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RESUMEN

Introduccion: Algunas variantes polimérficas del gen antigeno leucocitario humano G se han

asociado a trastornos durante el embarazo, no obstante, en Cuba son escasos los estudios al
respecto. El polimorfismo antigeno leucocitario humano G insercion/delecion de 14 pares de
bases resulta de los mas comunes asociados al aborto, por lo que el presente estudio se dirige a
la caracterizacion de este ultimo en gestantes camagieyanas.

Objetivo: Caracterizar el polimorfismo 14 pares de bases insercion/delecién en el exon 8 de la
region tres primas no traducible del gen antigeno leucocitario humano G en gestantes
camagieyanas.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo, de corte transversal que incluyo 65 gestantes. Para el
estudio se adquirid el &cido desoxirribonucleico humano a partir de sangre periférica, se efectud la
reaccion en cadena de la polimerasa para la tipificacion molecular de los genotipos y alelos que

se identificaron mediante electroforesis en gel de agarosa.
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Resultados: la relacion ADN/proteina media fue adecuada. El genotipo mas frecuente
delecién/delecion, mientras que, el alelo delecion predominé en la poblacién estudiada.
Conclusiones: En el grupo de pacientes estudiadas predominé el alelo deleciébn en homocigosis,
lo cual sugiere que en gestantes sin antecedentes de aborto recurrente este alelo resulta
determinante en la futura evolucion de la gestacion.

DeCS: POLIMORFISMO GENETICO; FRECUENCIA GENOTIPICA Y REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA.

ABSTRACT

Introduction: Some polymorphic variants of the human leukocyte antigen G gene have been
associated with disorders during pregnancy, however, in Cuba there are few studies in this regard.
The human leukocyte antigen G polymorphism insertion/deletion of 14 base pairs is one of the
most common polymorphisms associated with abortion, so the present study is aimed at the
characterization of the latter in pregnant women from Camaguey.

Objective: To characterize the 14 base pair insertion/deletion polymorphism in exon 8 of the three
non-translatable prime region of the human leukocyte antigen G gene in pregnant women from
Camaguey.

Methods: a descriptive, cross-sectional study was carried out that included 65 pregnant women.
For the study, human deoxyribonucleic acid was acquired from peripheral blood, the polymerase
chain reaction was carried out for the molecular typing of the genotypes and alleles that were
identified by agarose gel electrophoresis.

Results: the average DNA/protein ratio was adequate. The most frequent genotype was
deletion/deletion, while the deletion allele predominated in the studied population.

Conclusions: In the group of patients studied, the homozygous deletion allele predominated,
which suggests that in pregnant women without a history of recurrent abortion this allele is decisive
in the future evolution of the pregnancy.

DeCS: GENETIC POLYMORPHISM; GENOTYPE FREQUENCY AND POLYMERASE CHAIN
REACTION.

INTRODUCCION

El gen HLA-G (Human leukocyte antigens) tiene de 4396 pares de bases (pb) y se halla
constituido con una region promotora 5, ocho exones, siete intrones y una region no traducible

(3 UTR). La regién promotora contiene una secuencia variante TCTAAA y 24 pb aguas arriba

de la misma se identifica la secuencia CCAAT. Ambas secuencias estan conservadas en los
genes HLA-A, -B y —C (Botelho, 2020).A diferencia de los genes HLA-I clasicos, el gen HLA-G
presenta exiguos polimorfismos, por lo general este fendmeno se presenta en los exones 2, 3

y 4 asi como en algunos intrones. No obstante, estas variaciones genéticas no perturban la
estabilidad ni la funcionalidad de la proteina. Cuando el polimorfismo afecta las regiones
reguladoras de HLA-G digase region promotora 5’ o regidon no traducible 3 UTR las
consecuencias para el producto del gen son indiscutibles y aparecen alteraciones en la



regulacion, expresion y estabilidad del acido ribonucleico mensajero (ARNm) (Vaquero-Yuste

et al., 2021),(Enriquez de Salamanca Carrascosa, 2017).

