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Un testigo genético: PGT como
herramienta de control de calidad del
laboratorio de fertilizacion in vitro para
confirmacion de parentescos

A genetic witness: PGT as a routine IVF
quality control tool to confirm familial
relationships.

Diana Garro-Nufiez,? Jia Xu,? Nathan Treff,' Diego Marin'

Resumen

OBJETIVO: Demostrar y validar que una plataforma de PGT basada en microarreglo
de SNPs es capaz de predecir relaciones familiares entre muestras de manera rutinaria
y, por lo tanto, convertirse en una herramienta para el control de calidad y seguridad
del laboratorio de fertilizacién in vitro.

MATERIALES Y METODOS: Estudio retrospectivo de validacién. Se determinaron pun-
tuaciones de similitud genética de las diferentes categorias de parentesco con biopsias
de trofoectodermo de 97 embriones, 22 muestras de ADN parental y 317 rebiopsias de
58 embriones descartados. Luego, el método validado se implementé como control de
calidad de rutina en un laboratorio de PGT para 4,767 casos clinicos.

RESULTADOS: Los parentescos (mismo origen, hermano completo y no relacionado)
se distinguen facilmente a partir de las puntuaciones de similitud genética con 100%
de sensibilidad y especificidad. No fue posible diferenciar entre hermanos completos y
medio hermanos debido a una superposicién de las puntuaciones. Progenitor-embrién
presentaron puntuaciones con 100% de sensibilidad y especificidad.

CONCLUSION: Plataformas de PGT basadas en SNP de alta resolucién ofrecen la
posibilidad de ampliar su aplicabilidad mas alld de indicaciones convencionales, pues
son capaces de determinar las relaciones familiares entre muestras de embriones. Esto
las convierte en una valiosa herramienta adicional para mejorar la seguridad en los
laboratorios de embriologfa.

PALABRAS CLAVE: PGT, testigos electrénicos; biopsias de trofoectodermo; parentesco;
SNP.

Abstract

OBJECTIVE: To determine if a high-throughput SNP-array based PGT platform can
accurately predict familial relationships between samples under analysis.

MATERIALS AND METHODS: Retrospective validation study. Genetic similarity scores
(GSS) of the different categories of relationship were determined with trophectoderm
biopsies of 97 embryos, 22 parental DNA samples and 317 rebiopsies of 58 arrested
embryos. The validated method was then implemented as routine quality control in a
PGT laboratory for 4,767 clinical cases.

RESULTS: Relationships (same origin, full sibling, and unrelated) are easily distinguished
from the GSS with 100% sensitivity and specificity. It was not possible to differentiate
between full and half sibs due to overlapping scores. Parent-embryo presented scores
with 100% sensitivity and specificity.
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CONCLUSION: high-throughput SNP-array based PGT platform offer the possibility of
expanding their applicability beyond conventional indications, as they can determine
familial relationships between embryo samples. This makes them a valuable additional

tool to improve safety in embryology laboratories.

KEYWORDS: PGT, electronic witness; trophectoderm biopsies; relationship; SNPs.

ANTECEDENTES

Las clinicas de fecundacion in vitro llevan
simultaneamente a cabo tareas de alta comple-
jidad que requieren estrategias que minimicen
los riesgos. Los errores pueden ocurrir durante
la identificacion de pacientes, preparacién de
muestras de semen, inseminacion, vitrificacién y
otros procesos de manipulacion que implican el
trasvase de muestras.>* Se estima que la tasa de
errores en los procedimientos de fertilizacién in
vitro va del 0.20 al 1.39% incluidas las muestras
biolégicas de difstintos pacientes, asignacion
equivocada de blastocistos y error en etiquetas
preasignadas.>*>® Las consecuencias de esos
errores son: diagndstico incorrecto, pérdida del
material bioldgico vy, en los casos mas desfavo-
rables, inseminacién con gametos incorrectos
o la transferencia errada de un embrién.>47-10

La comunidad cientifica de reproduccién asistida
recomienda incorporar métodos de identifica-
cién y trazabilidad del material biolégico.? Por
eso el uso de testigos dobles manuales y testigos
electrénicos (EWS; por sus siglas en inglés) es
decisivo para reducir los errores humanos en
los laboratorios de fertilizacion in vitro.>® Los
testigos dobles se refieren a la participacion
de un segundo profesional que confirma la
informacién, pero no estan exentos de errores
involuntarios.” EWS son sistemas electronicos

automatizados que ahorran tiempo y mejoran el
flujo de trabajo.® Algunos tipos de EWS se basan
en la identificacion de muestras por radiofre-
cuencia (RFID), codigos de barras de silicona y el
uso de inteligencia artificial.''2'3 Un problema
de los EWS es que pueden tener fallas debido
a una configuracion incorrecta del sistema y al
dafo de etiquetas.?®

