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RESUMEN

Antecedentes: El antigeno leucocitario humano (HLA)-G es una molécula inmunomoduladora que contri-
buye a la aceptacion del feto semialogénico. Algunos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en las
regiones no codificantes del gen HLA-G inducen a la disminucion de moléculas HLA-G, lo cual contribuye
a complicaciones en el embarazo, tales como la preeclampsia o pérdida gestacional recurrente. Objetivo:
Analizar la asociacion de los polimorfismos -725C>G (rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14 bp delecién/
insercion (14-pb del/ins) (rs66554220) del gen HLA-G en mujeres mexicanas con PGR. Métodos: Los
polimorfismos -725C>G (rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220) se identificaron
por medio de PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction—sequence-specific oligonucleotide probe) y PCR
(Polymerase Chain Reaction), respectivamente, en 58 mujeres con pérdida gestacional recurrente (= 2
abortos), sin factores de riesgo identificables y 56 mujeres fértiles no relacionadas (= 2 nacidos vivos).
Resultados: El polimorfismo -725C>G (rs1233334) presentd diferencias significativas entre los grupos de
estudio pero no se asocié con PGR (p=0,02601; OR=11,484; 1C95%=0,617-213,659). Los polimorfismos
-201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220) no se distribuyeron de manera diferente entre los
grupos de estudio ni se asociaron con pérdida gestacional recurrente. Los polimorfismos analizados se
encontraron en equilibrio de ligamiento (D’>0,3563; r2<0,1140). Conclusién. Este estudio sugiere que los
polimorfismos -725C>G (rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220) del gen HLA-G
estan en equilibrio de ligamiento y no influyen en el riesgo de pérdida gestacional recurrente en mujeres
mexicanas.
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SUMMARY

Background: The human leukocyte antigen (HLA)-G is an important immunomodulatory molecule that con-
tributes to the acceptance of the semi-allogeneic fetus. Some single nucleotide polymorphisms (SNP) in the
noncoding regions of the HLA-G gene may influence the cellular levels of HLA-G, contributing to pregnancy
complications such as preeclampsia or recurrent pregnancy loss. Objective: To analyze the association
of -725C>G (rs1233334),-201G>A (rs1233333) and 14 bp deletion/insertion (14-bp del/ins) (rs66554220)
polymorphisms in the HLA-G gene in Mexican women with RPL. Methods: -725C>G (rs1233334), -201G>A
(rs1233333) and 14-bp del/ins (rs66554220) polymorphisms in the HLA-G gene were identified by PCR-
SSOP (polymerase chain reaction-sequence-specific oligonucleotide probe) and PCR (polymerase chain
reaction), respectively, in 58 women with recurrent pregnancy loss (= 2 miscarriages) without identifia-
ble risk factors and 56 unrelated fertile women (= 2 live births). Results: -725C>G (rs1233334) polymor-
phism showed significant differences between the study groups but it was not associated with recurrent
pregnancy loss (p=0.02601, OR=11.484; 95%CI=0.617-213.659). -201G>A (rs1233333) and 14-bp del/ins
(rs66554220) polymorphisms were not distributed differently in study groups and not associated with RPL.
Analyzed polymorphisms were in linkage disequilibrium (D’ > 0.3563, r2 < 0.1140). Conclusion: This study
suggests that -725C>G (rs1233334), -201G>A (rs1233333) and 14-pb del/ins (rs66554220) in the HLA-G
gene are in linkage equilibrium and do not influence the risk of recurrent pregnancy loss in Mexican women.
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INTRODUCCION

Pérdida gestacional recurrente (PGR) se define
como dos o0 mas pérdidas consecutivas antes de la
semana 20 del embarazo, afecta aproximadamen-
te al 5% de las mujeres en edad fértil, tiene etio-
logia multifactorial y presenta un 50% de causas
desconocidas (1-4). El gen HLA-G se encuentra en
6p21.3, se expresan preferentemente en el cito-
trofoblasto y tiene propiedades inmunosupresoras
que contribuyen a que la madre acepte al feto se-
mialogénico (5-8).

Algunos polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) en las regiones no codificadoras del gen HLA-
G se han asociado con PGR, por ejemplo: -725C>G
(rs1233334) y 14 pb delecién/insercién (14-pb del/
ins) (ATTTGTTCATGCCT) (rs66554220) (9-11). El
polimorfismo -725C>G (rs1233334) se localiza 19
pb rio abajo del elemento ISRE, el cual une a IRF-
1, en tanto durante la transcripcion, la presencia
del alelo -725G contribuye a metilacion e interfiere
en dicho proceso (8,12). El polimorfismo -201G>A
(rs1233333) se localiza cerca del elemento RREB-
1, el cual regula la baja transcripcion del gen HLA-
G (8). El polimorfismo 14-pb del/ins (rs66554220)
se encuentra en la posicion 3741 de la region 3 no
traducida del gen HLA-G. La presencia del alelo 14-
pb ins provoca una delecién de 92 pb que influye en

