1, Xx1 2 6

Rojo. Casos con isocromosoma Xq
Verde. Caso eliminado por presentar alteracion cromosémica diferente a la estudiada
18x4= x4 significa cuatro seiales del cromosoma 18; Xx2, 2 senales del X.

8.1.3 Busqueda de mosaicismo en Abortos Espontaneos

busqueda de mosaicismo en ambos para determinar si el mosaicismo esta confinado
a un tejido especifico. Se captaron 47 casos de AE con aneuploidias: 10 casos con
trisomia 13 (13 tejidos), 13 con trisomia 18 (14 tejidos), 12 abortos con trisomia 21 (13
tejidos) y 16 tejidos de 14 abortos con cariotipo 45,X (Tabla 8). No se encontraron

diferencias estadisticas en cuanto a la presencia de mosaicos entre tejidos, en los

En los casos que se obtuvieron dos diferentes tejidos del aborto se realizé la

casos en los que se logré estudiar mas de un tejido (p>0.05).
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Tabla 8. Presencia de mosaicos encontrados en las muestras procesadas con iFISH
Nacidos Vivos y Abortos Espontaneos de cada una de las aneuploidias.

NO MOSAICOS | MOSAICOS (%)

TRISOMIA 13

Nacidos vivos (n=7) 6 1* (14.3)
Aborto Espontaneo (n=10) 3 7 (70)
TRISOMIA 18

Nacidos vivos (n=6) 0 6 (100)
Aborto Espontaneo (n=13) 1 12 (92.3)
TRISOMIA 21

Nacidos vivos (n=37) 10 27 (73)
Aborto Espontaneo (n € =12-1) 8 3¢ (27.3)
MONOSOMIA X

Nacidos vivos (n=21) 12 9 (42.8)
Aborto Espontaneo (n=12) 5 7 (58.3)
Total Nacidos Vivos (n=71) 28 43 (60.6)
Total Aborto Espontaneo (n=46) 17 29 (63)

*Detectado solo en células epiteliales
¢ se eliminé un caso que tuvo mosaico, pero no con células disémicas sino trisémicas
en poblacion tetrasémica

Trisomia 13

Se procesaron un total de 13 tejidos de 10 abortos espontaneos con trisomia
13; tres se estudiaron en dos diferentes tejidos (VC, MAy/o PL). Se encontré mosaico
celular en 7 de los 10 abortos estudiados (70%), en los tres casos que tuvieron dos
tejidos, el porcentaje de células disdbmicas fue variable entre tejidos: el caso AE18T13
mostré <90% de células disdomicas en VC y solo 16.8% en MA; el caso AE16T13
presentd unicamente el 1.66% de células disomicas para el cromosoma 13, sin
embargo la placenta que también se estudio, no fue aneuploide ya que el 99% de sus
células fueron disémicas; para el caso AE41T13 en VC se observd un mosaico de
células disémicas bajo, 1.3%, mientras que en MA no hubo mosaicismo (0.4%). Los
otros cuatro casos con mosaicismo tuvieron de 1.74 a 3.2% de células disomicas en

la poblacién aneuploide (Tabla 9).
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Tabla 9. Abortos espontaneos con trisomia 13 analizados con FISH.

n ‘ [») ‘ HALLAZGO TOTAL RESULTADO ‘

Aneuploides 1640
1 AE4T13 2.3% MOSAICO
Disémicas 39
Aneuploides 1685
2 AE10T13 NO MOSAICO
Disomicas 10
Aneuploides 834
3 AE18T13 MA 16.8% MOSAICO
Disémicas 168
Aneuploides 99
3 AE18T13VC 90.5% MOSAICO
Disémicas 939
Aneuploides 6 )
DISOMICANO
4 AE16t13 PL | Disomicas 1005
MOSAICO
13x4 21x2 4
Aneuploides 997
4 AE16t13 VC ) . ANEUPLOIDE
Disémicas 17 1.7% MOSAICO
13x4 21x2 7
Aneuploides 980
Disémicas 13
5 AE41T13VC | 13x4 21x2 5 1.3% MOSAICO
13x6 21x6 18
13x4 21x4 1
Aneuploides 500
5 AE41T13 MA NO MOSAICO
Disémicas 2
Aneuploides 1148
Disémicas 38
6 AE42T13 3.2% MOSAICO
13x4, 21x4 2
13x3, 21x3 1
Aneuploides 918
Disémicas 26
13x5, 21x2 3
13x1, 21x2 2
13x6, 21x4 39
13x4, 21x4 9
0,
7 AE59T13 13x4, 2153 ) 2.6% MOSAICO
13x4, 21x2 4
13x6, 21x2 1
13x5, 21x3 1
13x3, 21x7 1
13x5, 21x4 1
Aneuploides 973
Disémicas 3
9 AE17T13 NO MOSAICO
13x3, 21x3 3
13x4, 21x4 2
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13x6, 21x4 15
13x5, 21x3 3
13x1, 21x2 1
Aneuploides 779
Disémicas 14
13x4, 21x4 2
10 AE75t13 1.7% MOSAICO
13x1, 21x2 1
13x3, 21x3 1
13x6, 21x4 8

VC. Vellosidades Coriales, MA. Membrana Amniética, PL. Placenta
13x3= x3 significa tres sefiales del cromosoma 13; x5, 5 sefales

Trisomia 18.

Se captaron 14 muestras de 13 abortos con trisomia 18. 12 de los 13 casos de
AE con trisomia 18 estudiados tuvieron mosaicismo del 1.2% al 92.6% de células
disémicas en el tejido con aneuploidia. En el unico caso del cual se lograron analizar
dos diferentes tejidos AE28T18, se encontroé un 92.6% de células con disomia 18 en
MA, mientras que en PL sélo hubo 10 células disémicas en 1017 células analizadas

(0.98%) (Tabla 10).

Tabla 10. Abortos espontaneos con trisomia 18 analizados con FISH

n ‘ 1D HALLAZGO TOTAL‘ RESULTADO ‘

Aneuploides 70
AE28T18 MA | Disémicas 957 92.6% MOSAICO
1 18x2, Xx3 6
Aneuploides 1007
AE28T18 PL. NO MOSAICO
Disémicas 10
Aneuploides 970
2 AE20T18 3.7% MOSAICO
Disémicas 38
Aneuploides 989
3 AE23T18 Disémicas 12 1.2% MOSAICO
18x3, Xx3 2
Aneuploides 1005
4 AE24T18 Disémicas 13 1.2% MOSAICO
18x6, Yx2, Xx2 0
Aneuploides 1115
5 AE19T18 3.8% MOSAICO
Disémicas 46

s
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18x3/, Yx1, Xx2 3
Aneuploides 994
6 AE31T18 Disdmicas 19 1.8% MOSAICO
18x2, Xx2, Yx1 1
7 AE33T18 Aneuploides 200 NO MOSAICO
Disémicas 1
Aneuploides 887
Disémicas 104
18x3, Xx3 2
8 AE57T18 18x3, Xx4 4 10.4% MOSAICO
18x3, Xx1 1
18x2, Xx1 1
18x5, Xx4 1
Aneuploides 477
9 AE53T18 Disémicas 25 4.9% MOSAICO
18x6, Yx2, Xx2 3
Aneuploides 950
Disémicas 93
18x4, Yx2, Xx2 2
18x3, Yx2, Xx1 2
18x1, Yx1, Xx1 7
10 AE36T18 18x3, Yx1, Xx2 1 9.2% MOSAICO
Yx1, Xx1 1
18x3, Xx1 1
18x2, Yx1, Xx2 1
Yx1, Xx2 1
18x2, Yx2, Xx2 1
Aneuploides 943
Disémicas 59
1" AE80t18 18x3, Yx1, Xx2 1 5.9% MOSAICO
18x2, Yx2, Xx1 1
18x3, Yx2, Xx1 4
Aneuploides 979
Disdmicas 25
18x6, Xx4 3
12 AE81t18 18x3, Xx1 1 2.5% MOSAICO
18x3, Xx4 1
18x1, Xx2 1
18x3, Xx3 2
Aneuploides 471
Disémicas 22
13 AE55t18 2.2% MOSAICO
18x4, Yx1, Xx1 3

Yx1, Xx1
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18x3, Yx1, Xx2 1

18x1,Yx1, Xx1 1

18x5, Yx1, Xx1 1
MA. Membrana Amniética. PL. Placenta

18x4= x4 significa cuatro senales del cromosoma 18; Yx2= x2 dos senales del
cromosomaY

Trisomia 21.

Se trabajaron 12 casos de aborto espontaneo con trisomia 21, sélo de uno se
obtuvieron dos diferentes tejidos VC y MA (AE25T21) y fue una de las 8 muestras que
no mostraron mosaicismo con células disémicas. El caso AE8T21 (marcado en verde,
Tabla 11) es un caso de aborto con tetrasomia del cromosoma 21, debido a una
translocaciéon robertsoniana der(14;21) y tres cromosomas 21 ‘“libres” [47,XX,+21,
t(14;21)(q10;910)], este caso fue eliminado debido a que presenté tetrasomia (que no
es parte de la aneuploidias en estudio) en el 95.4% de las células analizadas, la

trisomia 21 esta en el 4.2% de las células y sélo 0.1% de células normales, (Tabla 11).

Tabla 11. Abortos espontaneos con trisomia 21 analizados con FISH.

n ‘ ID HALLAZGO TOTAL RESULTADO

Aneuploides 1039
Disémicas 6
1 AE1T21 12x4. 216 28 NO MOSAICO
13x4, 21x4 3
13x4, 21x5 3
13x3, 21x5 2
Aneuploides 1061
Disémicas 29
2 AE2T21 13x4, 21x3 1 2.6% MOSAICO
13x3, 21x3 1
13x2, 21x4 9
Aneuploides 970
3 AE5T21 Disomicas 2 2.5% MOSAICO
13x2, 21x4 4
13x3, 21x5 1
4 AE25T21 MA Aneuploides 1018 NO MOSAICO
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Disémicas 5
13x3, 21x3 4
Aneuploides 1000
AE25T21 VC NO MOSAICO
Disémicas 6
Aneuploides 664
5 AE40T21 NO MOSAICO
Disémicas 2
Aneuploides 116
6 AE21T21 NO MOSAICO
Disémicas 0
Trisémica 39
Tetrasémicas 953
MOSAICO DE
13x4, 21x8 5
7 AE8T21 TRISOMIA EN
LS h 1 TETRASOMIA
13x3, 21x5 1
Disémicas 1
Aneuploides 959
Disémicas 3
8 AE29T21 13x2, 21x4 1 NO MOSAICO
13x4, 21x6 7
13x3, 21x3 1
Aneuploides 1015
Disémicas 32
13x3, 21x3 4
9 AE58T21 3% MOSAICO
13x6, 21x6 5
13x2, 21x4 1
13x4, 21x2 1
Aneuploides 969
Disémica 5
13x4, 21x4 4
10 AE39T21 13x2. 21x4 2 NO MOSAICO
13x4, 21x6 19
13x3, 21x4 1
13x3, 21x3 2
Aneuploide 1015
Disémica 4
13x4, 21x4 2
1" AE25T21 MA NO MOSAICO
13x4, 21x6 9
13x1, 21x3 2
13x3, 21x3 6
Aneupliode 480
12 AE59T21 Disémica 5 NO MOSAICO
13x3, 21x3 1
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‘ ‘ 13x4, 21x6 13

13x2, 21x4 1
VC. Vellosidades Coriales, MA. Membrana Amniética

Verde. Caso eliminado por presentar alteracion cromosémica diferente a la estudiada
13x4= x4 significa cuatro seinales del cromosoma 13; 21x3= 3 senales del 21

Monosomia X

Se captaron un total de 14 muestras de 12 abortos con cariotipo 45,X. De dos
de ellos (AE12X0 Y AE14X0) se obtuvo VC y MA, del resto sb6lo un tejido. Se
detectaron siete casos (58%) con mosaico celular en los que el porcentaje de células
normales fueron >1%: AE6X0 5%, AE7X0 5.6%, AE37X0 1.4% casi igual que los casos
AE83X0 y AE77X0 1.1%, AE62X0 4.6% y el caso AE12X0 mostrd células disdbmicas
en ambos tejidos, en MA 10.8% y en VC 28%, presentando una ligera diferencia en

cuanto a la proporcion de células normales entre tejidos (Tabla 12).

Tabla 12. Abortos espontaneos con monosomia X analizados con FISH.

HALLAZGO ‘ TOTAL ‘RESULTADO

Aneuploides 1350

1 AEB6X0 Disémicas 75 5% MOSAICO
18x4, Xx2 75
Aneuploides 1407

2 AE7X0 o0%
Disémicas 84 MOSAICO
18x4, Xx2 9
Aneuploides 1486
Disémicas 5

3 AE11X0O NO MOSAICO
18x1, Xx1 2
18x4, Xx2 14
Aneuploides 1313
Disémicas 161

AE12X0 MA 108%

18x3, Xx1 5 MOSAICO
18x3, Xx2 9

4
18x1, Xx1 1
Aneuploides 928

AE12X0 VC | Disémicas 363 28% MOSAICO

18x3, Xx2 4

5 AE14X0 VC Aneuploides 998 NO MOSAICO
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18x3 Xx1 1
18x3 Xx2 1
Aneuploides 1000
AE14X0 MA NO MOSAICO
Disémicas 0
Aneuploides 984
Disémicas 14
. — 18x2, Xx1 2 1.4%
18x4, Xx1 1 MOSAICO
18x2, Yx1,
Xx2 1
18x3, Xx1 1
Aneuploides 499
7 AE51X0 NO MOSAICO
Disémicas 1
Aneuploides 500
8 AE55X0 NO MOSAICO
Disémicas 0
Aneuplides 952
Disémicas 1
18x4, Xx2 32 1.1%
9 AE83X0O
18x4, Xx1 1 MOSAICO
18x3, Xx2 3
18x3, Xx1 1
Aneuploides 487
Disémicas 25
18x4, Xx4 1
10 AE62X0 46%
18x3, Xx1 1 MOSAICO
18x4, Xx1 1
18x4, Xx2 1
18x3, Xx2 1
Aneuploides 488
Disémicas 5
11 AEG7X0 18x4, Xx2 3 NO MOSAICO
18x3, Xx1 3
18x3, Xx2 1
Aneuploides 1358
Disomicas 16
18x4, Xx2 1 1.1%
12 AE77X0
18x1, Xx1 17 MOSAICO
18x2, Xx3 1
18x2, Xx4 3

VC. Vellosidades Coriales, MA. Membrana Amnioética
18x4= x4 significa cuatro sefnales del cromosoma 18; Xx2= 2 senales del X
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8.1.4 Presencia de células disomicas (mosaicos) en Nacidos vivos vs Abortos
espontaneos.