Existen diferentes plataformas para practicar
pruebas genéticas preimplantacionales (PGT
por sus siglas en inglés), como las basadas en la
reaccién de cadenas de polimerasa (PCR), se-
cuenciacion de siguiente generaciéon (NGS) y los
microarreglos de polimorfismos de nucleétido
Gnico (SNPs)."* En la actualidad, las plataformas
basadas en NGS son las mas utilizadas para
pruebas genéticas preimplantacionales debido a
su facil acceso, versatilidad de protocolos y alta
relacién costo-efectividad.™ Si bien algunas de
estas plataformas logran incluir el genotipado de
SNPs en muestras procesadas,'® la mayor parte se
limita al andlisis del dosaje cromosémico, limi-
tando su uso a indicaciones convencionales de
PGT, como aneuploidias (PGT-A), enfermedades
monogénicas (PGT-M) y rearreglos estructurales
(PGT-SR).

Gracias a avances recientes en el desarrollo de
plataformas de PGT, especificamente microa-
rreglos de SNPs, ahora es posible practicar el
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andlisis del genoma de biopsias de blastocistos
genotipando mas de 860,000 SNPs."” Esta gran
densidad de variantes genéticas distribuidas a lo
largo del genoma permite predecir la similitud
genética entre muestras analizas con alta preci-
sion, lo que sugiere que este tipo de plataforma
podria utilizarse para confirmar parentescos en-
tre muestras de una misma cohorte embrionaria,
o entre embriones y sus respectivas fuentes de
gametos, de haber ADN disponible de ambos
padres biolégicos. Por esta razén, el objetivo
de este estudio fue: demostrar y validar que una
plataforma de PGT basada en microarreglo de
SNPs es capaz de predecir relaciones familiares
entre muestras de manera rutinaria y, por lo
tanto, convertirse en una herramienta para el
control de calidad y seguridad del laboratorio
de fertilizacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Estudio retrospectivo, de validacién de la pla-
taforma de SNPs de alta productividad para
confirmar las relaciones familiares entre mues-
tras estudiadas en un Unico laboratorio clinico
especializado en pruebas genéticas preimplan-
tacionales. El andlisis se efectud en dos fases: la
primera consistente en la validacion del método
y la segunda en su aplicacién como parte de la
rutina del laboratorio de PGT.

Todas las muestras incluidas en el analisis
cumplieron los criterios establecidos para su pro-
cesamiento y obtuvieron resultados susceptibles
de interpretacion. El procesamiento de muestras
se llevd a cabo en un laboratorio clinico acre-
ditado por el Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA) y el College of American
Pathologists (CAP) de New Jersey, EUA.

El training set utilizado para la validacién fue de
11 casos de PGT-M y PGT-SR con 97 biopsias de
trofoectodermo y 22 muestras de ADN parental
disponibles. Ademas, se utilizaron 58 embriones
previamente descartados debido a aneuploidias,

donados para investigacién. Estos embriones
fueron objeto de mudiltiples biopsias (317 re-
biopsias). Una vez establecida la validacién del
método se procedié a implementarlo de modo
automatizado como control de calidad para
4,767 casos clinicos de PGT procesados por un
Gnico laboratorio de pruebas genéticas.

Fase 1. Validacion

Las muestras de training set se procesaron en cie-
go. Previamente se conocia el parentesco entre
las muestras, gracias al andlisis de ligamiento
que involucra las pruebas PGT-M y PGTSR."”
Las categorias de parentescos o relaciones fa-
miliares utilizadas para cada par de muestras
fueron: 1) mismo origen (rebiopsias del mismo
embrién), 2) hermano completo (comparten los
dos progenitores), 3) medio hermano (compar-
te solo un progenitor), 4) progenitor-embrién
(embrién y uno de sus padres biolégicos) y 5)
no relacionados. Enseguida se compararon los
datos generados por el microarreglo de SNPs de
cada muestra analizada con las otras muestras
de la fase de validacion (Cuadro 1). Se gener6
una puntuacion de similitud genética (descrita
en el apartado analisis genético) entre cada par
de muestras. Enseguida se procedi6 a revelar las
relaciones de cada par de muestras comparadas
y se establecieron umbrales que permitieran
identificar cada una de las categorias de rela-
ciones familiares.

