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RESUMEN

Introduccién: El polimorfismo del gen antigenos leucociticos
humanos G se investiga en diferentes complicaciones relacionadas con
el embarazo; sin embargo, se debe comprobar si existe asociacion entre
este polimorfismo genético y la amenaza de aborto.

Objetivo: Establecer la asociacidn genética entre el polimorfismo
14 pares de bases insercion/delecion en el exon 8 de la regiéon 3’
no traducible del gen antigenos leucociticos humanos G con la
susceptibilidad a la amenaza de aborto en gestantes de Camagtiey.

Material y Métodos: Se realiz6 un estudio de caso y control que
incluy6 22 gestantes con amenaza de aborto y 65 gestantes (grupo
control). Para el estudio se obtuvo el acido desoxirribonucleico humano
a partir de sangre periférica, se aplicd la reacciéon en cadena de la
polimerasa para la tipificacion molecular de los genotipos y alelos, que
se identificaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

Resultados: El genotipo mas frecuente en el grupo de gestantes
con amenaza de aborto fue insercion/delecién, mientras que en el
grupo control predominé el genotipo delecién/delecion.

Conclusiones: El polimorfismo insercion/delecién de 14 pares
de bases en el exdn 8 de la regidn 3’ no traducible del gen antigenos
leucociticos humanos G representan un factor de riesgo para la
aparicién de amenaza de aborto en gestantes de Camagtliey, mientras
que la expresion del genotipo delecién/delecion representa un factor
protector frente a esta afeccidn de salud.
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Amenaza de aborto, polimorfismo genético, antigenos
leucociticos humanos.
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ABSTRACT

Introduction: The polymorphism of the human leukocyte antigen
G gene is investigated in different complications related to pregnancy;
however, it must be verified if there is an association between this genetic
polymorphism and the threat of abortion.

Objective: To establish the genetic association between the 14
base pair insertion/deletion polymorphism in exon 8 of the three non-
translatable prime region of the human leukocyte antigen G gene
with susceptibility to the threat of abortion in pregnant women from
Camaguey.

Material and Methods: A case-control study was carried out,
involving 22 pregnant women with threatened abortion and 65 pregnant
women (control group). For the study, human deoxyribonucleic acid was
obtained from peripheral blood, the polymerase chain reaction was used
for the molecular typing of the genotypes and alleles that were identified
by agarose gel electrophoresis.

Results: The most frequent genotype in the group of pregnant
women with threatened abortion was insertion/deletion, while in the
control group the deletion/deletion genotype predominated.

Conclusions: The insertion/deletion polymorphism of 14 base
pairs in exon 8 of the 3’ non-translatable region of the human leukocyte
antigen G gene represents a risk factor for the appearance of threatened
abortion in pregnant women from Camagtiey, while the expression of the
deletion/deletion genotype represents a protective factor against this
health condition.

Keywords:
Threat of abortion, genetic polymorphism, human
leukocytic antigens.
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INTRODUCCION

| gen HLA-G (Human leukocyte antigens G) presenta una longitud aproximada de 4 396 pares de bases (pb)

y se encuentra estructurado con una regidon promotora 5°, ocho exones, siete intrones y una regién no
traducible (3'UTR). La region promotora contiene una secuencia variante TCTAAA y 24 pb hacia el extremo 3’ de la
misma se identifica la secuencia CCAAT.!

El gen HLA-G presenta escasos polimorfismos, los cuales se distribuyen en los exones 2,3 y 4 pero cuando
estos afectan las regiones reguladoras del HLA-G, digase region promotora 5’ o regién no traducible 3'UTR, el
producto del gen sufre alteraciones en la regulacién, expresién y estabilidad del acido ribonucleico mensajero
(ARNm). El polimorfismo de nucledtido simple (PNS) también se ha detectado en este gen, hasta la fecha 29 son los
identificados. El PNS en posicion 725, se asocia con abortos espontaneos. 3

Al respecto se debe sefialar que en la region no traducible 3’ UTR en particular, se ha investigado el PNS las
posiciones +3142 C/G y +3187 A/G. La presencia del alelo +3187A se relaciona con la expresion reducida de HLA-G
por su cercania al motivo rico en AU.%3

Por otro lado, el polimorfismo genético de insercion o delecién de un fragmento de 14-pb (14-pb ins/del)
(5"ATTTGTTCATGCCT-3") a nivel del exdn 8 conlleva a la aparicién de un sitio de corte y empalme alternativo del
ARNm, con la correspondiente pérdida de 92 pb lo que altera la estabilidad de esta molécula. Este polimorfismo
presenta tres variantes genotipicas que incluyen: insercion/insercidn (ins/ins), insercion/delecién (ins/del) y
delecion/delecién (del/del), siendo la primera la que mayor relacidn guarda con los trastornos del embarazo.®