Para la busqueda de mosaicismo de células disdémicas o “normales” en tejidos
aneuploides, se contd con un total de 71 nacidos vivos con aneuploidias, de los cuales,
en 8 de ellos se tuvo solo un tejido para estudiar por lo que analizamos 134 muestras.
De la poblacion estudiada, el 60.6% de las muestras captadas de NV, mostraron
mosaico con células disémicas en uno o ambos tejidos estudiados. Para los tejidos de
aborto se recibieron muestras de 46 casos, con 53 tejidos analizados, de los cuales el
63% presentaron mosaicismo. Un caso mas de mosaico que se eliminé en esta
evaluacion, debido a que estaba fuera de nuestro objetivo, ya que fue un mosaico de
células trisbmicas del cromosoma 21 en una poblacion tetrasomica debido a la
presencia de una translocacién der(14;21). En general no se encontraron diferencias
significativas en la presencia de mosaico con células disomicas entre AE y NV (Figura
3).

En la poblacién con trisomia 13, se observaron diferencias en el porcentaje de
casos hallados con mosaico, siendo mayor el numero de casos en los tejidos de AE
(70% vs 14.3%), asi como para el grupo con trisomia 21, donde se evidenciaron
células disdmicas en el 73% de los NV estudiados, mientras que sélo en el 27% de

los tejidos de AE (Figura 3).
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Figura 3. Presencia de mosaicos encontrados en las muestras procesadas con iFISH
Nacidos Vivos y Abortos Espontaneos de cada una de las aneuploidias.

*Detectado s6lo en células epiteliales

¢ se omiti6 un caso que tuvo mosaico, pero de células trisémicas en poblacion
tetrasémica

Al comparar la presencia de mosaicos entre NV vs AE se encontraron
diferencias significativas, pero la mayor presencia de casos con mosaicismo fue
entre los AE (569% NV vs 63% AE p= 0.028). Dentro de los NV encontramos la mayor
parte de los mosaicos en el estudio de células epiteliales y no en sangre periférica
(p=0.005), de aqui la importancia de estudiar mas de un tejido. Para los AE, no se
encontraron diferencias significativas al buscar células disémicas en los tejidos
estudiados (p=0.25).

Se observé que es diferente la distribucion de células disémicas entre las
aneuploidias estudiadas, los casos con trisomia 18 mostraron significativamente
mas células disémicas que en el resto de las aneuploidias examinadas (p<0.001)

tanto para muestras de NV como para tejidos de AE.
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8.2 DETERMINACION DE REGIONES GENOMICAS DISTINTIVAS EN
NACIDOS VIVOS

8.2.1 Microarreglos de hibridacion genémica comparativa (aCGH) Agilent

En un primer paso, se realizé el analisis en DNA gendmico de tejidos de
abortos vs nacidos vivos, lo cual se llevd a cabo con aCGH que se basan en la
competencia de dos muestras de DNA marcado cada uno con diferente fluoréforo
(Figura 4). Para esto se mezclaron DNAs gendmicos de abortos con la misma
condicion cromosémica y su DNA de competencia fue la combinacion de DNAs de
nacidos vivos con la misma aneuploidia.

Se incluyeron 10 pacientes nacidos vivos (NV) y 10 abortos espontaneos (AE)
con diferentes aneuplodias: trisomia 13, 18 o0 21 y monosomia X (Tabla 13). En el
momento que se llevo a cabo este estudio sélo se conté con una muestra con trisomia
18 de un NV y una de AE.

Tabla 13. Muestras de DNA incluidas en la mezcla para analizar diferencias entre
AE y NV con la misma aneuploidia

Para cada aneuplodia los microarreglos mostraron diferencias entre abortos y

nacidos vivos, que consistian en regiones de pérdidas o ganancias en varios

cromosomas.

Aneuploidia | Muestra 1 Muestra2 Muestra 3
NV T13 NV5T13 NV14T13 | NV20T13
AE T13 AE3T13 AE4T13 AE18T13
NV T18 NV24T18
AE T18 AE9T18
NV T21 NV51T21 NV54T21 NV58T21
AE T21 AE21T21 AE25T21 AE29T21
NV X0 NV28X0 NV31X0 NV34X0
AE X0 AEG6X0 AE7X0 AE11X0
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En la Figura 4 se observa como se obtiene la informacion del microarreglo, cada
punto esquematiza una sonda y se puede observar aquellas sondas de la regidon que
muestra pérdida en NV con respecto a AE, (en verde) a la izquierda del esquema. En
la Tabla 14 se muestran las regiones con pérdidas o ganancias que se identificaron
en varios cromosomas, se muestra también para cada region los genes, miRNAs y

blancos de miRNAs presentes en ella.
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Figura 4. Se muestran las diferencias que se encontraron (flecha) al hibridar el DNA de
los NVT13 vs el de los AET13 en la region 3g25.6, chr3:163497228-164101835.

Con el analisis de los microarreglos se detectaron diferencias a nivel
gendmico entre nacidos vivos y abortos espontaneos aneuploides. No se observaron
diferencias en los cromosomas involucrados en las aneuploidias, las diferencias se

presentaron en otros cromosomas.
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TRISOMIA13

Tabla 14. Regiones detectadas con cambios entre NV y AE con trisomia 13.
POSICION EN

EnNV  EL GENOMA Blanco de: OBSERVACIONES REFERENCIA
miRNA
(hg18)
_ 163497228-
3925.6 Pérdida 164101835
5p15 Pérdida 528214- SLC9A3 Cod|f|c_:§1 'Ia bom_ba de_ intercambio de Na+/H+ mas importante Xue et al. 2022
567289 en el rindn y el intestino
) . wip. | Retinitis pigmentosa autosémica dominte. PRPF8 une los Wu et al. 2018
17p13.3 Pérdida 1155%179721% PRPF8 PRZOFQB_ .3m|R factores requeridos para el funcionamiento del espliceosoma Cao ef al. 2022
P U4/U6-US5 tri-snRNP :
PAK4: miR-9, | Cinasas activadas por p21 involucradas en la transduccion Eswaran et al
miR-193, miR- | de sefiales en dinamica del citoesqueleto, motilidad celular, ’
I 443514910- . o ) g 2009
19913.2 Pérdida PAK4 24, miR-433- | transcripcion de genes, muerte y sobrevida celular, asi como
44373110 . . - . o " Yuan et al. 2022
3p, miR-181 *, | progresion del ciclo celular. su expresion también se ha
. . ‘e g . Tang et al. 2023
miR-485-5p | relacionado con el prondstico en varios tipos de cancer
" 44556879- Codifica la isoforma hepatica de la fosfofructocinasa. Anemia
SlEes Halea 44561453 AT hemolitica debida a deficiencia en fosfofructocinasa Vg el 2018
Pertenece a una familia de transportadores de aminoacidos
cationicos en mamiferos. En estudios se ha visto que
SLC7A4 SLC7A4 no es suficiente para el transporte de aminoacidos Wolf et al. 2002
19711630 en células humanas. Es posible que necesite factor(es)
22g11.23 Pérdida - (proteico) adicional(es) para ser funcional
19714928 — ——
Pertenece a una familia de canales i6nicos que une ATP
PoRXL1 extracelular. este rec_eptor en p_artlculgr se ha propuesto para Dubyak, 2007
tratar procesos auto inflamatorios, asi como dolor por
inflamacién
Se ha encontrado sub expresado en algunas lineas celulares
— de céancer. La ablacion de LDOC1 tiene efectos en la
Xqg27.1 Ganancia 111%(;772%%' LDOC1 LDO?;ém'R' proliferacion, la apoptosis, la migracion y la invasion, lo cual Zhao et al. 2020

lo coloca como un blanco terapéutico en el carcinoma papilar
de tiroides
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SPANXC

Se expresa exclusivamente en testiculo, regulador de la
transcripcion y traduccion de varios genes especificos de
testiculo necesarios para la formacion del espermatozoide
maduro. Niveles elevados en melanoma uveal y carcinoma
de vejiga. Se considera marcador diagnéstico de progresion
del melanoma uveal a metastasis.

Zendman et al.
1999
Salvatorelli et al.
2019

Se muestran los genes, miRNAs y blancos de miRNAs involucrados en las regiones con pérdidas o ganancias que se identificaron con aCGH
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TRISOMIA 18
Tabla 15. Regiones detectadas con cambios entre NV y AE con trisomia 18.

POSICION

EN EL o
en NV GENOMA GENES Blanco de: miRNA

. (hg18)

OBSERVACIONES

Region

REFERENCIAS

1q24.2

Ganancia

16749376
8-
16750795
7

NME7

centrosoma NME7 que promueve la nucleaciéon de microtubulos de
y-tubulina y es fundamental en la formacién del huso mitético y en
la segregacion cromosomica

Ensamble del huso mitético y la citocinesis. Proteina de

Lacombe et al.
2000
Liu et al. 2014

Pérdida

8293678-
8312351

SH3TC1

Se une a ligandos ricos en prolina, papel regulador. Mutaciones en
la variante SH3TC2 causan neuropatia desmielinizante, en células
de Schwann su expresion coincide con los momentos de
mielinizacion y se regula a la baja después de la denervacion, se
sugiere un papel funcional en el mantenimiento de la vaina de
mielina

Vijay et al.2016

7p15.2

Pérdida

27152297-
27166589

HOXA6

HOXA7

miR143, miR-
221/222
miR-224, miR-
196:4, miR-196:3,
miR-199, miR-
196:2, miR-196:1

Determinacion del eje antero-posterior embrionario. Su orden en
los cromosomas refleja su expresion a lo largo del eje axial.
Mutaciones en estos genes conducen a que una parte de un
organismo se desarrolle con las caracteristicas de una porcién
diferente. La sobreexpresion de HOXAG6 atenua los efectos
mediados por miR-1294 en las funciones celulares del carcinoma
renal de células claras

Garzon et al. 2008
Pan et al. 2019

HOXA-
AS3

Regulador en procesos inflamatorios en enfermedades vasculares
inflamatorias, como la aterosclerosis

Zhu et al. 2019

miR196B

RNA Regulador. los miR-196 se expresan en los clusters de los
genes HOX en mamiferos y que los RNAm de estos mismos genes
HOX son los blancos de los miR-196. El RNAm de HOXBS8 ha
mostrado ser un blanco natural de miR196b,

Yekta et al. 2004
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Anclaje de los componentes del citoesqueleto al a la maquinaria
intracelular. Uno de los genes asociados a esferocitosis hereditaria

Matossian et al.

8p11.21 Pérdida 41640397- ANK1 que es una enfermedad causada por anormalidades en las 2021
41643309 : . .
proteinas de la membrana celular de las células rojas de la sangre, | Wang et al. 2018
que da lugar a anemia hemolitica congénita
PLEKHA5es
blanco de: miR- | Expresién alta en ovario, y media en tejidos de adulto, fetales y Jilaveanu et al
L. 19396721- | PLEKHA 376, miR-320, regiones cerebrales. considerado como biomarcador para ’
12p12.3 | Pérdida . . X . . . 2015
19435228 5 miR-410, miR- | metastasis de melanoma cerebral ya que tiene un papel importante
. o . Zhang et al. 2020
183, miR-137, en el crecimiento de éste
miR-496
. Exocitosis neuronal. APBA2 funciona como una proteina . .
Mensajeros de adaptadora que se une al dominio intracelular de la proteina Biederer y Stdhof
APBA2 | APBA2: miR-128, | 29aP que £ profeina - 2000
. . precursora amiloide (APP) y la modula. Su sobreexpresion inhibe .
miR-27, miR-224 . Mitchell et al. 2009
15013.1 Pérdid 27185322- la produccion de APP
qie. erdida | 57203227 [ENTREP
2- Proteina de membrana probablemente relacionada con el
FAM189 metabolismo de los lipidos.
A1

Se muestran los genes, miRNAs y blancos de miRNAs involucrados en las regiones con pérdidas o ganancias que se identificaron con aCGH
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TRISOMIA 21

Tabla 16. Regiones detectadas con cambios entre NV y AE con trisomia 21.

Region

en NV

POSICION
EN EL
GENOMA

(hg18)

GENES

Blanco
de:
miRNA

OBSERVACIONES

REFERENCIAS

En esta region solo se encontraron reportes de CNV relacionados

enfermedades.

