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ACA: anticuerpos anticardiolipina.

AECA: anticuerpos anti células endoteliales.

AL: anticoagulante lupico.

ANA: anticuerpos antinucleares.

APA: anticuerpos antifosfolipido.

ATA: anticuerpos antitiroideos.

ATF: factores de activacion de la trascripcion (del inglés, activation transcription
factor).

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

CAM: complejo de ataque a membrana.

CAM: moléculas de adhesion celular (del inglés, cell adhesion molecule).

CPA: célula presentadora de antigenos.

CTL: linfocitos citotoxicos.

CXCL12: ligando 12 para quimioquina C-X-C (del inglés, chemokine (C-X-C motif)
ligand 12).

DC: célula dendritica (del inglés, dendritic cell).

DE: desequilibrio de enlace (del inglés, linkage disequilibrium: LD).

DT: desviacion tipica.

ELISA: inmuno andlisis por absorcion ligada a enzimas (del inglés, Enzyme-linked
Immunosorbent Assay).

FAD: factor acelerador del decaimiento.

HLA: antigeno leucocitario humano (del inglés, human leukocyte antigen).

hCG: gonadotropina coriénica humana.

hPL: lactégeno placentario humano (del inglés, human placental lactogen).

HRM: melting de alta resolucion (del inglés, High Resolution Melting).

IDO: indolamina 2,3 dioxigenasa.

IL: interleuquina.

IFN: interferon.

IMC: indice de masa corporal.

ISRE: elemento de la respuesta estimulada por interferon (del inglés, Interferon-
Stimulated Response Element).

IVE: interrupcién voluntaria del embarazo.

LGL: linfocitos granulares grandes (sinénimo de natural killer).
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LIF: factor inhibidor de la leucemia.

MACIF: factor inhibidor del complejo de ataque a membrana (del inglés,
membrane attack complex inhibitory factor).

MMP: metaloproteinasas de matriz (del inglés, matrix metallo proteinases).
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, mayor histocompatibility
complex).

MIP-1: proteina inflamatoria de macréfagos (del inglés, macrophage inflammatory
protein-1).

NK: células asesinas naturales (del inglés, natural killer).

OCT: temperatura 6ptima de corte (del inglés, optimal cutting temperature).

Pb: Pares de bases.

PBMC: células mononucleares de sangre periférica.

PCM: proteina cofactor de membrana.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain
reaction).

RFLP: Polimorfismos de longitud de fragmento de restriccion (del inglés,
Restriction Fragment Length Polymorphisms).

RNV: recién nacido vivo.

SAF: sindrome antifosfolipido.

SNP: polimorfismo de Unico nucleétido (del inglés, single nucleotide
polymorphism).

ST: sincitiotrofoblasto.

TRA: técnicas de reproduccion asistida.

TEV: trofoblasto extravellositario.

TV: trofoblasto vellositario.

Th: linfocito cooperador (del inglés, T helper).

Tc: linfocito citotoxico.

TCR: receptor de las células T (del inglés, T-Cells receptor).

TGF-B: factor de crecimiento transformante - beta.

TNF-a: factor de necrosis tumoral - alfa (del inglés, tumor necrosis factor-alpha).
VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial (del inglés, vascular endothelial

growth factor).
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1. INTRODUCCION

1.1. Establecimiento de la gestacion.

De los estudios realizados en 1988 se estim6 que Unicamente en un 30% de
los casos el embriébn humano lograba implantar con éxito en el utero materno (Wilcox
et al,, 1988) y aunque algunos tratamientos de reproduccién asistida han logrado
superar con creces este dato estimado, lo cierto es que se trata de un proceso que
requiere un didlogo y aceptacion entre dos individuos con diferente dotaciéon
inmunologica y genética.

El embrion en fase de blastocisto debe llegar y contactar con un endometrio en
estado receptivo durante un periodo de tiempo conocido como ‘“ventana de
implantacion” (Rubio et al., 2003; van Mourik et al., 2009), la cual permitira al embrién
aposicionarse en el epitelio endometrial, adherirse y finalmente invadir el ambiente

materno.

Y INVASION

PERDIDA DE LA
ZONA PELUCIDA

APOSKCION

1 ADMESION
o

Figura 1: Fases de la implantacion embrionaria.

Tras la aposicion del blastocisto, que con mayor frecuencia ocurre en la cara
posterior del tercio superior del utero, sigue la fase de adhesién, donde las
microvellosidades del epitelio endometrial entran en contacto directo con las del
trofoectodermo del blastocisto o futuro trofoblasto facilitando que en la invasién ocurra
la penetracion del trofoblasto embrionario en el estroma del endometrio materno por
medio de pinépodos. Durante la invasion, el blastocisto queda cubierto por el
endometrioel dia 12 de embarazo, y los vasos uterinos seran invadidos, incluso
reemplazados, por células embrionarias (Norwitz et al., 2001).

Es bien conocido que, durante el proceso de implantacion, es fundamental el
didlogo embrién-endometrio donde intervendra un amplio repertorio de mediadores
quimicos uterinos y embrionarios como pueden ser citoquinas o quimioquinas, factores

de crecimiento, hormonas (progesterona, estradiol y prostaglandinas) y moléculas de

-12 -



1. INTRODUCCION

adhesion celular (CAM) como las integrinas y proteasas (Dimitriadis et al., 2005;
Guzeloglu-Kayisli et al., 2009).

Una vez que el blastocisto ha implantado en el utero materno comienza el
proceso de placentacion hemocorial y debera defender su identidad inmunolégica
mediante diferentes estrategias como puede ser la diferenciacion del citotrofoblasto
progenitor en distintos tipos celulares.

a) Sincitiotrofoblasto (ST).

El sincitiotrofoblasto es una masa citoplasmatica multinucleada embrionaria
que recubre al citotrofoblasto vellositario de manera que es la primera capa celular que
encuentra la decidua materna en el momento de la implantacion. El sincitiotrofoblasto
estd en contacto directo con la sangre materna por lo que estd expuesto a los
leucocitos y posibles patogenos presentes en ella. Del mismo modo, la respuesta
inmune materna debe adaptarse a la presencia de las células del sincitiotrofoblasto
(Aplin, 1991).

Inicialmente, las células del sincitiotrofoblasto no son mitéticamente
competentes protegiendo asi a la madre del quimerismo al entrar en contacto con
ellas. El sincitiotrofoblasto se forma a partir de la diferenciacion y fusién de un tipo de
células del citotrofoblasto vellositario llamadas progenitoras, las cuales permiten la
expansion del area de revestimiento del sincitio conforme avanza la gestacion, asi
como el reemplazamiento del material que ha sido embebido en la circulacion materna
(Laskarin et al., 2007; Solier et al., 2002; Tarrade et al., 2001; Vince et al., 1990).

El tejido sincitotrofoblastico es un tejido transcripcionalmente activo, ademas de
ARNm (&cido ribonucleico mensajero) y de glicoproteinas/hormonas como la
gonadotrofina coridnica humana (hCG), que resulta esencial para el mantenimiento del
cuerpo luteo, lactégeno placentario humano (hPL), factores de crecimiento como
VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial). El sincitiotrofoblasto produce
también estradiol y progesterona encargadas de soportar las primeras 6-8 semanas de
embarazo (Ellery et al., 2009).

b) Citotrofoblasto vellositario o vellosidades citotrofoblasticas (TV).

Es una monocapa de células mononucleares presente en la parte mas interna
del trofoblasto y que mas adelante sera llamada capa de Langhans.

Esta involucrado en el intercambio de gases y nutrientes entre la madre y el
feto. Las células del citotrofoblasto vellositario muestran un indice de mitosis del 1,5-
2,9% durante la semana sexta a la novena de embarazo pero realizan unas divisiones
celulares asimétricas ya que unas células se destinaran al mantenimiento del tejido y

otras se destinaran a la diferenciacién celular (Laskarin et al., 2007). En realidad son
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1. INTRODUCCION

células madre derivadas del trofoectodermo que rodea al blastocisto capaces de
diferenciarse en distintos tejidos como son el sincitiotrofoblasto, capa por la cual estara
recubierto, y el citotrofoblasto extravellositario, el cual veremos a continuacion.

c) Citotrofoblasto extravellositario (TEV).

Las células del trofoblasto extravellositario tienen caracteristicas intermedias
entre el citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto (McMaster et al., 1995). El citotrofoblasto
extravellositario se forma cuando las células del citotrofoblasto vellositario atraviesan
el sincitiotrofoblasto y entran en contacto con la matriz extracelular decidual, la cual
estimula la diferenciacion celular del citotrofoblasto vellositario (Aplin, 2010). Las
células del citotrofoblasto comienzan a proliferar y expandirse a través del
sincitiotrofoblasto en forma de columnas de varias capas de células no polarizadas
hasta llegar a la decidua materna, anclarse a la lamina basal y contactar con las
arterias uterinas maternas donde reemplazaran a las células endoteliales alli
presentes. Las células de la porciébn mas distal de la columna de citotrofoblasto
extravellositario se diferencian del resto para adoptar un fenotipo mas invasivo
(Copeman et al., 2000) y estan implicadas en el proceso de implantaciéon. En contraste
con la invasion tumoral, es una invasion regulada con precision y limitada
espacialmente al endometrio, al primer tercio del miometrio y a las arterias espirales y
limitada temporalmente a la gestacion inicial (Pijnenborg et al., 1980).

La capacidad invasiva del trofoblasto en la decidua materna puede verse
influenciada por varios mecanismos:

1) Sefiales microambientales autocrinas producidas por el trofoblasto y
paracrinas producidas por el Utero y otras células inmunitarias. Por ejemplo, existe en
el citotrofoblasto con fenotipo invasor, en las células deciduales y en las células
Natural Killer uterinas (células NK) del primer trimestre del embarazo una secreciéon de
enzimas proteoliticas como las metaloproteinasas de matriz (MMP) capaces de digerir
la matriz extracelular del endometrio (Cohen et al., 2010; Naruse et al., 2009). Muchas
hormonas, citoquinas y factores de crecimiento de origen materno y fetal pueden
controlar la capacidad invasiva del trofoblasto por estimulacion, estabilizacion o
inhibicién de las MMP (Bischof et al., 2001; Cohen and Bischof, 2007). Ademas, las
MMP pueden ser reguladas a nivel transcripcional mediante los elementos cis de la
region del promotor y a través del contacto entre células o entre las células y la matriz
extracelular (Cohen et al., 2006).

2) Genes reguladores del crecimiento presentes en las células deciduales que

controlan la invasion mediante muerte celular programada o apoptosis.
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Pero, por otro lado, una deficiente invasion del trofoblasto o incompleta
conversion de las arterias espirales puede causar patologias como la preeclampsia,
restriccion del crecimiento fetal o incluso pérdida del embarazo (Gerretsen et al., 1981;
Khong et al.,, 1987; Shokry et al., 2009), mientras que una ilimitada invasién esta
asociada con molas hidatidiformes y coriocarcinomas. Incluso se ha observado una
deficiente fusion y diferenciacion del citotrofoblasto en los embarazos con trisomia 21
provocada por una sefializacion anormal de la hCG, hormona importante en este

proceso (Pidoux et al., 2007).

Capilar fetal
TV

2T

Feto

Mesénquimna

TEV

Madre — : ke o : - }"‘“‘Demdua

Arteria uterina

Figura 2: Tipos de citotrofoblasto e invasion en la decidua materna en la
semana 8-10 del embarazo.
Abreviaturas: TV: trofoblasto vellositario; ST: sincitiotrofoblasto; TEV:

trofoblasto extravellositario.

Las funciones que realiza el citotrofoblasto son de anclaje de la placenta,
modulacién de angiogénesis y remodelacion de las arterias espirales uterinas (Knofler,
2010) aumentando el flujo sanguineo a la placenta para favorecer el transporte de
oxigeno y nutrientes al feto. Ademas, el trofoblasto tiene una funcién fagocitica intensa
de células maternas y materiales de desecho de la interfase feto-materna mediante la
secrecion de catepsinas, serinas y MMP, como hemos comentado anteriormente,
moléculas implicadas también en la invasion del trofoblasto. Esta funcion esta
estrechamente relacionada con la implantacién embrionaria y desarrollo placentario.
La fagocitosis por parte del trofoblasto le ayuda a su invasidon en la decidua,
promoviendo la remodelacién tisular y su propia nutricion. A lo largo de su desarrollo
el trofoblasto pasa de una nutricién histotréfica a una hemotréfica produciendo grandes
cambios en la circulacion arterial materna (Bevilacqua et al., 2010). Ademas, la funcion

de fagocitosis del trofoblasto puede ser un mecanismo de defensa del organismo al
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evitar una respuesta inmune ya que se ha visto fagocitosis de células tumorales
atipicas, microorganismos, bacterias, e incluso anticuerpos (Frauli and Ludwig, 1987;
Wang et al., 1983).

Por otro lado, el ambiente intrauterino ejerce una importante influencia sobre el
desarrollo placentario. El crecimiento del trofoblasto debe ser autbnomo y debe ocurrir
bajo unas condiciones estables. En las vellosidades trofoblasticas existen receptores
para algunos factores de crecimiento, citoquinas, hormonas, moléculas angiogénicas,
incluso factores de transcripcion que regulan su diferenciacién e invasion en las
primeras etapas del embarazo y actian sobre muchas rutas metabélicas y caminos de
sefializacién (Burton et al., 2007). Por ejemplo, se ha visto, al menos en estudios in
vitro en ratén, que la exposicién con IFN-y (interferén-y) incrementa 6 veces la
actividad fagocitica del trofoblasto (Albieri et al., 2005).
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1.2. Causas principales de los abortos espontaneos.

Aproximadamente, un 80-85% de los embarazos espontaneos diagnosticados
llegan a término, pero son muchas las parejas que experimentan una pérdida del
embarazo (15-20%) (de la Rochebrochard and Thonneau, 2002; Friebe and Arck,
2008). Sin embargo, cuando nos referimos a embarazos no diagnosticados, las tasas
de aborto pueden aumentar hasta un 50%, lo que nos indica que desde el punto de
vista estadistico es tan frecuente el aborto como el concebir con éxito. Ademas, hemos
de tener en cuenta que el porcentaje de riesgo de aborto aumenta aun mas con la
edad (Nybo Andersen et al., 2000) y con el niumero de abortos anteriores (Regan et
al., 1989).

Con respecto a las causas que producen la pérdida gestacional, en principio,
seria un error no discriminar entre causas de aborto esporadico y aborto habitual, ya
que existen causas de aborto esporadico, como las infecciones genitales puntuales,
que muy dificilmente pueden ser causas de aborto recurrente y, sin embargo, son
incluidas en los protocolos diagnésticos de muchos centros. Pero, por otro lado, las
causas de aborto recurrente lo son del espontaneo y resulta complicado establecer
diferencias entre un primer o segundo aborto aislado o un aborto inicial que se
convertira en aborto recurrente. A diferencia de los abortos recurrentes, las pacientes
con una o dos pérdidas gestacionales no son estudiadas mas a fondo ya que el
consenso médico convencional evita la realizacion de estudios completos en estos
casos, ya que su probabilidad de gestacion evolutiva en un nuevo embarazo sera muy
elevada sin realizar ningun intento de tratamiento, especialmente en las pacientes
jovenes.

Tampoco existe consenso a la hora de definir aborto habitual o recurrente, de
manera que la mayoria de los autores define el aborto de repeticion como la pérdida
de tres 0 mas gestaciones consecutivas antes de la semana 20, independientemente
de que sean seguidos o no, siendo el peso fetal en ese momento igual o inferior a
500g. Esta definicién afectaria al 1-2% de todas las parejas en edad feértil (Lee and
Silver, 2000).

Todo lo mencionado a continuacién se aplica a abortos precoces, que son los
que ocurren hasta las 12 semanas de gestacion, y suponen un 99% del total de
abortos. Los abortos tardios, que suponen un 1% del total y ocurren entre las 13 y 23

semanas de gestacion, quedan fuera de los objetivos de esta tesis.
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Las principales etiologias propuestas para los abortos espontaneos en principio

esporadicos y para los abortos recurrentes son las siguientes:

1.2.1. Anomalias cromosémicas y monogénicas.

Algunas anomalias monogénicas como la deficiencia de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (Toncheva and Tzoneva, 1985) o alteraciones en la inactivacion del
cromosoma X han sido asociadas a una mayor tasa de aborto espontaneo recurrente
(Beever et al., 2003; Lanasa et al., 2001).

Pero las causas demostradas en la actualidad serian realmente las
cromosomicas. Las cromosomopatias embrionarias “de novo” en los embriones
pueden ocurrir en un 50-60% de los abortos esponténeos, sobre todo los que ocurren
mas precozmente, siendo las mas frecuentes las trisomias autosémicas (Boue et al.,
1975; Kalousek et al., 1993; Lauritsen, 1975) y siendo ésta también una causa de los
abortos recurrentes. También se han encontrado anomalias cromosémicas asociadas
a los gametos de los progenitores en un 3-10% de los casos de aborto (Carp et al.,
2004; De Braekeleer and Dao, 1990).

Existe controversia en cuanto a la creencia de la aneuploidia recurrente como
origen del aborto recurrente. Hassold mostré que el cariotipo de un segundo aborto
sucesivo era anormal en cerca del 70% de los casos en los que se encontré una
aneuploidia en el primer aborto, y so6lo en un 20% de los casos si el primer aborto era
cromosomicamente normal (Hassold, 1980). Sin embargo, esta observacién podia
deberse mas a la edad materna que a cualquier otro factor. Mas recientemente, otros
dos grupos volvieron a mostrar que el siguiente aborto en mujeres con aborto habitual
era cromosomicamente anormal en por lo menos el 48% de los casos, sugiriendo la
posibilidad de una aneuploidia recurrente a pesar de la normalidad de los cariotipos
paternos (Daniely et al., 1998; Stern et al., 1996). En un estudio de nuestro grupo se
observé que, en 14 parejas con antecedentes de aborto de repeticion, la proporcién de
embriones anormales en dos ciclos consecutivos de fecundacién in vitro era similar
(Rubio et al.,, 2003). Estos datos sugieren la recurrencia de tasas similares de
cromosomopatias en las mujeres que sufren aborto habitual. Sin embargo, otros
autores cuestionan la aneuploidia recurrente como origen del aborto de repeticion
(Ogasawara et al., 2000; Sullivan et al., 2004).
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1.2.2. Anomalias anatomicas.

Las anomalias anatémicas como las malformaciones uterinas o los miomas
pueden ser causas probables pero no demostradas de aborto espontaneo recurrente
en primer y segundo trimestre del embarazo (Homer et al., 2000; Li et al., 2002b). Por
ejemplo, el Utero septo es el mas frecuente y el que peor pronédstico tiene en lo que se
refiere a la reproduccién. Esta dudosamente relacionado con abortos recurrentes
precoces por posibles defectos en la vascularizacién en el septo (Fedele et al., 1989) y
de forma mas consistente con abortos tardios debidos a incompetencia cervical y a un
reducido volumen intracavitario (Propst and Hill, 2000). Sin embargo, no existe ningun
estudio hasta el momento que haya demostrado que al corregir un problema uterino
determinado, las pacientes intervenidas aborten menos que las no operadas (Rai and
Regan, 2006).

1.2.3. Infecciones microbianas.

La presencia de infecciones o una flora bacterial anormal en el tracto genital
externo, vagina y cérvix pueden ser causa de aborto espontaneo (Martin et al., 1982).
Pacientes no inmunizadas frente a Toxoplasma o Rubeola y que contraen dicha
infeccion pueden sufrir un aborto espontaneo esporadico, pero casi de forma imposible
podra ser la causa de aborto recurrente ya que la primoinfeccion genera inmunidad a

largo plazo que suele proteger a la mujer durante el resto de su edad fértil.

1.2.4. Trastornos endocrinos u hormonales.

Existe una débil y no del todo demostrada asociaciéon entre el aborto y, por
extension, el aborto de repeticion, y los desordenes endocrinos u hormonales como el
sindrome de ovarios poliquisticos, diabetes mellitus 0 mujeres con problemas de
tiroides (especialmente hipotiroidismo), hipersecrecion de LH, disminucién de la
progesterona o con defectos en la fase lutea del ciclo (Coulam and Stern, 1994; Kalter,
1987; Tulppala et al., 1993).

1.2.5. Factor seminal severo.

La mayor presencia de anomalias cromosémicas o menor cantidad de
espermatozoides de morfologia normal en varones cuya pareja sufre aborto de
repeticion ha sido propuesta en algunos estudios como una posible etiologia
(Carranza-Lira and Celis-Rico, 2011; Collodel et al., 2009). Se propone como hipétesis
una mayor velocidad de los espermatozoides con aneuploidias, por lo cual consiguen

llegar al o6vulo con mayor probabilidad, crear una fecundacién andémala y ser
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responsables de la pérdida de la gestacion de forma recurrente (Giorlandino et al.,
1998). Sin embargo, la asociacién entre anomalias espermaticas y el aborto recurrente
no ha podido ser confirmada en otros trabajos, en especial en ausencia de patologia
seminal severa (Bronet et al., 2012). Pese a la relacién inicialmente establecida entre
microdeleciones del cromosoma Y (Dewan et al., 2006) y fragmentacién aumentada
del ADN espermatico (Carrell et al., 2003) con el aborto de repeticion, recientes
estudios (Bellver et al., 2010; Wettasinghe et al., 2010) han mostrado que los varones
de parejas con aborto de repeticion idiopatico y patologia seminal ausente o no
severa, no presentan mayor prevalencia de microdeleciones Y, y que, aunque
muestran un incremento significativo de los indices de oxidacién y fragmentacion del
ADN espermatico, similar al de varones con oligozoospermia severa, dichos indices se
solapan tanto con los de varones feértiles que no presentan ningun valor predictivo
sobre la ocurrencia de aborto de repeticion. Es decir, que si bien puede estar algo mas
elevada la oxidacion y la fragmentacion del ADN espermatico, estos valores no
predicen de forma adecuada qué varones sufriran o no aborto de repeticion, no

presentando su evaluacion por tanto ninguna utilidad diagnéstica.

1.2.6. Trombofilias adquiridas (Sindrome Antifosfolipido: SAF) y
trombofilias heredadas.

Las trombofilias representan un grupo de patologias que se caracterizan por un
desequilibrio entre los sistemas de coagulacion y fibrinolisis, a favor del primero.
Pueden ser adquiridas, como el SAF o algunos casos de resistencia a la proteina C
activada (APCR), o congénitas, como los déficits de proteina C o S y de antitrombina
lll, o mutaciones puntuales de genes implicados en la cascada de coagulacién
(Adelberg and Kuller, 2002). En principio, todas ellas podrian producir complicaciones
gestacionales, como aborto de repeticion, por su efecto trombogénico.

Con respecto al SAF, es la Unica causa no genética que ha demostrado
invariablemente, a través de ensayos clinicos prospectivos aleatorizados, revisiones
sistematicas y metaanalisis, ser origen del aborto de repeticion, pues su tratamiento
etiologico reduce drasticamente la probabilidad de un nuevo aborto (Rai and Regan,
2006). Se considera responsable de un 10-15% de los casos (Branch et al., 1997;
Kutteh, 1996). Los anticuerpos anticoagulante lUpico y anticardiolipina IgG son los mas
importantes ya que son los que tienen mayor poder trombogénico y abortivo.

El SAF parece actuar de dos maneras distintas en la génesis del aborto:

a) Su efecto trombogénico arterial y venoso sélo parece ser responsable de los

abortos mas tardios, originados a partir de las 8-10 semanas, momento en que las
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conexiones vasculares placentarias ya estan formadas y son susceptibles de
trombosis.

b) Antes de este tiempo, es posible que en su mecanismo de actuacion intervenga
un desequilibrio en la produccion hormonal y una deficiente invasion trofoblastica
endovascular (Chamley, 2002; Levine et al., 2002), debida a la union de los
anticuerpos antifosfolipido a los fosfolipidos de membrana del trofoblasto o a las
células endoteliales de los vasos deciduales o trofoblasticos (Sebire et al., 2002).

Este doble mecanismo del SAF (alteracion de la implantacidon embrionaria y
posterior efecto tromboético en los vasos utero-placentarios) explicaria también el
problema de insuficiencia placentaria originada por el sindrome, responsable de los
distintos trastornos asociados a la gestacion (preeclampsia, desprendimiento de
placenta, retraso de crecimiento intrauterino, muerte fetal intradtero, parto prematuro),
y justificaria la vasculopatia de los vasos deciduales presente en los estudios
anatomopatoldgicos realizados tras los abortos (Heilmann et al., 2003).

1.2.7. Factores ambientales y de estilo de vida.

El estrés, tabaco, alcohol, radiaciones, factores psicoloégicos y un IMC superior
a 30 pueden estar relacionados con los abortos espontaneos y recurrentes (Harlap
and Shiono, 1980; Sugiura-Ogasawara et al., 2002), aunque no han sido claramente

relacionados con los ultimos.

1.2.8. Factores inmunolégicos.

Por ultimo, los abortos espontaneos pueden ser producidos por factores
inmunologicos, tanto alloinmunes como autoinmunes. Si bien, un proceso
autoinmunitario hace referencia a una reaccion inmunitaria contra «lo propio», un

proceso aloinmune define una reaccion inmunitaria contra «lo no propio».

Hoy en dia, un embarazo satisfactorio sigue siendo un enigma inmunolégico ya
que los antigenos fetales deben de pasar desapercibidos por el sistema inmunitario
materno. De este modo, los trastornos aloinmunes que son causa de aborto vendrian
originados por el rechazo, por parte de la madre, de los antigenos de origen paterno
expresados por el feto, fundamentalmente a nivel endometrial, en la interfase
maternofetal. Para que esto no suceda, en condiciones fisioldgicas se desarrollan una
serie de mecanismos de “tolerancia inmunitaria”. Un desajuste en el engranaje del
sistema inmunitario o en la relacion inmune feto-materna puede generar patologias
como son el aborto de repeticiéon, hipertension inducida por el embarazo (PIH)

(Sheffer-Mimouni et al., 2002) o la amenaza de parto pre-término. Incluso las
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patologias placentarias como el retardo del crecimiento fetal o pre-eclampsia, estan
relacionadas con la respuesta inmune materna, la cual es aun mas acusada en
embarazos conseguidos con donacion ovocitaria (Gundogan et al., 2009).

Los principales factores inmunolégicos propuestos como causa de aborto
recurrente seran ampliados con mas detalle en la seccién 1.6. Incluso hoy dia, sigue
siendo una incognita la contribucién real de los factores inmunolégicos en la etiologia
del aborto esporadico. En gran medida, ello se debe a que seguimos sin conocer con
exactitud cudles son los complejos mecanismos inmunoldgicos que contribuyen al

éxitodel embarazo normal.

A pesar de todos estos factores que podrian producir la pérdida de la
gestacion, un 30-50% de los abortos, segun estudios, quedan sin un diagnéstico
etiologico (Li et al., 2002a). Por ello, hoy dia, muchas investigaciones, como el
presente estudio, se dirigen a relacionar los factores inmunolégicos como posible

origen de los abortos espontaneos (Christiansen, 2006).

1.3. Gestaciones espontianeas versus gestaciones de técnicas de

reproduccion asistida.

Algunos autores concluyen que las técnicas de reproduccion asistida (TRA) no
suponen un aumento del riesgo de aborto ya que observan que la tasa de aborto
espontaneo en los embarazos conseguidos mediante reproduccion asistida esta
alrededor del 15%, mientras que el riesgo de aborto espontaneo tras gestacion
espontanea es de 11-19% (Pezeshki et al., 2000; Schieve et al., 2003; Steer et al.,
1989).

Sin embargo, otros autores muestran en sus datos alta incidencia de abortos
espontaneos en los embarazos conseguidos mediante TRA, entre un rango de 18-
30%, dependiendo de diferentes factores como puede ser el factor masculino (Breart
and de Mouzon, 1995; Ezra and Schenker, 1995; Gray and Wu, 2000; Liu et al., 1988;
Saunders and Lancaster, 1989; Seppala, 1985; Steril, 1995; Wang et al., 2004). Estas
cifras aumentan hasta un 39,3% si nos centramos en pacientes de TRA mayores de
43 afos (Schieve et al., 2003).

Por otro lado, algunos autores han evidenciado un ligero aumento pero
significativo del riesgo de aborto al someter a las pacientes a altas dosis comparado
con bajas dosis de hormonas durante la estimulacion (Raziel et al., 2002; Wang et al.,

2004) pero no ha sido del todo bien demostrado.
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La inexactitud en la definicion de gestacion y de aborto puede crear estas
discrepancias entre unos y otros autores. Ademas, el aumento de las tasas de aborto,
en mayor o menor porcentaje, en las pacientes sometidas a TRA puede estar asociado
a las caracteristicas de la poblaciéon que se somete a un ciclo de reproduccioén asistida.
El aumento del riesgo de aborto en las pacientes de TRA puede estar originado por
una patologia de base, es decir, por factores de predisposicion asociados al uso de las
TRA mas que por el propio tratamiento recibido. Por ejemplo, las pacientes que
acuden a TRA suelen ser de mayor edad, nuliparas o con una historia de abortos
anteriores, y estos factores estan asociados conmayor riesgo de pérdida del embarazo
(Nybo Andersen et al., 2000). Una mujer inférti que acude a una clinica de
reproduccién asistida puede tener alteraciones uterinas o tubaricas, disfunciéon del
cuerpo luteo, ovarios poliquisticos o endometriosis, los cuales son factores que
podrian aumentar el riesgo de aborto y que deben ser considerados. Por ultimo, el
ndamero de abortos procedentes de gestaciones espontaneas es dificil de medir y
puede ser infraestimado en relacion a lo que ocurre con las TRA.

1.4. Caracteristicas de la decidua materna.

Consideramos a la decidua un lugar con gran importancia en el mantenimiento
del embarazo ya que es el tejido materno que tapiza al Utero gestante interaccionando
con las células fetales y formando parte de la interfase maternofetal. Y, por lo tanto, es
importante saber las células que la componen.