la estabilidad del ARNm y causa menor produccion
de HLA-G (13-15). Por tanto, el objetivo de este es-
tudio es analizar la asociacion de los polimorfismos
-725C>G (rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14-
pb del/ins (rs66554220) del gen HLA-G en mujeres
mexicanas con PGR.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos y extraccion de ADN gendmico: Para
este estudio las muestras de sangre periférica se
obtuvo de 114 mujeres mexicanas-mestizas atendi-
das en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Centro Médico de Occidente, Instituto Mexicano del
Seguro Social del 21 de noviembre de 2011 al 28 de
febrero de 2013. En el grupo de casos, se incluyeron
a 58 mujeres con PGR sin anomalias cromosomi-
cas, anatomicas uterinas y autoinmunes, en edades
comprendidas entre los 18-42 afios. En el grupo
de controles, se incluyeron a 56 mujeres fértiles no
relacionadas, en edades entre los 18-42 anos con
al menos 2 nacidos vivos. EI Comité de Etica local
aprobo la realizacion del estudio y todas las mujeres
que participaron firmaron un consentimiento infor-
mado. El ADN gendmico se extrajo de las muestras
de sangre periférica utilizando el procedimiento de
precipitacion con sales de Miller (16).

Reaccion en cadena de la polimerasa: Los
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polimorfismos -725C>G (rs1233334), -201G>A
(rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220) se iden-
tificaron mediante PCR-SSOP (Polymerase Chain
Reaction—sequence-specific oligonucleotide probe)
y PCR (Polymerase Chain Reaction), respectiva-
mente con los iniciadores apropiados para las am-
plificaciones (Tabla I).

Las reacciones de PCR-SSOP y PCR se rea-
lizaron en un volumen final 20 uL que incluyé 200
ng de ADN genodmico, buffer de PCR IX (KCI 500
mM, Tris-HCI 100 (pH 9,1 a 20°C) y 0,1 % de Tri-
ton X-100), 2 mM de MgCI2, 0,15 mM de mezcla
de trifosfato de desoxi-nucledtido, 2 mM de cada
iniciador y 0,05 unidades de Taq polimerasa. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguien-
tes: 94°C durante 5 min seguido de 30 ciclos de
94°C durante 30 s, 65°C durante 30 s (63°C para
-725C>G), y 72°C durante 25 s con una extension
final a 72°C durante 7 min. Los productos de am-
plificacion se analizaron por electroforesis de po-
liacrilamida al 8% y presentaron tamanos de 127,
203 y 210/224 pb para los polimorfismos -725C>G
(rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins
(rs66554220), respectivamente.

Anadlisis estadistico: Se empled el programa
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwai.pl para estimar el
equilibrio de Hardy-Weinberg, las diferencias en las
frecuencias y la asociacion entre los polimorfismos
y PGR, a través de la prueba de Chi-cuadrada de
Pearson (X?) y la razén de momios (Odds Ratio),
respectivamente. El desequilibrio de ligamiento se
calculé con el programa Arlequin versién 3.5.1.3.
Se considerd un intervalo de confianza (IC) de 95%.

RESULTADOS

Se analizaron los polimorfismos -725C>G
(rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins
(rs66554220) en 58 mujeres con PGR y 56 muje-
res fértiles. El rango de edad en mujeres con PGR
y fértiles oscilé entre 31-35 anos (32 + 5 afos) y
26-30 afos (30 + 3 anos), respectivamente. Las
mujeres con PGR tuvieron un nimero de abortos
involuntarios de 2 a 6 (13 mujeres con 2, 32 con
3,8 con 4, 3 con 5y 2 con 6 abortos involunta-
rios). No se encontraron desviaciones significativas
del equilibrio de Hardy-Weinberg en las frecuen-
cias genotipicas de los polimorfismos -725C>G
(rs1233334), -201G>A (rs1233333) y 14-pb del/
ins (rs66554220). El genotipo -725GG se distribuyd
diferente entre las mujeres con PGR (8,6%) y las
mujeres fértiles (0%), sin embargo, no se asoci6
con PGR (p=0,02601; OR=11,484; 1C95%=0,617-
213,659). El genotipo -201AA no presento diferen-
cia significativa en su distribucién entre los grupos
de estudio (p=0,49717; OR=0,711; 1C95%=0,265-
1,908). El genotipo 14 pb ins/ins fue discretamente
mas frecuente en las mujeres con PGR (24,1%)
que en las mujeres fértiles (23,2%) (p= 0,53468;
OR=1,385; 1C95%=0,495-3,872), diferencia no sig-
nificativa (Tabla Il).

Se evalud el desequilibrio de ligamiento en-
tre -725C>G (rs1233334) y -201G>A (rs1233333),
-725C>G (rs1233334) y 14-pb del/ins (rs66554220),
y-201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220).
Los polimorfismos no se encontraron en equilibrio de
ligamiento (D’ > 0,3563; r2 < 0,1140) (Tabla Ill).