1p31.1 | Ganancia 72550248- con caracteristicas como estatura baja, discapacidad intelectual,
72589741 autismo
Glicoproteinas implicadas en determinacion celular y Saitoh ef al. 2001
" 226183339- establecimiento de los patrones durante el desarrollo embrionario "
1942.12 Pérdida WNT9A i s Hartmann y Tabin 2001
226214986 temprano. Relevante para la formacion del esqueleto apendicular
X . Boer et al. 2021
(y descrito como un probable gen causal de osteoartritis de mano
DNA-metiltransferasa 3A, esta enzima parece actuar en la
25380716- DNMT3A: metilacion de novo. en algunos casos de leucemia mieloide aguda Yanagisawa et al. 2002
2p23.3 Pérdida 25390466 DNMT3A miR-29 " | subtipo M5, los pacientes presentan mutaciones en DNMT3A. Yan et al. 2011
Pacientes con LMA con mutacion en la arginina 882 del gen Chu et al. 2022
DNMT3AR882 son resistentes al tratamiento con daunorubicina
Se expresa en diversos tejidos en adultos, sistema nervioso y
. 56583506- algunas glandulas. Es un gen regulador involucrado en la
Spled | (GEueER 56594644 Sues adecuada formacion y union de los microtubulos, en el ensamblaje
de cilios.
164009321- En esta region solo se encontraron reportes de CNV no
39g26.1 | Ganancia relacionados con enfermedades o susceptibilidad a
164101835
enfermedades.
Se expresa en linfocitos B, donde presentan péptidos antigénicos
. 32605300~ extracelulares procesados a los linfocitos T cooperadores (CD4+). Van Heemst et al. 2016
et | e 32650731 AL DT Histocompatibilidad, esclerosis multiple, artritis reumatoide, asma Brownlee et al. 2023
y sarcoidosis
109231462- En esta region solo se encontraron reportes de CNV no
7922.2 | Ganancia relacionados con enfermedades o susceptibilidad a
109240269
enfermedades.
68144264- En esta regién solo se encontraron reportes de CNV no
13q21.33 | Pérdida 68170016 relacionados con enfermedades o susceptibilidad a

56




Codifica para un antigeno de superficie, es una glicoproteina que Stillwell y Bierer 2001,
CD7 . ; . .
esta en timocitos y en las células T maduras Rogers et al. 2010
- 77868413- — - —
17q25.2 Pérdida 77880176 Codifica para una proteina transmembranal con dominio N
SECTM1 extracelular y un peptido sefial. observado en Aparato de Golgi y Slentz-Kesler et al.1998
también se ha probado que puede ser secretada.
" 44393903- Componente del complejo de inicio de la traduccion .
IS | e 44405240 L CBP80/CBP20, este complejo se une al extremo cap del RNAm N @ 2t 200
29706166- Detoxificacion. Mutaciones nulas en humanos predisponen a
22911.23 | Pérdida 29715978 GSTT1 sindrome mielodisplasico, también se ha asociado con la eficacia Chen et al. 1996
o toxicidad en la quimioterapia del cancer.

Se muestran los genes, miRNAs y blancos de miRNAs involucrados en las regiones con pérdidas o ganancias que se identificaron
con aCGH
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MONOSOMIA X

Tabla 17. Regiones detectadas con cambios entre NV y AE con monosomia X.

Region

en NV

POSICION
EN EL
GENOMA
(hg18)

GENES

miRNA

Blanco de: miRNA

OBSERVACIONES

En esta region solo se encontraron reportes de CNV

REFERENCIAS

3927.1 Pérdida 72550248- no relacionados con enfermedades o susceptibilidad
72589741
a enfermedades.
NEUROG2:miR-381:2,
miR-187, miR-346, miR-
30-3p, miR-216, MR- | £ e de transcripcion con papel muy importante
4925 Pérdida bt NEUROG2 Sl il S8BT en la neurogenesis F;egula la n?ligr:'aci(’)nsije Igs Fedselel 1o
226214986 miR490, miR495, miR- ] ’ Liu et al. 2021
17- células de la cresta neural,
5p/20/93.mr/106/519.d,
miR-33:1
Represor positivo de la transcripcion, puede
reprimir a varios genes reguladores del desarrollo.
Actividad tumor supresor, regulando el ciclo celulary | Neufeld et al.
.| 25382716- ; genes de proliferacion y reparacion del DNA 1992
7q22.1 | Ganancia 25390466 cuxi mir4285 Mutaciones que inactivan CUX1 contribuyen a la Dermawan et al.
leucomogénesis, participan en procesos como los 2022
sindromes mielodisplasicos y la leucemia mieloide
aguda
En esta regién encontramos CNV reportados como
" 56583506- patogénicas. En CN=3 se reporta retraso global del
Sk Heles 56594644 desarrollo y en pérdida se reportan alteraciones
auditivas
Modificador post-traduccional. Acetilasa. Nueva N- Amesen 6t al.
.| 164009321- . 2006
13q14.11 | Ganancia NARGI1L acetil transferasa en el humano, mutantes nulas
164101835 . Polevoda et al.
para NAA16 inducen muerte celular 2009
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14g32.33 | Pérdida %22%0550?;%2 abParts Semejanza con regiones de las inmunoglobulinas.

Adenosina deaminasa especifica de RNA m. Las
mutaciones de pérdida de funcion en ADAR1 se
.1 109231462- asocian principalmente con dos enfermedades: la Heraud-Farlow y
21922.3 | Ganancia | ;5544969 | ADARBT discromatosis simétrica hereditaria (DSH; OMIM 127 | Walkley 2020
400) y el sindrome de Aicardi-Goutieres (OMIM 615

010)

Se muestran los genes, miRNAs y blancos de miRNAs involucrados en las regiones con pérdidas o ganancias que se identificaron
con aCGH
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Para las trisomias 13 y 18 en general se encontré un desbalance a la baja, es
decir, que la mayoria de las regiones con cambio se presentan como una region con
pérdida en los NV al compararlos con los AE, en contraste, para el pool de la trisomia
21 y monosomia X se observo que en la mitad de las regiones hay una ganancia y en
la otra mitad una pérdida. Es dificil establecer una correlacion directa con estos
resultados y la sobrevida de los pacientes, sin embargo, se pueden analizar a manera
detallada las diferentes regiones con cambios (Tablas 14 -17).

En todas las aneuploidias observamos desbalance en varios cromosomas, en
dichas regiones encontramos genes y RNAs reguladores (miRNAs)

Los genes encontrados codifican para proteinas con diferentes funciones, entre
las que se encuentran reguladores del desarrollo embrionario como HOXA6, HOXA7
(Trisomia 18, Tabla 15) y WNT9A (trisomia 21, Tabla 16); represores de transcripcion
como CUX17 (Monosomia X, Tabla 17); reguladores del procesamiento de los RNAmM
como SPANXC, NEUROG2, PRPF8, CTIF y ADARB1 (trisomia 13, monosomia X;
Tablas 14 y 17); proteinas estructurales como NME7 y ANK1 (trisomia 18, Tabla 15);
transductores de sefales como PAK4y CD7,; enzimas y reguladores de enzimas como
PFKL, SH3TC1y GSTT1 (Trisomias 13, 18 y 21; Tabla s 14, 15y 16), transportadores
o bombas de iones como SLC7A4, SLC9A3 y P2RXL1 (trisomia 13, Tabla 14);
neurogénesis o funciones neuronales como APBA2, CCDC66 y NEUROG2 (Trisomias
18, 21 y monosomia X; Tablas 15, 16 y 17); metilacion del DNA como DNMT3A;
histocompatibilidad como HLA-DRB1 (trisomia 21, tabla 16); asi como genes cuyas
proteinas aun no se conoce su funcion pero se han observado en células cancerosas
como PLEKHAS, LDOC1, y NARG1L (trisomia 13, 18 monosomia X, Tablas 14,15y

17).
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Se detectaron también miRNAs como miR196b que regula varios genes entre
ellos el HOXBS, el miR-4285 que regulan la expresion NDEL1, GLI2, POU2F1, NKX3-

2, CYP26C1y NKX2-5, entre otros (Tablas 14, 15,16 y 17).

8.2.2 Analisis de CNV por Microarreglos Affimetrix SNPs 6.0.

Se estudi6 la presencia de CNV en una poblacion de 147 mestizos mexicanos,
50 fenotipicamente sanos (MXM, 30 mujeres y 20 hombres) y se analizaron las
muestras con aneuploidia, comparando Nacidos Vivos vs Abortos espontaneos (NV
vs AE). Un total de 97 pacientes con aneuploidias (MXM_A) 11 con trisomia 13 (5
tejidos de AE y 6 de NV), 17 con trisomia 18 (11 AE y 6 NV), 41 con trisomia 21 (6 AE
y 35 NV) y 28 con Monosomia X (9 AE y 19 NV). No se encontraron diferencias entre
AE vs NV ni en las regiones de tramos largos contiguos de homocigosidad (LCSH) ni
en las CNV.

De manera importante, se encontraron cuatro regiones de CNV con frecuencias
muy altas en todos los grupos estudiados, por lo que se amplio el estudio de estas

regiones para detectar si son caracteristicas de la poblacion mestiza mexicana.

8.2.2.1 No se encontraron diferencias respecto a Tramos largos contiguos de
homocigosidad (LCSH).

Al analizar las regiones con homocigosidad o LCSH, no se encontraron
regiones que mostraran isodisomia uniparental o genes con impronta en nuestros
sujetos de estudio. Adicionalmente, se usaron las LCSH para reconocer la presencia
de endogamia y consanguinidad en nuestra poblacion. Dieciocho de los 50 controles
sanos (MXM) estudiados mostraron al menos una region autosémica con LCSH. En
el grupo de aneuploidias (MXM_A), 73/97 presentaron al menos una region

autosémica con LCSH. Con la finalidad de aumentar nuestra n de muestras de
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individuos mexicanos control, analizamos 99 archivos CEL de 99 muestras de sangre
(tejido sano), de mujeres mexicanas que participaron en un estudio de cancer de
mama (MXM_WBC) presente en el GEOdataset (GSE87048 - 2021) de manera
publica y abierta, donde 75/99 presentaban al menos una regién autosémica con
LCSH.

Se calculd el coeficiente de consanguinidad (F) con la siguiente formula en los grupos
estudiados (Chaves et al. 2019). Estos resultados respaldan la ausencia de

parentesco o consanguinidad entre nuestra poblacion de estudio (Tabla 18).

> Total de regiones <3Mb con homocigocidad de autosomas
F=

> total del genoma humano de autosomas

Tabla 18. Promedios de Regiones LSCH y coeficiente de consanguinidad (F)

Total de regiones LSCH en
GRUPO % Componente Nativo . F (Promedio)
autosomas (kbp, promedio)

MXM 67.8 351930.65 0.01221543
MXM_WBC ND 1988679.85 0.00069027
MXM_A 61.70 17787.84 0.0062265

MXM, poblacion sana de Mestizos Mexicanos. MXM_WBC, poblacién femenina
mestiza mexicana del GEOdataset de cancer de mama. MXM_A, poblacion mestiza
mexicana con aneuploidias. ND, No Disponible en la base de datos.

8.2.2.2 No se encontraron diferencias entre los grupos, respecto a las variantes
en el numero de copias (CNV).

Se hallaron CNV en practicamente todos los individuos estudiados y en todos
los cromosomas. En la mayoria de los casos con aneuploidia, ya sea en tejidos de AE

o bien en SP de NV, se localizaron practicamente las mismas ganancias y/o pérdidas
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gendmicas en los cromosomas 2p11.2, 4913, 8p, 8q 14932, 15911.2 y 22q, sin
encontrar diferencias entre las etapas del desarrollo que estudiamos (NV vs AE).

Sin embargo, llamé la atencidn la presencia de cuatro variantes: 2p11.2
(2.9Mb), 8p11.22 (0.15Mb), 14932.33 (1.02Mb) y 15q11.2 (0.76Mb), (Figura 5) con una
frecuencia mayor al 55% en los mexicanos sanos (MXM), en el grupo control de cancer
de mama (MXM_WBC), que a partir de este momento se denominaran ambos como

el grupo control MXM y en la poblacién mexicana con aneuploidia (MXM_A) (Tabla

19).

Distribucién de CNV comunes en Distribucién de CNV comunes en
A muestras MXM

B muestras MXM_A
80 = 804

(=]
=]
P T 1

20 -

Frecuencia %
8
P 1 32 a2 1 3 3 4
s ]
Frecuencia %
3 3

0=

3 421 03 4,2 1 3 4
[LocusCNV| 2p112  8p11.22 143233 159112 [Locus cnv] 2712 8p11.22 143233  15q11.2

Numero de Copias Numero de Copias

Figura 5. Distribucion de CNV frecuentemente encontradas en poblacion mestiza

mexicana. Referencia usada: poblacion del HapMap. A. MXM Sanos; B.
MXM_Aneuploides

Las CNV comunes presentes en sujetos y tejidos MXM se muestran en la Figura
5A, en la regién 2p11.2 hay una ganancia de copias, CN=3 en 58% y CN=4 en 41%

respectivamente; para MXM_A, el 21% de los casos se manifesté con CN=3 y el 79%

63



con CN=4; sélo un caso en toda la poblacion (0.67 %) mostré6 CN=2 en esta region
(Figura 5B). Para el cromosoma 8p11.2, casi la mitad de los casos, 42% de MXM y
51% de MXM_A, tienen normal CN=2, pero 49 % MXMy 41 % MXM_Atienen pérdidas
con CN=1 vy el resto (9% y 8%, respectivamente) tienen nula CN=0. En 15q11.2,
alrededor del 70 % de las muestras tuvieron ganancias o pérdidas: el 40 % y el 38 %
de las muestras MXM y MXM_A, respectivamente, mostraron una pérdida CN=1,
mientras que el 31,5 % de MXMy el 31 % de MXM_A tuvieron una ganancia con CN=
3. Finalmente, de manera muy importante, la CNV ubicada en 14q32.33 presenta
ganancia en el total de las muestras revisadas, tanto los archivos propios y como los
del GEOdataset de tejidos sanos (MXM) y en pacientes con aneuploidia (MXM_A). Se
encontré CN=3 en el 55 % de las muestras control MXM/MXM_WBC y en el 62% de
las muestras MXM_A 'y como CN= 4 en el 45 % de los controles y en el 38 % de los
sujetos MXM_A. No hay un solo caso que evidencie CN= 2 en esta regién (Tabla 19,

Figura 5Ay B).
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Tabla 19. Variantes en el nimero de copias con alta frecuencia en individuos Mestizos Mexicanos

TEJIDOS
TEJIDOS SANOS ANEUPLOIDES
TOTAL
Loci CN (n250) M a0y e %FREQ.POB |  Cofidenadas GENES LOCALIZADOS EN LA REGION
MXM 9
Total Total Total
Freq Freq Freq Freq Freq Freq
chr2: 89143755- IGKV2D-28 (HGNC:5799),
3 25 49/50 62 99/99 20 97/97 92057597 IGKV3D-7 (HGNC:5829)
2p11.2 99.6%
98% 100% 100%
4 oa | OB | g | (00 ) (100%) 2.9Mbp
) 0 a4 40 chr8: 39230170- ADAMS5 (HGNC: 212), ADAM3A (HGNC:209)
29/50 57/99 48/97 ) 39386952
8p11.22 (58%) (57.6%) (49.5%) 54.5%
0 0 13 8 156,782bp
chr14: 106078230- | MIR4507 (HGNC:41642), MIR4538
107100266 (HGNC:41664), MIR4537 (HGNC:41682),
3 20 62 55 MIR4539 (HGNC:41546), KIAA0125
1.02Mbp (HGNC:1995), ADAM6 (HGNC:213), LINC00226
50/50 99/99 97/97 ggﬁg?ﬁg&?&sm
14932.33 1009 :
q (100%) (100%) (100%) % IGHG3 (HGNC:5527)
IGHG1 (HGNC:5525)
4 30 37 42
chr15:2085106- OR4M2-OT1(HGNC:56199), LINC02203
1 21 38 37 22,588,019 (HGNC:53069), OR4M2 (HGNC:15373), OR4N4
(ID: 283694), OR4N3P (HGNC:15375),
1,735,914bp IGHV10R15-1(HGNC:5563), LOC102724760
3 24 23 30 (NCBI ID: 102724760), IGHV10OR15-3
15q11.2 45/50 63/99 67/97 71.1% (HGNC:5565), LOC642131 (NCBI ID: 642131),
(90%) (63.6%) (69%) MIR1268A (HGNC:35336), REREP3
(HGNC:38797)
4 2
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8.2.2.2.1 Validacién del numero de copias por PCR cuantitativo (qQPCR).