Cuadro 1. Cantidad de relaciones segin el nivel de paren-
tesco entre las muestras utilizadas en la fase de validacion

Nivel de parentesco Numero de observaciones

No relacionado 39442
Hermanos completos 2652
Medios hermanos 496
Progenitor-embrién 452
Mismo origen 317
Total 43359
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Fase 2. Aplicacion

Una vez establecidos los umbrales de las pun-
tuaciones de similitud genética (descrita en el
apartado Analisis genético) para cada categoria,
se genero un algoritmo que permite automatizar
este andlisis para todas las muestras procesadas
en un laboratorio de PGT.

Andlisis genético

Como parte de los estandares de rutina del labo-
ratorio clinico de PGT se evalué la calidad del
ADN, de modo que solo se incluyeron al estudio
las muestras con calidad suficiente para generar
un cariotipo. El ADN amplificado de todas las
muestras fue procesado por una plataforma PGT
basada en el microarreglo de SNPs del Biobanco
del Reino Unido (UKBB). Esta plataforma incluye
mas de 860,000 polimorfismos de nucleétido
Gnico (SNP) distribuidos a lo largo del genoma."”
La placa del microarreglo tiene la capacidad
de procesar 96 muestras simultineamente. Las
muestras pueden ser biopsias de trofoectoder-
mo, en algunos casos ADN extraido de saliva
parental o de otros parientes, dos controles po-
sitivos (ADN genémico del repositorio de Coriell
Institute for Medical Research) y dos controles
negativos (pocillos vacios).

Con respecto a la generacién de las puntua-
ciones de similitud genética entre muestras, se
utiliz6 el programa PLINK 1.90 beta para calcular
las puntuaciones de Identidad por Estado (IBS),
que cuantifican la proporcién de SNP con geno-
tipos idénticos entre dos muestras comparadas.'®
El IBS asigna un puntaje a la comparacién del
genotipo de cada SNP de la siguiente forma:
IBS = 1 si ambos alelos de un SNP son iguales
entre dos muestras, IBS = 0.5 si solo un alelo
es idéntico e IBS = 0 si no comparten ningin
alelo. El valor total de IBS se calcula mediante
la suma del puntaje de todos los SNPs y luego
se divide por el total de SNPs. Los valores finales
de puntuaciones de similitud genética (PSG) se
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estimaron a partir de la férmula PSG = 1-IBS.
Cada categoria de parentesco debe tener un
rango distinto de similitud genética en compa-
racion con las otras para ser validada. A partir de
los valores anteriores se establecen los umbrales
de similitud genética para cada parentesco al
promediar los valores de extremos préximos de
los rangos entre categorias.

Ademas, para confirmar la relacién biolégica
materna y paterna de las muestras de trofoecto-
dermo se hizo un anélisis de SNPs informativos,
consistente en la identificacion de SNPs ho-
mocigotos en todo el genoma con genotipos
opuestos para cada uno de los progenitores y
su evaluaciéon en muestras de embriones para
confirmar patrones de herencia mendeliana.
Rana y colaboradores ahondan con més detalle
en la validacién de este método.'*2°

RESULTADOS

Fase 1: Validacion

Las puntuaciones de similitud genética calcula-
das para la categoria 7) mismo origen estuvieron
entre 0.001-0.032, 2) hermanos completos
entre 0.059-0.110, 3) medios hermanos entre
0.104-0.133, 4) progenitores y embrién entre
0.084-0.115, y 5) muestras no relacionadas
entre 0.120-0.194 (Figura 1A). Para muestras
de biopsias embrionarias, las categorias mismo
origen, hermano completo y no relacionado
se distinguen facilmente por las puntuaciones
calculadas y se establecieron umbrales que
mantuvieron una sensibilidad y especificidad
del 100%. No fue posible definir un umbral para
distinguir entre hermanos completos y medio
hermanos debido a una superposicion de las
puntuaciones del IBS (Figura TA'y 1B). Ademas,
se establecieron umbrales para las relaciones
progenitor-embrién con una sensibilidad y es-
pecificidad del 100%. Es importante resaltar que
los valores de progenitor-embrion se encuentran
dentro de la categoria de parentesco redefinida
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como “relacionados” (Figura 1B) y su resultado
se complementa con el analisis adicional de
confirmacion de relacién biolégica materna y
paterna por medio de SNPs informativos.