Tabla |
SECUENCIA DE INCIADORES

Iniciador

Secuencia

HLAGF1-725C>G
HLAGF2-725C>G
HLAGR725
HLAGF1-201G>A
HLAGF2-201G>A
HLAGR-201G>A
HLAGEX8F14-pb del/ins
HLAGEX8R14-pb del/ins

GAAACTTAAGAGCTTTGTGAGACG
GAAACTTAAGAGCTTTGTGAGACC
GGGTAGCATAACCTTGGTAACC
CCCCACAGGCGGTGTATAGG
CCCCACAGGCGGTGTATAGA
TTCGCTCACCCACCCGGACTCATT
GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC
GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA
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Tabla Il
FRECUENCIAS GENOTiPICASY ALELICAS Y MEDIDAS DE ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS
CON PERDIDA GESTACIONAL RECURRENTE (PGR)

Polimorfismos en Genotipo Mujeres Mujeres OR (IC95%) Valor p
el gen HLA-G con PGR fértiles
(%) (%)
CC 45 (77,6) 47 (87,5) - -
-725C>G CG 8(13,8) 9 (12,5) 0,928 (0,329-2,617) 0,88824
GG 5 (8,6) 0 (0) 11,484 (0,617-213,659) 0,02601
GG 19 (32,8) 18 (32,1) - -
-201G>A GA 27 (46,5) 22 (39,3) 1,163 (0,494-2,736) 0,72990
AA 12 (20,7) 16 (28,6) 0,711 (0,265-1,908) 0,49717
del/del 14 (24,1) 18 (32,1) - -
14-bp del/ins del/ins 30 (51,8) 25 (44,7) 1,543 (0,642-3,709) 0,33146
ins/ins 14 (24,1) 13 (23,2) 1,385 (0,495-3,872) 0,53468
Total de genotipos 58 56
Polimorfismos en Alelo Mujeres Mujeres OR (IC95%) Valor p
el gen HLA-G con PGR fértiles
(%) (%)
R C 98 (84,4) 103 (92,0) - -
725C>G G 18 (15,6) 9 (8,0) 2,102 (0,902-4,901) 0,08048
201G>A G 65 (56,0) 58 (51,8) - -
A 51 (44,0) 54 (48,2) 0,843 (0,500-1,419) 0,51993
14-bp del/ins del 58 (50,0) 61 (54,5) - -
ins 58 (50,0) 51 (45,5) 1,196 (0,711 - 2,013) 0,49991
Total de alelos 116 112
Tabla lll
DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO ENTRE LOS POLIMORFISMOS ANALIZADOS
Polimorfismos del gen HLA-G D’ r2 Valor p
-725C>G y -201G>A 0,5391 0,0236 0,1037
-725C>G y 14-pb del/ins 0,7560 0,0418 0,0306
-201G>Ay 14-pb del/ins 0,3563 0,1140 0,0004

DISCUSION

La molécula HLA-G por tener propiedades in-
munomoduladoras juega un papel primordial en
la tolerancia madre-feto. Existen polimorfismos
en las regiones no codificadoras del gen HLA-
G que alteran su transcripcion, por tanto en este
estudio se analizé la asociacion de los polimorfis-
mos -725C>G (rs1233334), -201G>A (rs1233333)
y 14-pb del/ins (rs66554220) del gen HLA-G con

PGR. Los resultados revelaron que el polimorfismo
-725C>G (rs1233334) si se distribuyé de manera
diferente entre las mujeres con PGR y las muje-
res fértiles pero no se asocié con PGR, debido a
la amplitud e inclusién de la unidad en el interva-
lo de confianza. En contraste, los polimorfismos
-201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220)
se distribuyen con similitud entre los grupos de es-
tudio y por tanto se excluyen como factores de rie-
go para PGR. Estudios comparables coinciden con
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lo descrito en el presente trabajo. Una investigacion
realizada en 58 parejas con PGR y 58 parejas férti-
les no encontré asociacién entre los polimorfismos
-725C>G (rs1233334) y 14-pb del/ins con PGR (17).
Del mismo modo, otros estudios independientes no
encontraron diferencias significativas en la distribu-
cion del polimorfismo 14-pb del/ins entre mujeres
con PGR y mujeres fértiles (18,19). Por el contrario,
en la literatura se describié que el genotipo 14-pb
del/del fue mas frecuente en mujeres fértiles que en
muijeres con PGR (p=0,0053; OR=0,242) (20). Ade-
mas, se ha descrito que los genotipos 14-pb ins/ins
y 14-pb del/ins son mas frecuentes en mujeres con
PGR que en mujeres fértiles y presentan un riesgo
para PGR (21-23).

La busqueda de desequilibrio de ligamiento
entre los polimorfismos analizados indicé que se
distribuyen de manera homogénea y que estan en
equilibrio de ligamiento. Es evidente que los resul-
tados son similares a los descritos en otras pobla-
ciones, sin embargo, existen discrepancias en la
distribucién de los polimorfismos debido a diferen-
cias genéticas.

CONCLUSION

Este estudio mostré que los polimorfismos en
equilibrio de ligamiento -725C>G (rs1233334),
-201G>A (rs1233333) y 14-pb del/ins (rs66554220)
no se asocian con pérdida gestacional recurrente
en una poblacién mexicana.
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