Realizamos qPCR para corroborar los CN obtenidos con el microarreglo de
genoma completo SNP Array 6.0. Diseiamos cebadores en los cuatro loci con CN#2
y para un locus distal en el mismo cromosoma donde CN=2 como control del numero
de copias (Tabla 20). Se analiz6 el DNA gendmico de una muestra representativa de

los individuos estudiados, incluidos nueve individuos MXM vy siete individuos MXM_A.

Tabla 20. Diseio de primers para qPCR de los loci con CNV y de regiones control

= 3’-5’ Sequence 3’-5’ Sequence
Forward Reverse

Chr2CNV GGAAACACCTATTTGGACTGGT GCCCGATAGGAAAGCGTATAG
Chr2Ctrl TGATTTGGGTTGCACTTCTTT TTGCAGCAAATAGGCGAATA
Chr8CNV CAGCCGTTCCAAGGACAA GAGACAGCATTGCGTAGCC
Chr8Ctrl TGCAGTGAGCTCCCTAAGTCT GCTCGGGAGTCTAACAGTCAA
Chr14CNV AACACCCAGTGCAATGTGAC TCCTCTATGACCGCACTTCTG
Chr14Ctrl TTTTTGAAGGAGTTGGTTAAACATT GTGTCCCTCAGCTAGGCAGT
Chr15CNV TGAACAAGAGGGACAAGCAA AGGGTATGTCCCCATCATCA
Chr15Ctrl CAAAGTCTCCTAATCTTGGACAGC GAGGGAAGACTAGGATGATACCTG

Con este método, 15 de 16 muestras (93.75%) probadas para el locus 2p11.2
mostraron CN de 4 a 17 copias. Para el cromosoma 8p11.22, 14 de 16 (87.5 %) de
las muestras tuvieron <2 copias en ese locus. Para 14932.33 se pudo corroborar la
ganancia de la CNV en 13/16 (81.25%) con 3 a 5 copias; para el cromosoma 15 se
hallaron pérdidas y ganancias con el microarreglo, en esta validacion se encontraron
4 pacientes con pérdida y 6 con ganancia de copias (25 y 37.5% respectivamente)

(Tabla 21, Figura 6)
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Tabla 21. Validacion por qPCR de lo obtenido por microarreglo SNP 6.0 en poblacion
mestiza mexicana

2p11.2 8p11.22 14932.33 159g11.2
chr2: chr8: chr14: chr15:
89143755- 39230170- 106078230- 21914540-
107100266
MXM SANOS CN CN CN CN CN CN CN CN
Array | qPCR | Array | qPCR | Array gPCR | Array | gPCR
CtrNVO03 3 2 1 1 3 2 2 2
CtrNV04 4 7 2 1 4 3 4 1
CtrNV05 3 4 2 1 3 2 2 2
CtrNVO07 4 5 1 1 3 3 2 4
CtrNV08 4 6 1 1 4 3 1 2
CtrNV10 4 6 2 1 4 2 1 5
CtrNV11 4 4 1 1 3 3 3 4
CtrNV13 3 17 1 1 3 4 1 1
CtrNV16 4 5 2 1 4 3 1 1
MXM
ANEUPLOIDE
NV20T13 4 7 1 1 4 2 3 4
NV31X0 4 4 1 1 3 3 2 ND
NV32T21 3 10 2 ND 3 3 1 ND
NV53T18 3 11 2 1 3 5 3 2
NV56T13 4 4 2 ND 3 ND 3 ND
NV60X0 4 10 2 2 3 5 1 1
NV62T18 4 7 1 1 4 ND 2 ND
NV115X0 4 ND 2 2 3 4 3 3
AE19T18 3 ND 2 ND 4 ND 1 1
ND. DNA No Disponible
A. Donadores MXM B. Donadores MXM_A
18+ 18=
} BN Chr2pi12 .
16 B ChvpH.2 16+ B Chr 2p112
. Cirdq 3 | M Chigpi122
14+ . Civisgi12 14 Chri4g32.33
1 h Bl Chri5q11.2
512' @ 12+
2 3
810- §1u-
$ . e
z * Z 6-
" L -
2-
2+
o [HETTTI II “II :
rrrrrrrrrr rererrrrrrre reet LU 0-
Donadores MXM

Donadores MXM_Aneuploides

Figura 6. Validacion de cambios de CNV en cuatro loci cromosémicos mediante qPCR.
A) 9 muestras de ADN de donante mexicano-mestizo sano y B) 7 muestras de ADN de
donante mexicano-mestizo con aneuploidia. La linea roja muestra CN=2.
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8.2.2.2.2 Ancestria

Con la finalidad de conocer mas a fondo las caracteristicas particulares de la
poblacién de estudio y saber si es comparable con la poblacion mexicana utilizada
internacionalmente que se encuentra dentro del HapMap, se evaluaron los
componentes de ancestria en los grupos MXM y MXM_A en comparacion con el grupo
de mexicanos nacidos en Los Angeles CA, EE. UU. (MXL) incluidos en el Proyecto
HAPMAP (64 personas). Las poblaciones MXMy MXM_A tienen contenidos genéticos
de ancestria europea de Utah, EE. UU. (CEU), nativos americanos (NAT) y yorubas
de Nigeria (YRI), similar a la que tienen los 64 hijos de mexicanos estudiados para el
HapMap (MXL), siendo la mayor contribucién el componente NAT, que es incluso

mayor que para los MXL (MXL=0.488 frente a MXM=0.678 y MXM_A=0.618) (Figura

08
06
04
02
]
CEU W ML

MXM MXM MXL [n=64) MXM Sanos (n=50) MXM Aneuploide (n=197)
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Figura 7. Patron de ascendencia de cada poblacion contribuyente en los grupos
mestizos mexicanos (MXM) sanos y aneuploides. A. Grafico de barras que muestra la
ascendencia global de los grupos (MXM) deducidos con ADMIXTURE. B. Proporcién de
ascendencia de cada poblacion contribuyente en el grupo MXL y grupos MXM y MXM_A
propios. YRI: yorubas en Ibadan, Nigeria; NAT: nativo americano; CEU: Caucasico.
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8.2.2.2.3 Confirmacion de que la CNV encontrada en el 100% de la poblacién
estudiada, esta relacionada con nuestra etnia mestiza-mexicana

Al ver que toda la poblacion en estudio mostréo 4 CNV que se comparten entre
todos los grupos, ya sea en sujetos sanos, pacientes aneuploides y en las muestras
control del estudio de cancer de mama, todos ellos de origen mestizo mexicano; se
decidié hacer un segundo llamado de las CNV detectadas con el primer analisis, con
la finalidad de validar lo obtenido por medio del ChAS, esta vez con un robusto analisis
por medio de CRMA v2 (Copy-number estimation using Robust Multichip Analysis).
Se declaré el conjunto de datos conformado por 50 MXM archivos .CEL (Genome-
Wide Human SNP Array 6.0) como referencia interna de MXM. Con este método, se
lograron comparar las estimaciones del numero de copias en la regién 14q32.33 para
cada muestra, se eligio esta variante ya que fue la que encontramos en el 100% de
nuestra poblacion estudiada. La Figura 8 muestra el llamado de la CNV localizada en
el cromosoma 14, en el sujeto codificado para esta busqueda como C12, en A) C12
frente a la referencia MXM. B) C12 vs una referencia de poblacion ibérica (IBS)
(GSE67047 — 2015). C) C12 vs la referencia de caucasicos (CEU) D) C12 vs
referencia YRI. E) CN en C12 vs referencia HapMap (CEU+YRI). De manera muy
importante, se encontré6 que la diferencia en CN que se detecta en la muestra,
depende de la referencia utilizada.

Se observa claramente en la Figura 8Ay B que en la regién 14932.33 no hay
cambios con respecto a la poblacion de referencia mexicana e ibérica, enfatizando el
origen mestizo de la poblacion de este trabajo; mientras que las comparaciones con
caucasicos, yorubas y HapMap (juntos), hacen evidente una ganancia de sondas
ubicadas en la region chr14:106078230-107100266. Esto demuestra las diferencias

étnicas con esas poblaciones, no reportadas de manera previa y que resaltan este
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resultado como muy importante, ya que el HapMap es la referencia por excelencia en
el mundo y presenta sesgos importantes por carecer de representatividad de diversas

etnias en el mundo, en este caso, de mestizos mexicanos.
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Figura 8. Estimacién del numero de copias en 14g32.33 para la muestra C12. A) vs
referencia de mestizos mexicanos (MXM). B) vs referencia Ibéricos. C) vs referencia
Caucasicos. D) vs referencia yorubas. E) vs referencia Hapmap (CEU+YRI). Se observa
que el CNV en la regiéon chr14: 106078230-107100266 solo es evidente cuando se
compara con las muestras de Hapmap CEU y YRI.

9. DISCUSION

9.1 DIFERENCIAS EN LA PRESENCIA DE MOSAICISMO EN NACIDOS
VIVOS Y ABORTOS ESPONTANEOS

En este trabajo se estudiaron células blancas sin agregar ningun mitégeno

dirigido a linfocitos B o T, por lo que se evaluaron todas las estirpes de los leucocitos
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sanguineos, de esta manera en lugar de analizar de manera convencional por
citogenética clasica, 25 células en promedio, lo que sélo permite detectar un mosaico
>12% de acuerdo a Hook (Hook,1977), con iFISH se realiza una lectura de entre 500
y 1000 nucleos, lo cual incrementa la posibilidad de encontrar mosaico hasta de <1%
(Hook, 1977). Ademas, al estudiar células de un origen embrionario diferente como lo
son las células de descamacion del epitelio bucal, que proviene del ectodermo (la SP
proviene del mesodermo), al diferenciarse ambos tejidos de manera muy temprana en
el desarrollo, practicamente desde la formacion de la blastula (dia 5 o 6 post-
fertilizacion) (Capalbo y Rienzi 2017, Shahbazi 2020), permite pensar que de existir
un mosaico que ayude a un embrién aneuploide a sobrevivir, se tendria la capacidad
de vislumbrarlo.

De manera general, se encontré que la frecuencia de células disémicas fue
mayor en las muestras de AE en comparacion con aquellas de NV con aneuploidias.
Como se puede observar en la Tabla 8, en los sujetos NV al hacer el analisis con
iFISH, se detecté mosaicismo en 59% (42/71) de los individuos con aneuploidias; de
éstos en 20/42 casos se encontré el mosaico celular unicamente en las células
epiteliales analizadas y no en los linfocitos no cultivados, ni en el cariotipo en
metafases por bandas G previo al estudio. Estos resultados, contrario a lo esperado,
no concuerdan con la teoria de que la presencia de células normales, pueden llevar a
un feto a término, ya que en este trabajo se evidencié que los sujetos aneuploides que
llegan a nacer, no lo hacen por tener una linea celular disémica, ya que los que se
abortan de manera espontanea también la pueden presentar (Urbach y Benvenisty
2009, Hook y Warburton 2014), de manera que debe existir algun otro factor gendmico

que haga la diferencia entre la supervivencia y letalidad temprana.
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Al analizar la distribucién de individuos con mosaicismo, se encontré6 que no
fueron similares entre los grupos con aneuploidia. La frecuencia de mosaicismo fue
mayor en las muestras con trisomia 18 en comparacion con el resto de las
aneuploidias, sin importar el tejido estudiado; esta es una de las aneuploidias con
mayor letalidad, con una sobrevida a 1 afo es de entre el 8 y 10%, a pesar de mostrar
mosaico bajo, esto quizas se deba al tipo de malformaciones en extremidades,
orofaciales, de pared abdominal y por supuesto cardiacas que estos fetos desarrollan
(Cavadino y Morris 2017).

En relacion a la trisomia 13, que es muy letal, sélo se encontraron células
disémicas en un solo caso de 7 NV estudiados y en 7/10 de los AE, esto indica que
aun cuando el producto de la gestacion con esta trisomia, presente células normales,
el producto no sobrevive. Los porcentajes de mosaicismo que se detectaron en los
casos de NV con Sindrome de Turner, son muy parecidos a lo reportado en la
literatura, donde se menciona un 40- 50% de mosaicismo (Urbach y Benvenisty 2009,
Hook y Warburton 2014) en NV, en este estudio se detectd un 43% de casos NV con
mosaico y los AE mostraron mosaico en 58% de los casos, de manera importante no
se encontraron referencias que estudien el porcentaje de mosaicos en tejidos de
abortos. En cuanto a trisomia 21, se encontr6 73% de mosaicismo en NV,
particularmente mas de la mitad de estos mosaicos se detectaron solo en la muestra
de células epiteliales, de aqui la importancia de analizar diferentes tejidos. En AE se
observd 30% de mosaicos, estos valores son altos, si se considera que en la literatura
se reporta que 2% de los casos de sindrome de Down, presentan mosaico
(Antonarakis et al. 2020).