Asi mismo, en la region 3 UTR se describen motivos ricos en bases AU y ciertos elementos
reguladores relacionados con la expresion temporo-espacial del ARNm. Entre los
polimorfismos mas significativos se destaca: polimorfismo de nucleétido simple (PNS) en la
posicion +3142 C/G y +3187 A/G relacionados con la degradacion y disminucion de la
expresion del ARNm de HLA-G respectivamente. También se identificé el polimorfismo de
insercion o delecién de un fragmento de 14-pb (14-pb ins/del) (5’ ATTTGTTCATGCCT-3") a
nivel del exdén 8 que conlleva a la aparicion de un sitio de corte y empalme alternativo del
ARNmMm con la correspondiente pérdida de 92 pares de bases alterdndose la estabilidad de esta
molécula (Nilsson et al., 2020);(Emadi, Akhoundi, Kalantar, & Emadi-Baygi, 2020).Durante el
embarazo se producen un conjunto de cambios fisiol6gicos en las gestantes que garantizan el
bienestar del producto de la concepcion. Es el Gtero el Unico sitio en la mujer donde el feto y la
placenta son tolerados por la madre y esto es resultado de la alta 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, mediado por los receptores LILR (B1 y B2), KIR2DL4 y CD8 (Rouas-
Freiss et al., 2021)

En este sentido, durante la implantacién del cigoto se expresan ciertas isoformas (HLA-G 3y -
G4), cuyas concentraciones se van incrementando en la medida que avanza la gestacion. Sin
embargo, la isoforma mas abundante en el trofoblasto es HLA-G1. Por otro lado, las isoformas
solubles también incrementan sus concentraciones y en el caso de la HLA-G 5 puede
aumentar mas de 3 veces en mujeres con estado de gravidez y regulan positivamente la
expresion de interleucinas antiinflamatorias (IL-3, IL-4 y IL-10). De manera general, las HLA-G
solubles son detectables durante todo el embarazo y tienden a descender sus concentraciones
a partir del tercer trimestre (Enriquez de Salamanca Carrascosa, 2017).Varios estudios
apuntan a que la deteccion de niveles bajos de HLA-G solubles en el plasma se asocia a
trastornos en el embarazo como la preclamsia y el aborto recurrente. Esto se explica por la
correlacion negativa entre los niveles bajos de HLA-G/ IL inflamatorias estas ultimas se ha
demostrado que juegan un papel crucial en el desarrollo de estas enfermedades (Merdas,
Igbal, & Alyasiri, 2022).

Ciertos autores encontraron asociacion entre el polimorfismo (14-pb ins/del) con el aborto
recurrente mientras que otros lo refutan. La realidad es que 14-pb insercion 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 14-pb delecion en homocigosis. Lo anterior
abordado sugiere que se deben desarrollar mas estudios al respecto pues aun no se ha
encontrado consenso (Enriquez de Salamanca Carrascosa, 2017). En Cuba y en particular

Camaguey son insuficientes los estudios que abordan la caracterizacion de este tipo de



polimorfismo en la poblacion de gestantes camaglieyanas por lo que se plantea como objetivo
caracterizar el polimorfismo 14 pares de bases insercion/delecién en el exén 8 de la region
tres primas no traducible del gen antigeno leucocitario humano G en gestantes
camagueyanas.

1. DESARROLLO

1.1. Metodologia

Se realizé un estudio descriptivo transversal en la Universidad de Camaguey Ignacio Agramante
Loynaz en el periodo comprendido de enero de 2022 a diciembre de 2024. La extraccion de
sangre se realiz6 en el laboratorio clinico del hospital materno bajo el cumplimiento de las
condiciones de asepsia y antisepsia establecidas. Tras ser firmado el consentimiento informado
de voluntariedad, se realizaron 65 extracciones sanguineas que procedieron de gestantes
aparentemente sanas.Extraccion de ADN gendmico: la extraccion del ADN gendémico 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) (Queipo-Ortuno, Tena,
Colmenero, & Morata, 2008).

Genotipificacion del polimorfismo 14-pb exon 8 (3’"UTR) del gen HLA-G: el polimorfismo HLA-

G se genotipo mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), bajo las siguientes
condiciones: precalentamiento a 94 °C por 2 min, desnaturalizacién en 35 ciclos a 34 °C por 30

S, 64 °C por 60 sy 72 °C por 60 s, extension final de 72 °C por 10 min. La preparacion de
master Mix fue realizada en 25 yL de volumen final: Buffer 10X 2.5 pL, dNTP 0.2 mM 0.5 pL,
Tag ADN polimerasa 0.75U 1pL y 10 pmol de cada primers (forward 5°-
GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3" y reverse 5-GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-.
Una vez obtenido y amplificado el material genético se procedi6 al revelado de las bandas de
ADN.