El sincitiotrofoblasto fetal entra en contacto con ella y la circulacién sanguinea
materna exponiéndose a los leucocitos presentes en ella, como son las células NK,
macréfagos y linfocitos T, asi como las células dendriticas (DC). EI nimero de
leucocitos totales en la decidua va cambiando en los distintos estadios del ciclo y a lo
largo del embarazo, con lo cual su funcién en el ciclo menstrual y a lo largo de la
gestacion es, seguramente, diferente. De este modo en la fase secretora del ciclo
menstrual, momento en el que debe producirse la implantacion del blastocisto, los
leucocitos de la decidua constituyen un 15-20% de las células deciduales, llegando a
componer en el primer trimestre del embarazo el 50% de las células deciduales
(Whitelaw and Croy, 1996). Este incremento en el porcentaje celular es uno de los
mayores indicios de que estas células, a pesar de su alto potencial citotdxico, juegan
un importante papel en el establecimiento de la unidad feto-placentaria y en el
mantenimiento inmunolégico del embarazo. Los leucocitos deciduales, bajo
condiciones normales, deberan de ser inmunosuprimidos a favor de la tolerancia

materno-fetal. De la misma manera, esta acumulaciéon de linfocitos en la decidua
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materna ejerce su funcion citotdxica en los casos de detencion del embarazo. Aun
queda por aclarar si este aumento es producido por reclutamiento desde otros sitios o
por proliferacion in situ en respuesta a la influencia hormonal directa o indirecta o en
respuesta a factores solubles producidos localmente. Por dltimo, hacia el final del
embarazo disminuye el numero de células del sistema inmunitario presentes en la
decidua.

Las células NK uterinas constituyen un 45% de las células totales de la decidua
y un 70-80% de las células inmunitarias deciduales en el primer trimestre del
embarazo. Se encuentran localizadas principalmente en los sitios donde se produce la
implantacién, en contacto intimo con el TEV y en las paredes de las arterias espirales
uterinas. Un 90% de las NK uterinas son de una subpoblacién concreta denominada
NK CD56*, CD16- y CD3- (bright) o linfocitos granulares grandes, las cuales suelen
tener bajos niveles de citotoxicidad pero son grandes secretoras de citoquinas y
factores de crecimiento angiogénicos favorecedoras del embarazo. La baja
citotoxicidad de estas células no es realmente una funcién sino que es una cualidad
por la que estas células pueden estar presentes en grandes cantidades en la interfase
feto-materna. El 10% restante de las células NK uterinas son del fenotipo NKCD56-,
CD16" (dim), las cuales son mas citotoxicas y tienen menor actividad secretora
(Bulmer and Sunderland, 1984; Ritson and Bulmer, 1987; Starkey et al., 1988). Se
presupone que su papel principal lo realizan en el primer trimestre del embarazo, ya
que a partir de aqui la poblacion de estas células decrece de manera acusada (Vince
et al., 1990).

Un 8% de las células deciduales son linfocitos T, lo cual indica que se produce
una respuesta inmunitaria especifica celular en este tejido. Se mantienen constantes a
lo largo del embarazo. Ademas, el tipo celular predominante en la decidua, en una
ratio 3:1, son los linfocitos T CD3" CD8" con funcion citotoxica y destruccion de células
infectadas (Bulmer et al., 1991), pero también hay presencia de linfocitos Th CD3*
CD4*, y de estos un pequefio porcentaje presenta el fenotipo de linfocitos T
reguladores CD3* CD25" FOXP3". Ocurre al contrario que en sangre periférica donde
predominan los linfocitos Th CD3" CD4". La citotoxicidad de linfocitos T CD8" contra
los antigenos fetales sera inhibida por la interaccién con las moléculas del HLA clase |
expresadas en el TEV. No esta muy claro aun si los linfocitos en la decidua materna
son solo protectores frente a posibles antigenos externos o tienen un papel en el
mantenimiento del embarazo y regulacion de la invasion del trofoblasto mediante la
secrecion de citoquinas (Scaife et al., 2006). De hecho, se ha visto una mayor

proporcion de linfocitos deciduales activados en la decidua de abortos espontaneos
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comparado con |VEs, los cuales serian los encagados de la apoptosis de las células
del trofoblasto, al menos in vitro (Kokawa et al., 1998; Olivares et al., 2002;
Raghupathy et al., 2000).

Por ultimo, un 18% de las células presentes en el endometrio decidualizado
humano durante el embarazo son monocitos o mejor dicho macréfagos deciduales
(MD) y un pequeiio porcentaje (1%) son células dendriticas (DC), manteniéndose
constantes a lo largo del embarazo (Loke et al., 1995). Estas son células de la primera
linea defensiva celular innata y su principal funcién es la presentacion de antigenos
(CPA), expresando en su superficie moléculas del MHC II. Otra de sus funciones como
células fagociticas es ingerir los detritus celulares producidos durante la implantacién
y la secrecion de citoquinas. Estan bajo un estricto control por la influencia de factores
solubles presentes en la decidua y por interacciones celulares, ya que tienen un
importante papel en la induccién de la tolerancia fetal, como por ejemplo la produccién
de moléculas solubles que previenen la activacion de los linfocitos T maternos frente a
aloantigenos fetales (Heikkinen et al., 2003). Ademas, se ha visto una disminucién en
la proporcion de DC-SIGN+ inmaduras en la decidua de los casos de AR comparado
con embarazos terminados con éxito, lo cual nos lleva a la hipétesis de la migracién de
dichas células hacia los nédulos linfaticos locales para su maduracion y llevar a cabo
el aborto (Tirado-Gonzalez et al., 2010). Estos factores confieren a los MD y DC unas
caracteristicas de tolerancia antigénica que los diferencian de sus homologos
periféricos (Laskarin et al., 2007).

Existe una ausencia relativa de la actividad inmunitaria especifica adaptativa en
la decidua, concretamente ausencia de linfocitos B y células plasmaticas, asi como un
bajo numero de linfocitos T, por lo que los MD pueden jugar un importante papel en la

defensa innata frente a posibles infecciones.

CE
DC y MD CE 53%
1% 13% 28%

Primer Trimestre A Término

Figura 3. Poblaciones celulares en la decidua.
Abreviaturas: NKD: NK deciduales; CE: Células endometriales;
MD: Macrdéfagos deciduales; T: Linfocitos T; DC: Células dendriticas.

(JM. De los Santos 2010)
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1.5. Complejo principal de histocompatibilidad.

El MHC (complejo principal de histocompatibilidad) es un conjunto de genes
que codifican glicoproteinas altamente polimérficas, que son elementos basicos del
sistema inmunitario y que se expresan en la superficie celular de los érganos y tejidos
del individuo, incluso en la sangre. Los virus y ciertos tejidos como el cartilago, el
hueso y el cerebro no expresan en su superficie estas moléculas del MHC.

Su funcién es modular la respuesta inmune defendiendo al organismo del
ataque de agentes extrafios.

En el humano se denominan antigenos HLA (del inglés, Human Leukocyte
Antigens) y estan codificadas por genes ubicados en la porciéon distal de la banda
6p21.3, en el brazo corto del cromosoma 6, y supone aproximadamente un 0.1% del
genoma humano. Por el contrario, los genes que codifican para la cadena B-2-

microglobulina, cadena ligera unida a la molécula del HLA, estan en el cromosoma 15.

Dp DA DR B C E AGF
. ———— i —— -
Clase IT Clase IIT Clase I

Figura 4: Organizacién génica del MHC.

Una de las caracteristicas mas relevantes del MHC es que son genes
altamente polimérficos de manera que existen diversos alelos para cada gen con una
presencia importante en la poblacion.

Los genes del MHC estan en desequilibrio de enlace (DE), es decir, alelos de
diferentes genes se hallan en un mismo cromosoma con una frecuencia superior a la
esperada en una combinacion al azar. Debido a la cercania de los diferentes locis
tienden a heredarse en bloque y la recombinacién intra-sistema HLA es poco
frecuente. A esta combinacion de determinantes genéticos se le denomina haplotipo.
Ya que el cromosoma 6 es un autosoma, todos los individuos tienen dos haplotipos
HLA (uno para cada cromosoma).

Sus genes tienen una expresion codominante, es decir, en las células de un
individuo existen dos alelos de cada HLA y ambos se manifiestan en el fenotipo.

Con respecto a las caracteristicas bioquimicas y estructurales de las moléculas

del MHC observamos que los genes de tipo | y Il codifican dos grupos de proteinas
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estructuralmente diferentes pero homoélogas y analogas. Todas poseen 4 tipos de
segmentos. Un segmento de union al péptido o hendidura extracelular, dominios
extracelulares tipo Inmunoglobulina (Ig), un segmento transmembrana por el que se
ancla a la célula y una porcion citoplasmatica carboxi-terminal. Los dominios

extracelulares tipo Ig del MHC | son distintos a los del MHC II.

Existen varios tipos de MHC:

1) MHC tipo I: Son glicoproteinas presentes en la superficie de casi todas las
células nucleadas del organismo. Extracelularmente son heterodimeros constituidos
por dos cadenas polipeptidicas asociadas sin enlaces covalentes: una cadena a o
cadena pesada constituida por tres dominios extracelulares (dominios a1, a2 y a3) y la
cadena ligera B-2-microglobulina (Bjorkman and Parham, 1990). Intracelularmente

estan formadas por un segmento transmembrana y otro citoplasmatico.

Figura 5: Estructura proteica de las moléculas del MHC tipo I.

Dentro de las moléculas del MHC tipo | se pueden diferenciar dos grupos:
1.1) MHC tipo la o clasico: HLA-A, HLA-B y HLA-C.
1.2) MHC tipo Ib o no clasico: HLA-G, HLA-E y HLA-F.

Centrandonos en la molécula de interés en este estudio, el HLA-G, cada
dominio que la compone realiza o participa en una funcién diferente, por ejemplo:

@ La hendidura formada por los dominios a1 y a2 se encarga de la unién del
péptido a presentar. Esta hendidura de presentaciéon consiste en una plataforma de
ocho laminas 8 antiparalelas en la que se apoyan dos a-hélices paralelas.

@ Ademas, los dominios a1 y a2 también se encargan de la interaccion con el
receptor TCR (receptor de las células T) de los linfocitos T. El TCR es un receptor

celular unido a membrana asociado a una via de sefializacion intracelular que posee
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como ligando a péptidos pequeiios asociados con moléculas del MHC en la membrana
plasmatica de macrofagos y otras APC.

@ Sin embargo, en la union del HLA-G al co-receptor CD8 del TCR estan
implicados los dominios a1 y a2 pero principalmente interviene el dominio a3,
concretamente las posiciones 214 y 228.

@ Con respecto a las células NK, la unién a los receptores inhibidores KIR2DL4
de las células NK es realizada por el dominio a1 (Yan and Fan, 2005), pero la unién a
receptores inhibidores tipo ILT2 de las células NK es realizada por el dominio a3
(Shiroishi et al., 2003). También se ha observado la unién del receptor CD94/NKG2A
de las células NK al HLA-G, aunque no esta definido a través de que dominio ocurre
esta interaccion. Lo que si esta claro es que el principal ligando de este tipo de
receptor de las células NK es el HLA-E.

@ La unién al receptor ILT2 de los linfocitos T y B, y al ILT4 de los
monocitos/macréfagos y DC también es realizada por el dominio 3.

@ Por ultimo, los tres dominios participan en la asociacion de la B-2-
microglobulina pero principalmente va unida al dominio a3. Esta molécula es necesaria
para la expresion superficial del MHC clase | y por lo tanto, de la misma forma, en el

mantenimiento y estabilizacion de la conformacién de la molécula del HLA-G.

CR Antigeno CD94/NKG2A

KIR2DL4

L
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Figura 6: Interaccién del HLA-G con los receptores de los distintos tipos

celulares.

La funcion del MHC tipo | es presentar antigenos enddgenos o de origen
citoplasmatico a los linfocitos Tc CD8*. En una situacion normal las moléculas del

MHC clase | se unen a péptidos derivados de moléculas propias, y en el caso de
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infeccion por un parasito intracelular (virus, ciertas bacterias y protozoos) se unen a
péptidos derivados de proteinas del patégeno. En ambos casos los péptidos derivan
de procesamiento citosoélico del antigeno endégeno en el proteosoma. Estos antigenos
seran péptidos de pequefio tamafio, no mas de 13 aminoacidos. Péptidos de mayor
tamafio no pueden unirse debido a que los extremos de la hendidura se cierran. Otra
de las funciones realizadas por las moléculas del MHC-I, y de gran relevancia, es la de

inhibir la actividad citotdxica de las células NK.

2) MHC tipo ll: Son glicoproteinas expresadas en la superficie de
determinadas células relacionadas con la respuesta inmune, como las células
presentadoras de antigenos (CPA), linfocitos B, macrofagos, células de Langerhans de
la epidermis, endotelio vascular, algunas células epiteliales, neutréfilos y linfocitos T
después de activarse. Asi mismo, estan ausentes en el trofoblasto fetal, las plaquetas,
glébulos rojos, linfocitos T en reposo y fibroblastos.

Estan constituidas por 4 dominios extracelulares (a1 y a2) (B1 y B2). A
diferencia de las MHC-I, los dominios a1 y 31 forman la regién de union al péptido. El
dominio a1 es abierto mientras que los dominios a2, 1 y B 2 se pliegan mediante un
puente disulfuro. También contienen un segmento transmembrana y otro

citoplasmatico.

CHO

Membrana
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Figura 7: Estructura proteica de la molécula del MHC tipo |II.

Las moléculas del MHC de tipo Il son: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP.

Su funcion es presentar a los linfocitos Th CD4" antigenos de origen exogeno,

que previamente han sido introducidos en la célula presentadora por endocitosis o
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fagocitosis, y que son sometidos a procesamiento endocitico. Estos antigenos seran

péptidos de mayor tamafio, de unos 12-30 aminoacidos.

a Hendidura de Hendidura de
unién al péptido unidn al péptido

Y

l B,-microglobulina

ok

5 '_\--— Péptidn

Bl

Figura 8: Comparacién de la estructura molecular del MHC tipo 1y Il.

3) MHC tipo lll: Corresponden a genes contenidos dentro de la region genética
del MHC, pero cuyos productos no son estrictamente antigenos HLA. No tienen
funciéon ni estructura similar a la de los genes del MHC | y Il. Originalmente se
definieron como genes que codifican algunos componentes del complemento (C2, C4B
y A, Bf) y algunas citoquinas estructuralmente relacionadas, como el factor de necrosis
tumoral (TNF).

Igualmente hay moléculas pertenecientes al grupo del MHC-I que no estan

codificadas en la regién genética del MHC, como son las moléculas CD1.

1.5.1. HLA-G: Molécula no clasica del MHC tipo Ib.

La molécula del HLA-G, la molécula que nos ocupa en este trabajo, fue
descrita por primera vez por Geraghty DE en 1987 (Geraghty et al., 1987). El papel del
antigeno HLA-G no esta claro hoy en dia y existe aun controversia en cuanto a su
importancia en el mantenimiento del embarazo. Sin embargo, el hecho de que dicha
proteina tenga una expresion tisular restringida, principalmente expresada en el
citotrofoblasto, junto con la existencia de una disminucién del resto de moléculas
clasicas del MHC en este tejido, ha abierto un amplio abanico de teorias sobre su
papel en el embarazo pudiendo tener una funcién critica en el control de las
reacciones de rechazo, contribuyendo, por tanto, a la supresion de la respuesta
inmunitaria, y a la presencia de un estado de tolerancia del feto semialogénico por el
sistema inmunitario materno facilitando asi el mantenimiento del embarazo (Carosella

et al., 1999). Concretamente, algunas de las funciones que realiza son la inhibicion de
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las células NK deciduales, modulacién de la secrecion de citoquinas o la regulacion y
estabilizacion de la expresion superficial del HLA-E, las cuales seran explicadas de
forma mas detallada posteriormente.
La teoria que gira alrededor del papel protector del HLA-G en el embarazo se
basa en determinadas caracteristicas moleculares que se detallan a continuacion:
1) Su limitado polimorfismo con respecto al resto de moléculas del HLA.
2) Un codédn stop en el segundo codén del exén 6 que codifica una proteina
con un segmento citoplasmatico acortado en 19 aminoacidos menos que el
resto de los HLA clasicos, de manera que la mayor parte del exén 6 asi como
el séptimo y el octavo exdén no se traducen a proteinas, situacién que podria
suponer un cambio en la estructura intracelular del HLA-G que se asociaria con
una disminucién en la eficiencia de presentacién del antigeno, lo cual se
considera un beneficio para las células del trofoblasto fetal, ya que de esta
forma se previene su destruccion (van der Ven et al., 1998).
3) La pérdida de un motivo estructural de endocitosis (“mofit’) en esta region
citoplasmatica proporciona al HLA-G una reducida sefial de endocitosis, lo cual
conlleva a una mayor vida media en la superficie celular de las células en las
que se expresa (Davis et al., 1997; Park et al., 2001).
4) Una region reguladora en el extremo 5’ y unos mecanismos reguladores de
la transcripcion diferente a los de los demas HLA clase |, lo cual puede explicar
su diferente expresion celular y tisular.
5) Un fraccionamiento alternativo del transcrito primario ARNm (“splicing”) que
genera 7 isoformas diferentes, unidas a membrana o en forma soluble. El
significado funcional del fraccionamiento alternativo radica en que
determinadas isoformas pueden suplir la funciéon de otras que pudieran faltar
debido a polimorfismos que afectan a la sintesis o expresion de la proteina
completa.
6) La presencia de una cisteina en el coddn 42 la cual le permite la formacion
de dimeros mediante un puente disulfuro intermolecular de Cys42-Cys42. Este
dimero es capaz de unirse a la molécula CD8 y a los receptores inhibidores
ILT2 y ILT4 de las células inmunitarias (Shiroishi et al., 2006).

Ademas, la molécula del HLA-G tiene otra caracteristica particular y es que

tiene un patrén de distribucion tisular y celular inusual, atipico y diferente al del resto
de sus homologos HLA-A, HLA-B y HLA-C.
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1.5.1.1. Secuencia y estructura del gen del HLA-G.

El gen del HLA-G esta situado en el cromosoma 6, entre el locus del HLA-F y
HLA-A.

La secuencia del HLA-G tiene gran homologia a la de los genes clasicos del
MHC (HLA-A, HLA-B y HLA-C) (75%-80% de similitud aminoacidica) (Messer et al.,
1992), a excepcion de la regién 3’ la cual genera un tallo citoplasmatico acortado en el
HLA-G que le proporciona una reducida endocitosis espontanea y alargamiento de su
vida media en la superficie celular de las células en las que se expresa (Davis et al.,
1997; Park et al., 2001).

La estructura de los genes HLA-G esta compuesta por una regiéon 5’ donde se
encuentra el promotor, ocho exones, siete intrones (porciones del gen que no codifican
proteina) y una regién 3’ no traducida. El exén 1 codifica el péptido lider, los exones 2,
3 y 4 codifican los dominios extracelulares a1, a2, a3 respectivamente, el exén 5 la
region transmembrana y los exones 6, 7 y 8 la region intracitoplasmatica de la
molécula del HLA-G (Geraghty et al., 1987).
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Figura 9: Regién genémica del HLA-G.

1.5.1.2. Polimorfismos del HLA-G y su efecto a nivel funcional.

En la region genética del HLA-G pueden ocurrir variaciones a nivel genético
producidas por sustituciones de bases o SNP (del inglés, single nucleotide
polymorphism) que pueden dar lugar a cambios en el tipo de aminoacido que
constituye la proteina HLA-G o incluso pueden ocurrir deleciones que provoquen un
corrimiento en la pauta de lectura aminoacidica.

El loci del HLA-G es mas polimérfico de lo que se pensaba hace tiempo
(Alizadeh et al., 1993; Morales et al., 1993) aunque no tanto como sus compafieros del
HLA clase la o HLA clase Il. Actualmente se han definido 46 alelos en el locus del
HLA-G, 2 de ellos alelos nulos (HLA-G*0105N y HLA-G*0113N) basados en una
variacion de la secuencia y 15 alelos a nivel de proteina (http://ebi.ac.uk.imgt/hla).

Estan en aumento las investigaciones sobre las variaciones en la secuencia del
HLA-G debido al convencimiento de un papel importante de éste en el embarazo.

Hasta hoy dia, se han detectado cerca de 72 SNP desde el exén 1 al intrén 6. La
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presencia de variaciones puntuales en el gen HLA-G puede implicar alteraciones en la
secrecion de la proteina.

Una unica delecion o un cambio de base en el gen del HLA-G podrian estar
relacionados con la pérdida temprana del embarazo. Por ejemplo, la delecion de una C
en el codon 130 que genera el alelo HLA-G*0105N (Pfeiffer et al., 2001) o el cambio
de base del codén 110 que genera el alelo HLA-G*0104 (Aldrich et al., 2001) estan
asociados significativamente con el riesgo de aborto. Sin embargo, el polimorfismo
mas estudiado y relacionado con los abortos recurrentes es el de INDEL 14pb en el
exon 8. Es el caso del alelo HLA-G*0106, asociado con el polimorfismo INDEL 14pb,
que tiene una mayor frecuencia en placentas pre-eclampsicas frente a las control
(21.2% vs 6.6%) y también mayor frecuencia, aunque no significativa, en placentas
procedentes de abortos recurrentes frente a los controles (Moreau et al., 2008). Otros
autores también han asociado el polimorfismo en la region 3’ del HLA-G en sangre
periférica con el riesgo de aborto recurrente, aunque unos lo asocian con la insercién
en homocigosis (+14/+14pb) (Hviid et al., 2002; Hviid et al., 2004a; Yan et al., 2006b;
Zhu et al., 2010), otros lo asocian con la insercién/delecion en heterocigosis (-14/+14
pb) aunque de forma no significativa, y otros los homocigotos para la delecién (-14/-
14 pb) (Ober et al., 2003).

Pero, incluso hoy dia, existen resultados contradictorios entre los diferentes
estudios genéticos del HLA-G con respecto a este tema, ya que hay autores que no
encuentran asociacion entre determinados genotipos y el aborto recurrente (Aruna et
al., 2010b; Karhukorpi et al., 1997; Penzes et al., 1999; Yamashita et al., 1999; Yan et
al., 2006a). Probablemente las diferencias entre estos grupos se deban al limitado
tamafio muestral.

Sin embargo, a pesar de que un Unico cambio pueda o no pueda afectar a las
funciones del HLA-G, la mayoria de los SNP estan localizados fuera de la parte de la
molécula que tiene relevancia funcional o se dan en la tercera base que compone el
coddn, de manera que no repercutiria en un cambio de aminoacido. En general, es en
el exén 2 y 3, que codifican el dominio a1 y a2, donde se presentan polimorfismos con
mas frecuencia, mientras que el exén 4, dominio a3, es mas conservado (Arnett and
Parham, 1995; van der Ven et al., 1998). En concreto, hay determinadas regiones del
HLA-G que deben estar mas conservadas genéticamente debido a su importancia
funcional, como es el caso de algunas posiciones aminoacidicas del exon 2 (residuos
76-79) que constituyen el dominio a1 y recordemos que sirven como ligando para los
receptores inhibitorios KIR2DL4 de las células NK (Yan and Fan, 2005), o la zona de

unién a la molécula CD8 de los linfocitos T formada por determinadas posiciones del
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ex6n 4, correspondiente con el dominio a3. Sin embargo, como veremos a
continuacién, también se ha detectado la presencia de sustituciones en zonas con
importancia funcional. Ofras regiones son mas tolerantes a la presencia de
polimorfismos como es la zona de unién y presentacion del antigeno formada por parte
del ex6n 2 y del ex6n 3, que constituyen el dominio a1 y a2, y que forman una
hendidura para albergar al péptido. De hecho, el polimorfismo en el codén 167 confiere
al HLA-G un mayor espectro de antigenos presentados (van der Ven et al., 1998).

Las asociaciones no aleatorias entre los polimorfismos en locus diferentes o
dentro del mismo locus se miden por el grado de desequilibrio de enlace (DE). Es
sabido que existe un elevado DE dentro de la regién del HLA-G, asi como, existe un
elevado DE del HLA-G con otros locus (Ober et al., 1996). De manera que algunos
autores piensan que es casi imposible la asociacién de un determinado SNP con el
aborto de repeticion pero, sin embargo, si creen posible la asociacibn de un
determinado haplotipo del HLA-G con los abortos espontaneos de repeticion (Berger et
al., 2010) y por esto, varios investigadores (Ober et al., 2003; Sipak-Szmigiel et al.,
2007) estudian algunos polimorfismos en conjunto, como es el caso de la regién 5’ con
14 pb INDEL en la region 3.

A continuacién mostramos los polimorfismos mas importantes, hoy en dia

descritos, localizados a lo largo de la secuencia genética del HLA-G.

Polimorfismos en la regién del promotor (Regién 5'URR):

Como hemos mencionado anteriormente, la regiébn promotora del HLA-G es
unica entre el resto de los HLA. Actualmente se han encontrado cerca de 30
polimorfismos de nucleétidos simples (SNP) en la regiéon del promotor “upstream”, en
el extremo 5’ URR (Tan et al., 2005). Esta region esta localizada 1.5 Kb antes del inicio
de la transcripcion del HLA-G, es decir, esta formada por 1500 pb y no por 500 pb

como el resto de los promotores.
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Figura 10: Polimorfismos en la regién 5° URR y exén 1.

-34 -



1. INTRODUCCION

La regién promotora del HLA-G contiene multiples elementos regulatorios cis,
por lo tanto los polimorfismos en esta regién pueden afectar a la uni6n de factores
nucleares o factores de transcripcion a la regiéon regulatoria y al sitio de inicio de la
transcripcion (Berger et al., 2010), viéndose afectada la eficiencia de la regulacién
transcripcional del HLA-G (Moreau et al., 1998a; Moreau et al., 1997) y probablemente
viéndose afectados los niveles de expresién del HLA-G soluble (Hviid et al., 2004b;
Hviid et al., 1999).

Algunas mutaciones SNP como la producida en la posicion —1155 G>A afecta a
la unién del factor de transcripcién Foxd3 (Berger et al., 2010) o las mutaciones en -
1179 A>G o -1306 G>A afectan al TSRE (trophoblast-specific response elements).
Otras mutaciones en la region -487 a -475 afectan a los HSE (heat shock protein
elements)(Ober et al., 2003; Solier et al., 2001) como el SNP en la posicion -477
asociado con los niveles de IL-10 producidos por los PBMC. También es importante la
mutacion -201G>A que esta localizada en el elemento NF-kB2 (region intensificadora
A) dentro del CRE (cyclicAMP-response element) (Solier et al., 2001) y que no se sabe
con exactitud si puede afectar a la regulacion de la expresion del HLA-G (Hviid et al.,
1999).

A continuacion mostramos una figura donde la presencia de determinados

polimorfismos puede interferir en la union de elementos regulatorios a la regién del

promotor.
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Figura 11: Interaccion de los elementos reguladores en la region de control del
locus del HLA-G (LCR).

Concretamente, es de especial interés, el polimorfismo SNP en la posiciéon
—725 consistente un cambio de una citosina por una guanina y es denominado
polimorfismo -725C>G. Dicho polimorfismo esta localizado 19 bp “downstream” del

ISRE (sitio de uniéon al IRF (del inglés, interferon regulatory factor)) donde se une el
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factor de trascripcion IRF-1 y a 10 bp del GAS (sitio activado donde se une el IFN-y)
(Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 1999). Cuando se analiza el ADN de sangre
periférica se observa que en los individuos que tienen la presencia de una G en esta
posicion se produce la creacion de un dinucleétido CpG en las posiciones -725 y -726
y la posicién -726C se metila por error. La hipdtesis es que los cambios en el estado
de metilacion de este dinucledtido CpG pueden alterar la conformacién del ADN,
afectar a la unioén de factores de transcripcion como IRF-1y, por lo tanto, podria ocurrir
una regulacion negativa de la trascripcion del HLA-G, que hipotéticamente redundaria
en menores niveles de proteina (Moreau et al., 2003; Ober et al., 2003). Sin embargo,
el unico estudio que realmente evalia el impacto de este polimorfismo en la
transcripcion y expresion del HLA-G se llevo a cabo mas adelante mediante ensayos
in vitro expresando esta mutacion en la linea celular de corocarcinoma trofoblastico
JEG-3. Este estudio concluyé que, al contrario de lo esperado segun las hipotesis
anteriores de regulacion negativa de la transcripcion, se da un aumento significativo de
la tasa de transcripcion en presencia del polimorfismo -725 C>G vy, como
consecuencia, un incremento de la expresion del HLA-Gs comparado con los alelos
con presencia de C 6 T. De manera que, el mecanismo por el que se aumenta la
expresion de HLA-Gs no esta relacionado con el estado de metilacion (Ober et al.,
2006). La unica limitacién encontrada en dicho estudio fue la utilizacion de lineas
celulares que pueden no mimetizar las mismas condiciones que las células del
trofoblasto, por lo que no pueden asegurar que en presencia del alelo -725G pudiera
darse una disminucién de la transcripcién en las células del trofoblasto.

A través de otros estudios realizados en sangre periférica hay autores que
encuentran que el polimorfismo -725C>G presente en ambos padres es un factor de
riesgo para los abortos recurrentes espontaneos, a pesar de que no es la principal
causa de la pérdida gestacional por si misma (Ober et al., 2003). Como este alelo
-725G estad asociado con elevadas tasas de transcripcion y expresion de HLA-Gs
(Ober et al., 2006), la teoria manejada es que los elevados niveles de HLA-Gs podrian
ser igualmente perjudiciales en determinadas poblaciones, especialmente en las que
conviven con alta carga de patégenos y comprometiéndose el funcionamiento del
sistema inmunitario.

Sin embargo, otros autores encuentran que la presencia del polimorfismo en la
posicion —725G en muestras de sangre periférica de mujeres embarazadas en primer
trimestre no aumenta el riesgo de que se produzca el aborto de forma recurrente

(Sipak-Szmigiel et al., 2008). Encuentran frecuencias similares del polimorfismo
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-725C>G, presente en homocigosis o heterocigosis, entre mujeres con abortos
recurrentes y mujeres fértiles (20.7% vs 25.9%).

Finalmente, se deduce que tanto una expresion deficitaria como una
sobreexpresion de HLA-G pueden ser perjudiciales en el embarazo.