Existen algunas teorias del porqué los fetos aneuploides logran o no sobrevivir,

una de ellas es la posibilidad de un rescate trisomico durante la gestacion, que da
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lugar a una linea celular disémica, que aunque sea en proporciones cripticas, actue
como balanceador genético y ayude a la sobrevida del feto aneuploide (Hook y
Warburton 2014); sin embargo, este rescate puede dar lugar a una disomia uniparental
del cromosoma involucrado, la cual origine una desregulacion en todo el entorno
gendmico del embridn e incluso la expresidn de genes con impronta o recesivos, que
formen parte del desarrollo adecuado del organismo en cuestion (Urbach y Benvenisty
2009, Yingjun et al. 2017). Por otro lado, acerca de la supervivencia de un feto con
aneuploidia, recientemente se reportd, que mutaciones en el DNA mitocondrial de
embriones aneuploides, podrian ayudar a la sobrevida de los mismos e incluso,
gradualmente disminuir la poblacién de células aneuploides a lo largo del desarrollo

embrionario (ljuin et al. 2023).

9.2 VARIANTES GENOMICAS

9.2.1 Analisis de diferencias genémicas entre Nacidos vivos vs Abortos
espontaneos mediante Hibridacion genémica comparativa (aCGH).

El andlisis con microarreglos basado en hibridacién genémica comparativa, con
mezcla de DNA de sujetos NV vs mezcla de DNA de AE con la misma aneuploidia, se
realizd con el objetivo de evitar las regiones polimérficas y variantes individuales y
resaltar las diferencias grupales.

Con esta estrategia no se evidenciaron pérdidas o ganancias diferentes del
cromosoma involucrado en la aneuploidia entre los NV vs AE, sin embargo, si
encontramos diferentes en otras regiones del genoma. Siempre se utilizd como
referencia el grupo de NV, por lo que se debe considerar que cuando se hace
referencia a pérdidas en NV, pueden ser ganancia en AE y cuando se refiere a

ganancia en NV, pueden ser una pérdida en AE.

e
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Se hizo un analisis de las regiones con diferencias y en todas ellas se encontré
la presencia de genes, como se muestra en la Tabla 22. La mayor parte de las
diferencias fueron pérdidas de regiones en los NV con trisomias, mientras que se
encontraron mas regiones con ganancias en los NV con monosomia X. No es posible
afirmar que esto esté relacionado con el balance a nivel de numero de copias, sobre
todo porque no ocurre en el cromosoma involucrado, sin embargo, se debe aclarar
que en estos segmentos puede haber regiones reguladoras que podrian actuar en
trans (de manera indirecta) sobre el cromosoma involucrado en la aneuploidia o bien

en otros lugares del genoma que pudieran afectar la sobrevida del feto (Li y Zhu 2022)

Tabla 22. Genes localizados dentro de regiones de pérdida o ganancia para
aneuploidias

Trisomia 13 Trisomia 18 Trisomia 21 Monosomia X
SH3TC1: HOXAS, WNTIA-

Pérdidas | SLC9A3 PRPFE; | HOXA7, HOXA-AS3; | b\yiran. cp7- IGF2BP2:
en NV PAK4, PPKL, miR196B; ANKT, SECTM1.CTIF: | NEUROG2:
SLC7A4: P2RXL1 |  PLEKHAS. APBA2: ALy ’

FAM189A1
_ _ CUXT:

Gae":';lf,'as LDOC1: SPANXC NME7 ccogg% 1HLA' NARGIL:

ADARB1

9.2.2 Variantes de numero de copia con alta frecuencia obtenidas mediante
SNP6.0

Se encontrd 4 CNV en los siguientes loci: 2p11.2, 8p11.22, 14932.33 y 15q11.2,
con una alta frecuencia en la muestra analizada. No se hallaron genes en los CNV de
las regiones 2p11.2 y 15911.2; mientras que en el CNV de la regién 8p11.22 se
encontraron los genes ADAM5 (HGNC: 212) and ADAM3A (HGNC:209). El locus

14932.33 incluye a los genes KIAA0125 (HGNC ID: 9834), ADAM6 (HGNC ID: 8755),
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LINC00226 (HGNC ID: 338004), IGHD (HGNC:5480), IGHG3 (HGNC:5527), y IGHG1
(HGNC:5525); ninguno de estos genes ha sido asociado con enfermedades
mendelianas (OMIM) al relacionarlas con la dosis genética
(https://search.clinicalgenome.org/kb/gene-dosage/region/ISCA-37477), ademas no
existen secuencias reguladoras que puedan modificar expresién génica en cualquiera
de las cuatro regiones de CNV; ninguno de estos CNV se superpone con las regiones
LCSH que aqui se detectaron.

Ademas, al buscar estas regiones especificas en bases de datos como el sSMC
(cromosomas marcadores pequefos supernumerarios, base de datos http://cs-
tl.de/DB/CA/sSMC/0- Start.html) y los heteromorfismos cromosémicos (base de datos
http://cs-tl.de/DB/CA/HCM/0- Start.html), no se encontrd evidencia de que un numero
que diferente a CN = 2 en las regiones 2p11.2, 8p11.22 y 15911.2 o las duplicaciones
14q32.33 estén asociadas con patologia, lo que sugiere que las variantes numéricas
en estas regiones no tienen impacto en el fenotipo, probablemente debido a la
ausencia de genes con sensibilidad a la dosis (Purwar et al. 2021).

La presencia de una elevada frecuencia en estas variantes, puede deberse a
la existencia de endogamia o consanguinidad en la poblacion, sin embargo, al evaluar
los porcentajes de regiones LCSH como indicadores de consanguinidad (valor F, Tabla
18) (Kearney y Kearney 2011), se observd que no hay indicios de endogamia o
consanguinidad en los grupos estudiados. Ninguna de las regiones LCSH detectadas
en este estudio, se superpone con las CNV frecuentes halladas y mas del 42 % son
LCSH comunes reportadas anteriormente como las regiones 2q11.1g11.2,
11p11.2912.1, 16p11.2p11.1 y 20911.21911.23 (IGSR 2020, Haraksingh et al. 2017).
Esta informacion permite descartar la posibilidad de que existan genes que, al

expresarse de manera autosOmica recesiva, generen alguna ventaja entre los
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individuos aneuploides que nacen sobre los que no lo logran, o incluso que promuevan
la pérdida temprana de estos productos (Pajusalu et al. 2015).

Las CNV son variantes gendmicas, que se ha reconocido desde hace algunos
afnos y confieren una alta variabilidad entre los individuos (lafrate et al. 2004, Sebat et
al. 2004, Feuk et al. 2006). En 2010, un estudio en el que reportan CNV mayores a 1
kb realizado en 450 muestras del HapMap (180 CEU, 180 YRI, 45 JPT y 45 CHB),
reportd la CNV en la region 14q32.33 con una frecuencia menor al 1%, y en 2p11 .2,
8p11.22 y 15911.2 con una frecuencia cercana al 5% de las muestras analizadas
(Conrad et al. 2010).

Mas tarde, en el proyecto de los 1000 genomas en fase 3, realizado en 2015,
se incluy6 a 2504 individuos sanos, de los cuales 64 de ellos eran individuos con
ascendencia mexicana residentes en Los Angeles, California (MXL), quienes
representan solo el 2.5% del total de la muestra analizada (Sudmant et al. 2015); en
este estudio se encontraron bajas frecuencias para la CNV en 2p11.2, 8p11.22,
14932.33 y 15g11.2, similar a lo reportado por Conrad y colaboradores en 2010
(Conrad et al. 2010).

Ahora sabemos que en la ocurrencia de CNV hay amplias diferencias segun la
etnia que se estudia, como sucede con otras variantes polimérficas como como SNP
o microsatélites (Li et al. 2009). Ademas, las frecuencias pueden variar segun la
plataforma de microarreglos utilizada y los algoritmos para el llamado de CNV (Pinto
et al. 2011, Wang et al. 2015, Haraksingh et al. 2017, Godoy et al. 2020).

Los resultados aqui presentados se basan en la plataforma de microarreglos
Affymetrix y se analizaron usando el software predeterminado proporcionado por la
plataforma, con anotaciones Affymetrix NetAffx 33.1. Este flujo de trabajo es el que se

utiliza para encontrar CNV para estudios clinicos y de investigacion en México y en
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varios otros paises, sin embargo, dentro de los genomas de referencia de este
software, hay poca representacion de la poblacion latinoamericana.

Existen estudios que reportan la asociacion de algunos de los polimorfismos
aqui presentados, a condiciones patoldgicas (Purwar et al. 2021, Ambele et al. 2020,
Wijesiriwardhana et al. 2021); como lo reportado respecto a cambios en el numero de
copias del locus 14q32.33, relacionando este CNV con patologias como cancer colo-
rectal hereditario en poblacion de Sri Lanka (Wijesiriwardhana et al. 2021), donde
observaron pérdidas y ganancias en esta region. En otro estudio se reportd
amplificacion de los loci 14932.2 y 20911.22 en 4 de 5 tumores orales de carcinoma
de células escamosas de pacientes de Sudafrica estudiados, sin poder establecer un
papel claro en el proceso neoplasico (Ambele et al. 2020).

En un estudio realizado en la Universidad Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brasil, se evalud la expresion del IncRNA KIAA0125, ubicado en 14932.33,
se reportd una sobreexpresion de este gen en tejidos de pacientes con
ameloblastoma, que es un tumor odontogénico benigno y (Diniz et al. 2019), aunque
no se considerd el origen étnico de los pacientes que proporcionaron estas muestras,
es probable que, al tratarse de poblacién brasilefia, el aumento en la expresion basal
de KIAA0125 se deba a la ganancia de copias en el locus 14q32.33 a causa del origen
mestizo y no necesariamente estar involucrado en la patobiologia del ameloblastoma.

En 2020 Godoy y colaboradores, identificaron una CNV obtenida por tres
diferentes plataformas de microarreglos, de una poblacién brasilefia, reportaron la
ganancia en 14q32.33, presente en el 97.8% de las muestras que estudiaron, esta
frecuencia es muy parecida al 100% que se reporta en este estudio. De manera
interesante, los origenes de la poblacion brasilefia y la mexicana tienen en comun el

mestizaje que ocurrid con poblacion ibérica, quienes conquistaron ambas poblaciones
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hace siglos; en este trabajo lo anterior quedé demostrado gracias a la comparacién
con poblacion ibérica como referencia, en el segundo llamado de la CNV que se
realizo por medio de CRMA, en donde la ganancia de la CNV en 14q32.33 se encontro
reducida e incluso no aparecidé como ganancia de numero de copias.

Los hallazgos presentados en este estudio son importantes, primero por la
descripcion de una CNV comun en la poblacion mexicana y segundo, porque al ser
los microarreglos ampliamente utilizados para diagnostico e investigacion, el hallazgo
de una de estas CNV puede ser malinterpretado, ya que en las bases de datos de
referencia internacional la poblacion mexicana, y en general la mestiza
latinoamericana esta poco representada; por lo que este trabajo es un claro ejemplo
de por qué el analisis de CNV debe llevarse a cabo utilizando una referencia
étnicamente apropiada. La importancia de esto se esta reconociendo mas
ampliamente, como consecuencia de esto hay un esfuerzo consciente por incluir
grupos étnicos mas diversos en las grandes bases de datos de referencia como
HapMap (IGSR 2020). Esta politica inclusiva es fundamental para tener una

representacion mas precisa del genoma humano.

10. CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontré que el mosaicismo no es un factor relevante
para que un feto con aneuploidia pueda llegar a término, como generalmente se
considera en la literatura.

No fue posible encontrar una relacién clara entre la supervivencia de los
pacientes con aneuploidias y las pérdidas y ganancias detectadas por medio de la
estrategia de mezclas 6 pools de DNA de NV vs AE. Los genes involucrados en estas

diferencias genéticas nos hablan del descontrol de muchos procesos bioldgicos,
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afectados quizas por el desbalance en la homeostasis genémica que conlleva la
aneuplloidia misma.

Las variantes genomicas de tipo CNV tienen frecuencias que varian segun el
grupo étnico estudiado. Se detectaron cuatro CNVs 2p11.2, 8p11.22, 14q32.33 y
15q11.2, con alta frecuencia en poblacion mestiza mexicana al contrastar con la
referencia HapMap (ChAS), mientras que al utilizar como referencia una poblacién
étnicamente relacionada, las diferencias se reducen o desaparecen. Resalta la
importancia de analizar la CNV de los individuos estudiados, con un grupo de
referencia que, en la medida de lo posible, compartan el mismo origen geografico.
Estos hallazgos contribuyen a una mejor descripcion de las CNV caracteristicas de la
poblacién mestiza-mexicana, para tener conocimiento de la variacion del genoma en
diferentes grupos étnicos, y son utiles para evitar falsas asociaciones de CNV con

condiciones patologicas.
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Abstract

Background The human genome presents variation at distinct levels, copy number variants (CNVs) are DNA seg-
ments of variable lengths that range from several base pairs to megabases and are present at a variable number

of copies in human genomes. Common CNVs have no apparent influence on the phenotype; however, some rare
CNVs have been associated with phenotypic traits, depending on their size and gene content. CNVs are detected by
microarrays of different densities and are generally visualized, and their frequencies analysed using the HapMap as
default reference population. Nevertheless, this default reference is inadequate when the samples analysed are from
people from Mexico, since population with a Hispanic genetic background are minimally represented. In this work,
we describe the variation in the frequencies of four common CNVs in Mexican-Mestizo individuals.

Results In a cohort of 147 unrelated Mexican-Mestizo individuals, we found that the common CNVs 2p11.2 (99.6%),
8p11.22 (54.5%), 14932.33 (100%), and 15q11.2 (71.1%) appeared with unexpectedly high frequencies when con-
trasted with the HapMap reference (ChAS). Yet, while when comparing to an ethnically related reference population,
these differences were significantly reduced or even disappeared.

Conclusion The findings in this work contribute to (1) a better description of the CNVs characteristics of the Mexican
Mestizo population and enhance the knowledge of genome variation in different ethnic groups. (2) emphasize the
importance of contrasting CNVs identified in studied individuals against a reference group that—as best as possi-
ble—share the same ethnicity while keeping this relevant information in mind when conducting CNV studies at the
population or clinical level.