Revelado de las bandas de ADN: una vez obtenido el producto de amplificacion, se ha llevo a
cabo un analisis electroforético para identificar y aislar el fragmento deseado. Para ello se
emple6 un gel de agarosa (UltraPure ™Agarose, invitrogen) al 3 % en tampén TAE 1X (Tris-
Acetato-EDTA). En el proceso se incluyé un marcador de peso molecular (DNA Molecular
Weight Marker 100 base pair ladder, PROMEGA) para identificar el fragmento deseado,
préximo a los 270 pares de bases (pb). Para poder observar las bandas en el gel, este se ha
tefiido en Roti-GelStain Red que emite fluorescencia al ser sometido a radiacion ultravioleta
(figura 1).
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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). Flecha roja
sefiala genotipo homocigético para alelo deleciéon (del). La flecha azul indica genotipo

heterocigotico.

Procesamiento estadistico de los datos: 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 media aritmética y desviacion estandar, asi como frecuencia
relativa absolutas y porcentajes para obtener las frecuencias alélicas y genotipicas. Los datos
se resumieron en tablas.Aspectos éticos: en todo momento se cumplié con lo postulado en la
declaracion Helsinki (Manzini, 2000). Las muestras empleadas, se obtuvieron de individuos
gue dieron su consentimiento a participar en el estudio. Fueron respetados todos los derechos
de los individuos que participaron en la investigacion. Los resultados obtenidos fueron

empleados con fines cientificos.
1.2. Resultados

Se analiz6 un total de 65 muestras, de las cuales la relacion ADN/proteinas tuvo una media de

1,7, mientras que la desviacion estandar no super6 el valor 0,09.

Tabla 1. Relacion ADN/proteina en muestras sanguineas de gestantes camagiieyanas

Relacién N Minimo Maximo Media Desuv. tip.

Relacion ADN/proteinas 65 15 2,0 1,705 ,0891
en muestras del grupo

control

El genotipo del/del fue el mas comudn en el grupo de gestantes estudiadas con un 53,8 %.
Mientras que el genotipo ins/ins se encontré en 19 de las 65 gestantes, lo que representa el

29,2 %. Solo en el 16,9 % de los casos estudiados se encontrd el genotipo ins/del.

Figura 2. Frecuencia genotipica de gestantes camagtieyanas



Genotipo Frecuencia Porcentaje Porcentaje

valido acumulado
Variantes ins/ins 19 29,2 29,2
genotipicas
ins/del 11 16,9 46,2
del/del 35 53,8 100,0
Total 65 100,0

El alelo delecién fue el mas frecuente encontrado en el estudio y represento el 63 % del total

de alelos, como se mueastra en la (Figura 3)

Figura 3. Frecuencia alélica de gestantes camagiieyanas

Alelo Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado

ins 49 37,7 37,7 37,7
Variante
. del 81 62,3 62,3 100,0
alélica
Total 130 100,0 100,0

1.3. Discusién

En la presente investigacion se constatd, que el alelo HLA-G 14pb-del fue el mas
representativo en el total de muestras analizadas. Por otro lado, se confirmé como genotipo
mas comun HLA-G 14pb del/del. Ademas, el genotipo HLA-G 14-pb del/del al parecer se
comporta como un factor protector de complicaciones en el embarazo.Una posible explicacién
a estos resultados, puede ser el efecto de la insercion de 14-pb en la region 3’ UTR exo6n 8 del
gen HLA-G lo cual trae como consecuencias la expresion anormal de la proteina HLA-G y con
ello alteraciones inmunolégicas que pueden conducir a la amenaza de aborto y aborto. Ahora
bien, el alelo HLA-G 14-pb del en homocigosis se asocia con la mayor estabilidad y expresiéon
de la proteina HLA-G, situacion que pudiera justificar su mayor representatividad en el grupo

de gestantes con antecedentes de salud aparente (Krop et al., 2022)

Un estudio de cohorte prospectivo en 127 parejas infértiles realizado para definir el impacto de
los haplotipos del antigeno leucocitario humano extendido (HLA) -G y HLA-F en el tiempo para
lograr gestacion, medido por el nimero de ciclos de tratamiento de infertilidad proporciona
como hallazgos que, se observa una tendencia a la asociacion del alelo de insercion HLA-G
de 14-pb con una mayor frecuencia de aborto espontaneo que el alelo delecion de 14-pb. Los
investigadores concluyen que tanto la genética HLA de clase |b masculina como la femenina

tienen relevancia clinica en la reproduccion (Nilsson et al., 2020).Aunque la actual experiencia



solo incluyé féminas, estas observaciones se ajustan a los datos proporcionados en la
presente investigacion. Es criterio de los autores que se deben investigar tanto los genes
maternos como paternos por su implicacion demostrada en el proceso de embarazo ya que el

feto expresa antigenos de ambos progenitores.