Es bien reconocido que existe un fuerte DE en la zona del promotor del gen del
HLA-G. Debido a esto, es posible realizar una asociacién entre un determinado
haplotipo del HLA-G (que contiene mudltiples SNP) y los abortos de repeticion, de
manera que la concentracion de variaciones polimérficas en el promotor puede
incrementar el riesgo de pérdida del embarazo, quizas por alteracion de la uniéon de
factores de transcripcion que conllevan a cambios en la expresion de la proteina
(Berger et al., 2010). Por ultimo, también existe un fuerte DE entre los polimorfismos
que ocurren en el promotor 5’URR con las variantes de la regién 3’ UTR, las cuales
estan asociadas con cambios en la estabilidad del ARNm (Rousseau et al., 2003), por
lo que todas las variaciones en el nivel de HLA-G no podrian ser atribuidas a la region
del promotor por si sola.

Polimorfismos en el exén 1.

El exdn 1 codifica para el péptido lider (secuencia de aminoacidos implicada en
el traslado de la proteina), el cual tendra una gran importancia en la expresion
superficial y estabilidad del HLA-E.

En el exon 1 existen algunas sustituciones sinénimas y otras no sinénimas,
pero si la base cambiada da lugar a cambios en el tipo de aminoacido que constituye
el péptido lider del HLA-G (residuos 3-11) podria afectar a su expresién superficial o

implicar fallos en la expresion del HLA-E (Hviid et al., 1999).

Polimorfismos en el exén 2.

El ex6n 2 codifica para el dominio a1 de la molécula del HLA-G.

Se ha detectado un elevado nimero de mutaciones en el exén 2 como en los
codones 13, 16, 27, 31, 35, 37, 54, 57, 62, 65 y 69.

Algunas mutaciones en el exén 2 estan muy conservadas evolutivamente y no
representan un cambio de gran importancia funcional. Es el caso del codon 31, donde
el cambio de treonina por serina es neutro y, en principio, no se ve afectada la
polaridad de la molécula. Este codon es responsable, junto con otros codones, de
formar la hendidura de presentacion de antigenos. Esta hendidura exhibe un mayor

grado de variacion en la secuencia de nucleétidos que el resto de regiones, aunque
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algunas posiciones de esta region deben mantenerse conservadas (van der Ven et al.,
1998). El polimorfismo en el codén 31 define el alelo HLA-G*0103.

Sin embargo, ofras variaciones en el ex6n 2, dominio a1, podrian tener
repercusion en la funcionalidad de la proteina del HLA-G. Por ejemplo, los residuos
76-80 de este dominio interactian con los receptores inhibidores de las células NK
deciduales; concretamente seran las posiciones metionina del residuo 76 y glutamina
del residuo 79 del HLA-G las que estén envueltas en el reconocimiento de los
receptores inhibitorios KIR2DL4 de las células NK (Yan and Fan, 2005), llevando a
cabo la funcién de inmunosupresion del HLA-G. Debido a ello, se piensa que esta
zona concreta del exén 2 evoluciond hasta ser una region constante y sin polimorfismos.

Recordemos que en este dominio a1 también existe una zona de unién al
receptor TCR y a la molécula CD8 de los linfocitos Tc. Con respecto a esta funcion,
existen algunas sustituciones de aminoacidos que pueden ser mas toleradas como las
del codon 62 y 65 y permitir la interaccion con el TCR. Sin embargo otras posiciones
como el tetrapéptido motivo estructural RFDS en los residuos 35-38 deben estar mas
conservadas.

El polimorfismo del codén 57 ha sido uno de los codones mas estudiados
dentro del ex6n 2 (Ellis et al., 1990; Morales et al., 1993; Yamashita et al., 1996).
Consiste en un cambio de CCG por CCA, la cual es una mutacion silente de prolina
por prolina, pero al estar presente en el limite entre un intron y exén puede ser
importante en la regulacion del fraccionamiento del ARNm del HLA-G (Matte et al.,
2002). El polimorfismo en el coddn 57 suele ir en combinacién con el polimorfismo del
codon 93 del exén 3 (Lajoie et al., 2008).

Uno de los polimorfismos con consecuencias mas graves encontrados en el
exon 2, es el polimorfismo del codén 54, consistente en un cambio del codén CAG por
TAG que es un coddbn stop prematuro, generando un alelo nulo denominado
HLA-G*0113N y una proteina truncada o no completa y presumiblemente no funcional.
No se produce ninguna isoforma, ni soluble ni unida a membrana. Unicamente ha sido
encontrado en un individuo con dicho polimorfismo, por lo que se piensa que la
seleccion natural actia en contra de la generacion de este tipo de mutacién y de los
alelos nulos (Mendes-Junior et al., 2010).

Existen muy pocos estudios sobre la asociacion de polimorfismos en el exén 2
con los abortos recurrentes, pero en principio parece no haber ninguna relacién, al
menos con respecto a los polimorfismos de los codones estudiados en sangre
periférica de mujeres que han sufrido abortos de repeticion frente a sus controles

(Suryanarayana et al., 2008).
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Polimorfismos exén 3.

La mayoria de las mutaciones puntuales de la molécula del HLA-G que se han
descrito en la poblaciéon sana estan localizadas en el exén 3, que codifica para el
dominio a2. A pesar de la elevada cantidad de variaciones encontradas en el exéon 3
del HLA-G hemos de mencionar algunos codones especificos que nos han parecido
mas interesantes puesto que pueden tener mayor importancia en la transcripcion, asi
como en la conformacion de la molécula y en la expresion superficial de la proteina.
Estos son el codon 93, codon 101, codén 107, codén 110, codén 130 y codon 164.

1) En el codén 93 la sustitucién de la 32 base (CAC por CAT) origina una
sustitucién sindnima de histidina por histidina. Debido al fuerte DE que existe dentro de
la region genética del HLA-G, hay autores que estudian algunos polimorfismos en
conjunto como es el caso del codén 93 con las 14 pb INDEL estudiado en placentas
(O'Brien et al., 2001). El alelo HLA-G*010101 con una CAC en el codén 93, es decir,
ausencia de polimorfismo, junto con la delecién de 14 pb en el exén 8 puede causar
altos niveles de los transcritos y de la expresion proteica del HLA-G. Mientras, el alelo
HLA-G*010102 con el polimorfismo CAT en codén 93 e insercion de 14 pb en el exén
8 puede causar bajos niveles de los transcritos de HLA-G, baja expresion de la
proteina y variaciones del fraccionamiento alternativo sobre el transcrito en las
placentas con preeclampsia. Sin embargo, este efecto se atribuye en mayor medida al
polimorfismo de las 14 pb mas que al codén 93 (Larsen and Hviid, 2009).

2) Las cisteinas codificadas por los codones 101 y 164 forman un puente
disulfuro que esta muy conservado en los genes del MHC tipo | (Heinrichs and Orr,
1990). Es importante analizar la presencia de estas variaciones ya que pueden alterar
la estructura terciaria y conformacion de la proteina y, sobre todo, podrian repercutir
en la regidén por donde se une el péptido presentado.

En el codén 101 puede ocurrir un cambio de una cisteina por un triptéfano
(TGC por TTC) o cambio de cisteina por serina (TGC por AGC) o cisteina por tiroxina
(TGC por TGG); y en el codon 164 se produce un cambio de cisteina por tripté6fano
(TGC por TGG). Se piensa que estas mutaciones afectarian a la formacion del puente
disulfuro comentado anteriormente (van der Ven et al., 1998).

Ambas sustituciones han sido encontradas unicamente en heterocigosis.

3) En el codén 107 pueden ocurrir varias sustituciones. Una de ellas es el
cambio del codon GGA por CGA o AGA, ocurriendo un cambio de glicina por arginina
y un cambio de polaridad, lo cual puede afectar al motivo estructural SDGR formado
por las posiciones 105-108, afectar a las interacciones moleculares con otras células y

causar un efecto indirecto sobre la union del HLA-G al receptor TCR-CD8 de los
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linfocitos Tc (Krensky and Clayberger, 1996; van der Ven et al., 1998). Tal vez, la mas
importante es la sustitucion no sinénima y sin sentido de GGA por TGA en la que una
glicina pasaria a ser sustituida por un codén stop dando lugar a una proteina truncada
que puede llegar a ser inactiva o no funcional (Morales et al., 1993; van der Ven and
Ober, 1994). Pero, hasta hoy dia, esta sustitucion ha sido encontrada solo en
heterocigosis.

4) En el codén 110 ocurre un cambio en la primera base del codéon,CTC por
ATC, que provoca sustitucion del aminoacido leucina por isoleucina. El polimorfismo
de este residuo esta muy conservado y no se ve afectado directamente el dominio a2,
no se afecta la estructura tridimensional o la polaridad de la molécula ya que el
cambio de leucina por isoleucina es hidrofébico. Dicho polimorfismo, tampoco afecta a
funciones de la proteina como las interacciones con el sitio de unién del péptido o con
los receptores de los linfocitos Tc. El polimorfismo del codén 110 suele ir en
combinacién con dos polimorfismos silentes en el codon 57 (ex6n 2) y codon 104
(exon 3) (Lajoie et al., 2008). El polimorfismo en el codon 110 origina el alelo
HLA-G*0104. Este alelo esta clasificado por Rebmann como un alelo altamente
secretor de HLA-G soluble en suero materno (Rebmann et al., 1999). Sin embargo,
esta relacionado por Aldrich con un incremento del riesgo de sufrir un aborto (Aldrich
et al.,, 2001), por lo que este grupo sugiere que tal vez, aunque se aumente la
presencia de HLA-Gs, este cambio aminoacidico si provoque una disminucién de la
eficiencia de la interaccion con las células inmunitarias maternas.

5) En el codén 130 ocurre una delecion de una citosina en la posicion 1597
(delecion 1597C) que origina el alelo nulo HLA-G*0105N (Aldrich et al., 2002; Aldrich
et al., 2001; Hviid et al., 1997; Le Discorde et al., 2005; Moreau et al., 2002; Ober
et al.,, 1998; Ober et al., 1996; Suarez et al., 1997). La presencia de este
polimorfismo es bastante frecuente en algunas poblaciones y ausente en otras.

Esta delecion origina un corrimiento en del sitio de lectura provocando que los
aminoacidos a partir de la segunda mitad del ex6n 3 puedan ser diferentes (CTG por
TGC). La delecién del alelo HLA-G*0105N puede generar un codoén stop en el codén
189 (GTG por TGA), en el exén 4, de manera que se crean isoformas incompletas o
una proteina truncada y no hay secrecion de la isoforma completa del HLA-G1 o de la
isoforma soluble HLA-G5.

En el caso de la isoforma HLA-G4, que no contiene el exén 4, dominio a3,
puede originarse el codon stop en el codén 297 (GTA por TAG), en el exén 5, por lo

que se bloquearia también su traduccion (Castro et al., 2000; Le Discorde et al., 2005;
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van der Ven et al., 2000). En este caso se genera una proteina HLA-G4 con presencia
de los dominios a1 y a2, y parecida a la que se generaria en el caso de HLA-G1 y
HLA-G5 con dicha mutacion.

Estas isoformas afectadas por la delecién no estan completas pero tienen los
dominios a1 y mitad del dominio a2 por lo que son capaces de realizar determinadas
funciones. De manera que esta delecion no afecta al reconocimiento de los receptores
KIR2DL4 expresados en las células NK, funcion realizada por el dominio al y
codificada por el exén 2, por lo que no se ve afectada la funcién de inhibicion de estas
células a través de este receptor inhibidor, ni afecta al péptido lider del HLA-G, funcién
realizada por el exén 1, por lo que no se ve afectada la expresion superficial del HLA-E
(Sala et al., 2004).

En cambio, se sabe que la delecién 1597C no afecta a otras isoformas unidas a
membrana como la HLA-G2 y HLA-G3 ni a las isoformas solubles HLA-G6 y G7 ya
que, por fraccionamiento alternativo, no tienen el exén 3, dominio a2, y no se ven
afectadas por la delecion ni por el corrimiento de aminoacidos (Ober et al., 1998). Se
cree que estas isoformas truncadas son funcionales y pueden reemplazar en
determinados aspectos a las isoformas completas del HLA-G. Pueden proteger del
ataque de las células NK'y CTL por interaccién del dominio a3 con el receptor inhibidor
ILT2 o por interaccion del dominio a1 (presente en todas ellas) con el receptor
inhibidor KIR2DL4 de las células NK. También pueden inducir la expresion superficial
del HLA-E porque pueden sintetizar el péptido lider y realizar otras funciones para
contribuir a la supervivencia fetal (Le Discorde et al., 2005; Menier et al., 2000; Moreau
et al., 2002; Sala et al., 2004).

HLA-G2 HLA-G3 HLA-G6 HLA-G7

Figura 12: Isoformas presentes en los individuos homozigotos para
HLA-G*0105N.

El polimorfismo del codon 130 suele ir en combinaciéon con 2 polimorfismos

silentes en el codén 57 (exén 2) y codon 93 (exoén 3).
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Existe controversia con respecto a la asociacion de esta mutacion y la
consecuente falta de HLA-G soluble con la pérdida del embarazo. Hay autores (Castro
et al., 2000; Ober et al.,, 1998; van der Ven et al., 2000) que encuentran RNV
homocigotos para este alelo nulo y que evolucionan como embarazos normales y a
término, por lo que concluyen que el HLA-G no es un factor determinante para el
mantenimiento del embarazo. Debido a esto y a la alta incidencia de este polimorfismo
en determinadas poblaciones, se piensa que la ausencia de expresion de HLA-G1es
seleccionada positivamente,resultando beneficiosa para el embarazo en poblaciones
con alta carga de patégenos ya que no se suprime la accion citolitica o citotoxica de
las NK vy linfocitos T,lo que se traduce en una respuesta mas robusta a los patégenos
intrauterinos (Aldrich et al., 2002). Incluso se piensa que esta mutacién implica otras
ventajas que compensan una proteina no funcional o que este alelo nulo afecta a
partes de la molécula no funcionales (van der Ven et al., 1998). En consonancia con
estas observaciones, otros estudios no encuentran diferencias significativas en la
frecuencia de este alelo nulo en sangre periférica entre mujeres con abortos
recurrentes espontaneos y mujeres fértiles usadas como control (0,7% vs 1,4%) (Yan
et al., 2006a).

Sin embargo, otros autores encuentran que el alelo HLA-G*0105N producido
por este polimorfismo esta asociado con la disminucién de HLA-Gs1 y G5 en suero, es
decir, es un alelo bajo secretor de HLA-G (Rebmann et al., 1999; Rebmann et al.,
2001), y a su vez esta relacionado con el aumento del riesgo de aborto recurrente
(Aldrich et al., 2001; Pfeiffer et al., 2001). Pfeiffer encontré6 que un 70% de las parejas
que sufrian abortos recurrentes contenian los alelos bajos secretores HLA-G*0105N y
HLA-G*01013.

Polimorfismos en el exén 4:

El ex6n 4 codifica para el dominio a3, el cual es estructuralmente diferente del
dominio a3 del resto de las moléculas HLA clase | (Clements et al., 2005). Esta region
no presenta muchos polimorfismos, es mas bien constante debido a las funciones que
realiza. Una de ellas es la interacciéon con la B-2-microglobulina, la cual es importante
para el mantenimiento de la conformacién nativa de la molécula (van der Ven et al.,
1998). El dominio a3 también interacciona con los receptores inhibitorios LIR-1/ILT2 de
las células NK, macréfagos vy linfocitos T y B y con los receptores LIR2/ILT4 que son
selectivamente expresados en monocitos/macrofagos y DC (Kamishikiryo and
Maenaka, 2009; Ponte et al., 1999; Shiroishi et al., 2003). Por ultimo, se encarga de la

union del HLA-G al coreceptor CD8 de los linfocitos Tc. Los sitios mas importantes de

_42 -



1. INTRODUCCION

unién al coreceptor CD8 estan en “clusters” o agregados (agregado1: residuos del
223-229; agregado 2: residuos 233-235; agregado 3: residuos 245-247). A pesar de
ser una zona muy funcional y que deberia estar muy conservada, se han detectado
cambios de bases que afectan al reconocimiento y unién del HLA-G al CD8 de los
linfocitos Tc, incluso generando dos nuevos alelos, como es el caso del codon 258,
donde ocurre el cambio de una treonina por una metionina que genera el alelo HLA-
G*0106; o el polimorfismo en el codon 219, descubierto recientemente, que consiste
en el cambio de arginina por triptéfano y que genera el alelo HLA-G*0108 (Moscoso et
al., 2007).

Polimorfismos del exén 8 (Regién 3’ UTR).

La region 3' UTR contiene varios elementos reguladores, incluyendo sefiales
de poliadenilacion y regiones ricas en AU, que regulan la expresion temporal y
espacial del ARNm (Alvarez et al., 2009; Kuersten and Goodwin, 2003). Los transcritos
primarios deben ser procesados de manera que se les unan una serie de proteinas
antes de ser exportados al citoplasma.

Hasta hoy dia han sido detectados 8 posibles polimorfismos en la regién 3’
UTR del HLA-G. No existe un consenso en la literatura con respecto a la posicion de
las variaciones en esta region, por lo que dependiendo de la secuencia escogida, el
polimorfismo es descrito en una posicién u otra, por ejemplo la mutacién del SNP
+3777 es nombrada por otros autores como +3010. La mayoria de los polimorfismos
descritos en esta region tienen que ver con la estabilidad de los transcritos del HLA-G.
Pueden afectar a la union de determinadas proteinas al ARNm afectando al
metabolismo, estabilidad, procesamiento, localizacién subcelular, exportacién nuclear,
poliadenilacion, control translacional, patrén de fraccionamiento del transcrito y

finalmente afectando a los niveles del ARNm (Grzybowska et al., 2001).

SNP?85.G/C SNPY1ET.CIG SHNFIBC/G
Intron 7 Eson B ' 1_ i
LWL e L L 3
; SNPIT2GIA

205% 5-AUUUGUUCAUGCCU-3

Figura 13: Polimorfismos en la region 3’ UTR.

Existen polimorfismos como el SNP +3142C/G que provoca la union de

microARNs al ARNm del HLA-G y puede influenciar la expresion de HLA-G al menos
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en lineas celulares JEG-3. El alelo +3142G puede incrementar la afinidad de esta
region por los microARN disminuyendo la disponibilidad de ARN debido a su
degradacion y disminuyendo los niveles de HLA-G (Tan et al., 2007). O el polimorfismo
investigado in vitro, en células transfectadas SP/02, en la posicion +3172G/A, cercano
al pentamero AUUUA, que puede disminuir la estabilidad del ARNm (Grzybowska et
al., 2001; Yie et al., 2008). Otras mutaciones como +3794C/A o +3802C/T pueden
estar envueltas en la generacion de diferentes perfiles de expresion del ARNm (Hiby et
al., 1999). El polimorfismo +3187 también esta relacionado con la disminucién de la
estabilidad y mayor degradacién del ARNm y asociado con el riesgo de preeclampsia
por disminucién de los niveles de HLA-G (Yie et al., 2008). Incluso hay polimorfismos
como T1570C y C1594A que estan asociados con la pérdida de la gestacién, pero sélo
cuando se categoriza la poblaciéon en funcién del polimorfismo 14 pb INDEL, ya que
ambas regiones estan en desequilibrio de enlace (DE) (Suryanarayana et al., 2008).
También se ha visto que existe un elevado DE entre el polimorfismo 14pb INDEL y los
alelos +3142G y +3187A (Castelli et al., 2010).

Sin embargo, el polimorfismo mas estudiado y con mas implicaciones
funcionales es la insercién/delecion de 14 pares de bases (INDEL14 pb)
(5°'ATTTGTTCATGCCT 37) en el extremo 3’ URT del exén 8 (Humphrey et al., 1995),
detectado por primera vez en 1993 (Harrison et al., 1993). Los estudios sobre HLA-G
en primates contienen la insercion de las 14 pb, por esto se piensa que el polimorfismo
verdadero es la delecion mas que la insercién (Castro et al., 2000). Incluso un grupo
sugiere que dos polimorfismos en las posiciones +3742 y +3743 del exén 8 pueden ser
considerados como los precursores de la aparicion de la delecion de las 14pb en el
gen del HLA-G (Aikhionbare et al., 2006). Esta variante génica, al igual que la ocurrida
en el promotor, se ha asociado con diferentes situaciones relacionadas con la
estabilidad (O'Brien et al., 2001; Rousseau et al., 2003) y los niveles de los ARNm
(Hiby et al., 1999; Hviid et al., 2003), situacién que, a su vez, podria repercutir tanto en
los niveles de la proteina como en sus funciones. Alun no ha sido elucidado el
mecanismo por el cual esto se produce. Concretamente, la insercién de 14 pb crea
transcritos menos estables y un menor nivel de ARNm de HLA-G soluble y unido a
membrana en poblaciones celulares de trofoblasto (Hviid et al., 2003; O'Brien et al.,
2001). Asi, por ejemplo, se ha observado que este polimorfismo puede alterar los
patrones de fraccionamiento alternativo del ARNm. Por otro lado, algunos alelos del
HLA-G que sufren la insercion de las 14 pb estan expuestos a un fraccionamiento
alternativo adicional que provoca una delecion en las primeras 92 pb del ex6n 8 (Fuijii
et al., 1994; Hiby et al., 1999; O'Brien et al., 2001). Estudios en lineas celulares JEG-3
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y M8 confirman que las isoformas con delecion de 92 pb tienen un ARNm mas
resistente a la degradacion y son mas estables que las formas completas de ese
ARNm (Rousseau et al., 2003). Estos datos sugieren que esta region puede estar
involucrada en mecanismos que controlan la regulacién postranscripcional de la
molécula de HLA-G.

Ademas, la insercién de 14 pb va siempre acompafiada de los polimorfismos
+3142G y +3187A, ambos previamente asociados con bajos niveles de ARNm
(Castelli et al., 2009), por lo que esta escasa produccion de ARNm puede ser
consecuencia de estos polimorfismos asociados con la insercion de 14pb.

Por otro lado, los polimorfismos en la regiéon 3 UTR’ pueden influenciar los
niveles de expresion de HLA-Gs en suero. Concretamente, la insercién homocigota
+/+14 pb puede afectar a la regulacién transcripcional del HLA-G, es decir, una
disminucién de la cantidad y estabilidad del ARNm lo que acabaria provocando una
disminucién significativa en los niveles de HLA-Gs plasmaticos en comparacién con los
genotipos heterocigotos u homocigotos para delecion (Chen et al., 2008; Hviid et al.,
2004c; Rizzo et al., 2005a). Por otro lado, se ha detectado que los mayores niveles de
HLA-Gs5 plasmaticos ocurren en los heterocigotos (+/-14pb) comparado con los
homocigotos para la delecién o la insercion (Gonzalez et al., 2010). Ademas, las
deleciones en el extremo 3" de 14 pb son asignadas a los alelos HLA-G*010101,
G*0102 y G*010401 y seran altos secretores de HLA-Gs en plasma. Las inserciones
de 14 pb son asignadas a los alelos HLA-G*01012, HLA-G*01013, HLA-G*0103,
HLA-G*0105N y HLA-G*0106 vy, por lo tanto, seran alelos bajos secretores de HLA-Gs
en plasma (Rebmann et al., 2001). Los bajos niveles de HLA-Gs en el suero de
mujeres embarazadas estan relacionados con complicaciones del embarazo como
preeclampsia, retardo del crecimiento intrauterino y aborto recurrente (Alegre et al.,
2007; Athanassakis et al., 1999; Pfeiffer et al., 2000).

Sin embargo, con respecto a los niveles de expresion del HLA-G en las
placentas a término de mujeres embarazadas, hay autores que no encuentran ninguna
asociacion entre los niveles de HLA-G en placenta y los diferentes genotipos del
polimorfismo 14 pb INDEL (Hviid et al., 2004b).

Existen datos contradictorios sobre la variante de este polimorfismo que esta
relacionada con los abortos de repeticién, de manera que unos encuentran que la
insercion +/+14 pb en homocigosis esta en mayor proporciéon en mujeres con abortos
recurrentes, situacion coherente con la disminucién de los niveles de HLA-Gs por ser
alelo bajo secretor (Hviid et al., 2002; Hviid et al., 2004a; Yan et al., 2006b; Zhu et al.,

2010). Otros piensan, aunque sus datos no son significativos estadisticamente, que es
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la insercion/delecion en heterocigosis -/+ 14 pb la que esta relacionada con los abortos
recurrentes, ya que el efecto dominante del alelo bajo secretor (insercion 14pb)
disminuiria la expresion de HLA-Gs (Moreau et al., 2008; Tripathi et al., 2004; Xue et
al., 2007). Y, por ultimo, Ober en 2003 encontré6 que son los homocigotos para la
delecion -/- 14 pb los que tienen mayor riesgo de aborto (Ober et al., 2003). Ademas,
hay autores que encuentran un aumento, en ocasiones no significativo, del genotipo
heterocigoto (-/+ 14pb) en las mujeres fértiles control frente al grupo abortos
recurrentes (Aruna et al., 2010a; Berger et al., 2010; Hviid et al., 2002) sugiriendo que
los niveles intermedios de HLA-G son los favorecedores del mantenimiento del
embarazo. Por ultimo, existe un fuerte DE entre el polimorfismo INDEL 14pb y el alelo
HLA-DR3 (Hviid and Christiansen, 2005), un alelo de clase Il que es significativamente
mas comun entre mujeres con abortos recurrentes que en las controles (Kruse et al.,
2004).

Al contrario de lo mencionado anteriormente, otros investigadores no
encuentran asociacion entre este polimorfismo y los datos de fertilidad (Mendes-Junior
et al., 2007) ni asociacion significativa con el riesgo de aborto recurrente (Berger et al.,
2010; Sipak-Szmigiel et al.,, 2007). Concretamente Sipak-Szmigiel encuentra
frecuencias similares entre mujeres con abortos recurrentes y mujeres fértiles en cada
genotipo: -/-14pb (46.5% vs 34.5%), +/-14pb (37,9% vs 48,2%) y +/+14 pb (15,5% vs
17,2%) (Sipak-Szmigiel et al., 2007).

Sin embargo, el Unico autor que estudia la frecuencia del polimorfismo 14 pb
INDEL del HLA-G en diferentes tipos de placenta (villis) normales y patologicas hace
una asociacion significativa entre el alelo HLA-G*0106 relacionado con el polimorfismo
en heterocigosis +/- 14 pb con las placentas preeclampsicas. Incluso encuentra una
mayor frecuencia de este alelo, aunque no significativa, en las placentas procedentes
de abortos (Moreau et al., 2008).

Ademas, los polimorfismos de 14 pb estan relacionados con otras
enfermedades como por ejemplo la artritis (Rizzo et al., 2005b; Rizzo et al., 2006; Veit
et al., 2008) viéndose afectados los niveles de HLA-G soluble en este grupo de
pacientes, el lupus eritematoso sistémico (Rizzo et al., 2008), cardiomiopatias (Lin et
al., 2007), pemphigus vulgaris (Gazit et al., 2004) y la preeclampsia (Hylenius et al.,
2004). Incluso los polimorfismos de 14 pb han sido muy estudiados en casos de
transplantes donde los genotipos homocigotos para la inserciéon de 14 pb (asociados
con bajos niveles de HLA-Gs) tienen mas probabilidad de rechazo que los genotipos

homocigotos para la delecion asociados con el éxito del transplante.
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1.5.1.3. Transcripcion del HLA-G.

Una de las propiedades de las moléculas del MHC es que su transcripcion
(proceso mediante el cual las moléculas de ADN se copian a ARN mensajero) esta
inducida por determinadas citoquinas producidas durante una inflamacion o una
respuesta inmunitaria, sobre todo por los interferones (IFN-a, IFN-B e IFN-y)
(Grabowska et al., 1990). Ha sido demostrado, al menos in vitro, que los IFNs y la
IL-10 inducen la expresion de HLA-G en otros tipos celulares (Lefebvre et al., 2001).
Los interferones activan a los factores de transcripcion que se unen a secuencias
reguladoras de los promotores de los genes MHC e incrementan la tasa de
transcripcion.

De la misma forma que la expresidbn de HLA-G esta restringida a tejidos
especificos en situaciones no patolégicas, a diferencia de la expresion del resto de las
moléculas del MHC de clase |, este gen presenta ademas diferencias génicas con
respecto a sus homologos como, por ejemplo, la diferente reorganizacion de los
elementos cis encontrados en la region promotora 5 del gen. Esto implica una
diferente regulacion transcripcional y transactivacion del HLA-G y que no sea regulado
por los mismos elementos cis que el resto de moléculas del MHC. Por lo tanto, ocurre
una activacion restringida a determinados tejidos relacionada con su funcién
especializada en fenémenos de tolerancia (Holling et al., 2009; Moreau et al., 2009;
Rousseau et al., 2000; Solier et al., 2001; Yang et al., 1996; Yang et al., 1995).

CREBI CREB1 p58 p50
ATF1 CREB1 ATF1 IRF1 spl Spl HLA-G
9 Do
i | ]
CRE ... CRE.,, CRE_ . ISRE_ ., enhA TSRE SRy
5 3

Figura 14: Regién promotora del HLA-G.
Abreviaturas: CREB o CBP (proteinas de union al elemento respuesta a cAMP);
ATF (factores de activacion de la trascripcion); CRE (elementos de respuesta a
cAMP); “enhancer” A (region intensificadora A); ISRE (del inglés, Interferon-Stimulated

Response Element); IRF1 (factor regulador de interferon).

Una vez realizada la transcripcién del gen del HLA-G, obtenemos el ARN

mensajero, el cual ha sido encontrado en gran variedad de tejidos adultos y
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embrionarios (Carosella et al., 1996), pero principalmente en tejido placental de primer
trimestre. Sin embargo, esta proteina tiene una expresion mas restringida y se
encuentra basicamente en el TEV (McMaster et al., 1995). A pesar de que algunas
moléculas como las tapasinas o la B-2-microglobulina intervienen en la expresion
superficial de la proteina en un determinado tejido, se piensa que existe un mecanismo
post-transcripcional critico que restringe su expresion a nivel de proteina en
determinados tejidos (Copeman et al., 2000).