Keywords CNV, Mexican population, Hispanic population, 2p11.2, 8p11.22, 14932.33, 15g11.2, Affymetrix SNP6.0
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Background

The human genome presents distinct variations: sin-
gle nucleotide variants, insertion—deletion of a few
nucleotides, repetitive sequences of a variable num-
ber of nucleotides, and structural variants. The human
genome is 3.1 giga base pairs (Gb) in size, distributed
in 23 pairs of chromosomes so that every individual
inherits one copy from each parent and has two cop-
ies or copy number (CN) CN =2 of every locus in their
cells (except for the X and Y loci in males). In 2004, two
independent groups, lafrate and Sebat [1, 2], described
for the first time the genome-wide presence of large-
scale copy number variations in the human genome;
these variants involve gains or losses of several to hun-
dreds of kilobases (kb) of genomic DNA among pheno-
typically normal individuals, and these copy number
variants (CNVs) are an important source of human
genomic variation [3]. Common CNVs have a minor
allele frequency (MAF)>5% and no apparent influence
on the phenotype. However, some rare CNVs, with
MAF < 1%, have been associated with phenotypic traits
[4], and a few of them have shown clinical relevance
depending on their size, gene content, or when overlap
with genes that manifest haploinsufficiency (when CNV
is CN =1) or triplosensitivity (when CNV is CN > 2) [5,
6]. In some occasions, their interaction with additional
genetic or environmental factors may influence whether
CNVs have a detectable phenotypic effect [7, 8]. CNV
represents a significant proportion of the total genetic
variability in all human populations [9-11]. A CNV was
initially defined as a DNA segment larger than one kb
with a variable copy number compared to a reference
genome [12]. Nevertheless, this term has extended to
all quantitative variations in the genome, including tan-
dem repeats, deletions, and duplications [13].

The accurate detection and interpretation of CNVs
are essential for research and clinical diagnostics
because CNVs may be a general population variant
or associated with pathology [14]. Therefore, it has
become increasingly important to detect the presence
of common and harmless CNVs within different eth-
nic groups to avoid misinterpretation of pathological
variants.

The Database of Genomic Variants (DGV) was initi-
ated to provide a publicly accessible, comprehensive,
and curated catalog of genomic variants [15]. The DGV
comprises the CNVs and structural variations found
in the genomes of control individuals from worldwide
populations. However, only three studies in this database
included individuals with Mexican ancestry, and they are
the same in all three studies [16—18]. Furthermore, cur-
rently it only comprises individuals born in the US with
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parents and grandparents of Mexican origin, represent-
ing only 3% of the total Mexican population [19].

In general, this could represent an issue since the con-
tribution of the ethnic group is diluted when the entire
group is used as a reference.

Therefore, it is necessary to report information on this
type, especially for underrepresented populations.

Several methodologies are commonly used for CNV
genome-wide study; one of the most robust methods
is microarray analysis, mainly when an array contains a
high density of probes. Most CNV studies are performed
with single nucleotide polymorphism (SNP) microarrays,
which, in addition to providing information on CNV in
the genome, also provide information at the allele level,
highlighting the presence of regions/runs of homozy-
gosity called long contiguous stretches of homozygosity
(LCSH) and providing essential clues regarding parental
relatedness (consanguinity), uniparental disomy, chro-
mosomal recombination or rearrangements [20, 21].

This work describes the frequency of four common
CNVs found using SNP microarrays in unrelated Mexi-
can-Mestizo individuals, who were healthy or had ane-
uploidies, and in whom structural alterations in their
genome was not suspected. The study highlights the
frequency variation of these common CNVs depending
on the ethnic origin of the population used as reference
for comparison.

It is essential to recognize the ethnic differences in
the distribution and frequency of CNVs, not only to
recognize their contribution to structural chromosomal
variation but also to ease recognition of possible asso-
ciations between CNVs and phenotypic characteristics
that may or may not be pathogenic.

Results

We studied the presence of CNV in a population of 147
Mexican-Mestizo individuals, 50 phenotypically nor-
mal (MXM, 30 females and 20 males) and 97 patients
with aneuploidies (MXM_A, 41 with trisomy 21, 28
with monosomy X, 11 with trisomy 13 and 17 with tri-
somy 18), which are part of a more extensive study that
aims to find genomic differences among these groups.
In this first study, we show four CNVs in common
among all these groups, with a very high frequency in
our population when contrasted with distant popu-
lations, as is the mix of the HapMap reference that
includes African, Asian, and Caucasian individuals.

Long contiguous stretches of homozygosity
To recognize the presence of inbreeding and consan-
guinity in our sample population, we analyzed the
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Table 1 LSCH characteristics in the studied population

% NAT Total Autosomal F (Avg)
Component LSCH (kb, Avg)
MXM 67.8 351,930.646 0.01221543
MXM_WBC NA 1,988,679.847 0.00069027
MXM_A 61.70 17,787.83589 0.0062265

NAT Native American, LCSH Long-contiguous stretches of homozygosity, Avg
average, NA not available, MXM Mexican Mestizo, MXM_WBC Women Breast

Cancer, MXM _A Mexican Mestizo with aneuploidy, F Inbreeding Coefficient,

shows no kinship

regions with homozygosity or long contiguous stretches
of homozygosity (LCSH) with Affymetrix Genome-
Wide Human SNP Array 6.0 (GW SNP 6.0). Eighteen of
the 50 healthy controls (MXM) studied showed at least
one autosomal region with LCSH. In the aneuploidy
group (MXM_A), 73/97 presented at least one autoso-
mal region with LCSH.

In addition, we analyzed 99 CEL files from 99 blood
samples of Mexican women with breast cancer (MXM_
WBC) present in public databases, where 75/99 pre-
sented at least one autosomal region with LCSH.

1.0

0.8

0.6
1

Ancestry

0.4

0.2
|
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Neither of these LCSH regions overlaps with the CNV
reported in this study, and more than 42% are com-
mon LCSHs, such as the 2q11.1q11.2, 11p11.2p12.1,
16p11.2p11.1, and 20q11.21q11.23 regions previously
reported [22-24]. The inbreeding coefficient (F) cal-
culated in the three groups supports the absence of
inbreeding or consanguinity (Table 1).

Ancestry

We deduced the ancestry in our MXM and MXM_A
groups compared with the Mexican ancestry in Los
Angeles CA, USA (MXL) included in the HapMap pro-
ject (64 Mexican individuals born in the US). First, we
noticed that our population (MXM and MXM_A) has
almost the same genetic content of European descent
from Utah, USA (CEU), Native American (NAT), and
Yoruba from Nigeria (YRI), then those studied for the
HapMap, with NAT being the most significant contri-
bution, even greater than for MXL, 0.488 vs 0.678 and
0.618, then of Caucasians and finally Africans (Fig. 1).

MXM_A

Fig. 1 Ancestry pattern from each contrlbutmg population in the Mexican Mestizo Healthy (MXM) and Mexican Mestizo with aneuploidy (MXM_A)
groups. Bar plot showing global ancestry of MXM groups deduced with ADMIXTURE. YRI: Yoruba in Ibadan, Nigeria; NAT: Native American; CEU:

Caucasian
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Common CNV Distribution in
MXM Samples

Frequency %

2 3 4 2 1.0 3 4,2 1 3 4
|CNV LOCUS| 2p11.2 8p11.22 14q32.33 15911.2
Copy Number

Frequency %
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Common CNV Distribution in
MXM_A Samples

B 421 03 42 1 3 4
2p11.2 8pi1.22 1493233  15q11.2

Copy Number

Fig. 2 Distribution of copy number variants (CNVs) frequently found in the Mexican-Mestizo population. a Mexican-Mestizo Healthy (MXM). b

Mexican-Mestizo with aneuploidy (MXM_A)

A. MXM donors
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4 I Chr2p11.2
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11111 LIl
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LA | I rrrrrrrrernr trrrrrrrnld
MXM Donors

Copy Number

0

B. MXM_A donors

B Chr2pti2
B ChrBpt1.22
B Chridg3233
B Chri5q11.2

MXM Aneuploid Donors

Fig. 3 Validation of copy number variant (CNV) changes at four chromosome loci by gPCR. a Nine DNA samples from healthy Mexican-Mestizo
(MXM) donors and b 7 DNA samples from Mexican-Mestizo donors with aneuploidy (MXM_A). The red line shows CN=2
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Copy number variants with high frequency

in Mexican-Mestizo population

We found CNV in almost all individuals and in all the
chromosomes; however, we observed four polymor-
phisms that occurred in chromosomes 2 (2.9 megabases
(Mb)), 8 (0.15 Mb), 14 (1.02 Mb), and 15 (0.76 Mb) with
a high frequency in the general population of Mexican-
Mestizo (MXM), in Mexican-Mestizo with aneuploidy
(MXM_A), and in the MXM_WBC group (Figs. 2 and 3)
(Table 2).

In region 2p11.2 for MXM healthy tissues, there was
a gain of 3 and 4 copies, CN=3 in 58% and CN=4 in
41%, respectively, and only one case (0.67%) was CN=2
(Fig. 2a); for MXM_A, 21% of cases presented with
CN=3 and 79% with CN =4, with an overall copy gain
across all groups of 99.6% (Fig. 2b, Table 2).

For chromosome 8p11.2, almost half of the cases, 42%
of MXM and 51% of MXM_A, have CN=2, but 49%
MXM and 41% MXM_A have losses with CN =1, and
the rest (9% and 8%, respectively) have null CN=0. The
frequency of CN =2 across all the groups is 54.5% (Fig. 2,
Table 2).

The CNV located in 14q32.33 is present as CN=3 in
55% of MXM healthy samples and 62% in MXM_A sam-
ples and as CN =4 in 45% of MXM and 38% of MXM_A
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subjects; there is not a single individual who shows
CN=2, 100% of individuals presented with gain in this
region (Table 2, Fig. 2a and b).

Finally, in 15q11.2, approximately 70% of the samples
had either gains or losses: 40% and 38% of the MXM
healthy tissues and MXM_A samples, respectively,
showed loss CN=1, while 31.5% of MXM and 31% of
MXM_A had gain with CN=3, giving a frequency of
CN =2 across all the groups of 71.1%.

The common CNV in MXM healthy subjects and tis-
sues observed utilizing HapMap as a population of refer-
ence is shown in Fig. 3a.

Validation of CN by qPCR

We performed qPCR to corroborate the CN obtained
with GW SNP Array 6.0 and analyzed the gDNA for a
representative sample of the individuals studied, includ-
ing nine MXM individuals and seven MXM_A individu-
als. With this method, 15 out of 16 samples (93.75%)
in locus 2p11.2 showed CN from 4 to 17 copies (ChAS
only detects up to CN=4). For chromosome 8, locus
8p11.22 A total of 14/16 (87.5%) samples showed <2 cop-
ies. For 14q32.33, we corroborated the gain of the CNV
in 13/16 (81.25%) with 3 to 5 copies; for chromosome 15,
we found both losses and gains by GW, and we found 4

Table 3 gPCR validation of CNV found with GWAS SNP Array 6.0 in Mexican-Mestizo

ID 2p11.2 8p11.22 14q32.33 15q11.2

chr2: 89,143,755-92,057,597  chr8:39,230,170-39,386,952  chr14: 106,078,230- chr15:21,914,540-

107,100,266 22,681,064

Healthy CN CN CN CN CN CN CN CN

Array qPCR Array qPCR Array qPCR Array qPCR
CtrNVO3 3 2 1 1 3 2 2 2
CtrNV04 4 7 2 1 4 3 4 1
CtrNVO05 3 4 2 1 3 2 2 2
CtrNVO7 4 5 1 1 3 3 2 4
CtrNVOo8 4 6 1 1 4 3 1 2
CtrNV10 4 6 2 1 4 2 1 5
CtrNV11 4 4 1 1 3 3 3 4
CtrNV13 3 17 1 1 3 4 1 1
CtrNV16 4 5 2 1 4 3 1 1
Aneuploid
NV20T13 4 7 1 1 4 2 3 4
NV31X0 4 4 1 1 3 3 2 ND
NV32T21 3 10 2 ND 3 3 1 ND
NV53T18 3 11 2 1 3 5 3 2
NV56T13 4 4 2 ND 3 ND 3 ND
NV60X0 4 10 2 2 3 5 1 1
NV62T18 4 7 1 1 4 ND 2 ND
NV115X0 4 ND 2 2 3 4 3 3
AE19T18 3 ND 2 ND 4 ND 1 1

ND No DNA available
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Fig. 4 Copy number (CN) estimates in 14g32.33 for sample C12.a CN in the C12 vs. Mexican Mestizo Healthy (MXM) reference. b CN in the C12 vs.
Iberian population in Spain (IBS) reference. ¢ CN in the C12 vs. Caucasian (CEU) reference. d CN in C12 vs. Yoruba in Ibadan (YRI) reference. e CN in
C12 vs. Hapmap reference (CEU + YRI). Note that the CNV in region chr14: 106,078,230-107,100,266 is only noticed when compared with HapMap

CEU and YRI samples

patients with loss and 6 with copy gains (25% and 37.5%,
respectively) (Table 3, Fig. 3).

CRMA v2 analysis

The CNV found with the Chromosome Analysis Suite
(ChAS) was validated with an additional CNV calling
method CRMA v2.

We declare the raw data set conformed by 50 MXM
CEL files (Genome-Wide Human SNP Array 6.0).

This method could compare the copy number estimates
in 14q32.33 for each sample. Figure 4 shows the CNV
calling for chromosome 14 in subject C12 in the A) C12
vs MXM reference. B) C12 vs Spanish population (IBS)
reference. C) C12 vs CEU reference. D) CN in the C12 vs.
YRI reference. E) CN in C12 vs. two populations included
in the HapMap reference (CEU+ YRI). It is important to
note that the difference in CN in our sample depends on
the reference used.

It is clear that in A and B, the 14q32.33 region does
not show changes with respect to the Mexican and
Spanish reference population, emphasizing our Mes-
tizo race formed by Spanish and Native American
groups. In contrast, comparisons with CEU, YRI and
CEU + YRI make evident a gain of probes located in the
chr14:106,078,230-107,100,266 region, showing our
racial differences with these populations.