La proteina HLA-G se ha asociado a la inmunosupresion en procesos como el cancer y el embarazo. Esta proteina
ejerce su funcién mediante interacciones mediadas por receptores localizados en células de defensa como linfocitos,
células asesinas naturales y células presentadoras de antigenos como las células dendriticas. Los receptores de
inhibicion incluyen: LILR (receptor leucocitario de tipo inmunoglobulina) (B1 y B2), KIR2DL4 (del inglés, killer cell
immunoglobulin-like receptor, receptor de células NK) y el receptor CD8.®

Durante el embarazo, el feto y la placenta son tolerados por la madre como resultado de la elevada expresion
de la molécula HLA-G en el transcurso de la gravidez. A pesar de que el feto porta antigenos paternos, este no es
rechazado lo cual se explica por la accion inhibitoria que ejerce HLA-G sobre las células de defensa de la madre.®

En este sentido, durante la implantacion del cigoto se expresan ciertas isoformas (HLA-G3 y -G4), cuyas
concentraciones se incrementan en la medida que avanza la gestacion. Sin embargo, la isoforma mas abundante en
el trofoblasto es HLA-G1. Otras isoformas solubles también incrementan sus concentraciones. La isoforma HLA-G
5 puede aumentar mas de tres veces en mujeres con estado de gravidez y regulan la expresion de interleucinas
antiinflamatorias tales como IL-3, IL-4 y IL-10. Las HLA-G solubles son detectables durante todo el embarazo y
tienden a descender sus concentraciones a partir del tercer trimestre.®

La deteccidn de niveles séricos bajos de HLA-G se asocia a trastornos en el embarazo tales como la preclamsia 'y
el aborto recurrente. Esto se explica por la correlacidon negativa entre los niveles bajos de HLA-G/ IL inflamatorias,
estas Ultimas desempefian un papel decisivo en el desarrollo de estas enfermedades.”

Algunos autores han informado que existe una asociacién entre el polimorfismo genético (14-pb ins/del) con el
aborto recurrente.® La insercidn de 14-pb en homocigosis se asocia a bajos niveles de la proteina HLA-G, mientras
que altos niveles de HLA-G solubles se han detectado en individuos con polimorfismo alelo delecién de 14-pb en
homocigosis. Se deben desarrollar mas estudios al respecto pues aun no existe consenso.®

En esta direccion, en Cuba no se han documentado estudios que describan el comportamiento de este
polimorfismo en embarazadas con amenaza de aborto o antecedentes de abortos espontaneos. Sin embargo, en el
contexto actual donde el pais presenta una de las poblaciones mas envejecidas de América, el nUmero de abortos es
alto, la natalidad se encuentra deprimida y la provincia agramontina encabeza el listado de las localidades de Cuba
con resultados poco favorables en el programa materno-infantil;® |a realizacién de esta investigacién contribuiria
a mejorar estos indicadores.

Este polimorfismo genético se presenta antes de formarse el embridn, por tanto, puede emplearse como factor
de riesgo de la amenaza de aborto y el aborto. Ademas, sobre la base de sus consecuencias inmunoldgicas, se
podrian disefiar estrategias terapéuticas inmunosupresoras para gestantes que presenten estos antecedentes y
gue porten el polimorfismo, aiin cuando no se ha formado el feto. Esto se traduciria en una reduccion del riesgo
de abortos.

El objetivo de esta investigacion es establecer la asociacion genética entre el polimorfismo 14 pb insercién/
delecidn en el exdn 8 de la regidn 3’ no traducible del gen antigenos leucociticos humanos G con la susceptibilidad
a la amenaza de aborto en gestantes de Camagiey.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de casos y controles en el Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos de la Universidad
de Ciencias Médicas de Camagtliey en colaboracidn con la Universidad de Camagtiey “Ignacio Agramante Loynaz” en
el periodo de enero de 2022 a febrero 2024.

Se trabajé con una poblaciéon donde se constaté que el grupo control se hallaba en equilibrio de Hardy—Weinberg
(EHW).® La misma estuvo constituida por gestantes atendidas en el Hospital Universitario Ginecobstétrico “Ana
Betancourt de Mora”. La muestra no probabilistica intencional quedé conformada por 87 gestantes que se
dividieron en dos grupos. La extraccion de sangre se llevo a cabo en el laboratorio clinico, bajo el cumplimiento de
las condiciones de asepsia y antisepsia establecidas. Fue firmado el consentimiento informado de voluntariedad y
se establecieron los siguientes criterios de seleccidn:

Grupo estudio

Criterios de inclusion: gestantes entre 25 y 35 afios, con amenaza de aborto y antecedentes de abortos
espontaneos recurrentes.