Los transcritos de las diferentes isoformas del HLA-G han sido encontrados en
el TEV y TV (Copeman et al., 2000; Chumbley et al., 1993; Hunt et al., 1991; Hviid et
al., 1998; Solier et al., 2002; Yelavarthi et al., 1991) y en el sincitiotrofoblasto (Fan et
al., 1999; Lata et al., 1992) de placentas del primer trimestre de embarazo y placentas
a término (Hiby et al., 1999), siendo encontrados con mucha mas frecuencia que la
proteina, con lo cual se entiende que la expresion proteica del HLA-G es un
mecanismo post-transcripcional.

No obstante, varios estudios han hallado asociaciones entre los polimorfismos
del HLA-G y los niveles de ARNm (Hviid et al., 2003; O'Brien et al., 2001).
Concretamente la insercion de 14 pb crea transcritos menos estables, y un menor nivel
de ARNm de HLA-G soluble y unido a membrana en poblaciones celulares de
trofoblasto, situacién que, a su vez, podria repercutir en los niveles de la proteina y sus
funciones.

No hay evidencias de que el HLA-G sea un gen improntado, porque hay
heterocigotos que expresan el alelo materno y el paterno, de manera que su expresion
es co-dominante en la placenta humana del primer trimestre del embarazo y en
placentas a término (Hashimoto et al., 1997; Hiby et al., 1999; Hviid et al., 1998;
Lenfant et al., 1998).

1.5.1.4. Fraccionamiento alternativo del ARNm “splicing” e isoformas solubles
del HLA-G.

En la actualidad se conocen 7 variantes del HLA-G resultantes de la
fragmentacion de su ARNm, denominado “splicing”. Son 7 ARNm alternativos del HLA-
G que generan 7 isoformasdiferentes (Fujii et al., 1994; Ishitani and Geraghty, 1992;
Kirszenbaum et al., 1994). Estas incluyen formas de transmembrana HLA-G1, HLA-
G2, HLA-G3 y HLA-G4 y formas solubles como HLA-G5, HLA-G6 y la recientemente
descubierta HLA-G7 (Paul et al., 2000).
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Figura 15: Isoformas del HLA-G generadas por fraccionamiento alternativo

tanto unidas a la membrana celular como solubles.

A) Isoformas unidas a membrana.

Varias lineas de investigacion evidencian que la funcién primaria de la isoforma
completa y unida a membrana HLA-G1 es servir como ligando inhibidor de las células
inmunocompetentes, asi como modular la secrecion de citoquinas en distintos tipos
celulares contribuyendo al establecimiento de la tolerancia periférica y local frente a un
embarazo. Es la principal molécula implicada en el establecimiento de la tolerancia
feto-materna, pero otras isoformas deben ser tomadas en consideracion.

Existe controversia en cuanto a si las isoformas truncadas del HLA-G (HLA-G2,
G3 y G4) pueden llegar a expresarse en la superficie celular del citotrofoblasto,
aunque en menor proporcion, y considerase isoformas unidas a membrana. Ademas,
existen autores que piensan que estas isoformas pueden llegar a ser funcionales e
intentan compensar la ausencia de la proteina HLA-G de conformacion entera (Menier
et al., 2000; Riteau et al., 2001). Por el contrario, otros autores piensan que estas
isoformas truncadas permanecen intracelulares de manera que las cadenas pesadas
quedan retenidas en el reticulo endoplasmético y nunca podrian realizar las mismas
funciones que las isoformas completas (Bainbridge et al., 2000; Mallet et al., 2000;
Ulbrecht et al., 2004). Es dificil elucidar el patron de expresion de estas isoformas en
un determinado tejido, ya que no existen anticuerpos especificos que distingan entre
éstas y la isoforma completa, pero se pueden reconocer por la diferencia de peso
molecular. En cualquier caso, a través del uso de lineas celulares transfectadas con
cada una de las isoformas truncadas y estudios de citotoxicidad se cree que, al menos
in vitro, son capaces de inhibir la citotoxicidad de las células NK (Rouas-Freiss et al.,
1997b), aunque teniendo en cuenta que si las isoformas no contienen, por ejemplo, el
dominio a3, que concretamente es el caso de las isoformas HLA-G3 y HLA-G4, no
podran inhibir a las células NK mediante la interaccién con el receptor ILT2, pero si
inhibirlas mediante la interaccion del dominio a1 con el receptor KIR2DL4. Ademas, no
podran inhibir a los CTL mediante la interaccion con la molécula CD8 o mediante la
interaccion con el receptor inhibidor ILT2.
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Quizas estas isoformas truncadas tengan mayor relevancia funcional en
situaciones en las que la expresion de HLA-G1 esta impedida como es el caso de las
células deficientes de P2-microglobulina, ya que estas isoformas truncadas no
requieren la asociacion con esta cadena para su expresion en la superficie celular
(Riteau et al., 2001) o en individuos homocigotos para el alelo nulo HLA-G*0105N
donde presumiblemente se altera la presencia y funcion de algunas isoformas (Arnaiz-
Villena et al., 2001).

B) Isoformas solubles del HLA-G.
Las isoformas solubles del HLA-G son HLA-G1shed o HLA-G5, HLA-G2 shed o
HLA-G6, HLA-G4 y HLA-G7. A las isoformas solubles HLA-G1 y HLA-G2 se les llama

isoformas escindidas proteoliticamente (del inglés, shed) y sélo contienen los dominios

extracelulares. Las isoformas solubles se expresan en TEV, TV y ST (Chu et al., 1998;
Ishitani et al., 2003), asi como en liquido amnibtico y suero de mujeres embarazadas
(Hunt et al., 2000; Rebmann et al., 1999) y en otra gran variedad de tejidos.

Los estudios in vitro sugieren que las isoformas solubles son capaces de
desencadenar respuestas inmunes al igual que la proteina completa como la
inmunomodulacion o inmunosupresion mediante la inhibicién de la citotoxicidad de las
células NK vy linfocitos T CD8", induccién de la apoptosis o la regulacion de los
linfocitos Th CD4" (Contini et al., 2003; Marchal-Bras-Goncalves et al., 2001; Park et
al., 2004). Incluso se puede utilizar su produccion por el embridbn como marcador de
una buena calidad embrionaria (Fuzzi et al., 2002; Noci et al., 2005; Sher et al., 2004;
Yie et al., 2005a).

Las isoformas solubles se pueden formar por dos mecanismos diferentes:

1. Fraccionamiento alternativo cuando hay un fallo en el ARNm maduro debido a un
cododn stop por detras del intrén 4 (HLA-G5 y HLA-G6) o por detras del intron 2 (HLA-
G7) y la proteina se desprende de la membrana celular (Fuijii et al., 1994). Se les llama
isoformas proteinas activamente secretadas.

2. Accion de las MMP que cortan las proteinas en la superficie celular y se convierten
en solubles a nivel post-transcripcional, como es el caso de las isoformas HLA-G1
shed y HLA-G2 shed (Demaria et al., 1994; Dong et al., 2003; Park et al., 2004). En el
TEV, sobre todo en el que tiene un fenotipo mas invasivo, se ha encontrado mucha
actividad de las MMP (Bischof et al., 1991; Bischof et al., 1995b). Ademas, las MMP
pueden disociar la cadena de B-2-microglobulina y dejar isoformas solubles con tan
solo las cadenas pesadas que tendran patrones similares de expresién y estabilidad a

las isoformas que forman el complejo (Dong et al., 2003).
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Gracias a la disponibilidad de anticuerpos monoclonales que se unen al intrén
4, como 16G1 y 5A6G7, se pueden distinguir las isoformas solubles activamente
secretadas (HLA-G5 y G6), de las isoformas shed (HLA-G1s y G2s) e investigar aun
mas sobre su expresion en determinados tejidos y las funciones que realiza (Blaschitz
et al., 2005). Estos anticuerpos pueden unirse solamente a las isoformas HLA-G5 y

HLA-G6 ya que, debido a un codon stop en ellas, no se sintetiza proteina por detras

del intrén 4.
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Figura 16: Unién de distintos tipos de anticuerpos a distintas regiones del HLA-G.

El por qué las células generan isoformas solubles del HLA-G por dos
mecanismos diferentes puede ser un mecanismo de control y estar relacionado con la
posibilidad de mutaciones en los genes del HLA-G que regulan el fraccionamiento
alternativo. Actualmente se esta investigando sobre si las isoformas cortadas por MMP
y las activamente secretadas tienen funciones diferentes o presentan diferentes

repertorios de antigenos.

1.5.1.5. Expresion del HLA-G.

El HLA-G se puede expresar intracelular o extracelularmente, unida a la
membrana celular (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 y HLA-G4) o en forma soluble (HLA-G5,
HLA-G6 y HLA-G7).

A) Embriones.

Los niveles mas altos de expresiéon del HLA-G se encuentran en células
trofoblasticas pero también se ha visto expresion en estadios mucho mas precoces
durante el desarrollo embrionario. Asi por ejemplo, algunos autores encuentran HLA-G
soluble en los medios de cultivo de blastocistos humanos muy tempranamente y cuya
secrecion se relaciona con la capacidad de implantacion (Fuzzi et al., 2002; Jurisicova

et al,, 1996; Noci et al.,, 2005; Yie et al., 2005a). Sin embargo, otros autores no
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encuentran la proteina HLA-Gsoluble en los medios de cultivo de embriones
sugiriendo que no es imprescindible para conseguir la implantacién y el embarazo
(Menezo et al., 2006; Menicucci et al., 1999; Sageshima et al., 2007; Sargent, 2005;
Van Lierop et al., 2002). Quizas esta diferencia es fruto de artefactos de los materiales
de medida del HLA-Gs.

B) Placenta.

Dentro del contexto del embarazo el HLA-G tiene una expresion tisular
restringida de manera que se expresa principalmente en la placenta, concretamente
en la porcibn mas distal e invasiva del TEV, que es la zona por donde el embrién
invade la decidua materna y por donde entra en contacto con la sangre y células
defensivas maternas (Ishitani et al., 2003; Lodererova et al., 2003; McMaster et al.,
1995; Morales et al., 2003).

Concretamente, las células del sincitiotrofoblasto no expresan la molécula del
HLA-G, al menos en la forma unida a membrana (Ishitani et al., 2003; Lodererova et
al.,, 2003). Sin embargo se ha observado expresiéon de HLA-G soluble (Chu et al.,
1998; Ishitani et al., 2003; Morales et al., 2003) y HLA-E (Ishitani et al., 2003); de esta
manera es capaz de evadir el ataque de las células NK maternas presentes en la
decidua. En las células del sincitotrofoblasto no se expresan otras moléculas del HLA
clase | o clase Il (Le Bouteiller et al., 1999; Vince and Johnson, 1995).

En el citotrofoblasto vellositario no hay expresibn del antigeno de
histocompatibilidad HLA-G, al menos en su forma unida a membrana (Ishitani et al.,
2003), pero si se ha encontrado expresién de HLA-G soluble, al menos en forma de
ARNm (Morales et al., 2003; Solier et al., 2002). Tampoco se expresan en él otras
moléculas del HLA de clase | o clase Il (Le Bouteiller et al., 1999; Mallet et al., 2000;
Vince and Johnson, 1995).

Esta distribucién tisular tan especifica ha llevado a plantear la hipétesis de que
el HLA-G desempeiia un importante papel en la tolerancia del feto por el sistema
inmunitario materno.

En las células del citotrofoblasto extravellositario, y con mas intensidad en las
células mas invasoras, es donde se expresan las moléculas del HLA-G, HLA-E, HLA-F
y bajos niveles del HLA-C, tanto in vivo (Ishitani et al., 2003) como en cultivos in vitro
(Tarrade et al., 2001). También se expresan otras moléculas como las hormonas hCG
y hPL, integrinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion y MMP (Damsky et
al., 1992).
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Figura 17: Gradiente de expresion del HLA-G en una seccién placentaria.
La coloracion rojiza representa la expresion de HLA-G en el TEV observandose un
aumento en la expresion y, por lo tanto, en la coloracion en la porcidon mas distal e
invasiva de TEV. (Bhalla, A. et al 2006)

C) Células sanguineas y suero.

El HLA-G soluble es secretado por células sanguineas periféricas adultas como
PBMC (del inglés, peripheral blood mononuclear cells), linfocitos B, linfocitos T
activados y especialmente en los monocitos CD14" de sangre periférica de individuos
sanos (Rebmann et al., 2003). Ademas, se han encontrado células del citotrofoblasto
fetal liberadas al espacio intervellositario placental y circulando en el sistema
sanguineo que también son grandes productoras de HLA-Gs (Beer et al., 1994; Hunt
and Langat, 2009). También se ha encontrado expresion de HLA-G soluble en los
macréfagos placentarios activados (Chu et al., 1998). Sin embargo, la molécula de
HLA-G no es expresada en los glébulos rojos.

Esta secrecion de HLA-Gs en las células sanguineas y células del trofoblasto
refleja un incremento de sus niveles en el suero (Rebmann et al.,, 1999). Se ha
detectado HLA-Gs en el suero tanto de hombres como de mujeres, pero existen
discrepancias en este aspecto, de manera que segun algunos autores los niveles de
HLA-Gs son mayores en mujeres que en hombres (Rudstein-Svetlicky et al., 2007) y
mayores en las mujeres embarazadas que en las no embarazadas (Alegre et al., 2007;
Hunt et al., 2000). Sin embargo, otros opinan que el HLA-Gs esta en los mismos
niveles entre hombres y mujeres y entre mujeres embarazadas y no embarazadas
(Gonzalez et al., 2010; Hviid et al., 2004c; Puppo et al., 1999; Rebmann et al., 1999).
Segun estos ultimos, la presencia de HLA-G soluble en suero es predominantemente
de origen materno producido por monocitos activados y no por el TEV que entra en
contacto con la circulacién sanguinea materna.

Centrandonos en el grupo de mujeres embarazadas, encontramos que algunos

autores no detectan HLA-Gs en el suero de las mujeres no embarazadas y encuentran
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que sus niveles van aumentando conforme avanza la gestacion. Por lo tanto, proponen
utilizar el nivel de HLA-Gs en suero durante el embarazo, al igual que el HLA-Gs en los
cultivos de embriones, como indicador de un embarazo satisfactorio (Yie et al., 2004).
Continuando con el dilema, otros autores dicen que el HLA-Gs esta presente en todos
los estadios de la gestacion, pero que la concentracion de HLA-Gs en el tercer mes de
la gestacion es mucho mayor que en el segundo y que va decreciendo a partir del
sexto mes (Hunt et al., 2000), o que la concentracion de HLA-Gs en el tercer mes de la
gestacion es menor que en el segundo (Gonzalez et al., 2010) y disminuye en e
noveno mes. Es decir, que las concentraciones de HLA-Gs en el suero van variando a
lo largo de la gestacién y la concentracion de un mes no podra predecir los niveles de
otros meses. Y por ultimo, otros autores encuentran que el HLA-Gs en el suero
materno durante el embarazo no cambia de niveles (Hviid et al., 2004c; Puppo et al.,
1999).

Con respecto al riesgo de sufrir un aborto tenemos que las mujeres con bajos
niveles de HLA-Gs en suero en una fase pre-ovulatoria, no estando embarazadas,
tienen mas riesgo de sufrir un aborto (Pfeiffer et al., 2000). Por otro lado, los niveles de
HLA-G5 soluble en suero son similares entre mujeres embarazadas que sufren un
aborto de primer trimestre y las que consiguen un recién nacido vivo (RNV) (Gonzalez
etal., 2010).

Las diferencias entre distintos estudios podrian deberse al anticuerpo utilizado
para la deteccion, a la isoforma del HLA-G medida, a reactivos usados que pueden
diluir la concentracién o al momento del embarazo en el que se realiz6 la medicion del
HLA-Gs (Rizzo et al., 2009). Ademas, normalmente existe un efecto de dilucién del
plasma de manera que las concentraciones de HLA-G encontradas a nivel local en la
placenta podrian ser mucho mayores y las concentraciones del plasma no reflejarian
las condiciones de la placenta que es donde realmente se desarrolla el embrién (Hviid,
2006).

Por ultimo, las diferencias entre las mediciones de HLA-Gs en suero o plasma
pueden ser debidas al genotipo que posea el individuo, ya que existen determinados
genotipos y/o alelos que estan asociados con los niveles de HLA-Gs en suero. Por
ejemplo, no hay deteccion de HLA-G5 soluble en el suero de homocigotos con la
insercion de +14 pb en el ex6n 8 (Hviid et al., 2004c; Rizzo et al., 2005a) o se detectan
mayores niveles de HLA-Gs5 en suero en los heterocigotos (+/-14pb) comparado con
los homocigotos para la delecion (-/-14pb) (Gonzalez et al., 2010). Ademas, debemos
mencionar que existen alelos altos secretores o bajos secretores de HLA-G1 soluble
en el suero; por ejemplo, el HLA-G*010103, HLA-G*010102, HLA-G*0106 y el alelo
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HLA-G*0105N estan asociados con la disminucion de los niveles del HLA-G1 en
plasma y otros alelos como HLA-G*0104 estan asociados con un incremento de la
produccion del HLA-G1 soluble en plasma (Rebmann et al., 1999; Rebmann et al,,
2001).

D) Transplantes, tumores, virus y enfermedades inflamatorias.

El HLA-G también se expresa después de la realizacion de un transplante. Por
ejemplo, se ha visto su expresion en las células cardiacas tras un transplante de
corazon para evitar el rechazo del sistema inmunitario, e incluso hacen que aumente la
concentracion de HLA-G soluble en el suero (Lila et al., 2002).

Mas recientemente se ha observado la expresion de HLA-G bajo situaciones
patoloégicas como podrian ser las células tumorales. El objetivo de dicha expresion
seria evadir la vigilancia del sistema inmune, evitando su destruccién por las células
inmunitarias, ya que el HLA-G se encarga de la inhibicién de dichas células (Rouas-
Freiss et al., 2003). Incluso se ha visto aumentada su expresion en adenocarcinomas
endometriales (Barrier et al., 2006). Ademas, determinadas células, como las células
dendriticas y los macrofagos, expresan HLA-G en situaciones tumorales vy
enfermedades inflamatorias (Le Friec et al., 2004).

También se expresa en presencia de enfermedades inflamatorias o
autoinmunes. Por ejemplo, se ha detectado expresion de HLA-G en células de la piel
con psoriasis o con dermatitis (Carosella et al., 2001).

El HLA-G también se expresa bajo cierto tipo de procesos infecciosos virales,
tal y como ha sido visto en las células neuronales tras una infeccion viral neurotrofica
(Lafon, 2005). La expresiéon de HLA-G en las células infectadas por virus es un
mecanismo que impide el reconocimiento y ataque de las células NK debido a sus
propiedades inmunosupresoras.

Por ultimo, el HLA-G se expresa en los monocitos/macrofagos y DC en
condiciones patolégicas particulares como durante procesos tumorales, transplantes,
infecciones virales y enfermedades inflamatorias (Le Friec et al., 2004; Pangault et al.,
2002). Esto podria tener consecuencias negativas en su funcibn como células
inmunitarias efectoras, es decir, podria alterar su funcién de presentacion de antigenos
a los linfocitos T, suprimiéndolos, generando linfocitos T reguladores y favoreciendo la

progresion de la enfermedad tumoral o inflamatoria.
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E) Otros tejidos.

También se expresa HLA-G en su forma soluble en el liquido amniético de
mujeres embarazadas (Hunt et al., 2000), cérnea y en las células epiteliales del timo
(Crisa et al., 1997; Le Discorde et al., 2003; Rebmann et al., 2003).

Se piensa que la expresion del HLA-G en el TEV es autdbnoma e independiente
del desarrollo embrionario y que no esta determinada por factores ambientales
presentes en la decidua, puesto que el HLA-G se expresa normalmente en casos de
embarazos ectopicos donde el trofoblasto esta fuera de su ambiente normal y no esta
bajo la capa de células deciduales (Rabreau et al., 2000).

Resulta interesante que el HLA-G se exprese en su justa medida para el éxito
de la gestaciéon, de manera que las alteraciones en la expresion del HLA-G estan
asociadas con algunas complicaciones de la misma. Por ejemplo, los altos niveles de
expresion de HLA-G pueden ser perjudiciales al crear susceptibilidad a infecciones
intrauterinas de patégenos debido al estado hiperaletargado de las células NK y
linfocitos Tc. De la misma forma, un déficit en los niveles de expresién de HLA-G en el
trofoblasto puede tener consecuencias negativas ya que provocarian la aparicion de
abortos recurrentes (Peng et al., 2008) o pre-eclampsia (Colbern et al., 1994) debido a
la falta de modulacién negativa de ambos tipos celulares. Tanto es asi que, por
ejemplo, existen determinadas poblaciones con alta carga de patégenos, como los
africanos, donde una mutacion que disminuya los niveles de HLA-G ha sido
seleccionada positivamente a lo largo de la evolucion. Recordando que la expresion
del HLA-G es codominante quizas una mutacién en heterocigosis que produjera unos
niveles de expresion de HLA-G intermedios supondria una ventaja ya que seria el nivel
de HLA-G mas adecuado al permitir al mismo tiempo la tolerancia fetal y la defensa

frente a patdgenos intrauterinos (Aldrich et al., 2002; Ober et al., 2006).

1.5.1.6. Funciones del HLA-G.

A pesar de la controversia existente con respecto a la influencia del HLA-G en
la induccién de la tolerancia feto-materna, esta molécula sigue estando en el punto de
mira por las funciones que tedricamente realiza en el mantenimiento del embarazo.

Como veremos a continuacién, el HLA-G puede realizar determinadas
funciones mediante una actuaciéon directa sobre las células inmunitarias y realizar

otras funciones de forma indirecta.
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A) Acciones directas de la molécula del HLA-G.

A.1) Inhibicién de la citotoxicidad de las células NK.

El posible papel protector del HLA-G en el embarazo puede radicar en una de
sus principales funciones, como es la union de la molécula del HLA-G a varios tipos de
receptores inhibidores especificos presentes en las células NK deciduales o linfocitos
granulares grandes (LGL), con lo cual queda inhibida o, al menos, reducida su
actividad citolitica asi como la secrecion de citoquinas o actividad citotoxica (Kapasi et
al., 2000; Lopez-Botet and Bellon, 1999; Moreau et al., 1998b; Riteau et al., 2001;
Rouas-Freiss et al., 1997a; Roussev et al., 2007; Yokoyama, 1997). El HLA-G también
es capaz de inhibir la proliferacion de las células NK mediante su unién a los
receptores inhibidores de tipo ILT2 presentes en ellas (Caumartin et al., 2007). Esta
bien establecido que las isoformas completas del HLA-G unidas a la membrana de las
células del TEV realizan la funcién de resistencia a la lisis producida por las células NK
uterinas pero el HLA-G soluble es también capaz de realizar dicha funcién, al menos in
vitro, (Fang et al., 2003; Marchal-Bras-Goncalves et al., 2001; Poehlmann et al., 2006)
y, lo que es muy importante, es un mecanismo dependiente de la concentracion de
HLA-G.

A pesar de la restringida expresion del HLA-G en el TEV, se ha detectado la
presencia de HLA-Gs en el suero y estas isoformas solubles también son capaces de
producir la inhibicién de la actividad citotoxica de las células NK de sangre periférica al
interaccionar con los receptores inhibidores presentes en ellas, a pesar de que los
receptores inhibidores que se presentan en las células NK periféricas no son los
mismos que los que se presentan en las células NK deciduales. Por ejemplo, los
receptores inhibidores de tipo p49 (KIR2DL4) son indetectables en las células NK
periféricas y sin embargo estan presentes en todas las células NK aisladas de la
placenta (Ponte et al., 1999).

La importancia biolégica de la interaccion HLA-G/NK estriba en que las células
NK son las mas abundantes en la decidua materna del primer trimestre del embarazo
(Loke and King, 1997), de manera que las células semialogénicas del citotrofoblasto
fetal que expresen el HLA-G estaran en un estado de proteccion frente a la lisis
mediada por las células NK maternas presentes en la interfase feto-materna (Rouas-
Freiss et al., 1997a).

El mecanismo de inhibicion de la citotoxicidad de las NK deciduales ocurre
mediante la interaccién del HLA-G con los receptores inhibitorios expresados en ellas.
La mayoria de las células NK deciduales aisladas de la decidua co-expresan

diferentes tipos de receptores inhibidores especificos para el HLA-G y la consecuente
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la inhibiciéon de la citotoxicidad. A continuacion se muestran los distintos receptores
inhibidores presentes en las células NK que interaccionan con la molécula del HLA-G.

1) El HLA-G es capaz de unirse con gran afinidad a los receptores
inhibitorios ILT2/LIR1/LILR1 (Immunoglobulin-Like Transcripts) presentes en
las células NK mediante el dominio a3 (Chapman et al., 1999; Navarro et al.,
1999; Shiroishi et al., 2003). La interaccion ocurre entre el bucle o “loop” Tyr38
y Tyr76 del ILT2 y el residuo 195Phe del dominio a3. Estos receptores son
analogos en estructura a los KIR, receptores inhibitorios de tipo
inmunoglobulina.

2) ElI HLA-G también reconoce a los receptores inhibitorios KIR,
concretamente a los receptores KIR2DL4 o p49 presentes en las células NKu,
mediante el dominio a1 (Cantoni et al., 1998; Ponte et al., 1999; Yan and Fan,
2005). Este receptor es Unicamente expresado en las células NK deciduales y
no en las NK de sangre periférica. Este receptor no puede ser reconocido por
otras moléculas del MHC tipo I, incluyendo al HLA-E (Rajagopalan and Long,
1999). Coopera con oftros receptores para regular negativamente la
citotoxicidad de las células NK al unirse a las moléculas del HLA-G expresadas
en las células trofoblasticas fetales.

Sin embargo, otro tipo de receptores KIRs no reconocen al HLA-G pero
en cambio son especificos para otros HLA. Por ejemplo, mediante
experienciasin vitro se sabe que los receptores KIR2DL1 (CD158a) se unen a
determinados haplotipos del HLA-C como el HLA-Cw2 y KIR2DL2 (CD158b) y
los receptores KIR2DL3 se unen a haplotipos como el HLA-Cw3 y también
pueden prevenir el ataque de las células NK a las células del trofoblasto (Hiby
et al., 2008; Moretta et al., 1993; Ntrivalas et al., 2005).

3) Por ultimo, mediante experimentos con células transfectadas se ha
visto que el HLA-G también es capaz de unirse a los receptores CD94/NKG2A
para inhibir la citotoxicidad de las células NK (Pende et al., 1997; Perez-Villar et
al., 1997; Soderstrom et al., 1997), a pesar de que este tipo de receptor tenga
como ligando primario a la molécula del HLA-E (Borrego et al., 1998; Lee et al.,
1998a). Lo que no esta claro es a través de qué dominio extracelular del HLA-
G se produce la union con este tipo de receptor de las NK (Lanier, 1998). La
falta de lineas celulares deficientes de HLA-E hace dificil saber si el HLA-G
actta de forma directa sobre los receptores CD94/NKG2A de las NK
(O'Callaghan and Bell, 1998).
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Figura 18: Interaccion del HLA con los receptores inhibidores de las células
NK.

A continuacion resumimos brevemente el mecanismo de inhibicién y activacion
de las células NK mediante la presencia de determinados receptores en la superficie
celular. A pesar de que cada receptor tiene una estructura y una forma de
reconocimiento diferente, el mecanismo de inhibicién o activacion de la citotoxicidad
de las NK es parecido entre todos ellos.

Los receptores inhibidores CD94/NKG2A y B, ILT2 o LIT, KIR2DL4 o p49 y
KIR3DL o p70 tienen una cadena intracelular larga que contiene en sus residuos los
dominios ITIM (estructuras de inhibicion basadas en tiroxina, del inglés,
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif). Estos dominios estan implicados en la
regulacion negativa de la actividad de las células NK contra las células del
citotrofoblasto fetal que expresan en su superficie las moléculas del HLA-G (Lanier,
2003).

Los receptores activadores como los CD94/NKG2C, E y D y los KIR2DS y
KIR3DS tienen una cadena citoplasmatica corta con dominios de tipo ITAM
(estructuras de activacionbasadas en tiroxina, del inglés, immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) y son las generadoras de sefiales activadoras tipo ITAM
(Lanier, 1998). El mecanismo de activacién comienza cuando la célula NK encuentra a
su célula diana ya que ésta no expresa las moléculas del HLA clase I.

La activacion de las células NK esta controlada por los receptores inhibidores
ya que las sefiales inhibitorias dominan sobre las activadoras. De manera que para
que ocurra la activacion de los receptores activadores no debe existir un ligando

apropiado para los receptores inhibidores.
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Figura 19: Mecanismo de inhibicién y activacion de las células NK.

A.2) Apoptosis de las células NK.

Estudios in vitro muestran que el HLA-Gen su forma soluble es capaz de inhibir
el ataque de las células NK deciduales sobre las células del trofoblasto mediante un
mecanismo de apoptosis. Afectaria Unicamente a las células NK que expresen
fuertemente la molécula CD8" y es un fenémeno directamente relacionado con el nivel
de expresion del CD8 y HLA-Gs (Lindaman et al.,, 2006; Spaggiari et al.,
2002a).También puede darse la apoptosis de las NK de sangre periférica por accion
del HLA-Gs. El mecanismo de induccién de la apoptosis es diferente al mecanismo de
inhibicion de la citotoxicidad. La apoptosis de las células NK solo podria ser realizada
por las isoformas solubles del HLA-G que contengan el dominio 3.

Para explicar este fendbmeno de apoptosis es necesario recordar que la funcion
y la propia molécula CD8 de las células NK son diferentes a la presente en los
linfocitos T. En las células NK es un homodimero inestable en la superficie celular que
sblo se expresa en algunas de ellas y que no es necesario para la actividad citolitica
de éstas (Loke et al., 1995). La apoptosis se lleva a cabo mediante la interaccién del
dominio a3 del HLA-G, residuos 214 y 228, con la molécula CD8 expresada en la
superficie de la célula NK, enviando una sefial intracelular apoptoética y la actuacion del
sistema Fas-FasL (Puppo et al., 2002; Spaggiari et al., 2002b).