Fase 2: Aplicacion

El algoritmo genera como resultado final un
mapa de calor para cada placa del microarreglo
(Figura 2 y 3). Los mapas de calor son matrices
de los valores del puntaje de similitud genética
(1-IBS) para las 96 muestras que se procesan
en una misma placa comparadas entre si (Fi-

gura 2A). Se utiliza un patrén de color para
representar el valor de la similitud entre dos
muestras, segln los umbrales previamente vali-
dados (Figura 1B). Este grafico permite distinguir
facilmente las cohortes embrionarias que se
corrieron en una misma placa de microarreglo.
Las Figuras 2A y 2B muestran un ejemplo de los
resultados esperados de un mapa de calor y de
una cohorte embrionaria generados a partir de
un proceso de fertilizacién in vitro certero. Es
importante evaluar las métricas de calidad del
ADN como primer paso, porque si alguna mues-
tra tiene baja calidad o falla de amplificacién, el
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Figura 1. Similitud genética segln categorias de parentesco. A) Puntuaciones 1 - Identidad por Estado (IBS) para
cada categoria de parentesco a partir de biopsias de trofoectodermo y ADN de saliva parental. B) Umbrales de
similitud genética segln el nivel de parentesco redefinido segtin rangos de IBS diferenciados entre si.



Revista Mexicana de Medicina de la Reproduccion

algoritmo la tomard como no relacionada. Esto
se debe a una subrepresentacién de los alelos
compartidos entre dos muestras, producto del
genotipado ineficiente de una de ellas debido
a su baja calidad.

La Figura 2C muestra un ejemplo de error en el
laboratorio de PGT que se cometi6 intenciona-
damente durante la validacion, para confirmar
su utilidad como control de seguridad del labo-
ratorio de PGT. Este error consistié en invertir
la orientacion de la placa del microarreglo, de
manera que las 96 muestras tenfan un nimero
de identificador incorrecto. La Figura 2D ejem-
plifica un error en el laboratorio de fertilizacién
in vitro, en donde un embrién no pertenece a la
cohorte embrionaria. De los 4,767 casos clinicos
analizados a los que se aplicé el Testigo Genético
como parte de la rutina del laboratorio de PGT,
se identificaron 3 (0.02%) errores en la trazabi-
lidad de embriones debido a inconsistencias en
el procedimiento de las clinicas de fertilizacién
in vitro.

La fase de validacién no logré identificar un
[imite de similitud genética especifico para
medios hermanos, por lo que esta categoria
no puede identificarse con precisién por esta
herramienta. Sin embargo, en el laboratorio de
PGT se reciben y utilizan muestras de multiples
donantes de gametos, ya sea para la misma
paciente o para diferentes pacientes. Cuando
estas muestras se procesan, el mapa de calor
puede identificarlos aleatoriamente como rela-
cionados o no relacionados (Figura 3) debido a
que el umbral de similitud genética que divide
relacionados y no relacionados se encuentra
en medio del rango de similitud genética de
medios hermanos. Figura 1

DISCUSION

Esta investigacion demuestra que las pruebas
de PGT con alta densidad (>800,000) de SNPs
y una plataforma de alta productividad permi-
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ten la prediccién del parentesco entre muestras
analizadas. Es posible identificar cudndo dos
biopsias son del mismo embrién, son hermanos
completos o no estan relacionadas, gracias a los
puntajes IBS de similitud genética. Ademas, la
incorporacion del andlisis de SNPs informativos
permite definir cuando una muestra es el proge-
nitor de un embrién. Si bien esta herramienta no
predice con exactitud el parentesco entre medios
hermanos, el patrén aleatorio que se obtiene en
el mapa de calor puede alertar, potencialmente,
el uso erréneo de espermatozoides con diferen-
tes origenes en una misma cohorte embrionaria,
cuando en realidad el tratamiento no involucré
donantes.

Cuando el testigo genético detecta inconsisten-
cias en los parentescos esperados, el mapa de
calor de huella genética mostrara patrones de
color inusuales. Cuando esto sucede, primero
se debe corroborar que no haya problemas con
la amplificacion de la muestra; por ejemplo,
muestras con resultados inconclusos que, por su
calidad, no son isusceptibles de interpretacion.
Luego, se inicia una investigacion en el laborato-
rio de PGT para verificar que todo el proceso se
llevé a cabo correctamente (revision de videos,
documentacion registrada, etc.). En caso de no
identificarse algin error en el laboratorio de
PGT, se contacta a la clinica de fertilizacion in
vitro para que inicie una investigacién interna.
Finalmente, se toman las medidas correctivas
necesarias.