Criterios de exclusion: antecedentes de discrasias sanguineas, enfermedades crénicas descompensadas,
infecciones y traumatismos en el sistema genitourinario.

Grupo control
Criterios de inclusion: gestantes aparentemente sanas, entre 25 y 35 afios.
Criterios de exclusidn: gestantes con antecedentes de aborto espontdneos recurrentes.

La extraccion del ADN gendmico se realizo luego de la descongelacion de las muestras sanguineas. Para ello se
empled un protocolo basado en un Kit de purificacion de ADN (Wizard® Genomic DNA Purification Kit).1*®

El polimorfismo HLA-G se genotipd a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en las condiciones
subsiguientes: precalentamiento a 94 2C por 2 min, desnaturalizacion en 35 ciclos a 34 2C por 30 s, 64 2C por 60 s y
72 °C por 60 s, extension final de 72 2C por 10 min. La preparacion de master Mix se efectua en 25 plL de volumen
final: Tampdn 10X 2,5 uL, dNTP 0.2 mM 0,5 uL, Tag ADN polimerasa 0,75U 1uL y 10 pmol de cada cebador (directo
5 -GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3" y reverso 5-GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-).1Y

Una vez obtenido el producto de amplificacidn, se llevd a cabo un analisis electroforético para identificar y aislar
el fragmento deseado. Se empled un gel de agarosa (UltraPure ™Agarose, invitrogen) a 3 % en tampdn TAE 1X (Tris-
Acetato-EDTA). Se incluyé un marcador de peso molecular (DNA Molecular Weight Marker 100 base pair ladder,
PROMEGA) para identificar el fragmento deseado, préoximo a los 270 pb. Para poder observar las bandas en el gel,
este se tifid en Roti-GelStain Red que emite fluorescencia al ser sometido a radiacidn ultravioleta. (Figura 1)

Figura 1. Electroforesis de ADN en gel de agarosa. Representa el producto de la amplificacion del gen HLA-G en
muestras controles (gel superior) y de estudio (gel inferior). La flecha roja sefiala genotipo homocigético para
alelo delecion (del). La flecha blanca indica genotipo heterocigético.

Gel de agarosa 2 %

P C- C+M1: P c- C+ M18
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Para el procesamiento estadistico de los datos se empled el paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) version 21 para Windows. Se determinaron la media aritmética y la desviacion estandar, asi como
la frecuencia relativa absolutas y los porcentajes para obtener las frecuencias alélicas y genotipicas. Se determind
el Odds Ratio (O.R) para determinar el nivel de asociacién entre variables con un intervalo de confianza a 95 %. Los
datos se resumieron en tablas y graficos.

Se cumplid con lo postulado en la Declaracion de Helsinki.*? Las muestras empleadas se obtuvieron de individuos
que dieron su consentimiento a participar en el estudio. Fueron respetados todos los derechos de los sujetos que
participaron en la investigacion. Los resultados obtenidos fueron empleados con fines cientificos.

RESULTADOS

Se determiné la frecuencia genotipica en ambos grupos de investigacion. En el grupo control (Figura 2A) se
muestra la presencia de casos con genotipo ins/ins que representan 29,2 %, genotipo ausente en el grupo de
gestantes con amenaza de aborto. (Figura 2B). En este ultimo grupo predominé el genotipo ins/del con 86,36 %.
(Figura 2B).

Figura 2. Frecuencia genotipica en muestras control (A) y de gestantes con amenaza de aborto (B). En las barras
azules se muestra el porcentaje que representa el genotipo ins/del; en las grises se muestra el porcentaje de
muestras con genotipo ins/ins; en las verdes el porcentaje del genotipo del/del. del=delecidn; ins=insercién.

del (delecion )
ins (insercion)

Porcentaje
Porcentaje

insidel dheliclel

Gestantes controles Gestantes con amenaza de aborto

insins

En la Figura 3 se muestra la frecuencia alélica en muestras control (Figura 3A) y de gestantes con amenaza de aborto
(Figura 3B). En ambos grupo el alelo del ocupé la mayor frecuencia. En el grupo control el alelo representa 62,3 %;
mientras en las gestantes con amenaza de aborto el alelo representa 56,82 %, seguido por el alelo ins (43,18 %).