Curiosamente, la apoptosis es un mecanismo regulado negativamente por la
union del HLA-Gs a determinados receptores inhibitorios presentes en las células NK.
La union del HLA-Gs a receptores inhibidores como los KIR o el complejo
CD94/NKG2A es, en principio, una manera de inhibir las funciones citoliticas y

citotoxicas de las células NK pero a su vez, sorprendentemente, actian como un
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mecanismo de supervivencia de las células NK. Esto se debe a un efecto
antiapoptético, es decir, estos receptores ejercen un efecto inhibitorio de la sefal
apoptotica y de la secrecion de FasL llevada a cabo por la unién del HLA-Gs al CD8
(Spaggiari et al., 2002a). A pesar de que las sefales inhibitorias dominan sobre las
sefiales activadoras en las células NK, el HLA-Gs es capaz de inducir la apoptosis de
las NK aunque exista la expresion de receptores inhibidores en su superficie. Una
posible explicacion a este hecho es que la molécula CD8 y los receptores inhibidores
estan en lugares distintos en la membrana celular y unen al HLA-G por dominios
diferentes de manera que la unidon del HLA-G a CDS8 produciria un cambio
conformacional que no permitiria la unién a los receptores inhibidores, y viceversa

(Spaggiari et al., 2002a).

A.3) Inhibicién y apoptosis de los linfocitos Tc CD8" (CTL).

Durante el embarazo, la formacion de CTL anti antigenos paternos puede
resultar desastrosa para la supervivencia fetal. Tanto las células fetales presentes en
la decidua como las encontradas en la circulacion sanguinea pueden ser reconocidas
y atacadas por estos CTL. Esto no ocurre gracias a la expresion del HLA-G en la
superficie de las células trofoblasticas fetales.

Otra de las funciones del HLA-G es la inmunosupresién o regulaciéon de la
respuesta inmune antigeno-especifica mediante la prevencion o supresién de la accién
citolitica y citotoxica de los linfocitos Tc CD8" efectores generados contra los
antigenos paternos fetales (Gansuvd et al., 2000; Le Gal et al., 1999; Riteau et al.,
2001). También regula la produccién de citoquinas (Kapasi et al., 2000). Los linfocitos
Tc expresan receptores inhibitorios de tipo ILT2/LIR1, pero no expresan CD94/NKG2A
o KIR2DL, que interaccionan con el dominio a3 de las moléculas del HLA clase | para
prevenir su activacién e inhibir su citotoxicidad (Kapasi et al., 2000), aunque hay
autores que piensan que la inmunosupresién de los CTL es llevada a cabo a través de
la molécula CD8 expresada en su superficie (Contini et al., 2003). La capacidad del
HLA-G de suprimir la accion de los CTL es dependiente de su concentracion (Kapasi
et al.,, 2000). Esta funcién es realizada tanto por las isoformas unidas a membrana
(Kapasi et al., 2000) comolas isoformas solubles (Contini et al., 2003) del HLA-G
siempre y cuando contengan el dominio implicado en dicha funcion.

Ademas, el HLA-Gs es capaz de inhibir la proliferacion de los CTL mediante la
inhibicion de la progresion del ciclo celular (Babhri et al., 2006).

Incluso se ha visto que las isoformas del HLA-G solubles que contienen el

dominio a3 son capaces de eliminar a estos CTL mediante la inducciéon de la apoptosis
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(Contini et al., 2003; Fang et al., 2003; Fournel et al., 2000; Puppo et al., 2000; Puppo
et al., 2002). El mecanismo de reduccién de la actividad citotoxica es independiente
del de inducir la apoptosis. La apoptosis de los linfocitos T CD8" ha sido reportada in
vitro mediante las isoformas solubles del HLA-G. No esta aun claro si la apoptosis de
los linfocitos T es llevada a cabo Unicamente mediante la interaccion del dominio a3
del HLA-G con la molécula coestimuladora CD8 presente en los linfocitos T (Contini et
al., 2005; Contini et al., 2003; Spaggiari et al., 2002a) o si se necesita ademas la
interaccion del dominio a1 y/o 02 del HLA-G con el complejo CD3/TCR de los
linfocitos T (Dal Porto et al., 1993). Lo que si esta claro es que las células NK no
contienen el complejo CD3/TCR y pueden sufrir la apoptosis por unién del HLA-Gs a la
molécula CD8 (Spaggiari et al., 2002a). La molécula CD8 en los linfocitos T es un
heterodimero que es, a la misma vez, coestimuladora de la interaccion HLA-TCR del
linfocito T e inductora de la apoptosis. Tras la unién del HLA-Gs y el CD8 se produce
el aumento de la concentracién de calcio intracelular y la secrecién de la molécula
FasL y el funcionamiento del sistema Fas-FasL y se produce la muerte celular.
Ademas, el HLA-G expresado en la superficie de una célula infectada o un
microorganismo, es capaz de presentar un péptido endégeno o antigeno intracelular a
los linfocitos Tc CD8, aunque esta no es su funcidén principal. Esta funcion es
realizada mediante los dominios extracelulares a1 y a2 que forman una hendidura que
alberga al antigeno consistente en una plataforma de ocho laminas B antiparalelas en
las que se apoyan dos o hélices paralelas. El HLA-G presenta un repertorio limitado de
péptidos en comparacion con el resto de moléculas del HLA. La conformacién que
alberga al péptido es similar entre ellos pero el HLA-G acoge al péptido mas
profundamente. Los polimorfismos en esta regién pueden aumentar el repertorio de

péptidos presentados pero no influencian su funciéon biolégica (Clements et al., 2007).

/ o hﬁ% TCR

Antigena MHC-
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Figura 20: Presentacion de péptidos endégenos a los linfocitos Tc CD8*

por las moléculas del MHC |.
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A.4) Alteracion del patron de expresion de citoquinas en los distintos tipos
celulares.

Otra importante funcién de las isoformas solubles y unidas a membrana del
HLA-G es el control de la activacion y funcion de las células inmunocompetentes. Nos
referimos a la alteracion o modulacion del patron de expresion de citoquinas en
distintos tipos celulares tanto de sangre periférica como células mononucleares
deciduales. Por ejemplo, se ha visto como el HLA-G interacciona con las células NK
para alterar su patron de produccién de citoquinas (Loke and King, 2000; Rajagopalan
et al., 2006; Rieger et al., 2002; van der Meer et al., 2007; van der Meer et al., 2004).
Concretamente el HLA-G se une a los receptores KIR2DL4 presentes en las células
NK para incrementar la produccion de IFN-y (Rajagopalan et al., 2001; van der Meer et
al., 2004) y factores pro-angiogénicos (Rajagopalan et al., 2006). EI HLA-G también
altera el patron de secreciéon de citoquinas en las células mononucleares uterinas y
sanguineas (Kanai et al., 2001b), los linfocitos Tc CD8" (Kapasi et al., 2000) y los
monocitos/macréfagos deciduales y de sangre periférica (Shakhawat et al., 2010).
Dicha funcién se llevara a cabo mediante la unién del correspondiente dominio del
HLA-G con el correspondiente receptor expresado en cada célula. Por ejemplo, los
receptores ILT2 y ILT4 interaccionan con el dominio a3 o los receptores KIR que
interaccionan con el dominio a1. EI HLA-G modula la secrecion de citoquinas para el
control de la invasién del TEV, remodelacion de la vascularizacion materna vy
mantenimiento de un ambiente de inmunosupresién local para promover un embarazo
satisfactorio. A su vez, otras citoquinas pueden alterar el patron de secrecién de
citoquinas de las células inmunitarias maternas.

Como mencionamos anteriormente, el HLA-G y HLA-E pueden alterar la
produccion de citoquinas de una manera no consistente con el paradigma Th1/Th2
propuesto hace tiempo (Wegmann et al., 1993), donde para que ocurra un embarazo
satisfactorio debe ocurrir un cambio en el patrén de citoquinas desde las Th1 hacia las
Th2. Las citoquinas Th1 también son necesarias para un embarazo satisfactorio
(Ashkar et al., 2000).

A.5) Regulacion de la angiogénesis y remodelacion vascular.

Tras la realizacién de estudios in vitro e in vivo ha podido observarse que las
moléculas de HLA-G solubles regulan la angiogénesis mediante la interacciéon con la
molécula CD160 expresada en las células endoteliales activadas (Fons et al., 2006; Le
Bouteiller et al., 1999). Las células del trofoblasto embrionario van reemplazando a las

células vasculares de las arterias espirales maternas produciendo a su vez las
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moléculas de HLA-Gs. Estas producen la inhibicion de la proliferacién de las células
endoteliales via apoptotica e impiden su migraciéon y la formacion de tubos capilares
contribuyendo asi a la inhibicion de la angiogénesis de las arteriolas uterinas (Red-
Horse et al., 2006). Dicha remodelacion vascular de las arterias espirales uterinas
permitira la satisfactoria implantacion del embrién.

El papel anti-angiogénico del HLA-Gs sobre las células endoteliales
probablemente esta equilibrado mediante la induccion de la liberacion de factores pro-
angiogénicos producidos por las células NKu para una placentacién adecuada (Bulmer
and Lash, 2005). Las células NKu liberan citoquinas como la IL-8 y factores de
crecimiento angiogénico como VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) o
PIGF (factor de crecimiento placentario) que son factores activadores de la
angiogénesis que inducen el crecimiento vascular en la decidua (Ashkar and Croy,
2001; Ashkar et al., 2000; De Oliveira et al., 2010; Hanna et al., 2006). Ademas, las
células NK producen IFN-y con propiedades antigénicas para controlar la excesiva
invasion del TEV.

A.6) Alteracion de la maduracion de las células presentadoras de antigenos
(CPA), modulaciéon de la actividad y proliferacién de linfocitos Th CD4" y
generacion de linfocitos T reguladores.

Las CPA, como son los macrofagos CD14" y DC, estan presentes en la
decidua materna en el momento del embarazo y son células inmunocompetentes
capaces de presentar antigenos fetales a los linfocitos T CD4" para que se active la

respuesta inmune contra ellos.
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Figura 21: Presentacion de antigenos a los linfocitos T CD4".

Sin embargo, esto no ocurre gracias a que el HLA-G expresado en las células

del TEV es capaz de promover la inhibicion o alteracién de la maduracién de las DC
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mieloides mediante su interaccion con los receptores inhibitorios ILT2 y ILT4 presentes
en ellas. El HLA-G induce la creacion de DC tolerogénicas mediante la disrupcion de la
via de presentacién de antigenos por las moléculas del MHC II, es decir, se da una
menor expresion de moléculas MHC tipo Il y moléculas coestimuladoras CD80 y CD86
en su superficie por lo que disminuye su capacidad de presentar antigenos a los
linfocitos T CD4". De esta manera se produce la inhibicion de la proliferacion de los
linfocitos T CD4*(Ristich et al., 2005).

Ademas, se han realizado estudios con CPA transfectadas con HLA-G sobre
una reacciéon mixta de linfocitos (MLR) (LeMaoult et al., 2004) y se ha visto que el
HLA-G es capaz de la inmunosupresion de los linfocitos T CD4*. En las DC HLA-G
modificadas disminuye la expresibn de moléculas MHC tipo Il y moléculas
coestimuladoras ya que tienen afectados determinados genes que afectan a los
procesos de presentacion del complejo antigeno/MHC Il a los linfocitos T CD4". De
manera que cuando una DC HLA-G modificada interacciona con un linfocito T CD4" se
inducen varios mecanismos tolerogénicos como son la inhibicion de la proliferacion de
los linfocitos T CD4", llevar a los linfocitos T CD4" a un estado de anérgia o
inmunosupresion, e incluso se produce una falta de responsividad a los antigenos
especificos a largo plazo. Ademas, se ha podido ver que el HLA-G es capaz de causar
la diferenciacion de los linfocitos T CD4" hacia linfocitos T supresores o reguladores
(linfocitos T CD4" CD25" CTLA4* o linfocitos T CD8" CD28-) que migraran hasta
infiltrarse en la interfase feto-materna y ejerceran su efecto beneficioso sobre el
embarazo. Por otro lado, disminuye la capacidad de los linfocitos T CD4" de producir
IL-12 o IFN-y aumenta la produccion de IL-10. Resumiendo, el HLA-G se une a los
linfocitos T CD4* para inhibir la aloreactividad o la respuesta aloproliferativa
(Bainbridge et al., 2000; Le Friec et al., 2003; LeMaoult et al., 2007; LeMaoult et al.,
2004; Lila et al., 2001; Ristich et al., 2005; Riteau et al., 1999). Incluso los propios
linfocitos T CD4", después de una activacién alogénica, son capaces de producir HLA-
Gs5 para suprimir la respuesta alogénica proliferativa de otros linfocitos T CD4" (Lila et
al., 2001).

A.7) Regulacion al alza de los receptores inhibidores ILT2, ILT4 y KIR2DL4
presentes en las CPA, NK y células T.

El HLA-G, tanto unido a membrana como en forma soluble, es capaz de
provocar cambios fenotipicos y cambios en la sefializacion transcripcional de las
células inmunitarias, por si mismo, incluso en ausencia de activacion, es decir, sin

coestimulacién antigénica. EI HLA-G es capaz de aumentar la transcripcion y la
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expresion superficial de los receptores inhibidores ILT2 y ILT4 en las CPA, los
receptores inhibidores KIR2DL4 y ILT2 en las células NK y los receptores ILT2 en los
linfocitos T CD4", aunque este mecanismo no esta aun bien establecido (LeMaoult et
al., 2005). Esto puede suponer una ventaja para los tejidos que expresan HLA-G y que
son un potencial objetivo para las células NK y linfocitos T citotoxicos, y escapar asi

del ataque del sistema inmunitario.

B) Acciones indirectas de la molécula del HLA-G.

B.1) Regulacion y estabilizacion de la expresion superficial del HLA-E para la
inhibicion de la citotoxicidad de las células NK.

La expresion del HLA-G interviene en la regulacién y estabilizaciéon de la
expresion superficial del HLA-E y de otras moléculas del MHC no clasicas mediante un
nonapéptido denomaindo péptido lider (Braud et al., 1997; King et al., 2000a; Lee et
al., 1998a). Mecanismo explicado con mas detalle en el punto 1.5.2.4. sobre la
expresion del HLA-E.

Como el complejo HLA-E/nonapéptido inhibe la actividad citolitica y citotoxica
de las células NK (Sala et al., 2004), de forma indirecta, el HLA-G también realiza la
inmunosupresién de las células NK, aunque algunos autores piensan que la expresion
del HLA-G no es suficiente para asegurar la co-expresion del HLA-E (Bhalla et al.,
20086).

1.5.1.7. Importancia del HLA-G en el embarazo
Existe controversia en cuanto al patron de expresion del HLA-G en las células
trofoblasticas y por lo tanto controversia en cuanto a la importancia del HLA-G en el

mantenimiento del embarazo.

Argumentos en contra de la importancia del HLA-G:

@ La expresion proteica del HLA-G, asi como del HLA-E, en las células de trofoblasto
de primer trimestre es la misma en mujeres con embarazos normales pero que se han
sometido voluntariamente a la interrupcién del embarazo (IVE) y en mujeres con
abortos espontaneos recurrentes. Ademas, al analizar el cariotipo de las muestras
embrionarias, no trofoblasticas, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de HLA-G entre las mujeres con abortos recurrentes cromosémicamente
normales y las IVE (Bhalla et al., 2006). La expresion proteica de HLA-G también es

similar en las células del trofoblasto entre abortos idiopaticos cromosémicamente
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normales o debidos a anomalias cromosomicas, concretamente la trisomia del
cromosoma 16 (Patel et al., 2003).

@ Las concentraciones de HLA-Gs plasmaticos de mujeres embarazadas no influyen
en la probabilidad de sufrir un aborto en el primer trimestre del embarazo. Los niveles
de HLA-Gs5 detectados en el plasma son similares entre mujeres embarazadas que
sufren un aborto y las que consiguen un RNV (Gonzalez et al., 2010).

@ Se han encontrado varios individuos, mayoritariamente mujeres nacidas vivas
homocigotas para el polimorfismo del1597C del HLA-G en el dominio a3 (alelo nulo
HLA-G*0105N) (Castro et al., 2000; Ober et al., 1998), produciéndose en este caso
isoformas incompletas o proteinas truncadas y eliminando la expresion de la isoforma
completa HLA-G1 o la soluble HLA-G5 o HLA-G4.

ail o at ai
p2-m = 82 * T
.03 p2-m a3 o2

HLA-G1 HLA-GS5 HLA-G4

Figura 22: Isoformas del HLA-G truncadas por el polimorfismo HLA-G*0105N.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, dichas mujeres con el polimorfismo
en homocigosis pueden tener las proteinas HLA-G1, HLA-G5 y HLA-G4 retenidas,
inestables o no funcionales en su trofoblasto y, sin embargo, constituir embarazos
normales durante su desarrollo fetal. A su vez, estas mujeres pueden tener embarazos
con RNV, aunque esto carece de importancia puesto que sus maridos pudieron
aportar el alelo del HLA-G sin este polimorfismo y producir la cantidad adecuada de
HLA-G para el mantenimiento del embarazo.

El dominio a3 afectado con este polimorfismo es el encargado de la interaccion
con los receptores inhibidores ILT2 y la molécula CD8 de los linfocitos T CD8" y de la
interaccion con los receptores inhibidores ILT2 y ILT4 de células NK, linfocitos B,
macréfagos y DC. Debido a esto, las isoformas afectadas por la mutacion, asi como
las isoformas HLA-G3 y HLA-G7 que originalmente no contienen dicho dominio debido
al fraccionamiento alternativo, no podrian realizar estas funciones pero si otras donde
no esté implicado este dominio. Por ejemplo, si que conseguirian realizar la funcion de
inhibicién de los receptores KIR2DL4 de las células NK llevada a cabo mediante el
dominio a1 del HLA-G (Yan and Fan, 2005). Por todo esto, continta aun el debate

sobre la importancia del HLA-G.
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@ Segun algunos autores, no existe asociacion entre determinados polimorfismos y
los niveles de expresion de la proteina HLA-G, al menos en las placentas a término
(Hviid et al., 2004b). Concretamente, no se encuentran alterados los niveles de
expresion del HLA-G con respecto a la presencia de los distintos genotipos generados
por el polimorfismo INDEL 14 pb en el extremo 3 UTR en placentas a término
(+/+ 14 pb, +/- 14 pb y -/- 14 pb).

Por lo tanto, estos autores sugieren que la molécula del HLA-G no seria el

principal determinante del mantenimiento o fracaso de la gestacion.

Argumentos a favor de la importancia del HLA-G:

@ Otros autores encuentran que existe una disminucién en la intensidad de expresion
del HLA-G en la interfase feto-materna obtenida después de un aborto espontaneo en
comparacioén con mujeres con embarazos normales y a término (Emmer et al., 2002).
También se ha visto una disminucién de proteina HLA-G en placentas a término de
embarazos con pre-eclampsia en comparaciéon con embarazos normales (Hara et al.,
1996; Lim et al., 1997). Esto se corresponderia con los datos proporcionados por otro
autor sobre la disminucién de los niveles de ARNm del HLA-G (de todas las isoformas)
en la placenta de mujeres con abortos de repeticion comparado con las mujeres con
embarazos normales y a término (Abbas et al., 2006).

@ La realizacién de determinados estudios de inmunohistoquimica, donde no se
encontraron diferencias en la expresion de HLA-G, obtuvieron la muestra a analizar a
través de legrado aspirativo por lo que al determinar el cariotipo es probable que
hubiera contaminacién materna y se obtuvieran falsos cariotipos normales.

@ La seleccion natural actia en contra de los polimorfismos que generan un codon
stop prematuro y generan alelos nulos con una proteina truncada o no completa y
presumiblemente no funcional (Mendes-Junior et al., 2010). Es el caso del codén 54
del ex6n 2 (HLA-G*0113N), de reciente descubrimiento y encontrado en un solo
individuo de una cohorte de 100 donde dicha mutacion origind un codén stop a
principios del exén 2 y se cre6 una proteina truncada y probablemente no funcional
(Lajoie et al., 2008).

@ Puede ocurrir con respecto a determinados polimorfismos que, a pesar de la
delecion de una base y de producirse un corrimiento en la lectura de aminoacidos del
HLA-G, no se afecte su transcrito primario (ARNm) o su fraccionamiento alternativo y
no se bloguee la transcripcion del ARNm. Un ejemplo de esto es el alelo nulo HLA-
G*0105N donde no se producen algunas de las isoformas del HLA-G. En este caso se

pueden producir otras isoformas unidas a membrana como la HLA-G2 y HLA-G3 o las
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isoformas solubles HLA-G6 y HLA-G7, ya que debido al fraccionamiento alternativo
ninguna de ellas contiene el exén donde se produce la mutacion, el exéon 3,
correspondiente al dominio a2, y no se ve afectada su estructura primaria ni su

conformacion terciaria original (Ober et al., 1998).

ai at
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Figura 23: Isoformas del HLA-G producidas en presencia del polimorfismo
HLA-G*0105N.

Dichas isoformas reemplazan o compensan las funciones de las isoformas del
HLA-G no generadas. Por ejemplo, estas isoformas son capaces de proteger del
ataque de las células NK'y CTL porque, al menos HLA-G2 y HLA-G6, contienen tanto
el exén 2 como el exdn 4, correspondientes al dominio a1 y a3, que es por donde el
HLA-G interacciona con los distintos receptores inhibidores de las células NK y
linfocitos T. También son capaces de inducir la expresién superficial del HLA-E porque
contienen el péptido lider, asi como la realizacién de otras funciones para contribuir a
la supervivencia fetal (Le Discorde et al., 2005; Menier et al., 2000; Moreau et al.,
2002).

Incluso la molécula del HLA-E compensaria la ausencia de HLA-G1 y llevaria a
cabo la funcion de inhibir a las células NK mediante su interaccion con el receptor
CD94/NKG2A.

Ademas, se ha visto que incluso las isoformas generadas por el propio alelo
nulo HLA-G*0105N son capaces de realizar funciones como la de inducir la expresiéon
superficial del HLA-E porque contienen el péptido lider necesario para ello y de esta
manera también son capaces de promover, de una manera indirecta, el
reconocimiento de los receptores CD94/NKG2A de las células NK y su inhibicion, al
menos en un modelo celular de trofoblasto como son las lineas celulares de
coriocarcinoma trofoblastico JAR (Sala et al., 2004).

@ Se ha descrito asociacion entre la presencia de polimorfismos en las regiones 3’ y
5 del locus HLA-G y los abortos recurrentes espontaneos (asi como con la

preclampsia), ya que determinados cambios en la secuencia genética podrian afectar
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al perfil de expresiéon genética de los transcritos con fraccionamiento alternativo o a la
estabilidad y niveles de expresion del ARNm (Hviid et al., 2003), los cuales podrian
tener una significancia funcional en los niveles de expresién de la proteina HLA-G
(Rebmann et al., 2001). Otros polimorfismos en otras regiones codificantes que
generan determinados alelos como el HLA-G*0105N o HLA-G*01013 (Pfeiffer et al.,
2001) o HLA-G*01041 (Aldrich et al., 2001) han sido también relacionados con los
abortos recurrentes.

® De la misma forma, otros estudios han encontrado que menores niveles de HLA-
Gs en el suero materno estan relacionados con complicaciones del embarazo como
pre-eclampsia y aborto recurrente. De manera que en las mujeres con pre-eclampsia
(Goldman-Wohl et al., 2000; Hara et al., 1996; Yie et al., 2004; Yie et al., 2005b) y en
mujeres con abortos (Alegre et al., 2007; Athanassakis et al., 1999; Pfeiffer et al.,
2000) existe menor nivel o indetectable HLA-Gs en plasma en el primer trimestre del
embarazo comparado con mujeres con embarazo intacto usadas como controles.
Otros estudios, relacionan el nivel de HLA-Gs en suero/plasma con los genotipos y
polimorfismos en el gen del HLA-G. Esto podria explicar las diferencias de

concentraciones de HLA-Gs séricas entre individuos.

1.5.2. HLA-E. Molécula no clasica del MHC tipo Ib.

Los patrones de expresion del antigeno HLA-E junto con el elevado grado de
conservacion de su secuencia durante la evolucion predicen una evidente implicacion
en la respuesta inmune.

La estructura tridimensional de la molécula HLA-E (O'Callaghan and Bell, 1998)
es casi idéntica a la de otros HLA clase la. Esta formado por un heterodimero
consistente en una cadena pesada extracelular que se une no covalentemente a la
cadena ligera B-2-microglobulina (Bjorkman and Parham, 1990). La cadena pesada
estd constituida por tres dominios extracelulares (dominios a1, a2 y a3).
Intracelularmente, la molécula del HLA-E estda formada por un segmento
transmembrana y otro citoplasmatico.

La region de unién al péptido esta formada por una hendidura entre el dominio
al y a2 y tiene una naturaleza hidrofobica en consonancia con su capacidad de unir
un tipo de péptidos hidrofébicos como son los péptidos lider de otras moléculas del
HLA. Ademas, el HLA-E conserva los sitios de interaccién con la $-2-microglobulina y

con la molécula accesoria CD8 de los linfocitos T citotoxicos.
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Figura 24: Estructura de la molécula MHC tipo |

1.5.2.1. Secuencia y estructura genética del HLA-E.

El gen del HLA-E esta en el cromosoma 6, entre el locus del HLA-C y HLA-A.
Esta compuesto por 8 exones, donde el exdn 1 codifica para el péptido lider, el exén 2,
3 y 4 codifican para los dominios a1, a2 y a3, respectivamente, el exdn 5 codifica para
la regién intracitoplasmatica y el exén 6, 7 y 8 codifican el tallo citoplasmatico.

Existen diferencias entre el gen del antigeno HLA-E y los genes del MHC
clasicos y del HLA-G, que pasamos a enumerar a continuacion:

1) Diferencias en la porcién N-terminal de la secuencia sefial que el HLA-E
requiera nonapéptidos de uniéon con determinados aminoacidos en determinadas
posiciones.

2) Delecién de 5 nucleétidos en el exén 7 que resulta en un codon de
terminacion que hace que la proteina sea un aminoacido mas corto que la mayoria de
las cadenas HLA-B y cuatro aminoacidos mas corto que la mayoria de las cadenas
HLA-A.

Ademas, el gen del HLA-E es el tnico de los genes del MHC tipo | que escapa

de la metilacién de las islas GpC en el extremo 5 (Boucraut et al., 1993).

1.5.2.2. Polimorfismos del HLA-E.

Es un gen muy conservado a lo largo de la evolucion, es decir, presenta un
bajo polimorfismo o un limitado grado de variacién alélica y solo codifica tres proteinas
diferentes, explicando la baja diversidad de péptidos que presenta y la necesidad de
péptidos lideres de otras MHC clase | muy conservados (Pyo et al.,, 2006).
Actualmente se han definido 10 alelos en el locus del HLA-E (http://ebi.ac.uk.imgt/hla).

Hasta hoy dia, solo se han encontrado 9 SNP en el HLA-E, algunos sin

producirse sustitucion de aminoacido pero la mayoria son de tipo no sinénimas. Los
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codones afectados son el codén 12 del exén 1, los codones 66, 77 y 82-83 del exén 2,
los codones 107, 131 y 157 del ex6n 3 y codon 292 del exon 5. Estas sustituciones
originan los 10 alelos del HLA-E que se conocen actualmente, aunque dos de ellos
(HLA-E*0101 y HLA-E*0103) aparecen con mayor frecuencia en la poblacion
(Grimsley et al., 2002).
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Figura 25: Polimorfismos del HLA-E.

Los polimorfismos en el promotor del HLA-E pueden alterar los niveles de
expresion del HLA-E y cinco de las funciones del HLA-E pueden verse afectadas
cualitativamente por cambios cuantitativos del HLA-E en los niveles de superficie (Lee
et al., 1998a), por ejemplo la no inhibicién de los receptores CD94/NKG2 de las células
NK (Llano et al., 1998).

El alelo HLA-E*0101, también llamado HLA-E®, consiste sélo en un cambio de
G por A (GGG por AGG), una sustitucién no sinénima de glicina por arginina en la
posicion 1446, en el codon 107, en el exon 3, en el dominio a2, de manera que una
sola sustitucion puede crear un alelo diferente. Los alelos HLA-E*010301 y HLA-
E*010302, también llamados HLA-ER, (Gomez-Casado et al., 1997) contienen el
aminoacido glicina en el codén 107, dominio a2, y ademas ocurre un cambio sinébnimo
de asparagina por asparagina (AAT por AAC) en el codén 77, exdn 2, dominio a1. El
alelo HLA-E*0102 se origina por un cambio en el codéon 82-83 (CGC-GGC por CGG-
CGC) y ocurre un cambio de glicina por arginina en la posicién 83, ademas de por una
sustitucion no sindnima de glicina por arginina en el codon 107, en el ex6n 3. El alelo
HLA-E*0104 se origina por un cambio en la posicion 1596, en el codon 157 de AGA
por GGA, arginina por glicina (Gomez-Casado et al., 1997; Grimsley et al., 2002; Ohya
etal., 1990).

Los polimorfismos del HLA-E en las células del TEV tienen la misma frecuencia

en mujeres con embarazos normales y con abortos recurrentes (Kanai et al., 2001a;
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Pfeiffer et al., 2001; Steffensen et al., 1998), sugiriendo que los polimorfismos en el
HLA-E “per se” no influyen en la pérdida del embarazo. Sin embargo el estudio de
Tripathi en 2006 en sangre periférica observa que el HLA-E*0101 en homocigosis
estaba aumentado en pacientes con abortos recurrentes frente a las control, y que
este alelo era el mas frecuente entre todas las mujeres estudiadas (Tripathi et al.,
20086).

A pesar del bajo polimorfismo, cada alelo del HLA-E tiene diferente patron de
expresion, diferentes propiedades biologicas, diferentes funciones y diferente

interaccion con el péptido lider.

1.5.2.3. Transcripcion del HLA-E.

Al igual que ocurre con el HLA-G, los transcritos del HLA-E (ARNm) han sido
encontrados en mas variedad de tejidos que la proteina (Wei and Orr, 1990).

Altos niveles del transcrito HLA-E han sido vistos en la placenta, piel,
amniocorion (Houlihan et al., 1992; Houlihan et al., 1995), en linfocitos T activados e
inmaduros, en linfocitos B maduros (Koller et al., 1988), higado y timo fetal, epitelio y

endotelio uterino y en células estromales largas de la decidua.