Discussion

In the tested samples, we found four high-frequency
CNVs in the following loci: 2p11.2, 8p11.22, 14q32.33,
and 15q11.2. No genes were found at 2p11.2 or 15q11.2,
while the CNV at 8p11.22 included the genes ADAMS5
(HGNC: 212) and ADAMS3A (HGNC: 209). The
14q32.33 locus comprises the genes KIAA0125 (HGNC:
9834), ADAM6 (HGNC: 8755), LINC00226 (HGNC:
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338,004), IGHD (HGNC:5480), IGHG3 (HGNC:5527),
and IGHGI (HGNC:5525); none of these genes has
been associated with Mendelian diseases (OMIM)
related to genetic dosage (https://search.clinicalge
nome.org/kb/gene-dosage/region/ISCA-37477),  and
there are no regulatory sequences that could mod-
ify gene expression in any of the regions of the four
CNV; neither of our CNV reported overlap with LCSH
regions.

Additionally, by searching these specific regions in
databases such as the sSMC (small supernumerary
marker chromosomes) database http://cs-tl.de/DB/CA/
sSMC/0-Start.html and the chromosomal heteromor-
phisms database http://cs-tl.de/DB/CA/HCM/0-Start.
html, we found no evidence that a number other than
CN=2 in the 2p11.2, 8p11.22 and 15q11.2 regions or
14q32.33 duplications is associated with pathology, indi-
cating that numerical variants in these regions have no
impact on the phenotype, probably due to the absence of
dosage-sensitive genes [25].

The high frequency of some variants could be due to
the existence of inbreeding or consanguinity in the popu-
lation. However, according to our results on the percent-
age of homozygosity of the LCSH regions and the degree
of inbreeding (F value) [26], there is no indication of
inbreeding or consanguinity in the studied groups.

CNVs are genomic variants that confer high vari-
ability among individuals and have been recognized
for several years [1-3]. The first CNV studies were per-
formed in the HapMap collection, which comprises 270
subjects divided into four populations: 90 Yoruba from
Ibadan, Nigeria (YRI), 90 European descent from Utah,
USA (CEU), 45 Japanese from Tokyo, Japan (JPT) and
45 Han Chinese from Beijing, China (CHB) [4]. In that
study, the gDNA was analyzed with 500 K Affymetrix
SNP arrays, and the CNV was determined using the soft-
ware provided by Affymetrix. No individual presented
CNVs at 2p11.2, 8p11.22, 14q32.33, or 15q11.2. In 2010,
a study of large CNVs (1 kb) performed in 450 samples
of HapMap (180 CEU, 180 YRI, 45 JPT and 45 CHB)
reported CNV at 14q32.33 with a frequency less than 1%
and in 2p11.2, 8p11.22 and 15q11.2 with a frequency near
5% [13].

Later in 2015, the phase 3 1000 genome study included
2504 healthy individuals, only 64 of them (2.5% of the
total sample analyzed) were individuals of Mexican
descent, and they all were living in Los Angeles, Califor-
nia (MXL) [18] This study in which Hispanic genomes
were underrepresented showed low frequencies for
CNVs at 2p11.2, 8p11.22, 14q32.33 and 15q11.2, coinci-
dent with the data previously reported by Conrad et al.
[13].
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Now we know that the CNV rate of occurrence has
wide differences according to the ethnic group that is
studied, as it occurs with other polymorphic traits such
as SNPs or microsatellites [27]. Furthermore, frequencies
may vary depending on the microarray platform used
and the CNV calling algorithms [20, 28].

The results presented here are based on the Affymetrix
microarray platform and were analyzed using Affym-
etrix software, with Affymetrix annotations NetAffx 33.1,
which is the default software provided with this commer-
cial platform. This workflow is the one being used to find
CNV for clinical and research studies in Mexico and in
several other countries, however, in this software there is
little representation of the Latin American population.

In fact, there are studies reporting association of some
of the polymorphisms studied, to pathological conditions
[29-31]; one of these studies was conducted in Brazil and
described the association of CNV gain of the 14q32.33
region with dental tumors [32], the reported copy gain
in this 14q32.33 locus is as compared to the default ref-
erence genome without taking into account possible
ethnic differences of the studied population, an ethnic
matched reference genome would not have shown gain
in this region. Indeed in 2020, Godoy et al. identified a
CNV obtained from three different microarray platforms
from a Brazilian population to conform the Brazilian
CNV database. They found that a 14q32.33 gain was pre-
sent in 97.8% of the samples studied [33], similar to that
found in our study in 100% of the samples. Interestingly,
the origins of the Brazilian population and ours have in
common the mixture of the Iberian population that con-
quered us centuries ago.

The foregoing was addressed in this work by CNV call-
ing (CRMA), where a Spanish population was used as
reference, with this better-suited ethnical matched refer-
ence the gain of the CNV at 14q32.33 was reduced, and
even did not appear as copy number gain (Fig. 4a and b).

The findings presented in this study contribute to the
description of the frequency of common CNV in the
Mexican-Mestizo population. Because microarrays are
widely used tools in diagnostic and research contexts,
this work is a clear example of why CNVs analysis must
be carried out using an ethnically appropriate reference
population. The significance of this is being recognized
more wildly, as a consequence of this there is a conscient
effort to include more diverse ethnic groups in the wildly
used reference databases like HapMap [19]. This inclusive
policy is fundamental to have a more accurate represen-
tation of the human genome.
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Conclusions

We found four CNVs, 2p11.2, 8p11.22, 14q32.33, and
15q11.2, with a high frequency in the Mexican-Mestizo
population when contrasted with the HapMap popula-
tion of reference (ChAS), while when using an ethnically
related population as a reference, the differences were
reduced or disappeared, highlighting the importance of
analyzing the CNVs of the studied individuals with a ref-
erence group that (as far as possible) shares the same eth-
nicity. These findings contribute to a better description of
the CNVs characteristics of the Mexican-Mestizo popu-
lation and enhance the knowledge of genome variation in
different ethnic groups.

Methods

Population, samples, and DNA extraction

We included blood samples from subjects with Mexican-
Mestizo origin who consented to participating in this
study. Fifty were healthy, unrelated volounteers from the
general population. All subjects were over 18 years of
age, had no history of genetic diseases and at the time of
sample donation were not suffering from any infectious
disease nor taking any medications (MXM, 30 females
and 20 males). All participants had a normal karyotype
46,XX in females and 46,XY in males (20 corroborated
by G banding in 25 metaphases, and 30 by chromosome
microarray). We also included 97 aneuploid patients
(MXM_A, 41 with trisomy 21, 28 with monosomy X, 11
with trisomy 13 and 17 with trisomy 18), with karyotype
showing regular trisomy as well as X-monosomy without
mosaicism, which was corroborated by interphase FISH
(1000 cells analyzed).

Genomic DNA was extracted from the blood samples
obtained from the participants with the saline precipi-
tation method (Gentra Puregene Kit, QIAGEN, Venlo,
Limburg, NL).

Genome-wide Human SNP arrays

We analyzed the gDNA with the Affymetrix GeneChip®
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Santa Clara,
CA, USA). This array contains 906,600 SNP probes and
946,000 nonpolymorphic oligonucleotides; the median
intermarker distance over all 1.8 million SNP and copy
number markers combined is less than 700 bases.

The procedures for DNA digestion, ligation, PCR
amplification, fragmentation, labeling, denaturing and
hybridization into the array were performed in 147 DNA
samples (two DNA samples were not included because
they did not pass quality controls) according to the pro-
tocols provided by the supplier. Arrays were stained
and washed in the Affymetrix GeneChip Fluidic Station
450 and scanned using an Affymetrix GeneChip Scan-
ner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). We
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analyzed the files obtained with the appropriate bioinfor-
matics tools.

Long contiguous stretches of homozygosity

We visualized the long contiguous stretches of homozy-
gosity (LCSH) in Chromosome Analysis Suite (ChAS)
software version 4.1, provided by Affymetrix (Affyme-
trix, Santa Clara, CA, USA). For the analysis, we used the
NetAffx 33 hgl9 annotation files (http://www.affymetrix.
com). For LCSH >3 Mb, the analysis configuration was
set at LOH with marker count=50 and size=3000 kb,
and for LCSH >5 Mb, it was set at marker count=>50 and
size =5000 kb.

Estimation of the coefficient of inbreeding (F)

Individual inbreeding coefficients (F) were estimated
using LCSH>3 Mb data; F was the total length of auto-
somal LCSH in kb divided by the total autosomal size
covered by the Genome-Wide Human SNP Array 6.0
(2,881,033,286 kb for hgl9). We report the average of the
F value for each group. An F value of 0.25 could reflect a
first-degree parental relationship, 0.125 a second-degree
relationship, 0.0625 a third-degree relationship and
0.03125 a fourth-degree relationship [26].

Additional files

To compare our studied population, we used the fol-
lowing CEL files obtained from Affymetrix GeneChip®
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Santa Clara, CA,
USA):

(a) Ninety-nine files from healthy tissues obtained from
women with breast cancer (MXM_WBC) [34] from the
GEO open database (GSE87048).

Together with the MXM, they will be the Healthy
tissues.

(b) 30 Spanish (IBS) files downloaded from GEO data
set GSE67047 [35]

(c) 30 Caucasian (CEU) and 10 Yoruba (YRI), part of
the population studied in the HapMap project, CEL files
kindly provided by Affymetrix/Thermo Fisher.

Ancestry
The MAP and PED files obtained by Genotyping Console
software (Affymetrix) were used for the ancestry analysis;
we eliminated two files that did not pass quality control.
The global ancestry of 49/50 healthy Mexican-Mes-
tizo files (MXM) and 96/97 individuals with aneuploidy
(MXM_A) was deduced through a supervised maximum
likelihood ADMIXTURE approach from K=2 to K=3
ancestral components and compared with the global
ancestry of the group MXL (Mexican ancestry from
Los Angeles California US) (n=64). For this analysis,


http://www.affymetrix.com
http://www.affymetrix.com
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genotypic frequencies of Northern European (CEU)
(n=99), Yoruba (YRI) (n=108), and Native American
(NAT) (n=43), reported in the 1000 genomes project
(1IKGP), were considered as reference parental popula-
tions for demographic and historical reasons.
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Fig. 5 Chromosome 14 image with CNV highlighted, CN > 2 in blue arrowheads, and the regions with CN=1 in red arrowheads, the CN regions
with copy number (CN=2) are only marked in lines. CNV in 14g32.33 is present in all samples of our group of study (n=246). CN: Copy Number
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Copy number variant (CNV) calling

CNVs were visualized with Affymetrix software (Affy-
metrix, Santa Clara, CA, USA). GeneChip Command
Console (AGCC) software was used to generate the CEL
files and ARR files from each microarray scanned. The
CEL and ARR files were analyzed with Genotyping Con-
sole software (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) to
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Table 4 Primers designed for gPCR of the loci with copy number variants (CNVs) and control regions

ID 3’-5'Sequence 3’-5'Sequence

Forward Reverse
Chr2CNV GGAAACACCTATTTGGACTGGT GCCCGATAGGAAAGCGTATAG
Chr2Ctrl TGATTTGGGTTGCACTTCTTT TTGCAGCAAATAGGCGAATA
Chr8CNV CAGCCGTTCCAAGGACAA GAGACAGCATTGCGTAGCC
Chr8Ctrl TGCAGTGAGCTCCCTAAGTCT GCTCGGGAGTCTAACAGTCAA
Chr14CNV AACACCCAGTGCAATGTGAC TCCTCTATGACCGCACTTCTG
Chr14Ctrl TTTTTGAAGGAGTTGGTTAAACATT GTGTCCCTCAGCTAGGCAGT
Chr15CNV TGAACAAGAGGGACAAGCAA AGGGTATGTCCCCATCATCA
Chr15Ctrl CAAAGTCTCCTAATCTTGGACAGC GAGGGAAGACTAGGATGATACCTG

obtain the CN data files (CNCHP) MAP and PED files
for ancestry. CNCHP data were analyzed using Chromo-
some Analysis Suite (ChAS) software version 4.1 (Affym-
etrix, Santa Clara, CA, USA).

The annotation file used in our analysis can be found
on the Affymetrix website, listed as NetAffx 33.1 (hgl9).
The reporting threshold of the copy number was set at
"High Resolution" settings, which gave us a total of gains
or losses of 100 kb with a marker count>50. The copy
number variants were compared among all samples. The
CN analysis in ChAS software (http://www.affymetrix.
com) has two ways of showing the results: one as a table
that includes both coordinates and CN for each region;
or a graphical interphase that displays the results of CN
in an image of each of the 23 chromosomes, highlighting
the regions with CN>2 in blue arrowhead, regions with
CN=1 in red arrowhead, or CN regions with copy num-
ber (CN =2), which are only marked in lines (Fig. 5).

To corroborate the changes in the CN obtained by GW
SNP 6.0, we analyzed the absolute changes in copy num-
ber with qPCR in a representative sample. Oligonucleo-
tides primers were designed at the four /oci with CN =2
and for a distal Jocus on the same chromosome, where
CN=2 was used as a copy number control (Table 4).
qPCR was performed with LightCycler ® Master (Roche
Diagnostics) using hydrolysis TagqMan® probes (Univer-
sal Probes, Roche) with 100 ng of DNA, 45 amplification
cycles and a single quantification. For those chromo-
somal regions in which it is possible to have a CN=2
control DNA, the method proposed by Livak of 27PP¢t
was used [36]; for the loci where all subjects showed the
change in the CN, the 27PC method was used (Table 3)
[36].

For an additional CNV calling method, we used copy
number estimation using robust multichip analysis,
and this method provides full-resolution raw total copy
number estimates by preprocessing and probe summa-
rization. CRMA v2 is available in Bioconductor [37] and

implemented in R (http://www.aroma-project.org/vigne
ttes/CRMAv2/).

Briefly, the CEL files were analyzed for quality after the
program calibrated for crosstalk between allele probe
pairs, followed by normalization for 25-mer nucleotide-
position probe sequence effects. Next, we analyzed the
performance of robust probe-summarization, normal-
ized the PCR fragment-length effects on summary sig-
nals, and finally calculated the full-resolution total copy
numbers. When a standard reference is used, it is often
the average of a pool of samples CnChipEffectFile.

The reference control samples for CRMA v2 analysis
were a) the same 50 healthy individuals of MXM; b) 30
IBS, 30 CEU and 10 YRI. All groups were analyzed with
the same pipeline.

We made the following comparisons: (a) MXM vs.
MXM reference; (b) MXM vs. IBS reference; (¢) MXM vs.
CEU reference; (d) MXM vs. YRI reference; and (e) MXM
vs. HapMap reference (CEU + YRI).