Hasta la fecha no tenemos conocimiento de que
plataformas de PGT disponibles en el mercado
cuenten con una validacién publicada para
confirmar el parentesco entre muestras. Por
eso, los resultados de este estudio demuestran,
por primera vez, que una plataforma de PGT
puede incorporar la confirmacién de relaciones
familiares como un testigo genético de rutina.
Es importante resaltar que este método no fue
disenado como una prueba de paternidad por-
que estas pruebas quedan reservadas para los
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Figura 2. Control de calidad basado en un mapa de calor para verificar el parentesco entre embriones de dife-
rentes cohortes embrionarias. A) Matriz de los valores de puntaje de similitud genética esperada para todas las
muestras que se procesan en la misma placa del microarreglo de SNPs comparadas entre si. B) Ejemplo de una
cohorte embrionaria en donde se corrobora que cada muestra pertenece efectivamente a la cohorte. - Indica
la comparacién de una muestra con ella misma, f - indica que el embrién 5.5 es hermano del embrién 5.7,
y - indica que la paciente 5.0 es la madre del embrién 5.8. & - Muestra que los progenitores no estan relaciona-
dos. C) Ejemplo de un error en el laboratorio PGT que conduce a una discrepancia en la identidad de todas las
muestras. D) Ejemplo de un error en el laboratorio FIV: el embrién 2.5 no pertenece a la cohorte embrionaria.
El patrén de color refleja los rangos de IBS validados seglin parentesco: negro, cuando las muestras son del
mismo embrién; rojo, estan relacionados a nivel de hermanos o progenitor-embrién; beige, no relacionado.
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Figura 3. Matriz de calor que incluye un caso FIV con mdiltiples donadores de gametos.

laboratorios acreditados para ese fin. El objetivo
del testigo genético es robustecer los sistemas
de trazabilidad vigentes en los laboratorios de
embriologia y, ademds, tener una herramienta
extra para el control interno en el laboratorio
de genética.

Las ventajas de este método incluyen que su
implementacién no supone gastos econémicos
adicionales ni complejidad técnica porque se
utilizan los mismos datos generados para el
analisis de PGT. Ademas, a pesar de que los
valores de IBS varfan segln la ancestria, este
no deberia ser un factor preocupante, ya que

se confirmo6 la utilidad de este método en una
poblaciéon de pacientes con origenes muy
diversos. Es importante considerar que la pro-
porcién de ciclos de fertilizacion in vitro con
PGT aumenta constantemente,?’ por lo que su
implementacién como herramienta adicional
de control de seguridad en el laboratorio de
fertilizacién in vitro puede crecer de forma
organica. Sumado a lo anterior, el testigo ge-
nético puede potencialmente ser incorporado
por laboratorios que utilizan diferentes métodos
de PGT, como Next Generation Sequencing
(NGS), siempre y cuando: 7) se optimicen estas
plataformas para incorporar suficientes SNPs
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que permitan este analisis, y 2) sean validados
con controles positivos. Ademds, informar a los
pacientes acerca del uso de esta herramienta
puede consolidar su confianza en el tratamiento
de fertilizacion in vitro al percibir un nivel de
seguridad superior en la manipulacién de sus
muestras, especialmente si los pacientes no
tienen experiencia previa.’

Una limitacién de este estudio es la posibilidad
de que los casos de PGT con mdltiples donantes
de gametos no se beneficien de esta herramienta
porque los medios hermanos no se distinguen al
100% de los hermanos completos y las muestras
no relacionadas. Este método no reemplaza el
etiquetado o el testigo electrénico para distin-
guir el nimero asignado a cada embrién dentro
de la misma cohorte, sobre todo cuando no se
cuenta con ADN de los padres. Por dltimo, es
decisivo tener en mente que la manipulacién de
las muestras en el laboratorio de fertilizacién in
vitro después del reporte de PGT requiere de
un nivel de rigurosidad adn mayor porque las
muestras no seran objeto de ninguna otra medida
de control de seguridad adicional a los métodos
de testigo convencionales.

CONCLUSIONES

Estos datos amplian las aplicaciones y los benefi-
cios de PGT al validar su uso como herramienta
de control de calidad para los laboratorios de
PGT y embriologia. En entornos donde los sis-
temas de testigos electrénicos no son practicos
de implementar o se ven afectados por un error
humano previo o propio del sistema, el PGT
de alta resolucion puede volverse fundamental
para optimizar la seguridad de la fertilizacién in
vitro. Se recomienda que a mediano plazo todas
las plataformas de PGT se desarrollen con una
alta resolucién para tener mayor densidad de
polimorfismos y poder implementar el testigo
genético como parte de la rutina del laboratorio
PGT.
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