1.5.2.4. Expresion del HLA-E.

Al principio se pensaba que las moléculas del HLA-E sélo se expresaban
intracelularmente, que se quedaban retenidas en el reticulo endoplasmatico y que no
tenian funcion extracelular, pero después se observé que estas moléculas también se
expresan en pequefias cantidades en la superficie celular (Koller et al., 1988; Ulbrecht
et al.,, 1992). La expresion en la superficie celular de las moléculas del HLA-E esta
tisularmente restringida, al igual que la del HLA-G, pero a su vez presenta diferencias
muy interesantes con respecto al resto de moléculas del MHC, ya que su expresion
esta regulada por su unién a un grupo restringido de péptidos, denominado péptido
lider, procedente de los residuos 3-11 de la cadena lider de otras moléculas del
MHCtipo la como el HLA-A, B y C, especialmente procedente de un nonapéptido
procedente del HLA-G (Lee et al., 1998a), pero nunca del HLA-F. La presencia de este
péptido lider es necesaria para que el HLA-E salga del reticulo endoplasmatico hacia
la superficie celular, en nuestro caso a la superficie de las células del trofoblasto. Este
nonapéptido también es necesario para las interacciones del HLA-E con los receptores
de las células NK vy realizacion de la funcién de inmunosupresion. Al igual que su
homélogo en ratén (Qa1), la union del HLA-E al péptido lider se realizamediante un

mecanismo dependiente del transportador TAP (del inglés, Transporter associated with
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Antigen Processing). El péptido lider se libera en el citosol de la célula y pasa al lumen
del reticulo endoplasmatico transportado por las tapasinas (TAP). Una vez alli se
ensambla con las cadenas pesadas del HLA-E y con la cadena ligera B-2-
microglobulina y asi ocurre la expresion del HLA-E en la superficie celular. Ademas,
el HLA-E es incapaz de unir su propio péptido lider (Aldrich et al., 1994; Braud et al.,
1998b).

No solo los péptidos derivados de otras moléculas del HLA se pueden unir al
HLA-E; existen otro tipo de péptidos que pueden unirse perfectamente al HLA-E y
hacer que se exprese superficialmente. Por ejemplo, los péptidos derivados de virus
como la proteina UL40 del citomegalovirus humano (HCMV), que contiene un péptido
que es idéntico al péptido lider derivado de los alelos del HLA-C. Otro ejemplo son los
péptidos derivados de micobacterias o la proteina Heat Shock (Hps60) (Tomasec et
al., 2000). De manera que estos péptidos favorecen la expresiéon de HLA-E en
superficie, la interaccion con CD94/NKG2A y en definitiva la inhibicion de la
citotoxicidad de las células NK. De esta manera algunos virus podrian evadir la
respuesta inmune antiviral de las células NK.

El péptido lider de union al HLA-E debe exhibir un limitado polimorfismo, de
manera que debe contener obligatoriamente una metionina en la posicién 2 (residuo 4)
del nonapéptido y una leucina en la posiciéon 7 carboxiterminal (residuo 9), y ademas
no contener una treonina en la posicion 2 (residuo 4) del péptido lider (Braud et al.,
1997; O'Callaghan and Bell, 1998). Otros aminoacidos en otras posiciones del péptido
lider podran ser mejor toleradas. La secuencia amioacidica del péptido lider y la
especificidad de union al HLA-E seran muy importantes para estabilizar su expresion
superficial y para su union a los receptores CD94/NKG2 de las células NK y asi poder
realizar sus funciones de activacion/inhibicion de la citotoxicidad de estas células o
presentacién de antigenos (Borrego et al., 1998; Brooks et al., 1999; Miller et al.,
2003). Sobre todo las posiciones 6 y 8 del péptido lider tienen un efecto directo en la
afinidad de la interaccién con los receptores CD94-NKG2 (Brooks et al., 1999; Sullivan
etal., 2007).
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Figura 26: Complejo HLA-E y péptido lider.

Esta totalmente aceptado que el HLA-E es expresado en las células del TEV
(Blaschitz et al., 2001; Boucraut et al., 1993; King et al., 2000a). Ademas, aunque en
menor cantidad y muy débilmente, también se ha encontrado su expresion en el TV y
en el ST donde se une al péptido lider del HLA-G soluble presente en ellos (Ishitani et
al., 2003). Se expresa desde el primer trimestre y va aumentando su expresion
conforme avanza el embarazo.

Normalmente las células que expresan HLA-G también expresan HLA-E
(Ishitani et al., 2003), pero el hecho de que algunas células, particularmente las células
del TEV, no co-expresen HLA-E junto con HLA-G sugiere que la expresion de HLA-G
no es suficiente asegurar la expresion de HLA-E. Y también ocurre al contrario, ya que
existen células como las del sincitiotrofoblasto que expresan HLA-E y en teoria no
expresan HLA-G (Bhalla et al., 2006).

Por ultimo, tras analisis inmunohistoquimico, se ha observado que el patron de
expresion de las moléculas del HLA-E, asi como del HLA-G, en las células del TEV es
la misma en mujeres control con embarazos normales y en las mujeres que sufren
abortos recurrentes (Bhalla et al., 2006). Pero, de la misma forma las muestras a
analizar fueron obtenidas a través de legrado aspirativo convencional por lo que al
determinar el cariotipo es probable que hubiera contaminacion materna y se

obtuvieran falsos cariotipos normales.

1.5.2.5. Funciones del HLA-E.

El HLA-E presente en la interfase feto-materna es una molécula que se cree
que juega un papel importante en la respuesta inmune innata y adaptativa para el
mantenimiento del embarazo. La molécula del HLA-E contiene receptores para las
células inmunitarias de ambos sistemas. A continuacion enumeramos las funciones

que es capaz de realizar.

A) Inhibicién de la citotoxicidad de las células NK uterinas.

Tras el uso de lineas celulares transfectadas que selectivamente expresan en
su superficie el HLA-E y mediante estudios de citotoxicidad de las células NK llevados
a cabo in vitro, se ha descubierto que la principal funcién del HLA-E es producir la
inhibicién de la citotoxicidad o actividad litica de las células NK uterinas (Carretero et

al., 1998; Lee et al., 1998b) a través de su interaccion con los receptores inhibidores
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CD94/NKG2A y B expresados en la superficie de las células NK. Para llevar a cabo
esta funcion es totalmente necesaria la unién a un péptido lider procedente de otras
moléculas del HLA clase | y la uniéon a las moléculas TAP (Lee et al., 1998a).
Determinadas posiciones del péptido lider seran de especial interés en la interaccion
con los receptores CD94/NKG2A (Petrie et al., 2008). De esta manera, el HLA-G
participa de manera indirecta en la inhibicion de las células NK por aumentar la
expresion de HLA-E en la membrana celular. Sin embargo, el HLA-E no puede unirse
a los receptores inhibidores tipo KIR o ILT presentes en las células NK (Braud et al.,
1998a; Lee et al., 1998b). Siempre se ha pensado que el HLA-E es la Unica molécula
del HLA que se une a estos receptores, pero actualmente se esta investigando si otras
moléculas del HLA (como el HLA-G) pueden unirse a este tipo de receptores, aunque
lo que si esta claro es que el HLA-E es su ligando primario e interacciona con ellos con
gran afinidad (Borrego et al., 1998; Braud et al., 1998a; Lee et al., 1998b). Se piensa
que la interaccion entre el receptor CD94/NKG2A y el HLA-E se realiza mediante
cargas, es decir, una region acida del CD94 interacciona con una regién basica del
dominio a1 del HLA-E y una region acida del dominio a2 del HLA-E interacciona con
una region basica del receptor NKG2A (Sullivan et al., 2008).

Sin embargo, el HLA-E no es capaz de reconocer a los receptores inhibitorios
KIR2DL de las NK, los cuales solo seran activados por la molécula del HLA-G
(Rajagopalan and Long, 1999). Este mecanismo permite que las células NK con un
solo receptor monitoricen la integridad de la via de procesamiento antigénico de
numerosas variantes alélicas HLA de clase | clasicas.

La unién especifica del HLA-E a este tipo de receptores CD94/NKG2A para la
inhibiciéon de la actividad citotdxica de las células NK permitira la supervivencia fetal,
ya que las células del citotrofoblasto fetal que expresen HLA-E, o HLA-G, no se veran
atacadas por las células NK presentes abundantemente en la decidua de primer

trimestre.

B) Induccién de la citotoxicidad de las células NK.

Otra posible funcién del HLA-E, que necesita mas investigacion, es su unién al
receptor activador CD94/NKG2C y E (Braud et al., 1998a; Sullivan et al., 2008)
presente en las células NK. Aunque su implicacion funcional no esta clara se cree que
el objetivo es inducir la actividad citolitica y produccién de citoquinas en las células NK

para lisar a los posibles antigenos (Houchins et al., 1997; Kaiser et al., 2005; Llano et
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al., 1998; Vales-Gomez et al., 2000). La unién del HLA-E, mediante los dominios a1y
a2, a los receptores inhibidores CD94/NKG2A y activadores CD94/NKG2C comparte
varios residuos aminoacidicos, pero algunos de ellos son diferentes (Wada et al.,
2004). Esto soporta la idea de que la que unién del HLA-E al receptor activador
CD94/NKG2C es mas débil que la union al receptor inhibidor CD94/NKG2A (Llano et
al., 1998; Vales-Gomez et al., 1999) asegurandose la dominancia de las sefiales
inhibitorias durante el embarazo. Sin embargo, el HLA-G no es capaz de realizar esta

funcion de regulacion positiva de las células NK.

C) Inhibicién de los linfocitos T citotéxicos (CTL).
Los linfocitos T citotéxicos (CTL) expresan receptores inhibidores en su
superficie de tipo KIR2DL, los cuales pueden interaccionar con las moléculas del MHC

tipo | para prevenir su activacion.

D) Presentacién de antigenos y activacion de los linfocitos Tc CD8".

Es bien reconocido que el HLA-E tiene un papel en la respuesta inmune innata
mediante la regulaciéon de las células NK, pero recientemente se cree que también
puede jugar un importante papel en la respuesta inmune adaptativa frente a patdégenos
invasores. Una vez en la superficie celular el HLA-E podra presentar antigenos a los
linfocitos Tc CD8" de la misma forma que el resto de moléculas del MHC (Sullivan et
al., 2008). El HLA-E es capaz de unirse al receptor TCR-CD8 de los linfocitos Tc CD8"

(CTL), inducir su citotoxicidad y la lisis del antigeno (Pietra et al., 2001; Romagnani et
al., 2002; Salerno-Goncalves et al., 2004).

1.6. Mecanismos inmunolégicos implicados en el mantenimiento del

embarazo y la naturaleza antigénica de la placenta.

La inmunologia juega un papel muy importante en varios procesos
reproductivos como la ovulacion, la menstruacién y el embarazo.

La inmunologia del embarazo es una ciencia que nace de la inmunologia de los

trasplantes, ya que el feto es comparado por algunos cientificos a un trasplante
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semialogénico que cumple con las reglas de aceptacion o rechazo del mismo. Tanto el
feto como la placenta son considerados aloinjertos ya que introducen ADN y ARN
paterno y, por lo tanto, diferente a la madre, y la expresion de sus genes da lugar a
proteinas foraneas reconocibles por el sistema inmunitario materno. Por lo tanto, es
interesante profundizar en los fendmenos inmunologicos que intervienen en el
mantenimiento del embarazo y la tolerancia materna a los antigenos fetales y
placentarios.

Mas interesante si cabe es el caso de los embarazos conseguidos mediante
donacion de ovocitos o embriones donde el genoma fetal es completamente alogénico
a la madre y existe un elevado grado de disparidad antigénica. Al considerarse un
injerto completo, causa una atipica reaccién inmunolégica donde los cambios locales y
sistémicos del sistema inmunitario son mas acusados que en embarazos propios,
procedentes tanto de reproduccién asistida como espontaneos, como es el caso de
mayor hiperactivacion de los linfocitos T colaboradores y aumento en la produccion
intracelular de citoquinas (Chernyshov et al., 2008). Son gestaciones interesantes de
estudiar ya que, a pesar de lo mencionado anteriormente y la mayor incidencia de
complicaciones perinatales como la hipertensién inducida por el embarazo (PIH)
(Wiggins and Main, 2005), sangrados vaginales en el primer trimestre del embarazo
(Abdalla et al., 1998), hemorragias post-parto (Sheffer-Mimouni et al., 2002) o
alteraciones placentarias como puede ser un incremento de la infiltracion de células
NK CD56" y linfocitos Th CD4" en la placenta basal (Gundogan et al., 2009), el
embarazo sigue adelante y nos permiten tener un mayor conocimiento de las
relaciones inmunitarias entre madre y feto (van der Hoorn et al., 2010).

La aceptaciéon materna del feto es uno de los fendmenos mas intrigantes de la
naturaleza ya que el Utero es un tejido inmunocompetente que debe ser capaz de
regular el efecto inmunogénico del tejido fetal sobre la madre. A su vez, sigue
manteniendo la homeostasis perfecta de su sistema inmunitario y debe estar
preparado para hacer frente a posibles infecciones y otras lesiones (Taglauer et al.,
2010).

Billingham y Medawar en 1953 (Billingham et al., 1953; Medawar, 1953) fueron
los primeros en proponer el concepto de feto semialogénico y postularon algunos
mecanismos por los que el feto habitualmente no es rechazado por el sistema
inmunitario materno:

e La separacion anatomica entre el feto y la madre y la consideraciéon de la

placenta como una barrera inmunolégica.
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e Lainmadurez antigénica del feto que no puede estimular la respuesta inmune
materna.

e La consideraciéon del utero o de la interfase feto-materna como un lugar
privilegiado inmunolégicamente, donde durante el embarazo ocurre una
inmunosupresion materna de las células T y una tolerancia fetal.

Todavia no hemos entendido completamente los mecanismos que inducen la
tolerancia inmunoldgica fetal, pero después de casi 60 afios siguen basandose en gran
parte en las ideas expresadas en estas hipotesis.

A pesar de esto, con el paso del tiempo se vié que existen muchos otros tipos
de mecanismos implicados en la protecciéon fetal y ademas que algunos de estos
conceptos no eran del todo ciertos, de manera que evidencias experimentales indican
que:

e En primer lugar, la presencia de células fetales en la circulacion materna
muestra que la placenta no es una barrera inmunolégica perfecta sino que es un
tejido de tolerancia activa que permite que dos individuos antigénicamente
diferentes se toleren el uno al otro durante un largo periodo de tiempo(van Wijk
et al., 2001; Williams et al., 2009). Los antigenos fetales son liberados al espacio
intersticial decidual y entran en el sistema sanguineo materno. Es sabido que al
final del embarazo el ADN fetal, procedente del citotrofoblasto o del embrién,
constituye un 6% del ADN del plasma materno (Flori et al., 2004) e incluso es
capaz de permanecer en él durante 27 afios. Esos antigenos pasan
desapercibidos para el sistema inmunitario materno por los mismos mecanismos
que los antigenos locales deciduales.

e En segundo lugar, las células fetales tienen inmunogenicidad y los

aloantigenos fetales presentados por las células fetales o por las células del

trofoblasto si son reconocidos por el sistema inmunitario materno, lo cual es
esencial para la induccion de los mecanismos inmunoreguladores (Hoskin and

Murgita, 1989). La deteccién de anticuerpos anti-HLA paternos en el suero de

mujeres embarazadas, constituye una fuerte evidencia del reconocimiento por

parte de la madre del feto como un semi-injerto (Beer et al., 1985). Incluso es

sabido que los linfocitos T antigeno-especificos llegan a proliferar en respuesta a

la presentacién de los antigenos fetales pero después pronto seran suprimidos.

. Por ultimo, se demuestra a través de los embarazos ectdpicos que el utero

no es el unico sitio inmunoprivilegiado, aunque si adaptado evolutivamente a la

consecucion de una gestacion a témino. Por otro lado, las células T son el

menor componente de los linfocitos en la decidua materna por lo que la
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inmunosupresion de estas células en el uUtero no tendria sentido si no se

suprimen las que estan en mayor proporcién y con mayor implicacion.

Durante el inicio de la gestaciéon el citotrofoblasto va a invadir la decidua
materna e incluso entra en contacto con su sistema sanguineo, por lo tanto esta en
estrecho contacto con las células inmunocompetentes maternas presentes en ellos. El
sistema inmunitario materno deberia de reconocer como extrafias las células
trofoblasticas a lo largo de su camino invasivo, sin embargo, el citotrofoblasto y el feto

son capaces de escapar del ataque del sistema inmunitario.

Pero, ;,Qué mecanismos se ponen en marcha en la regulacién de la respuesta
inmunitaria materna, para la tolerancia feto-materna y el consiguiente mantenimiento
del embarazo?. A continuacion, resumimos algunos mecanismos candidatos a explicar
este fendmeno (ver Tabla 1), aunque el éxito del embarazo es el resultado de la
integracion de una amplia variedad de ellos y a su vez, sélo algunos de ellos parecen

realmente cruciales para el establecimiento y mantenimiento del embarazo.
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MECANISMOS INMUNOLOGICOS IMPLICADOS EN EL
MANTENIMIENTO DEL EMBARAZO
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Tabla 1: Mecanismos inmunoldgicos implicados en la tolerancia materno-fetal y

en el mantenimiento del embarazo.
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1.6.1. Cambio en la produccion de citoquinas en la interfase fetomaterna.

Las células del citotrofoblasto fetal y las propias células inmunitarias maternas
tienen en su superficie receptores para determinadas citoquinas y responden ante
ellas. Esto convierte a las citoquinas en moléculas muy importantes en el
mantenimiento del embarazo. Durante el embarazo, en los tejidos feto-placentarios,
asi como en sangre periférica, debe de producirse una modulacién del sistema
inmunitario de la madre caracterizado por la dominancia de una respuesta humoral
(Th2) mediante diferentes mecanismos, como pueden ser: sintesis de citoquinas Th2
por determinadas células, regulacion hormonal (via progesterona), apoptosis de los
linfocitos Th1 o union del HLA-G a determinados receptores celulares y alteracion del
patron de produccién de citoquinas.

Durante muchos afios estuvo bien establecido que el embarazo era un
fenémeno Th2 necesario para la implantacion, crecimiento e invasion del trofoblasto
(Wegmann et al.,, 1993) y que la tolerancia materna a los antigenos fetales se
explicaba por el predominio de citoquinas Th2. De manera que debia ocurrir un
aumento de la produccién de citoquinas Th2 como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-13
promoviendo respuestas humorales y antiinflamatorias y supresién de la actividad de
las células NK que, por lo tanto, serian efectos beneficiosos sobre el desarrollo del feto
(Raghupathy, 1997; Raghupathy et al., 2000; Romagnani, 2000). De hecho, tiene mas
importancia el balance total Th1/Th2 que una citoquina en concreto. Ademas, deberia
ocurrir una supresion de la produccién de citoquinas de tipo Th1 como IL-2, IFN-y y
TNF-a que generan respuestas inmunitarias inflamatorias y citotéxicas y que tienen un
efecto embriotoxico sobre el trofoblasto, teniendo en general un efecto negativo sobre
el embarazo, como podria ser el aborto recurrente espontaneo (Raghupathy, 1997) o
la pre-eclampsia (Saito and Sakai, 2003).

Sin embargo, en los ultimos tiempos, se esta poniendo en debate la teoria
sobre la relacién de citoquinas Th1/Th2, ya que continuamente se estaba simplificando
la situacion real y se describian casos de aborto de repeticion con un perfil Th2
dominante (Chaouat et al., 2003). Ademas, esta paradigma no es suficiente por si solo
para explicar los mecanismos por los que el feto no es rechazado por el sistema
inmunitario materno.

El descubrimiento de nuevas citoquinas como IL-12, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17 y
IL-18 no encajan en el paradigma clasico Th1/Th2 (Chaouat, 2007). Por ejemplo, la IL-
18, catalogada en principio como citoquina Th1, puede actuar como Th1 o Th2 y esta

en mayor proporciéon en embarazos a término comparada con abortos de repeticion
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(Ostojic et al.,, 2003). Algunas citoquinas Th1, como el IFN-y, tienen un papel
beneficioso en el mantenimiento del embarazo actuando sobre las células NK para la
produccion de factores de crecimiento angiogénicos como el VEGF que facilitan la
remodelacién vascular en las arterias espirales uterinas. Ademas, el IFN-y, como
factor anti-angiogénico, controla la excesiva invasion del trofoblasto (Lash et al., 2006).
También induce la sintesis de citoquinas Th2 en el embrién e incrementa la expresion
del HLA-G.

Ademas, se cree que un aumento excesivo de citoquinas Th2 podria tener un
efecto perjudicial produciéndose un crecimiento incontrolado del trofoblasto, una

excesiva invasion en la decidua y un consecuente aborto.

1.6.2. Inhibicion de la citotoxicidad de las células NK. Balance entre células NK
citotéoxicas y NK productoras de citoquinas y factores de crecimiento en la
interfase fetomaterna.

Los cambios en fenotipo (activaciéon o inhibicién) y numero de las células NK
sugieren que estas células estan reguladas hormonalmente, asi como por moléculas
del HLA y citoquinas.

Inhibicién de la citotoxicidad de las células NK. Estas células NK expresan
simultaneamente en la superficie celular receptores inhibidores y activadores, cuyo
balance sera el encargado de regular su actividad citotdxica o secretora de citoquinas
sobre ofras células. La activacion de los linfocitos NK esta bajo un estricto control
negativo llevado a cabo por sus receptores inhibidores. La activacion solo sera posible
si el receptor inhibidor no ha sido activado, ya que las sefales inhibitorias dominan
sobre las activadoras. Por consiguiente, el mecanismo de activacion de las células NK
ocurre cuando la célula diana a eliminar es incapaz de ocupar este receptor inhibidor
con la union de las moléculas del HLA. A pesar de que, como veremos a continuacion,
las células NK predominantes en la decidua no tienen principalmente una funcion
citotoxica, el rechazo fetal es modulado, en parte, por la expresion de moléculas del
MHC tipo Ib como es el HLA-G y HLA-E (Ishitani et al., 2003) o moléculas del MHC
tipo la como el HLA-C (Hutter et al., 1996) en las células del trofoblasto
extravellositario fetal, que tienen un efecto inmunosupresivo general de las células NK.
Estas moléculas del MHC se unen a los receptores inhibitorios presentes en la
superficie de dichas células controlando su actividad citotoxica sobre los antigenos
fetales. Ademas, las moléculas del HLA-G soluble seran capaces de inducir la

apoptosis de las células NK (Spaggiari et al., 2002a).
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Los mecanismos envueltos en la regulacion de la citotoxicidad de las NK no
estan basados unicamente en la interaccion del HLA con el receptor inhibitorio, existen
otros mecanismos no inhibitorios envueltos en la regulacion de las funciones de las NK
deciduales. Por ejemplo, simplemente la no presencia de la molécula CD16 (potente
inductor de la citotoxicidad de las NK mediante anticuerpos) en las células NK
deciduales supondria la disminucion de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos
(ADCC). De manera que posiblemente CD16 y otros receptores activadores como
NKp46 (Pessino et al., 1998; Sivori et al., 1997) o NKp44 (Vitale et al., 1998) tienen la
habilidad de aumentar la citotoxicidad natural de las NK.

Por otro lado, la inhibicién excesiva de las células NK por determinados alelos
del HLA, concretamente determinados alelos del HLA-C, también podria repercutir en
la pérdida del embarazo o en el desarrollo de pre-eclampsia ya que la ausencia de
respuesta inmunolégica de la madre y la pobre invasion del trofoblasto parece ser
negativa (Hiby et al., 2008; Moffett and Hiby, 2007), concluyendo que para una
satisfactoria placentacién debe ocurrir una respuesta inmune modulada y un correcto
balance entre la inhibiciéon y activacion de las células NK en respuesta al trofoblasto
fetal.

Balance entre células NK citotéxicas y NK productoras de citoquinas y
factores de crecimiento en la interfase fetomaterna. El aumento del nimero de
células NK en el sitio donde debe de implantar el embrién no es casual, es decir, en
los ultimos afios se esta evidenciando un efecto positivo de la presencia de este tipo
celular en la decidua materna ya que producirian una variedad de moléculas que
modulan la invasion del trofoblasto y la remodelacion de las arterias espirales (Hanna
et al., 2006). La activacién de las células NK para la produccién de estas sustancias se
lleva a cabo mediante la interaccion del HLA-E con los receptores activadores
CD94/KNG2C de las células NK. Ademas, si el nimero de células NK deciduales
disminuye puede causar una disminucién de la capacidad citotoxica de las células NK
deciduales para luchar contra otros patégenos.

Como explicacion a este elevado numero de células NK en el sitio de
implantacién de un tejido semialogénico debemos mencionar la existencia de distintas
subpoblaciones de células NK que difieren en su fenotipo, en su localizacién en el
individuo, en las citoquinas y quimioquinas que producen, en los antigenos de
diferenciacion y en la actividad citotoxica (Lukassen et al., 2004).

De manera que, durante las fases tempranas del embarazo debe ocurrir en la
mucosa uterina un aumento de la poblacion de células NK CD56" (brigth) CD16",

llegando a constituir un 90% de las células NK deciduales. Estas son principalmente
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productoras de citoquinas, especialmente de IFN-y, y tienen menor actividad
citotoxica que las células NK CD56" (dim)(Kopcow et al., 2005) pero aun asi exhiben
actividad citotoxica contra la linea celular citotrofoblastica K562 (King et al., 1989). Las
citoquinas secretadas por estas células son LIF, TGF-3, CSF-1, IL-3, IL-8 y IL-10,
aunque también segregan IFN-y, TNF-a y IL-2 (Saito et al., 1993). En estos momentos,
las células NKu con dicho fenotipo, mediante la secrecion de determinadas citoquinas,
como LIF, TGF-B, el factor anti-angiogénico IFN-y y factores de crecimiento
angiogénicos como VEGF, intervienen en los procesos de decidualizacion vy
revascularizacién/remodelacion de las arterias uterinas y tienen un papel importante
en la diferenciacion, crecimiento y grado de invasion del trofoblasto fetal en la decidua
(Hanna et al., 2006; Higuma-Myojo et al., 2005; King and Loke, 1991; Kusumi et al.,
2006; Parham, 2004). Ademas, tienen propiedades inmunomoduladoras (Cooper et al.,
2001) y luchan contra posibles patéogenos produciendo factores solubles protectores o
citoquinas supresivas como la IL-10. Pero las NK CD56*, aunque en menor
proporcion, también son capaces de segregar citoquinas y lisozimas con la habilidad
de matar a una posible célula objetivo y lo que ocurre es que debido al microambiente
del tejido decidual durante el embarazo y la interaccién con otras células alli presentes
se disminuye esta funcion “citotoxica” de las células NK CD56" y se favorece la funcién
“cooperadora”. Por todo esto, es cada vez mas necesario la reevaluacion del concepto
de la existencia de una relacion hostil entre las células NK y el trofoblasto invasivo, ya
que incluso se sugiere que son las propias células del trofoblasto las que inducen el
reclutamiento de células NK CD56" hacia la decidua en el embarazo normal (Hanna et
al., 2003).

Por el contrario, en el endometrio materno también debe ocurrir una supresion
o una disminucién de la poblacién de células NK CD56  (dim) CD16" citotdxicas y
citoliticas y productoras de granzimas y perforinas (Loke et al., 1995; Quenby et al.,
1999; Vince and Johnson, 2000) que si tendrian un efecto perjudicial sobre el
embarazo al encontrarse en grandes cantidades.

El nimero absoluto de células NK, asi como de linfocitos T, no refleja
diferencias en su actividad y, por lo tanto, en su funcién. De manera que para entender
mejor el papel de estas células durante la gestacion hay que analizar su estado de

activacion, midiendo los marcadores de activacion en su superficie celular.

Cualquier alteracién en la poblacién de células NK de sangre periférica o
deciduales podria ser responsable de determinadas patologias asi como de la pérdida

del embarazo. Por ejemplo, se cree que la mayor activacion de las células NK CD56"
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bright deciduales es protectora frente a la pre-eclampsia ya que producen factores de
crecimiento y quimioquinas que favorecen la invasiéon del adecuada del trofoblasto y la
remodelaciéon vascular (Hanna and Mandelboim, 2007). Con respecto a la pérdida
gestacional, es sabido que en las mujeres con abortos de repeticion, comparado con
un embarazo normal y a término, ocurre un aumento del numero (Clifford et al., 1999;
Tuckerman et al., 2007) y actividad de las células NK, es decir, se ha visto un aumento
de los marcadores de activacion (CD69) tanto en las células NK de sangre periférica
(Dosiou and Giudice, 2005; Ntrivalas et al., 2005; Ntrivalas et al., 2001) como en las
deciduales (Chao et al., 1995). En los casos de aborto de repeticion también se ha
observado falta de funcionalidad o una disminucién del nimero de receptores
inhibitorios CD94/NKG2A y B (Ntrivalas et al., 2001; Ponte et al., 1999) y KIR2DL
(Chao et al., 1999; Varla-Leftherioti et al., 2003) en la superficie de las células NK, por
lo que no podrian ser inhibidas por el HLA-G o HLA-E expresado en las células del
trofoblasto, las cuales se verian atacadas por la citotoxicidad mediada por las células
NK. Ademas, se ha observado que en las células NK deciduales de mujeres que han
sufrido un aborto no existen los cambios morfolégicos adecuados para que se lleve a
cabo la apoptosis y siguen activadas (Emmer et al., 2002; Gendron and Baines, 1988;
Kwak et al., 1999; Vassiliadou and Bulmer, 1996).

1.6.3. Tolerancia inducida por las células dendriticas.

Durante el embarazo debe de haber una tolerancia materna a los antigenos
fetales mediado por las DC. Este mecanismo ocurre gracias a que las DC permanecen
en un estado inmaduro al encontrar a dicho antigeno y a que se establecen una serie
de sefales adecuadas entre las DC y los linfocitos T para que no ocurra la
presentacion del antigeno y activaciéon del sistema inmunitario materno (Blois et al.,
2007; Bonifaz et al., 2002), de manera que se produce anergia o apoptosis de los
linfocitos T citotoxicos y conversion de los linfocitos Th en linfocitos Th2 o reguladores
(Adams et al., 2007; Aluvihare et al., 2004). Las DC también se relacionan con el
establecimiento de un perfil Th2 en la decidua (Miyazaki et al., 2003) y con la
regulacion de la actividad de las NK deciduales ya que se las ha visto intimamente
asociadas en la decidua de primer trimestre (Kammerer et al., 2003).