Figura 3. Frecuencia alélica en muestras control (A) y de gestantes con amenaza de aborto (B). En las barras azules
se muestra el porcentaje que representa el alelo ins; en las verdes el alelo del (del=delecién y ins=insercion).

del (delecion )
ins (insercion)

Porcentaje

Porcentaje

ins ing del

Gestantes controles Gestantes con amenaza de aborto
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El riesgo de presentacion de la amenaza de aborto en muestras de sujetos con genotipo del/del mostré un Odd
Ratio de 0,135 con un IC entre 0,036 y 0,502. (Tabla 1).

Tabla 1. Riesgo de presentacién de amenaza de aborto en muestras de sujetos con genotipo del/del

Intervalo de confianza (IC) a 95 %

Indicador Valor
Inferior Superiorp

Razdn de las ventajas para Genotipo (del/del / otros) 0,135 ,036 ,502

El riesgo de presentacion de la amenaza de aborto en muestras de sujetos con genotipo ins/del evidencié un
Odd Ratio de 31,09 con un IC entre 07,82 y 123,52. (Tabla 2).

Tabla 2. Riesgo de presentacién de amenaza de aborto en muestras de sujetos con genotipo ins/del

Intervalo de confianza (IC) a95 %
Indicador Valor
Inferior Superiorp
Razdn de las ventajas para Genotipo (ins/del / otros) 31,09 7,82 123,52
DISCUSION

Los resultados demuestran que el genotipo HLA-G 14-pb ins/del constituyé un factor de riesgo para la amenaza
de aborto, mientras que el genotipo HLA-G 14-pb del/del se comporta como un factor protector de esta afeccion.

Una posible explicacion a estos resultados, puede ser el efecto de la insercion de 14-pb en la regiéon 3 UTR del exdn
8 del gen HLA-G, lo cual trae como consecuencias la expresion anormal de la proteina HLA-G y con ello alteraciones
inmunoldgicas que podrian conducir a la amenaza de aborto y al aborto. El alelo HLA-G 14pb del en homocigosis se
asocia con la estabilidad y expresiéon de la proteina HLA-G, situacion que pudiera justificar su mayor representatividad
en el grupo control de gestantes aparentemente sanas.™3)

Nilsson et al., en un estudio de cohorte prospectivo con 127 parejas infértiles encontraron una tendencia a la
asociacion del alelo de inserciéon HLA-G de 14-pb con una mayor frecuencia de aborto espontaneo en contraste con
el alelo delecion de 14-pb. Los investigadores concluyen que la genética HLA de clase Ib masculina y femenina tienen
relevancia clinica en la reproduccidn; datos a los cuales se ajusta el presente estudio. Se considera que se deben
investigar los genes maternos y paternos, dado que en el embridn se expresan antigenos de ambos progenitores.

En este sentido, Monti et al.,"** llevaron a cabo un metaandlisis que incluyé mujeres europeas con antecedentes
de aborto recurrente. Estos autores investigaban la controvertida asociacidn entre el polimorfismo 14-pb (insercion/
insercidn, insercién/delecidn, delecion/delecién) en el exén 8 del gen HLA-G y la pérdida de embarazo recurrente
(PER). Informaron sobre el estudio que comprendia una muestra de 1091 mujeres con PER y 808 mujeres controles
sin PER. Se evidencid que las mujeres con PER mostraron una prevalencia mayor del genotipo de insercidn/insercién
de 14-pb de HLA-G en comparacidon con las mujeres sin PER (19,8 % vs 14,1 %; odds ratio=1,562; Intervalo de confianza
de 95 %, 1,203-2,027).44,

Este resultado también se confirmé al estudiar por separado a las mujeres con PER durante un embarazo (odds
ratio, 1 562; intervalo de confianza de 95 %, 1 203—-2 027) y las que fueron sometidas a fertilizacion in vitro (FIV) (odds
ratio, 1 990; intervalo de confianza de 95 %, 0,978-4,051)."% Estos datos guardan relacion, pero no estan en total
consonancia con los resultados del presente estudio. Es opinion de los autores que el genotipo de insercién/insercién
de 14-pb de HLA-G debe ser considerado un factor de riesgo para la amenaza de aborto y de aborto.