En este sentido un metaanalisis efectuado en el 2019 que incluyo solo mujeres de paises
europeos con antecedentes de aborto recurrente y que tuvo como objetivo analizar la
controvertida asociacion entre el polimorfismo 14-pb (insercién/insercion, insercion/delecion,
delecion/delecion) en el exén 8 del gen HLA-G vy la pérdida de embarazo recurrente (PER)
evidencia que, tras el analisis diez estudios que comprendian 1,091 mujeres con PER y 808
controles sin PER, las mujeres con PER muestran una prevalencia significativamente mayor
del genotipo de insercion/insercion de 14-pb de HLA-G en comparacion con mujeres sin PER
(19,8 % vs. 14,1 %; odds ratio=1,562; Intervalo de confianza del 95 %, 1,203-2,027) (Monti,
Lupoli, Fernandez, Cirillo, & Di Minno, 2019). Otro punto de vista presentan (Sipak, Ryt
Grzywacz, Laszczyhnska, Szymanski, et al., 2019) cuyos resultados no se ajustan a los
encontrados en el presente estudio. Estos investigadores se plantearon como objetivo evaluar
como la variacion del alelo HLA-G y el polimorfismo ins/del de 14-pb de HLA-G influyen en la
predisposicién a un embarazo complicado. El material clinico estuvo compuesto por parejas de
padres con embarazos complicados (210 mujeres; 190 hombres). El grupo de control incluy6
parejas de padres sin complicaciones durante el embarazo (89 mujeres; 86 hombres) (Sipak,

Ryt, Grzywacz, Laszczyhska, Szymanski, et al., 2019).

El estudio involucr6 el aislamiento del ADN del genoma de los leucocitos de sangre periférica,
la secuenciacién y el andlisis del polimorfismo ins/del de 14-pb en la region 3' no traducida (3'-
UTR) del gen HLA-G basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El alelo HLA-G
mas comun en el grupo de mujeres con embarazos complicados fue el alelo HLA-G 10101. No
hubo diferencias significativas en las frecuencias del polimorfismo ins/del de 14-pb en la 3'UTR
del gen HLA-G entre los grupos (Sipak, Ryt, Grzywacz, Laszczynska, Szymanski, et al.,
2019).Los hallazgos en este estudio indican que el riesgo de complicaciones en el embarazo
esta influenciado por los alelos HLA-G 10101, HLA-G 10108 y HLA-G 10106 y que el
polimorfismo ins/del de 14-pb en el 3'UTR del gen HLA-G no tiene efecto alguno en la

aparicion de complicaciones (Sipak, Ryt, Grzywacz, Laszczynska, Szymanski, et al., 2019).

A consideracion de los autores, las discrepancias encontradas al comparar los resultados de la
actual experiencia con los datos ofrecidos por Sipak et al., no se deben a la metodologia
empleada pues fue muy similar, por otro lado, encuentran una probable explicacion en la
seleccion de la poblacion de estudio. Se plantea que individuos procedentes de continentes o
poblaciones diferentes presentan variedad en la proporcion y frecuencia de los polimorfismos
del gen HLA-G (Enriquez de Salamanca Carrascosa, 2017).Los polimorfismos HLA-G tienen

un impacto funcional en la expresion de los genes y pueden causar una ruptura de la



tolerancia materna hacia el feto semialogénico, lo que resulta en abortos espontaneos
recurrentes (AER). Un estudio donde participaron 75 parejas con =2 abortos espontaneos en
comparacion con 75 parejas sanas que tenian embarazos normales proporciona como
resultados la presencia de polimorfismos de un solo nucleétido (PNS) -762C/T, -725C/G,
-716T/G, -689A/G, -486C/A y -477C/G en el 5-URR (Marik, Nomani, Agarwal, Dadhwal, &
Sharma, 2023).