De hecho, en la decidua de primer trimestre existe una predominancia de DC
con marcadores propios de inmadurez (SIGN® CD209%) (Gardner and Moffett, 2003;
Kammerer et al., 2003; Rieger et al., 2004) que ademas se situan cerca del sitio de
implantacién (Breburda et al., 2006). Ademas, en la placenta a término disminuye por

completo la presencia de DC maduras CD83". En los casos de aborto recurrente se ha
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observado una sobreabundancia de DC, maduras e inmaduras, en la decidua materna
(Askelund et al., 2004).

1.6.4. Generacion de linfocitos T reguladores.

La existencia de linfocitos T reguladores especializados durante el embarazo
supone un paso adelante hacia la comprension de cdmo el sistema inmunitario
materno evita el rechazo del feto. Estas células son una subpoblacién especializada
de linfocitos T CD4" o linfocitos T CD8" CD28 con expresion constitutiva del marcador
CD25 y suponen un 14% del total de los linfocitos T. Actian suprimiendo o regulando
la activaciéon del sistema inmunitario y creando un estado de privilegio en
determinados tejidos, manteniendo asi la homeostasis de este sistema y favoreciendo
el desarrollo y mantenimiento de la tolerancia materna hacia aloantigenos fetales.

Los linfocitos T reguladores actian de una manera antigeno-especifica, es
decir, durante el embarazo necesitan ser activados por los antigenos paternos fetales
liberados para asi generarse, aumentar en numero y ejercer su funcion reguladora y
protectora. Por lo tanto, una pobre respuesta a los antigenos paternos puede
desembocar en aborto (Zenclussen et al., 2005). A no ser que existan unas
condiciones inflamatorias, se generan en el timo de forma natural o se generan de
forma inducida en los nédulos linfaticos o en el sistema sanguineo periférico al
encontrarse con una DC presentadora de los antigenos fetales que se encuentra en un
estado inmaduro, migrando hasta infiltrarse en la interfase feto-materna durante el
embarazo (Tilburgs et al., 2008), constituyendo un 10-15% de los linfocitos T CD4"
presentes en la decidua (Heikkinen et al., 2004) y ejerciendo su funcidon
inmunoprotectora hacia el feto.

Se ha visto un aumento de este tipo de células reguladoras T CD25" CD4" en
la decidua y en sangre periférica durante el embarazo temprano con un pico durante el
segundo trimestre y un declive postparto. En las mujeres embarazadas ocurre un
incremento de dichas células comparado con estos tejidos en una mujer no
embarazada. De la misma manera, se ha visto que una disminuciéon en namero o la
inhibiciéon de la actividad de las células T reguladoras en la decidua o en el sistema
sanguineo periférico puede llevar a problemas durante el embarazo (Qiu and Lin,
2004; Saito et al., 2005; Somerset et al., 2004; Yang et al., 2008) y al desarrollo de
preeclampsia (Sasaki et al., 2007).

Estas células T reguladoras no son capaces de disminuir significativamente la
produccion de citoquinas Th1 en las células inmunitarias por lo que no cambian la ratio

Th1/Th2 (Zenclussen, 2006). Por lo tanto, la funcion de tolerancia debe ser ejercida
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mediante rutas alternativas. Una de sus funciones es la de prevenir la infiltracion de
linfocitos Th1 en la interfase feto-materna, pero el verdadero efecto beneficioso que
tienen los linfocitos T reguladores sobre el mantenimiento del embarazo podria
deberse mas bien a la induccién de la producciéon de moléculas protectoras como
TGF-B, HO-1 (heme-oxigenasa) o LIF (factor inhibidor de la leucemia) (Waldmann et
al., 2004). Una de las funciones del TGF- es inhibir la difereciacion de los linfocitos
Th1 y su respuesta (Gorelik et al., 2002). También se ha observado que las células T
reguladoras deciduales aumentan la expresion de la IDO (indolamina 2,3 dioxigenasa)
en las DC deciduales y periféricas, asi como en los monocitos por induccion de IFN-y,
lo cual es beneficioso para el mantenimiento del embarazo ya que evita el ataque del
feto mediado por los linfocitos T (Miwa et al., 2005). Otra de sus funciones seria la de
inhibir la produccion de inmunoglobulinas en los linfocitos B y la actividad citotéxica de
las células NK. Poseen, por lo tanto, una marcada actividad supresiva.

Una pregunta importante en el campo de la inmunologia es como la actividad
inmunosupresora de las células T reguladoras es modulada durante el curso de una
respuesta inmune ya establecida. Mientras que la funcién inmunosupresora de los
linfocitos T reguladores previene el desarrollo de enfermedades autoinmunes, esta
funcion no seria deseable durante la respuesta inmune frente a la infeccién con un
microorganismo. Actuales hipétesis sugieren que cuando se enfrenta una infeccién por
un microorganismo la actividad de los linfocitos T reguladores podria estar regulada
negativamente, ya sea directa o indirectamente, por otras células para facilitar la

eliminacioén de la infeccion.

1.6.5. Catabolismo del triptéfano.

Otra forma de inmunosupresion es la inhibicién de la proliferacién de los
linfocitos T mediante el metabolismo del triptéfano y la sintesis de una enzima
citosolica que cataboliza el triptéfano, la IDO. En el caso particular de la gestacion, se
ha planteado que esta enzima crea un microambiente favorable para el mantenimiento
de la tolerancia feto-materna disminuyendo el triptéfano disponible para la proliferacion
de los linfocitos T, en la interfase materno fetal, impidiendo que completen el ciclo
celular protegiendo asi a la placenta de su ataque, ya que estos los linfocitos T serian

mediadores del rechazo del aloinjerto fetal (Honig et al., 2004; Kudo et al., 2004).

1.6.6. Equilibrio angiogénico.
Durante el embarazo debe ocurrir un equilibrio en el proceso de la

angiogénesis, es decir equilibrio entre la coagulacion, fibrinolisis y remodelacion
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vascular para evitar una acumulacién de fibrina en las vesiculas placentarias y
deciduales y en el espacio intravelloso, lo cual provocaria un infarto en la placenta e

insuficiencia uteroplacentaria (Arias et al., 1998; Buchholz and Thaler, 2003).

1.6.7. Expresion selectiva de proteinas reguladoras o inhibidoras del
complemento.

La activacién del sistema del complemento, durante una respuesta inmune, es
importante para controlar una infeccion. El reconocimiento de antigenos paternos
podria inducir la activacion de la cascada del complemento resultando en la lisis de las
células trofoblasticas. Por esto, todas las poblaciones celulares del trofoblasto
expresan altos niveles de unas proteinas reguladoras encargadas de inhibir la
actividad del sistema del complemento sobre ellas (Holmes et al., 1992; Hsi et al.,
1991), como son:

* CD46 o PCM (proteina cofactor de membrana) que es cofactor de proteolisis
de C3b (y en menor medida de C4b).

* CD55 o FAD (factor acelerador del decaimiento) que acelera la disociacion de
las convertasas de C3

* CD59 o MACIF (del inglés, membrane attack complex inhibitory factor) que
bloquea la unién de C8 a C9 actuando como inhibidor del complejo de ataque a
membrana (CAM).

1.6.8. Expresion de LIF (factor inhibidor de la leucemia) en el endometrio y su
receptor en el embrién.

Esta bien establecido en ratones que para que ocurra la implantacién es
requerida en el endometrio materno la sintesis y segregacién de la glicoproteina LIF,
mientras que el blastocisto y sus derivados (TV, TEV y ST) expresan en su superficie
el receptor de LIF (LIF-R). También se ha visto la expresion de LIF en linfocitos Th2 y
células NK deciduales. LIF actia como una citoquina pleiotropica que controla la
angiogénesis, media en la interaccion entre los leucocitos maternos y la invasion del
trofoblasto y es regulador del crecimiento excesivo y diferenciacién del citotrofoblasto
hacia sincitiotrofoblasto y trofoblasto con fenotipo invasor debido a que reduce la
expresion de metaloproteinasas por parte del trofoblasto e incrementa la deposicién de
fibronectina fetal en la matriz extracelular (Bischof et al., 1995a; Kojima et al., 1995;
Sharkey et al., 1999).

Se ha visto una produccién deficiente de LIF por parte de linfocitos T

deciduales en mujeres con aborto de repeticion de causa desconocida (Piccinni et al.,

-89 -



1. INTRODUCCION

1998). Por otro lado, la IL-4 producida por linfocitos Th2 induce el desarrollo de
linfocitos T productores de LIF (Piccinni, 2006). Por lo tanto, el hecho que el LIF esté
tan involucrado en varios procesos del fendmeno implantatorio (Kondera-Anasz et al.,
2004) hace que esté directamente relacionado como responsable de determinadas

causas de infertilidad.

1.6.9. Otras moléculas inmunosupresoras.

También es importante para el mantenimiento del embarazo la secrecion de
factores inhibidores de la expresién de citoquinas proinflamatorias las cuales pueden
dafiar la placenta y provocar una respuesta inmune contra el feto, como son: la
fetoproteina, la fetuina, la espermina, la macroglobulina-alfa 2 y la uromodulina (Wang
et al., 1997; Zhang et al., 1997).

1.6.10. Disminucion de la produccion de anticuerpos autoinmunes maternos.

Durante el desarrollo del embarazo debe producirse una disminucién en la
liberacién de anticuerpos autoinmunes como los APA (anticuerpos antifosfolipido), los
ACA (anticuerpos anticardiolipina) o el anticoagulante lupico (AL). También debe
ocurrir una disminucién de los anticuerpos ATA (anticuerpos antitiroideos), los ANA
(anticuerpos antinucleares) o los AECA (anticuerpos anti células endoteliales) (Lin,
1993). La presencia de anticuerpos antifosfolipido estd asociada al sindrome
antifosfolipido (Beydoun and Saftlas), que es una trombofilia adquirida y causa
demostrada de los abortos de repeticion, ya que su tratamiento etiolégico reduce
drasticamente la probabilidad de un nuevo aborto (Rai and Regan, 2006). Estos
anticuerpos se unen a los fosfolipidos de las membranas de las células del trofoblasto
o a las células endoteliales de los vasos deciduales o trofoblasticos. Una vez alli
comprometerian la adherencia del citotrofoblasto fetal a la decidua, producirian una
deficiente invasion trofoblastica endovascular y disminuirian el crecimiento fetal
(Sebire et al., 2002; Yamada et al., 2003).

1.6.11. Aumento de la produccién de aloanticuerpos maternos.

Un proceso aloinmune define una reaccién inmunitaria contra “lo no propio”. En
un embarazo sin complicaciones, cuando el sistema inmunitario de la madre reconoce
a los antigenos HLA paternos producidos por el feto como extrafios empieza a
producir en la interfase feto-materna aloanticuerpos bloqueantes como pueden ser los

Ab2 (anti-idiotipo o anti-antigenos HLA paternos), APCA (anticuerpo anti paternal
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citotoxico), MLR-Bf (factor de bloqueo de la reaccién mixta linfocitica). La hipotesis es
que estos anticuerpos pueden unirse a los antigenos paternos y cubrir los receptores
de los linfocitos T y B maternos, inhibiéndolos y evitando que reconozcan a los
antigenos paternos trofoblasticos como extrafios y que se produzca la respuesta
inmune materna hacia el feto, pero sigue siendo una hipétesis muy especulativa. Estos
anticuerpos protectores estan regulados por los HLA solubles. La ausencia o la
expresion reducida de los anticuerpos aloinmunes puede ocasionar el reconocimiento
de los antigenos fetales por los leucocitos maternos y causar aborto (Eblen et al.,
2000; Ito et al., 1999; Pandey and Agrawal, 2004).

1.6.12. Expresion selectiva del complejo principal de histocompatibilidad en las
diferentes poblaciones trofoblasticas.

Tras hacer una breve revision de los mecanismos inmunolégicos que deben
ocurrir en el sistema inmunitario materno para que se lleve a cabo la tolerancia feto-
materna debemos examinar qué propiedades inmunolégicas tiene el embrién para su
propia supervivencia.

Esta ampliamente aceptado que para el mantenimiento del embarazo debe
existir una expresion selectiva de las moléculas de histocompatibilidad en las distintas
poblaciones del citotrofoblasto fetal. Para que los antigenos paternos fetales no sean
reconocidos como extrafios y atacados por el sistema inmunitario de la madre en las
células del citotrofoblasto o sincitiotrofoblasto fetal no se expresan las moléculas MHC
tipo Il (HLA-DP, HLA-DR y HLA-DQ) (Murphy et al., 2004) o MCH tipo la (HLA-A y
HLA-B), aunque si se ha observado una débil expresién superficial del HLA-C (King et
al., 1996; King et al., 2000b; Proll et al., 1999). A pesar de que las formas del HLA-C
unidas a la B-2-microglobulina o las cadenas pesadas libres estén en menor
proporcion en superficie, es probable que exista una mayor cantidad intracelularmente.
Estas moléculas son un obstaculo para un embarazo satisfactorio ya que pueden ser
reconocidas directamente por los linfocitos T sin el requerimiento de un procesamiento
proteolitico y sin la presentacion del antigeno por las células presentadoras de
antigenos.

También es conocido que otro tipo de moléculas como las MHC tipo Ib (HLA-
G, HLA-E y HLA-F) y HLA-C se expresan en las células TEV (Ishitani et al., 2003) y
que tienen importantes funciones en el sistema inmune, como son la unién a los
receptores inhibitorios de determinadas células inmunitarias maternas, evitando asi el

rechazo fetal. Con respecto al citotrofoblasto vellositario y sincitiotrofoblasto, no se
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expresa en estas poblaciones celulares el HLA-G en su forma completa pero si en su

forma soluble (Morales et al., 2003).

Trofoblasto Trofoblasto Sincitio- Feto Madre
Extravellositario, Vellositario trofoblasto
HLA-G, E, HLA-Gs5 HLA-A, B _
Si expresion FyC HLA-Gs5 HLA-E yC MHC-lay Il
No MHC-1 (AyB) | HLA-G,E, F HLA-G HLA-G,
expresion MHC-I MHC-y 1l | MHC-yII ey |HLA-GEYF

Tabla 2: Expresion del MHC en las diferentes poblaciones de citotrofoblasto, en

el feto y en la madre.

El HLA-G parece ser una molécula muy importante en la modulacién del
sistema inmunitario materno durante el embarazo y en la aceptacion materna del feto
semialogénico mediantes los mecanismos de inmunosupresion (Carosella et al., 1999;
King et al., 2000a; Ober et al., 1998).

La alteracion en la expresion de los antigenos del MHC de clase | como puede
ser la disminucion de la expresién del HLA-G en las células del citotrofoblasto fetal o
una variacion alélica en gen del HLA-G, especialmente en el ex6n 3, dominio a2, se ha
postulado estar relacionada con los abortos de repeticion (Aldrich et al., 2001; Emmer
et al., 2002).

Las moléculas HLA-A, HLA-B, HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ,

polimérficas, no se expresan en el TEV y no deben de inducir respuesta inmune

las mas

materna, pero sabemos que la madre es capaz de reconocer a los HLA paternos
presentes en las células fetales y de hecho produce anticuerpos frente a ellos durante
el embarazo.

Por otro lado, existe una asociacion entre las parejas que comparten los
antigenos de histocompatibilidad HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR y HLA-DQ vy los
abortos recurrentes espontaneos (Beydoun and Saftlas, 2005; Christiansen et al.,
1997) a pesar de que la identidad absoluta del MHC no es incompatible con la
gestacion. Esto es debido a que la tolerancia materna y la induccién de los
mecanismos inmunoregulatorios se inicia por estimulacion inmunolégica fetal
producida por los antigenos paternos fetales presentes en la circulacion materna
(Hoskin and Murgita, 1989). La compatibilidad alélica entre los progenitores seria

perjudicial ya que se daria una estimulacién antigénica inadecuada. De hecho, en los
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casos de embarazos de donacion ovocitaria, donde hay una mayor diferencia entre los
alelos del MHC del feto y los de la madre, se da una hiperactivacion de las células Th1
y Th2 inducida por el feto alogénico. Concretamente, se ha observado un incremento
del porcentajede IFN-y (implicado en la formacion de arterias espirales uterinas) y IL-4
en sangre periférica en comparacion a embarazos espontaneos (Chernyshov et al.,
2008). Ademas, cuanto mas parecidos sean los tripletes de aminoacidos que
componen el HLA entre la madre y el feto menor sera la produccién de aloanticuerpos
maternos favorecedores del mantenimiento del embarazo (Dankers et al., 2004). A
pesar de que estos hallazgos se han descrito en sangre periférica, seguramente este
efecto es mas pronunciado en la interfase feto-materna. Incluso se ha podido
comprobar que la diversidad de HLA y receptores tipo KIR de las células NK también
interviene de alguna manera en la eleccién de pareja en humanos. Se intentaria
conseguir un hijo que tuviera una gran diversidad de dichos componentes, ya que las
moléculas del HLA actian de receptores de antigeno y mediante la presentacion de
antigenos favorecen la respuesta inmunitaria. Aunque esto no esta totalmente
probado, ocurriria una mejor defensa frente a una infecciéon y de alguna forma podria
estimular a las células inmunitarias de la madre (fundamentalmente NK) para que
secreten citoquinas que atraen el trofoblasto o favorecen la vascularizacion.

Por ultimo, se ha visto que existen determinadas combinaciones entre los
alelos HLA expresados en el trofoblasto y el tipo de receptores KIR de las células NK
maternas que desembocan en una excesiva inhibicion de las células NK y la falta de
apropiadas citoquinas para inducir la invasion del trofoblasto en el Utero. Al menos
esto se ha observado con respecto a determinados haplotipos del HLA que son mas
polimérficos, como el HLA-C (Hiby et al., 2008; Moffett and Hiby, 2007). Este efecto es

negativo para el embarazo incluso puede determinar el desarrollo de pre-eclampsia.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La gran mayoria de los trabajos revisados en la documentacion de este
proyecto de tesis doctoral para intentar esclarecer el papel de las moléculas del HLA-G
y HLA-E en el mantenimiento del embarazo, estdn basados en estudios genéticos
sobre sangre periférica de los progenitores. Unos pocos utilizan tejido placentario a
término, pero son muy escasos los estudios que se han realizado sobre el propio tejido
embrionario en el primer trimestre del embarazo. Ademas, ninguno se ha llevado a
cabo sobre tejido trofoblastico con alto grado de pureza y practicamente nula
contaminacién materna conseguido mediante la técnica de histeroembrioscopia-
legrado. Por Ultimo, en ningun estudio, se ha realizado de forma fiable la
determinacion del cariotipo, ni comparado muestras trofoblasticas de cariotipos
normales y anormales.

Este trabajo se centra precisamente en el estudio de las variantes génicas del
HLA-G, asociadas al aborto espontaneo de primer trimestre, y en la expresion a nivel
proteico del HLA-G y HLA-E mediante inmunohistoquimica y ELISA, con la
peculiaridad de realizarlo sobre el propio tejido embrionario.

La hipétesis general es que el HLA-G podria estar implicado en la detencion
espontanea del embarazo al presentar polimorfismos genéticos asociados tanto con la
expresion anémala de ARNm del HLA-G, como con una expresion anémala a nivel

proteico.
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El objetivo general del presente proyecto de tesis doctoral es investigar las
moléculas del HLA-G y HLA-E desde el punto de vista inmunogenético en las
detenciones espontaneas del embarazo en el primer trimestre de la gestacién, con
cariotipo embrionario normal, donde se desconoce la causa de éste. Utilizamos como
grupo de referencia las detenciones espontaneas del embarazo donde se obtiene un
cariotipo embrionario anormal, suponiendo que en estos casos la causa del aborto es
la anomalia cromosomica.

Para ello analizamos las variaciones genéticas del HLA-G en el trofoblasto
embrionario de abortos cromosomicamente normales en comparacion con el
trofoblasto de abortos de cariotipo anormal y su asociacién con la expresion de
HLA-G. También, determinamos in vitro e in vivo la presencia o ausencia de las

moléculas del HLA-G y HLA-E para ver la posible influencia de un cambio genético
sobre la produccion de proteina.

Los cuatro objetivos especificos son los siguientes:

3.1. Objetivo especifico 1.

Determinar la distribucion de determinados polimorfismos del gen del HLA-G,
asi como su presencia o ausencia en el trofoblasto de pacientes con abortos
espontaneos de primer trimestre con cariotipo normal y compararla con muestras de
trofoblasto embrionario con cariotipo anormal. Agrupacién de los diferentes
polimorfismos en haplotipos, distribucién en nuestra poblacion de estudio vy

comparacion con muestras con cariotipo anormal.

3.2. Objetivo especifico 2.

Determinar de forma cuantitativa la presencia de las moléculas solubles de
HLA-G en el liquido amniético embrionario y en los sobrenadantes de los medios de
cultivo de trofoblasto procedentes de gestaciones detenidas con cariotipo normal y

compararlo con las muestras de trofoblasto embrionario con cariotipo anormal.
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3.3. Objetivo especifico 3.

Determinar el patrén e intensidad de expresion de los antigenos de
histocompatibilidad HLA-G y HLA-E en las muestras de trofoblasto de gestaciones
detenidas con cariotipo normal y compararlo con las muestras de trofoblasto con
cariotipo anormal.

Determinar si la expresién de HLA-G puede influenciar la expresion de HLA-E.

3.4. Objetivo especifico 4.

Determinar la relaciéon entre los polimorfismos analizados en la regién genética
del HLA-G (asociados previamente a la alteracion de la expresion de HLA-G), asi
como los haplotipos generados mediante dichos polimorfismos, y la expresion proteica
de esta molécula en la superficie celular de las vellosidades coriénicas, para intentar
evaluar la influencia que un determinado polimorfismo o un haplotipo puede tener

sobre la secrecion proteica.
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4.1. Lugar de ejecucion.
Instituto Universitario 1VI (Instituto Valenciano de Infertilidad) de Valencia.
IVl Murcia.
Fundacion IVI Valencia.
El proyecto esta financiado por el CDTI (Centro para el Desarrollo

Tecnolégico Industrial) con identificacion IDI-20070039.

4.2. Obtenciéon de muestras: histeroembrioscopias-legrado en

gestaciones detenidas espontaneamente.

Para la realizacion de esta tesis hemos considerado que la técnica de
histeroembrioscopia-legrado, desarrollada por el Dr. Jaime Ferro en la clinica IVI de
Valencia, era la mas adecuada para la obtencidbn de una biopsia selectiva de
trofoblasto con un alto grado de pureza. Al eliminar la contaminacion por células
maternas, podemos afirmar con alta probabilidad queel cariotipo embrionario obtenido
es fiable. La contaminacion materna suele ocurrir en gran parte de los legrados
convencionales, tal y como ha sido publicado en muchos estudios. De hecho, en cerca
de un 50% de las muestras obtenidas tras legrado convencional no se obtiene un
cariotipo fiable por problemas de toma, cultivo o contaminaciéon (Robberecht et al.,
2009). La histeroembrioscopia no s6lo asegura una biopsia dirigida bajo vision directa,
sino que, ademas, la imagen detallada que nos proporciona, da mucha informacién
sobre otros tejidos fetales (vesicula vitelina, amnios, corion, decidua) y permite la
deteccion de posibles malformaciones tempranas en el desarrollo del feto que podrian
justificar por qué se produjo la detencién espontanea del embarazo (Ferro et al., 2003).
Por ejemplo, una espina bifida por déficit de folatos que descartaria un origen
cromosomico.

Quiza el gran punto de controversia sobre la necesidad de la realizacion de un
cariotipo embrionario/fetal en los abortos habituales, y sobre la pureza del mismo, es la

creencia o no en la aneuploidia recurrente como origen del aborto de repeticion.
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Figura 27: Imagen real de una histeroembrioscopia previa a la realizacién de un
legrado en la semana 8 de gestacién. En ella podemos observar un embrion
correspondiente a 6 semanas de desarrollo, con un evidente retraso en el desarrollo
fetal. Ademas, podemos observar el amnios, el cordén alantoideo que une al
embrién con la vesicula vitelina y el trofoblasto al fondo de la imagen. A la derecha
de la imagen vemos las vesiculas trofoblasticas propias de una mola embrionada o

enfermedad trofoblastica gestacional. (Proporcionada por Dr.Ferro)

4.3. Identificacion de pacientes susceptibles para el estudio.

La poblacion total de estudio de este trabajo estd formada por 90 mujeres con
gestaciones detenidas entre las semanas 6 y 11, contando a partir de la fecha de
ultima regla. Sin embargo, de acuerdo con la imagen embrionaria observada a través
de la histeroembrioscopia, en algunos casos existia un retraso en el desarrollo fetal, de
manera que, podriamos concretar que los fetos estaban detenidos en su desarrollo
entre la semana 4 y 9,5 de gestacion, segun la clasificacion de la Carnegie Collection
Embryology (Bethesda, Washington DC).

Para la realizacion de este estudio fueron descartadas posibles causas
responsables de la pérdida de la gestacion, como pueden ser anomalias
cromosomicas fetales, en el caso de los embriones con cariotipo normal utilizados
como muestras de referencia, anomalias genéticas en los progenitores o SAF. Por lo
tanto, no fue necesario excluir a ninguna de las pacientes inicialmente incluidas en
nuestro proyecto. Ademas, a algunas de las pacientes consideradas abortadoras de

repeticion por presentar 3 o mas abortos se les realizd la bateria de aborto de
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repeticion, no resultando ninguna alterada. En dicha bateria se solicité en sangre
materna homocisteina plasmatica,antitrombina Ill, anticoagulante lupico, APCR
(resistencia a la proteina C activada), proteina S y C, mutaciéon del gen G20210A de la
protombina, y los anticuerpos anticardiolipina IgG e IgM. Ademas, se estudi6 el Utero
de las pacientes y se realizé el cariotipo de los dos progenitores.

De entre nuestra poblacion total de estudio, un 16,7% (15/90) de las pacientes
fueron consideradas abortadoras de repeticion, definiendo aborto de repeticion como
la pérdida del embarazo de forma espontanea 3 veces consecutivas antes de la
semana 20 de gestacion. El resto, un 83,3% (75/90) fueron abortos espontaneos
aislados.

Se analizaron cromosémicamente un total de 99 muestras de trofoblasto
embrionario/fetal procedentes de 90 pacientes sometidas a histeroembrioscopia-
legrado, debido a que 9 de ellas presentaban dos sacos gestacionales y fue posible la
obtencion de muestra de ambos sacos.

Sin embargo, para la realizaciéon de las técnicas de analisis del HLA-G solo se
utilizaron algunos de estos 99 trofoblastos:

a) Para la realizacién de los estudios genéticos se utilizaron un total
de 55 pacientes y 57 muestras de trofoblasto embrionario/fetal, ya que 2 de
ellas contenian dos sacos gestacionales y se pudo obtener muestra de
ambos. Utilizamos 30 trofoblastos con cariotipo anormal (52,6%) y 27 con
cariotipo normal (47,4%).

b) Para la deteccion de HLA-G soluble en el sobrenadante de

medios de cultivo de trofoblasto embrionario/fetal de 72 horas, mediante
ELISA, se utilizaron un total de 24 muestras, donde 15 muestras procedian
de cariotipos anormales (62,5%) y 9 de cariotipos normales (37,5%).
Para la deteccion de HLA-G soluble en liquido amniético, mediante ELISA,
en se utilizaron un total de 13 muestras de liquido amnibtico, donde 9
muestras procedian de cariotipos anormales (69,2%) y 4 de cariotipos
normales (30,8%).

c) Para la deteccion de HLA-G, mediante inmunohistoquimica, se
utilizaron un total de 24 pacientes y 27 muestras de trofoblasto
embrionario/fetal, ya que 3 de ellas contenian dos sacos gestacionales y se
pudo obtener muestra de ambos. La eleccién de las muestras para esta

técnica se realiz6 aleatoriamente e intentando situar un numero similar de
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pacientes en cada grupo, 13 muestras de cariotipo anormal (48,2%) y 14 de
cariotipo normal (51,8%). A nuestro parecer, consideramos que éste era un
numero suficientemente representativo para la determinacion de la expresion
de HLA-G, ya que en otros estudios se usé un nimero similar de muestras
procedentes de distintos tipos de abortos (Bhalla et al., 2006; Emmer et al.,
2002; Honig et al., 2005; Hviid et al., 2004b; Menier et al., 2003; Patel et al.,
2003; Rabreau et al., 2000).

ELISA ELISA _I.inIIDCI' -
FOLIMORFISMOS TROFOBLASTO AMHIOTICO (INHLIHOH IsTOQUI MICA]

57 24 muestray 13 muestras 27 muesras
30 Anormales 27 Mormales 15 Anormales ¢ Mormales 9 Ancrmales 4Hormales 13 Anomales 14 Mormales

Figura 28: Distribucion de muestras para los distintos estudios.

4.4. Recogida, distribucion y almacenamiento de muestras.

Con la realizacion de la histeroembrioscopia se obtuvieron varias muestras de
trofoblasto que se dividieron en tres partes para su posterior analisis.

La primera alicuota de trofoblasto se deposité en suero salino y se remitio
inmediatamente al laboratorio de citogenética para su cultivo y estudio del cariotipo
completo de las mismas. Esta misma licuota sirvid, tras el cultivo celular, para la
realizacion del ELISA.

La segunda alicuota de vellosidades trofoblasticas se congel6 en suero salino a
-80°C y posteriormente fue destinada a la extraccion del ADN y andlisis genético.

La tercera alicuota de las muestras de trofoblasto fue incluida en OCT
(temperatura 6ptima de corte, del inglés, Optimal Cutting Temperature) y almacenada
en nitrégeno liquido para la realizacion de inmunohistoquimica.