Sipak et al.,* al estudiar el polimorfismo del gen HLA-G mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
encontraron con mayor frecuencia el alelo HLA-G 10101 c en el grupo de mujeres con embarazos complicados. Las
diferencias no son significativas en las frecuencias del polimorfismo ins/del de 14-pb en la 3'UTR del gen HLA-G entre
los grupos estudiados. Los hallazgos revelan el riesgo de complicaciones que se manifiestan en el embarazo, el cual
estd influenciado por los alelos HLA-G 10101, HLA-G 10108 y HLA-G 10106 y donde el polimorfismo ins/del de 14-pb
en el 3'UTR del gen HLA-G no tiene efecto alguno en la apariciéon de complicaciones.

Consideramos que las discrepancias encontradas al comparar los resultados de este trabajo con los datos
informados por Sipak et al.,*® no se deben a la metodologia empleada pues fue muy similar. Una posible explicacion
podria encontrarse en la seleccién de la poblacion de estudio. Se conoce que individuos procedentes de continentes
o poblaciones diferentes presentan variedad en la proporcién y frecuencia de los polimorfismos del gen HLA-G.®
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El genotipo heterocigoto para el polimorfismo insercién/deleciéon de 14-pb en el 3'-UTR del gen HLA-G muestra
una asociacion con el aborto espontaneo y el aborto recurrente en comparacion con los controles.®® Estos datos
se encuentran en concordancia con los obtenidos en el actual estudio. Del mismo modo, Enriquez de Salamanca
(2018)® apunta que, el genotipo HLA-G 14pb del/ins se relaciona con trastornos y complicaciones en el embarazo.

Marik et al.,*” al evaluar la relacién entre los niveles séricos de HLA-G (sHLA-G) y el HLA-G alelo en parejas de padres
con antecedentes obstétricos complicados encontraron que no existen diferencias estadisticas en las frecuencias del
HLA-G-725 polimorfismo C>G entre grupos experimentales en comparacion con el grupo de control (p > 0,05). Sin
embargo, estos resultados no se corresponden con los encontrados en la presente investigacidon que identifica como
alelo mas frecuente al HLA-G-14-pb-del exdn 8. A partir de los resultados de este trabajo se pudiera considerar que
las discrepancias encontradas con lo informado por Enriquez de Salamanca no se deben a la metodologia empleada
sino a la seleccidn de la poblacion de estudio. Se conoce que individuos procedentes de continentes o poblaciones
diferentes presentan variedad en la proporcion y frecuencia de los polimorfismos del gen HLA-G."")

Bai et al.,"® al estudiar la asociacién entre el polimorfismo del gen HLA-G en las regiones 3' no traducidas (UTR) y el
aborto espontaneo, informaron que el polimorfismo de un solo nucleétido puede diferir en mujeres con recurrencia
inexplicable al aborto espontdneo. El estudio incluyé un total de 261 muestras de ADN, de ellas 50,95 % fueron de
gestantes con aborto espontaneo, mientras que el resto se empled como grupo control. El estudio proporcioné como
resultado que los portadores del genotipo +3010CC exhibieron un mayor riesgo de aborto o amenaza de aborto que
los portadores del genotipo +3187GG o alelo +3187G.

Sin embargo, estos resultados no coinciden con los obtenidos en este trabajo, en el cual el polimorfismo 14-pb ins/
del en la regién 3' no traducida (UTR) del exdn 8 representé el genotipo mas frecuente en las gestantes con amenaza
de aborto y al mismo tiempo un factor de riesgo para esta condicién. Las discrepancias entre ambas investigaciones
pudieran estar relacionadas con el disefio metodoldgico empleado, ya que en uno se investiga un polimorfismo
de nucledtido simple mientras que la investigacion llevada a cabo por Bai et al.,*® se centra en un polimorfismo
de insercion/delecion de un fragmento de ADN. Desde el punto de vista fisico y bioldgico esto supone diferencias
puntuales que explicarian la divergencia entre los resultados encontrados. Por otro lado, ambos trabajos coinciden
en que los polimorfismos en la regiéon 3'UTR pudieran estar involucrados en el desarrollo del aborto espontdneo
recurrente y ser un predictor del resultado del embarazo.

El tamafio muestral del grupo de pacientes con amenaza de aborto y el muestreo no probabilistico aplicado en
la investigacidn se sefalan por los autores como las limitaciones mas significativas; sin embargo, ambas condiciones
estuvieron influidas por la escasez de material gastable y la casuistica en el periodo.

CONCLUSIONES
El polimorfismo insercion/delecién de 14 pares de bases en el exdn 8 de la regidn 3’ no traducible del gen antigenos
leucociticos humanos G representan un factor de riesgo para la aparicién de amenaza de aborto en gestantes de
Camagley, mientras que la expresion del genotipo delecidon/delecion representa un factor protector frente a esta
afeccién de salud.
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