Databases
We reviewed publicly available databases to classify the
CNVs found in our samples and the genes included:
Database of Genomic Variants (DGV, http://projects.
tcag.ca/variation/).
DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk).
ECARUCA (http://www.ecaruca.net/).
Genes2Cognition (http://www.g2conline.org/).
Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html).
OMIM (https://www.omim.org/).
Gene ontology (http://geneontology.org/).
ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).
ClinGen (https://www.clinicalgenome.org/).
The sSMC database (http://cs-tl.de/DB/CA/sSMC/0-
Start.html).
The heteromorphims database (http://cs-tl.de/DB/CA/
HCM/0-Start.html).
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home
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Abbreviations

CEU Utah residents (CEPH) with Northern and Western European
ancestry (1KGP population)

CHB Han Chinese from Beijing, China

CN Copy number

CNV Copy number variant

DGV The Database of Genomic Variants

Gb Gigabases

GW SNP 6.0 Genome-Wide Human SNP Array 6.0, Affymetrix

hg19 Homo sapiens (human) genome assembly GRCh37

1BS Iberian population in Spain

INP Instituto Nacional de Pediatria

kb Kilobases

LCSH Long contiguous stretches of homozygosity

MAF Minor allele frequency

MXL Mexican Ancestry in Los Angeles CA, USA (1 KGP population)

MXM Mexican Mestizo healthy controls

MXM_A  Mexican Mestizo with aneuploidy
MXM_WBC Mexican-Woman with breast cancer (blood samples)
NAT Native Americans (1KGP population)

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

qPCR Quantitative polymerase chain reaction
sSSMC Small Supernumerary Marker Chromosomes
SNP Single nucleotide polymorphism

YRI Yoruba in Ibadan, Nigeria (1KGP population)
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ABSTRACT

Objective: Sex chromosome mosaicism remains challenging in the study of disorders of sex development
(DSD). Aneuploid cells in the developing gonad play a major role in sex determination. Therefore, it is
necessary acknowledge their presence by different methods. Our aim was to stand out the utility of
urothelial cells for unravelling complex and hidden cell lines in DSD patients.

Case report: Herein we report on a 19-year-old female with primary amenorrhea, short stature without
ambiguous external genitalia. She had a 45,X/46, XY karyotype in leukocytes. Interphase FISH revealed
hidden 45,X/47,XYY[47,XXY[46,XY/46, XX mosaicism in leukocytes and urothelial cells.

Conclusion: These findings highlight the importance of investigating sex chromosome mosaicism in
other tissues. Of particular interest in cases of DSD are the cells from the urinary epithelium, which may
reflect the cell composition of the urogenital ridge, the analysis of these cells should be considered

within the clinical assessment of DSD patients.
© 2021 Taiwan Association of Obstetrics & Gynecology. Publishing services by Elsevier B.V. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

Amenorrhea is the most common disorder affecting menstrua-
tion, its prevalence is approximately 4%. Among the causes of pri-
mary amenorrhea, gonadal dysgenesis represents almost 40%,
therefore cytogenetic analysis is an essential part of the clinical
assessment [1]. The most common cytogenetic finding is chromo-
some X monosomy or Turner syndrome. It has been described that
most 45,X individuals may possess another cell line with a second
sex chromosome [2]. The existence of sex chromosome mosaicism
may be manifested as a wide clinical spectrum, from a female
phenotype, to a male phenotype with infertility. In some patients
characteristics of disorders of sex differentiation (DSDs) involving
the Y chromosome, can be observed [3]. However, most cases of

* Corresponding author.
E-mail address: pgrether@gmail.com (P. Grether-Gonzdlez).
1 These authors contributed as first authors.
2 Current address: ABC Medical Center, Av. Carlos Fernandez Graef 154, Cuaji-
malpa, Z. C. 05330 Mexico City, Mexico.
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45,X /46, XY mosaicism exhibit an asymmetric gonadal differenti-
ation, with a dysgenetic testis on one side and a contralateral streak
gonad, which is known as partial gonadal dysgenesis [4]. Mosai-
cism involving more than two cell lines has been rarely described
and there is no constant relationship between karyotype and
phenotype [5].

We present the case of a phenotypically female patient with
primary amenorrhea but with spontaneous secondary sex devel-
opment with a 45,X/46, XY mosaicism in peripheral blood karyo-
type and a hidden 45,X/47,XYY[47,XXY/46,XY[46, XX mosaicism, as
demonstrated by fluorescence in situ hybridization (FISH), in un-
cultivated leukocytes and urothelial cells. These findings highlight
the importance of investigating urothelial cells in patients with
DSDs to unravel cell absent or in very low number in blood.

Case presentation

All procedures were approved by the institutional bioethics
committee. The patient and her parents signed an informed consent
form. The proband was a 19 years old female with history of primary

1028-4559/© 2021 Taiwan Association of Obstetrics & Gynecology. Publishing services by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
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amenorrhea. She has two healthy siblings. Her parents were non-
consanguineous with no relevant medical history. She presented
spontaneous secondary sex development, but menarche was hor-
monally induced at 18 years old. Clinical examination revealed short
stature, height 147 m (<3rd percentile) and weight of 58 kg
(percentile 50). She had low posterior hair implantation, broad
thorax, breast Tanner stage Il and cubitus valgus. The external
genitalia were morphologically normal, corresponding to female
Tanner stage IV. No other relevant clinical data or Turner related
signs were found. Pelvic ultrasound showed a 5.6 x 1.7 x 3.6 cm
uterus and a 2 x 0.8 x 2 cm right gonad, the left gonad was not
visualized. Renal ultrasound, thyroid hormones and electrocardio-
gram were normal. The results of hormones levels were FSH 108
mU/ml (3—10 mU/ml), LH 49.7 mU/ml (2—10 mU/ml), estradiol
25 pg/ml (27—161 pg/ml), total testosterone 1.02 ng/ml (female up to
0.73, male 1.95—11.38) progesterone 0.82 ng/ml (5—20 ng/ml) and
prolactin 9.76 ng/ml (0—20 ng/ml). Karyotype on blood lymphocytes
revealed a 45,X[67]/46,XY[33] mosaicism. In order to compile a more
specific characterization of the mosaicism, FISH was carried out on
phytohemaglutinin-stimulated lymphocytes, unstimulated leuko-
cytes and non-cultivated urothelial cells. Urothelial cells were
processed according to the Vysis protocol for uncultured amniocytes
[6], with some modifications such as lysozyme treatment after a
microscope analysis to verify the presence and amount of bacteria.
The sample was incubated with lysozyme (1 mg/ml of Hank's
Balanced Salt Solution without Ca nor Mg) and Penicilin-
Streptomicin (10,000 U/ml) at 37 °C and 5% of CO; for at least 1 h.

LSI SRY/spectrum orange, CEP X/spectrum green and sat Il Y/
spectrum aqua probes from Vysis were used on metaphases
from stimulated lymphocytes. Centromeric probes for chromo-
somes X, Y and 18 (CEP X/spectrum green, CEP Y/spectrum orange,
and CEP 18/spectrum aqua, Vysis, Inc), were used on interphase
nuclei from leukocytes and urothelial cells. Chromosome 18 probe
was used as an internal control to differentiate aneuploid from
polyploid cells.

FISH on 1000 interphase nuclei from non-stimulated leukocytes
showed a proportion of 45,X (81.4%) and 46, XY (15.7%). In addition,
a normal XX and an XYY cell lines were found in a proportion of
1.3% and 1.6%, respectively. In an attempt to investigate the distri-
bution of the mosaicism in a tissue more closely related to the
urogenital ridge, we decided to study uncultivated urothelial cells,
which could provide an additional view of this mosaicism. FISH on
365 urothelial cell nuclei revealed cell lines 45,X and 46,XY, in a
similar proportion compared to blood leukocytes. However, uro-
thelial cells revealed a more complex mosaicism, including a not
previously observed XXY cell line in 1.6% of the nuclei and one XYY
cell corresponding to a non-representative 0.3% (Table 1) (Fig. 1).

In order to infer the structure of the Y chromosome, the se-
quences PABY, SRY, AMELY, Ycen and Ygh were investigated by PCR
analysis. PCR was performed in DNA derived from blood leukocytes.

Table 1
Frequency of cell lines detected in blood and urothelial cells.

Taiwanese Journal of Obstetrics & Gynecology 60 (2021) 526—529

PCR conditions were as previously reported [7]. All Y chromosome
sequences were present, suggesting no structural abnormalities.

Discussion

The 45,X/46, XY karyotype is a rare condition of sex chromo-
somes, with an estimated incidence of 1/10,000 newborns. In 34
cases of X/XY mosaicism, Matsumoto et al. found ambiguous
genitalia in 74%. Regarding the gonad histology, 59% presented a
unilateral testis and a contralateral gonad with abnormal histology,
26% bilateral streak gonads and 15% bilateral dysgenetic testes [8].

Some patients with 45,X/46, XY karyotype have an abnormal
Y chromosome, which can be related with its lost in some cells,
adding complexity to the genotype—phenotype correlation [9]. In
this case, the Y chromosome regions analyzed suggested integrity of
the Y chromosome. Whatever phenotype is present, analysis of the
mosaicism is important during the clinical approach, as well as an
investigation of all the comorbidities associated with the mosaicism.

Sex chromosome mosaicisms involving more than three cell
lines have been studied in blood, skin and gonadal preparations,
but, to the best of our knowledge they have not been investigated in
urothelial cells for DSD patients. In the present case, we identified
five cell lines with different distributions within the analyzed tis-
sues, which provide a possible explanation for the phenotype
observed in the patient.

High frequencies of mosaicism (50—80%) have been reported in
cleavage stage human embryos [10], however, by the 12th week of
gestation, most pregnancies carrying a mosaicism are lost. Never-
theless, the recognition of the presence of mosaicism disorders is
rapidly increasing because of new reproduction technologies.
Mosaicisms can arise at various stages of development or during
adult life. Mosaicism be caused by a postzygotic rescue in cells
derive from an aneuploid zygote, or by de novo postzygotic non-
disjunction during mitosis in cells derived from a zygote with a
diploid chromosome complement [11].

In our case, the multiple cell lines observed could have emerged
from a 47,XXY, 48, XXYY, 47,XYY, or even an from an euploid 46, XY
zygote. Various aberrant postzygotic events, could lead to the
complex mosaicism detected. Irrespective of the chromosome
complement of the zygote, the mosaicism most probably started at
the cleavage stage, by the time when it is known that some of the
checkpoints of the cell cycle are absent [12]. It is known that gene
expression in the embryonic genome begins after the 8-cell stage.
At the same time the control of cell cycle begins to be active. Cell
cycle control is fully activated by the 64-cell stage (free blastocyst
stage). At this moment numerical changes in chromosomal
composition are restricted [12].

In viable mosaicisms, such as those involving sex chromosomes,
the survival of aneuploid cells is expected. Furthermore, recent
studies have reported a wider range of chromosome mosaicisms in

Cell type Method Probes Number of XX cells Number of XY cells Number of X cells Number of XYY Number of XXY
cells cells
Metaphases from Stimulated GTG 55 (30.7%) 124 (69.3%)
lymphocytes
Stimulated lymphocytes FISH CEPX/SRY/ 127 (12.7%) 873 (87.3%)
SATIITY
Non-stimulated leukocytes FISH CEPX/CEPY/ 13 (1.3%) 157 (15.7%) 814 (81.4%) 16 (1.6%)
CEP18
Non cultivated urothelial cells FISH  CEPX/CEPY/ 15 (4.1%) 49 (13.4%) 294 (80.5%) 1(0.3%) 6 (1.6%)
CEP18

GTG (Trypsin Giemsa Stain), FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), CEPX (Chromosome X centromeric probe), SRY (Sex determining region Y probe), SATIIIY (satellite Ill Y
DNA probe), CEPY (Chromosome Y centromeric probe), CEP18 (Chromosome 18 centromeric probe).
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Fig. 1. Fluorescence In Situ Hybridization. Mosaicism distribution identified by FISH analysis using X, Y and chromosome 18 probes labeled with spectrum green, orange and aqua
respectively. A—D: Uncultured urothelial cells showing different hybridization signals. A and B: XY nuclei, C: XYY and D: shows two cell lines one XY and other XXY. E-F: Interphase
nuclei from non-stimulated peripheral blood leukocytes showing X, XX, and XY cell lines in the mosaic. (Aqua signals not shown in D and F).

clinically normal individuals, supporting the notion of mosaicism
generation in late prenatal or even postnatal life [13].

In the present case, the discovery of unseen cell lines in uncul-
tivated leukocytes and urothelial cells suggests that some of the cell
lines emerged after the free blastocyst stage, probably in the yolk sac
endothelium. The endodermal layer of the yolk sac generates, at
least, part of the hematopoietic stem cells [14] and the primordial
germ cells, that become readily recognizable at 24 days after fertil-
ization. Therefore, the embryonic developmental stages, at which
different cell lines appear, as well as their distribution along tissues,
are crucial for the resultant phenotype and the clinical consequences.

Biesecker [13] proposed that somatic mosaicism is widespread
during normal development and they pointed out the relevance of
investigating different tissues. The findings in the present case sug-
gest that new cell lines with different chromosome compositions

were generated in the developing embryo beyond the free blastocyst
stage. It has been reported that different culture time could result in
different cytogenetic outcomes, which may also help explain the
selective growth of mesodermal cells during the process of pro-
longed culture [15]. This is the reason why we consider that the
analysis of uncultured cells is essential to avoid in vitro preferential
cell proliferation.

A combination of different methods, namely conventional
karyotyping following culture, multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) and fluorescence in situ hybridization
(FISH), or even genomic technologies could provide unprecedented
opportunities to assess increasing genomic variation among
individuals and tissues.

In summary, the present case highlights the need for a more
extensive chromosome investigation during the study of disorders
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of sex development, extending it to other tissues and including
interphase cells. Of particular interest in cases of DSD are the cells
from the urinary epithelium, which somehow reflects the cell
composition of the urogenital ridge. In addition, these cells can be
obtained through noninvasive procedures. The analysis of these
cells, should be considered within the routine clinical assessment of
these patients.
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