En las posiciones =762 y -477, la frecuencia de homocigotos CC fue mayor en los controles.
Asi mismo, al analizar el polimorfismo de insercién/delecion de 14-pb en el 3-UTR se
encuentra asociacion entre el genotipo heterocigotico y el AER en contraste con los controles
(Marik et al., 2023). Estos datos no guardan relacion con los obtenidos en el actual estudio
donde el predominio fue a expensas del genotipo del/del de 14-pb en el 3'UTR. En otro orden
de ideas, una experiencia cuya finalidad fue evaluar la relacion entre los niveles séricos de
HLA-G (sHLA-G) y el HLA-G alelo en parejas de padres con antecedentes obstétricos
complicados. Incluy6 un total 210 mujeres y 190 hombres con el antecedente de un embarazo
complicado o fallido. El control incluia padres (89 mujeres y 86 hombres) sin antecedentes

obstétricos complicados (Sipak, Ryt, Grzywacz, Laszczynhska, Zimny, et al., 2019).

Como hallazgos los investigadores reflejan que, no existen diferencias significativas en las
frecuencias del HLA-G-725 polimorfismo C>G entre grupos experimentales en comparaciéon
con el grupo de control (p > 0,05). La mediana de los niveles de SHLA-G en las mujeres con el
alelo HLA-G10101 fue mayor que en las mujeres con otros alelos. Estos datos no se
corresponden con los encontrados en la presente investigacién que identifica como alelo mas
frecuente al HLA-G-14-pb-del exén 8 (Sipak, Ryt, Grzywacz, Laszczynska, Zimny, et al., 2019).
De igual modo, no se encontrd concordancia en cuanto al alelo factor protector. El alelo HLA-G
10101 parece proteger con una mayor influencia que el alelo HLA-G14-pb-del. El alelo HLA-G
10101 se asocia con un aumento de sHLA-G en suero de los portadores (Sipak, Ryt

Grzywacz, Laszczynska, Zimny, et al., 2019).

A consideracion del postulante, el contraste entre los resultados propuestos por la
investigacion analizada con anterioridad y la actual se debe a la poblacion analizada. El
estudio sefalado se realizé en poblacién polaca mientras que la actual experiencia se realizo
en poblacion cubana cuyo genotipo es mas heterogéneo por el efecto del mestizaje (Enriquez
de Salamanca Carrascosa, 2017).Una investigacién cuyo objetivo se basé en determinar si
existe asociacion entre el polimorfismo del gen HLA-G en las regiones 3' no traducidas (UTR)
y el aborto espontaneo indica que el polimorfismo de un solo nucleotido puede diferir en
mujeres con recurrencia inexplicable aborto espontaneo. El estudio incluyé un total de 261
muestras de ADN, de ellas (n=133) fueron de gestantes con aborto espontaneo, mientras que

el resto se empleé como grupo de control (Bai et al., 2022).



El estudio proporcioné como resultado que los portadores del genotipo +3010CC exhibieron
un mayor riesgo de aborto o amenaza de aborto mientras que los portadores del genotipo
+3187GG exhibieron un menor riesgo. Las gestantes que portaban +3010C tenian un mayor
riesgo de aborto espontaneo recurrente, mientras que los portadores +3187G exhibieron un
menor riesgo de aborto. Por otro lado, los portadores del haplotipo UTR-1 pueden estar
asociados con un riesgo reducido de aborto espontaneo (Bai et al., 2022). Estos datos no se
relacionan con los obtenidos en la presente experiencia, en la cual el polimorfismo 14-pb
del/del en la region 3' no traducida (UTR) del exdn 8 representd el genotipo mas frecuente en
gestantes aparentemente sanas. A opinidn de los autores, las discrepancias entre ambas
investigaciones en gran parte se deben al disefio metodologico de la ambos estudios ya que
en uno se investiga un polimorfismo de nucleétido simple mientras la otra investigacion se
centra en un polimorfismo de insercion / delecion de un fragmento de ADN, lo cual desde el
punto de vista fisico y biol6gico supone diferencias puntuales que explicarian la divergencia
entre los resultados encontrados no obstante ambas investigaciones coinciden en que los
polimorfismos en la regién 3'UTR pueden estar involucrados en desarrollo de aborto

espontaneo recurrente y ser un predictor durante el embarazo (Bai et al., 2022)
CONCLUSIONES

En el grupo de pacientes estudiadas predomind el alelo delecion en homocigosis, lo cual sugiere
gue en gestantes sin antecedentes de aborto recurrente este alelo resulta determinante en la

futura evolucion de la gestacion.
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