Ademas, con la realizacién de la histeroembrioscopia se obtuvo una muestra de
decidua materna que se congelé en suero salino a -80°C y posteriormente fue
destinada a la extraccion del ADN y andlisis genético para determinar la
heterocigosidad de las muestras de trofoblasto y asegurar la no contaminacién

materna.
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Por ultimo, en 13 casos, se consigue obtener muestra de liquido amnibtico que
se congeldé a -80°C y posteriormente fue destinada a la determinacién de HLA-Gs
mediante ELISA.

4.5. Disefio y variables del estudio.

Estudio experimental prospectivo.

Las variables manejadas durante los experimentos fueron las siguientes:

* El analisis de la integridad genética de la region del HLA, analizando la

heterocigosidad de la muestra de trofoblasto embrionario mediante su

comparaciéon con la muestra de decidua materna, y confirmando la no
contaminacion materna en la recogida de las muestras.

* Presencia o ausencia de determinados polimorfismos en la regién del promotor

y en los exones 2, 3 y 8 del HLA-G en las muestras de ADN de trofoblasto

embrionario de cariotipo normal, respecto a un grupo de referencia formado por

muestras de ADN de trofoblasto embrionario de cariotipo anormal.

* Los valores relativos de la proteina HLA-G en forma soluble en los
sobrenadantes de medios de cultivo de trofoblasto embrionario de cariotipo
normal, respecto a un grupo de referencia formado por muestras de trofoblasto
de cariotipo anormal.

* Los valores relativos de la proteina HLA-G en forma soluble en el liquido
amnibtico procedente de fetos con cariotipo normal, respecto a un grupo de
referencia formado por muestras de liquido amniético procedentes de fetos de
cariotipo anormal.

* La intensidad y patron de expresion de la proteina HLA-G unida a membrana
en las muestras de trofoblasto embrionario de cariotipo normal, respecto a un
grupo de referencia formado por muestras de trofoblasto de cariotipo anormal.

* La intensidad y patron de expresion de la proteina HLA-E unida a membrana en
las muestras de trofoblasto embrionario de cariotipo normal, respecto a un grupo

de referencia formado por muestras de trofoblasto de cariotipo anormal.
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4.6. Determinacion del cariotipo.

Las muestras de vellosidades coridnicas procedentes de los restos abortivos de
la histeroembrioscopia-legrado fueron almacenadas en suero salino estéril y
examinadas microscopicamente para excluir contaminacién materna. El tejido
biopsiado fue incubado en el medio Ham's F-10 enriquecido con suero bovino fetal al
20% y con un 2% de ultroser (Gibco) a 37°C en una atmoésfera al 5% de CO2 y 95%
de humedad relativa. El progreso del cultivo celular se comprob6 cada dos dias hasta
la obtencién de una monocapa con el adecuado crecimiento celular. En este momento
los cultivos fueron divididos mediante tripsinizacion con 0,5 % tripsina — EDTA (Gibco-
Invitrogen, Nueva York, Estados Unidos.

Una fraccion de las células de citotrofoblasto tripsinizadas fue destinada a un
frasco de cultivo para el analisis citogenético. Cuando se observé un numero suficiente
de mitosis se realiz6 sobre estas células un pre-tratamiento con colchicinadurante 1
hora. Posteriormente se les afiadié una solucién hipotonica 0.05M de CIK y el fijador
Carnoy (acido acético y metanol en proporcion 1:4). El fijador Carnoy se elabor6 con
metanol (Merck, n° catalogo 1.06009.1011) y acético (Merck, n° cat 1.00063.1000). Se
extiendid una alicuota de la fraccion celular sobre un portaobjetos limpio y a
continuacién se realizé el bandeo cromosémico GTG. Un minimo de 20 metafases
fueron contadas y al menos 5 de ellas fueron analizadas completamente mediante el
programa Cytovision v 4.0 (Genetix Group plc, Berkshire, UK).

La otra fracciéon de las células trofoblasticas tripsinizadas se mantuvo en cultivo

para la determinacién del HLA-G soluble mediante ELISA.

4.7. Analisis genético.

Para la determinacion del objetivo especifico nimero 1 se utilizaron diversas
técnicas de analisis genético, que veremos a continuacion.

Utilizando la tecnologia mas puntera en el campo de la biotecnologia, se
pretendié investigar qué mutaciones puntuales ocurren en la secuencia genética del
HLA-G de trofoblastos fetales y las implicaciones que éstas tienen sobre la produccién
de proteica de HLA-G vy, por consiguiente, su implicacibn sobre las pérdidas

gestacionales de origen desconocido.
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4.7.1. Extraccion de ADN con solventes organicos.

La extraccion de ADN de las muestras de trofoblasto y decidua se llevé a cabo
con solventes organicos mediante el kit ADN Isolation (Gentra System. Puregene TM,
Minneapolis, EEUU).

En primer lugar realizamos una ruptura mecanica del tejido y seguidamente
utilizamos 300 pl del tampon de lisis celular para disgregar el tejido. Afadimos 1.3 pl
de proteinasa k (Life Technologies, Paisle, UK) y 100 pl de la solucién de precipitacion
proteica para que las proteinas precipiten. Tras la centrifugaciéon y recogida del
sobrenadante procedimos a afiadir 300 ul de isopropanol. Tras la centrifugacion y
eliminacion del sobrenadante procedimos a afiadir 300 ul de etanol al 70%. Por ultimo,
tras la centrifugacion y eliminacion del sobrenadante resuspendimos el ADN en 50 pl
de solucion de hidratacion del ADN.

Se cuantifico y se obtuvo la calidad del ADN por absorbancia a una longitud de
onda de 260 nm en el espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Massachusetts, EEUU).

4.7.2. Analisis de la integridad de la regiéon del HLA-G.

Hemos llevado a cabo estudios para verificar el estatus de heteroparentalidad
de las muestras de ADN gendmico de citotrofoblasto embrionario/fetal, para asegurar
que no existe contaminacién materna en las muestras de citotrofoblasto y comprobar
la integridad de la region completa del HLA. Este es un proceso muy importante desde
el punto de vista de validacién de la sensibilidad de los ensayos de genotipado y
secuenciacion posteriores.

Los estudios se han basado en el analisis PCR multiplex de distintas
combinaciones de marcadores polimorficos tipo microsatélites CA (citosina-adenina)
localizados a lo largo de toda la regién HLA, en el cromosoma 6. Los microsatélites
son unas repeticiones en el ADN de 1-4 pb flanqueadas por secciones de ADN muy
conservadas en el genoma de una especie, secuencias muy Utiles como marcadores
moleculares. Los 4 pares de cebadores o primers utilizados en este analisis se ubican
en las regiones genomicas conservadas que rodean el microsatélite propiamente
dicho.
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MoG3 | 2073 | OTAM- | GaaaTGTGAGAATAAAGGAGACACT | 120 pares
Azul GATAAAGGGGAACTACTACATGTAT de bases
HLA-G | 29.93 e
D6S273 | 31.79 VIC- | GCAACTTTTCTGTCAATCCA ~130 pares
Verde | ACCAAACTTCAAATTTTCGG de bases
TAP1-CA | 32092 | TETT | TCATACATCTGCTTTGATCTCCC ~210 pares
Rojo | GGACAATATTTTGCTCCTGAGG de bases
Des1560 | 3366 | 'CT | CTCCAGTCCCCACTGE ~240 pares
Verde CCCAAGGCCACATAGC de bases

Tabla 3: Marcadores polimérficos segun su posicién cromosémica
cercana a la del gen del HLA-G.

Partimos de ADN bicatenario procedente de trofoblasto y para la confirmacion de

su heteroparentalidad y no contaminacioén utilizamos ADN de decidua materna.

Cada reaccion de PCR se llevd a cabo en una mezcla de PCR con 1,8 pl de
cebadores especificos a 0.3 mM marcandose el cebador que va en el sentido de la
cadena 5----3° o cebador forward con fluorescencia de diferente color, 2,5 pl de
tampén de Roche, 1,25 pl de DMSO al 5% y 2,5 ul de mezcla de desoxiribonucleétidos
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP), utilizando Amplitag Gold (Roche, Basilea Suiza) como
ADN polimerasa. Rellenamos hasta los 24 pl con agua MiliQ. Afiadimos 1 pl de ADN
de trofoblasto o decidua materna a cada reaccion. Las condiciones de la PCR
constaron de un primer paso de 8 minutos de activacion de la enzima a 94°C, 38 ciclos
de amplificaciébn con una temperatura de annealing de 54.5°C, y un paso final de 10

minutos de extensién a 72°C.
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Posteriormente, se realizé el analisis de los fragmentos generados por PCR
mediante el sistema PE ABI Prism 3130 (Applied Biosystems, California, Estados
Unidos) que se fundamenta en la electroforesis capilar. Cada reaccion de andlisis llevo
una mezcla de 0,3 ul de un marcador de tamafio molecular o /adder LI1Z 3130 y 14 pnl
de formamida encargada de desplegar el ADN de cadena sencilla y permitir que la
velocidad de migracion dependa Unicamente del tamafio y no de la estructura formada
tras el plegamiento. Tras la desnaturalizacion de las muestras se procedi6 a su
andlisis electroforético y visualizaciéon de los resultados mediante el programa

GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems,California, Estados Unidos).

4.7.3. Analisis de polimorfismos.

4.7.3.1. Analisis del polimorfismo -725C>G en el promotor.

Debido a que la region del promotor, en el extremo 5 URR del HLA-G, esta
localizada cerca del inicio de la transcripcion y contiene regiones importantes en la
regulacion del HLA-G, una variacién en esta zona puede afectar la eficiencia de la
regulacion transcripcional del HLA-G (Moreau et al., 1998a; Moreau et al., 1997) y
probablemente afectar los niveles de expresion del HLA-G (Hviid et al., 1999).

Concretamente nos ha parecido interesante detectar una mutacién, en las
muestras de trofoblasto embrionario, la cual se ha visto relacionada con errores de
metilacion (Moreau et al., 2003; Ober et al.,, 2003), con aumentos en la tasa de
transcripcion del HLA-Gs en lineas celulares JEG-3 (Ober et al., 2006) y con los
abortos de repeticion (Ober et al., 2003). Se trata de la mutacion SNP en la posicion
—725 del promotor (-725C>G), cercana a puntos clave en la regulacién transcripcional
y consistente en un cambio de una citosina por una guanina.

Se realizé una PCR para amplificar el fragmento gendémico de interés. Cada
reaccion de PCR se llevé a cabo con 2,5 pl de cebadores especificos a 8 uyM

disefiados utilizando el programa primer3 software (http://primer3.sourceforge.net/)

sobre la secuencia obtenida del gen y marcandose el el cebador reverso con un
fluoréforo. Ademas, afadimos 2,5 ul de tampoén de Roche 10x, 2,5 ul de mezcla de
desoxiribonuclettidos (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0,4 ul de AmpliTag Gold ADN
polimerasa (Roche,Basilea Suiza) y agua MiliQ hasta rellenar los 24 pl. Afiadimos 1 pl
de muestra de ADN de trofoblasto embrionario. Las condiciones de la PCR constaron

de un primer paso de 3 minutos de activacion de la enzima a 95°C, después 35 ciclos
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de amplificacion que incluyen 30 segundos a 95°C, 30 segundos a la t? de annealing
de primer (52°C) y 30 segundos a 70°C; y un paso final de extensiéon de 10 minutos a
72C°.

Los cebadores utilizados para el analisis de la regién del promotor son:
Promotor en el sentido de la cadena o Forward, Upstream:
5" GAAAGTGAAACTTAAGAGCTTTGTGAGGC 3'. Formado por 29 pb
Generandose un desajuste o mismatch al final del cebador (T por G) para que
la enzima pueda cortar.
Promotor antisentido o Reverse, Downstream:
5" TTGGTAACCCCTGAATGATCAG 3" VIC. Formado por 22 pb
El tamafo del fragmento generado es de 117pb
Estos cebadores fueron utilizados por otros autores en sus investigaciones (Sipak-
Szmigiel et al., 2007).

Después se llevd a cabo la técnica de RFLP (polimorfismos de longitud de
fragmento de restriccion, del inglés, restriction fragment lenght polymorphism)
mediante la incubacion de 7ul del producto de PCR a 37°C y durante 2 horas en
presencia de 1ul de la enzima de restriccion Stul a 10 U/ul y la mezcla de NEBuffer
10x, BSA y agua.

El producto de PCR es digerido cuando esta presente una C, es decir, cuando no
esta presente el polimorfismo. De esta manera se genera un producto de 90 pb mas
otro de 27 pb (no observado en las imagenes obtenidas de los fragmentos generados)
cuando el individuo contiene el genotipo CC. En el caso de ser un individuo con
genotipo CG se generan 3 fragmentos diferentes, por un lado de 90 pb mas el de
27 pb pertenecientes al alelo C y otro de 117 pb perteneciente al alelo G. En el caso
del genotipo GG deberia haber un unico fragmento de 117 pb.

Tras la desnaturalizaciéon de las muestras, se realiz6 el andlisis electroforético de
los fragmentos generados mediante el sistema automatico AB 3130 (Applied
Biosystems,California, Estados Unidos). Cada reaccion de andlisis llevouna mezcla de
0,3 pl de un marcador de tamafio molecular o ladder LI1Z 3130, 14 pl de formamida y
2 wl del producto de PCR. La visualizacién de los resultados se llevé a cabo mediante

el programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).
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4.7.3.2. Analisis de polimorfismos en el exén 2, dominio a1.

Debido a las funciones que realiza el dominio a1, como la presentacion del
péptido o interaccién con los linfocitos Tc y células NK, deberia de mantener dichas
regiones constantes y sin polimorfismos. A pesar de esto, han sido descritos algunos
polimorfismos en este dominio menor o mayormente conservados a lo largo de la
evolucion. Nosotros hemos querido comprobar la frecuencia de aparicion de
determinadas alteraciones de nucleétidos en el exén 2 del gen del HLA-G en nuestra
poblacién de estudio, es decir, en las muestras de trofoblasto embrionario con
cariotipo normal y anormal.

Utilizamos la aproximacioén de la técnica de HRM (melting de alta resolucion, del
inglés, High Resolution Melting) mediante el Ligth Cycler 480 Genotyping (Roche,
Basilea, Suiza). Esta técnica consiste en la agrupaciéon de muestras que tienen un
perfil de melting similar. No nos proporciona una secuencia genética especifica pero si
consigue detectar variaciones, incluso de tipo SNP, entre dos muestras diferentes
mediante el analisis de su curva de melting. Para poder monitorizar la evolucién de
este proceso de alta resolucién utilizamos un colorante fluorescente (Resoligth)
(Roche, Basilea Suiza) que se intercala al ADN en heteroduplex y que se deshibrida al
ocurrir la desnaturalizacion de las cadenas.

Se realizd una PCR para amplificar un fragmento genomico de interés
correspondiente con la parte final del exon 2. Cada reaccién de PCR se llevé a cabo
con 2,5 ul de cebadores especificos a 8 pM, 2,5 ul de tampdn de Roche 10x, 2,5 ul de
mezcla de desoxiribonucleoétidos (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0.4 ul de AmpliTaq Gold
ADN polimerasa de Roche, 1,25 pl de Resoligth y agua MiliQ hasta rellenar los 24 pl.
Se afiadi6 1 pl de ADN de trofoblasto embrionario. Las condiciones de la PCR
constaron de un primer paso de 10 minutos de desnaturalizacién y activacion de la
enzima a 95°C, después se realizaron 40 ciclos de amplificacion de PCR que
incluyeron 10 segundos a 95°C, 10 segundos a la temperatura de annealing del
cebador (54°C) y 10 segundos a 72°C. Después se realiz6 un 1 ciclo con bajada y
subida de la temperatura hasta los 95°C para obtener la curva de melting de la
muestra; y por ultimo 1 ciclo de enfriamiento durante 10 segundos a 40°C.

Los cebadores utilizados para el andlisis una determinada regién del exén 2,

dominio a1, son:
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Cebador en el sentido de la cadena o Forward, Upstream:

5" AGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGG 3'. Formado por 24 pb
Cebador antisentido o Reverse, Downstream:

5" GTTCATTCTGTCAGTCTGTGCGTG 3'. Formado por 24 pb

El tamafo del fragmento generado es de 102 pb.

Mediante la utilizacion de estos cebadores podemos detectar variaciones de
nucleétidos en la parte final del exén 2 y concretamente los aminoacidos
correspondientes a esta region donde han sido publicados los polimorfismos mas
importantes que se encuentran enlos codones 54 y 57 (Lajoie et al., 2008; Matte et al.,
2002; Mendes-Junior et al., 2010; Yamashita et al., 1996).

Tras obtener los datos en bruto se realiz6 la normalizacién de la fluorescencia y
de la temperatura y se seleccioné la curva base que vamos a utilizar como referencia,
de manera que podamos comparar sobre ella los diferentes tipos de curva que puedan
distinguirse correspondientes a los diferentes tipos de polimorfismos que puedan

ocurrir.

4.7.3.3. Analisis de polimorfismos en el exén 3, dominio a2.

La mayoria de las mutaciones puntuales que se han descrito en la poblacion
sana estan localizadas en el ex6n 3, que codifica para el dominio a2 (van der Ven et
al., 1998). En esta investigacion hemos querido comprobar la frecuencia de aparicion
de posibles sustituciones que puedan ocurrir en el exén 3 del gen del HLA-G en las
muestras de trofoblasto embrionario procedentes de abortos espontaneos, utilizando
para ello secuenciacion de la region de interés.

Se realiz6 una PCR en el termociclador Veriti 380 well thermal cycler (Applied
Biosystems, California, Estados Unidos) para amplificar el fragmento genémico de
interés. Cada reaccion de PCR se llevo a cabo con 1 yl de cebadores especificos a 5

uM disefiados utilizando el programa primer3 (http://primer3.sourceforge.net/) sobre la

secuencia obtenida del gen, 0,75 ul de tampén HotStart 10x, 0,12 pl de mezcla de
desoxiribonucleétidos (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) a 10 uM, 0,6 pl de Q solution, 0,05
ul de HotStart DNA polymerase (Qiagen, Venlo, Holanda) y agua MiliQ hasta rellenar
los 7 pl. Se afiadié 1,5 yl de muestra de ADN genomico de trofoblasto embrionario.
Las condiciones de la PCR constaron de un primer paso de 15 minutos de activacion

de la enzima a 95°C, después 30 ciclos de amplificaciéon que incluyeron 20 segundos a
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95°C, 20 segundos a la temperatura de annealing de primer (62°C) y 20 segundos a

72°C; y un paso final de extension de 7 minutos a 72C°.

Los cebadores utilizados para el analisis del exon 3, dominio a2, son:
Cebador en el sentido de la cadena o Forward, Upstream:

5" GGCGCCTTTACCAAAATCC 3'. Formado por 19 pb

Cebador antisentido o Reverse, Downstream:

5" GCACAAGGAGAGGAGGAAAATG 3'. Formado por 22 pb

El tamafio del fragmento generado es de 438 pb

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit NucleoMag fast PCR
purification kit (Macherey-Nagel, Diren, Alemania) para eliminar restos de sales,
desoxiribonucleotidos trifosfato (ANTPs) y cebadores que interfieran en la posterior
reaccion de secuenciacion.

Para la reacciéon de secuenciacion utilizamos 2,5 ul de los productos de PCR
purificados que se amplifican utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1 Sequencing
(Applied Biosystems, California, Estados Unidos). Las secuenciaciones se realizaron
en las dos direcciones, utilizando 1 pl de los mismos cebadores que en la anterior
PCR, 0,75 pl de tamp6n BD v3.1 5x, 0,6 ul de BigDye, 0,12 ul de DMSO y agua MiliQ
hasta rellenar los 7 pl.

Las reacciones de secuenciacion se purificaron mediante el sistema de
purificacidn magnética GeneMag sequence (Chemicell, Berlin,Alemania) para eliminar
restos de sales, cebadores y terminadores (ddNTPs).

Los productos de la reaccion de secuenciacion fueron cargados en un
secuenciador 3700 DNA analyzer (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).
Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante un programa de alineamiento y
comparacion de secuencias (SeqScape sofware version 2.6) frente a la secuencia de
referencia del gen, obtenida de la siguiente direccion web
http://ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?g=ENSG00000204632.

4.7.3.4. Analisis del polimorfismo INDEL 14pb en el exén 8.
Los polimorfismos en la regién 3* URT del HLA-G pueden afectar al metabolismo,
estabilidad, procesamiento, localizaciébn  subcelular, exportacion  nuclear,

poliadenilaciéon, unién de microRNAs, control translacional, divisiones y niveles del
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ARNmMm y algunos de ellos estan asociados con la pérdida de la gestacion (Grzybowska
et al., 2001). Pero el polimorfismo mas estudiado y con mas implicaciones funcionales
es el de 14pb INDEL (Humphrey et al., 1995). Por esto hemos decidido detectar este
polimorfismo en nuestra poblacion de estudio, correspondiente a muestras de
trofoblasto embrionario procedentes de gestaciones detenidas.

Se realizd una PCR para amplificar el fragmento genomico de interés. Cada
reaccion de PCR se llevdé a cabo con 2,5 ul de cebadores especificos a 8 uM
marcandose el cebador en el sentido de la cadena 5°----3’0 cebador forward con un
fluoroforo, 2,5 ul de tampoén de Roche 10x, 2,5 pul de mezcla de desoxiribonucleétidos
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0,4 ul de AmpliTag Gold ADN polimerasa de Roche, y
agua MiliQ hasta rellenar los 24 pl. Se afiadié 1 pl de muestra de ADN de trofoblasto
embrionario. Las condiciones de la PCR constaron de un primer paso de 3 minutos de
activacion de la enzima a 95°C, después 35 ciclos de amplificacién que incluyeron 30
segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura de annealing de primer (60°C) y 30

segundos a 70°C; y un paso final de extensién de 10 minutos a 72C°.

Los cebadores para el analisis del exdn 8 son:

Cebador en el sentido de la cadena o Forward, Upstream: GE14HLAG.

5'GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC 3’. 6-FAM.Formado por 25pb.

Cedabor antisentido oReverse, Downstream: RHG14.

5'GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA 3°. Formado por 23 pb.

Estos cebadores han sido utilizados por otros autores en sus investigaciones
(Chen et al., 2008; Hviid et al., 2002; Moreau et al., 2008; Tripathi et al., 2004; Vianna
et al., 2007; Yan et al., 2006b).

Tras la desnaturalizacion de las muestras, se realiz6 un analisis electroforético
de los fragmentos generados por PCR mediante el sistema automatico ABI Prism 3130
(Applied Biosystems, California, Estados Unidos) que se fundamenta en la
electroforesis capilar. Cada reaccioén de analisis llevd una mezcla de 0,3 pl de un
marcador de tamafio molecular o /adder LIZ 3130, 14 pl de formamida y 1 pl del
producto de PCR diluido 1/20. Posteriormente, se procedié al andlisis y visualizacion
de los resultados mediante el programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems,

California, Estados Unidos).
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El programa de analisis de fragmentos nos muestra la presencia de un genotipo
homocigoto para la delecion de las 14 pb en los casos donde se encuentre un solo
pico de 211 pb o un genotipo heterocigético en el caso de la presencia de 2 picos que
representan a un fragmento de 211 pb y otro de 227 pb. Por ultimo, un genotipo

homocigoto para la insercién de 14 pb se corresponderia con un Unico pico de 227 pb.

4.8. Deteccion de HLLA-G soluble en cultivos trofoblasticos y liquidos

amnidticos. Enzimoinmunoanalisis (ELISA).

Para la determinacién del objetivo especifico numero 2 la técnica empleada fue
ELISA.

Los sobrenadantes de los medios de cultivo de trofoblasto y los liquidos
amniéticos fueron procesados para la realizacion de la técnica ELISA con el fin de

conseguir una cuantificacion del HLA-G soluble presente en ellos.

4.8.1. Preparacion de las muestras:

El tejido biopsiado fue incubado en el medioHam's F-10 enriquecido con suero
bovino fetal al 20% y con un 2% de ultroser (Gibco, Life Technologies, Paisle, UK). El
cultivo fue incubado a 37°C en una atmoésfera al 5% de CO2 y 95% de humedad
relativa. El progreso del cultivo celular se observé cada dos dias hasta la obtencion de
una monocapa con suficiente crecimiento celular. En este momento los cultivos fueron
divididos mediante tripsinizacion con 0,5 % tripsina - EDTA.

Tras mantener en cultivo durante 72 h con 3 ml de medio de cultivo Amniomed
Plus (Euroclone,Milano, lItalia), su sobrenadante se congelé a —80°C hasta que fue
destinado a la valoracién de HLA-G soluble y las células trofoblasticas se diluyeron al
50% con azul trypan para realizar el contaje de las células vivas totales y poder ajustar
la concentraciéon de HLA-G por célula. Los sobrenadantes del cultivo trofoblastico
fueron concentrados a un tercio de su volumen inicial en el concentrador Vacufuge™
concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

Se analizaron 24 muestras de cultivo trofoblastico, elegidas de forma aleatoria,
de las cuales 9 procedian de embriones con cariotipo normal y 15 de embriones con
cariotipo anormal.

Ademas, a través de la técnica de histeroembrioscopia-legrado, en muy pocos

casos (13/90), fue posible la obtencidon de muestra de liquido amniotico. Esta fue
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congelada inmediatamente a —80°C hasta la realizacion del ELISA. Justo antes de su
determinacion en el ELISA fueron diluidas a 1/3.
Se analizaron 13 muestras de liquido amniotico, de las cuales 4 procedian de

embriones con cariotipo normal y 9 de cariotipo anormal.

4.8.2. Protocolo de ELISA:
El kit de ELISA utilizado fue RD194070100R (Exbio/Biovendor, Brno, Republica

Checa) de 96 pocillos para la deteccién de las moléculas solubles HLA-G1 shedo HLA-

G1 cortada proteoliticamente y HLA-G5 activamente secretada. Este kit ha sido
seleccionadocomo el mejor método de deteccion para la cuantificacion del HLA-G
soluble (Rebmann et al., 2005). Es el mas usado, el que ofrece mas confianza, el que
tiene un limite de deteccién o sensibilidad mas bajo (1 ng/ml) y el mas disponible a
nivel comercial.

El anticuerpo primario anti-antigeno ratén monoclonal MEM-G/09 esta unido a la
superficie de cada pocillo de la placa. De manera que, se afiadié sobre cada pocillo un
volumen apropiado de las soluciones estandar para la realizacién de la curva patrén, el
blanco y las muestras problema formadas por los sobrenadantes de los medios de
cultivo de células de trofoblasto y liquidos amniéticos. Se mantuvieron toda la noche a
4°C. Después se realiz6é una serie de lavados que eliminan el material no retenido.

Posteriormente se afiadié una solucién con un segundo anticuerpo de raton anti-
humano B-2-microglobulina conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) durante 1
hora, el cual se une al complejo anticuerpo-HLA-G presente en la superficie del pocillo.
El exceso de anticuerpo se elimin6 mediante lavados. Seguidamente se afiadi6 el
sustrato de la HRP que es la 3,5,3,5-tetrametilbencidina (TMB) y peroxido de
hidrégeno que produce un compuesto coloreado proporcional a la cantidad de HLA-G
soluble presente en al muestra o curva patron. La reaccion debe pararse mediante la
adicion de una solucion acida hasta que el color se transforme de azul a amarillo.

Inmediatamente utilizamos el espectrofotémetro para medir la absorbancia del
producto mediante un lector ajustado a 450 nm. La absorbancia es proporcional a la
concentracion de HLA-Gs y se determina mediante interpolacién con la curva patron.
Obtenemos la concentracién en Unidades Internacionales / ml y aplicamos el factor de
conversion: 2 IU/mI=1 ng/ml.

Los resultados obtenidos sobre la concentracion de HLA-Gsfueron divididos

entre 3 en el caso de los cultivos trofoblasticos, ya que se realizé la concentracion de
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las muestras a 1/3 y en el caso de los liquidos amniéticos la concentracion de HLA-Gs
fue multiplicada por el factor de dilucién, es decir, multiplicada por 3.

3 fm

Figura 29: Protocolo de realizacion del ELISA. Se afiaden las diferentes muestras y
componentes necesarios para la deteccion del HLA-G en los diferentes pocillos de la
placa de ELISA, se introduce en el espectofotémetro y se obtiene una curva patron

donde extrapolar nuestros resultados.

4.9. Deteccion de HLA-G en secciones de trofoblasto.

Inmunohistoquimica.

Para la determinacién del objetivo especifico numero 3 la técnica empleada fue
la inmunohistoquimica.

Las muestras de trofoblasto obtenidas en la histeroembrioscopia fueron
procesadas para la realizacion de la inmunohistoquimica con el fin de valorar el perfil
de expresion proteica del HLA-G y HLA-E. De tal modo, que pudiéramos evaluar el
posible impacto que determinadas mutaciones en distintas regiones del gen del HLA-G
pudieran tener sobre la produccién proteica y la posible implicacion que una alteracion
en los niveles de expresion del HLA-G pudiera tener sobre la detencién espontanea

del embarazo de origen no cromosoémico.

4.9.1. Preparacion de las muestras:

La congelaciéon de la muestra de trofoblasto embrionario se hizo en Tissue-Tek
OCT compound (SAKURA Finetek Europe B.V. Tissue Tek. Referencia 4583). Se
incluy6 la muestra en un bloque de OCT, que es un medio de inclusion de muestras
para cortes en fresco que contiene polietilen glicol, polivinil alcohol y carbowax.

Algunos autores utilizan este método de inclusibn de muestras al conseguir
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criosecciones mas finas que las obtenidas mediante otras técnicas (Barthel and
Raymond, 1990; Bogic et al., 1999; Houlihan et al., 1995). Esto es debido a la
disminucién de agua presente en el tejido, minima formacién de cristales y, por lo
tanto, obtencién de un minimo dafio de congelacién. Ademas, la calidad y resolucion
de la imagen se ven muy mejoradas. Dicho bloque se congeld en nitrégeno liquido y
fue almacenado a —80°C hasta su utilizacién.

Los cortes fueron realizados en el criostato LEICA 1900 a una temperatura de —
20°C. Conseguimos un grosor aproximado de 5 micras y fueron colocados en un
portaobjetos con adhesivo Poly-L Lysina (Superfrost Plus. Ref A5069M) (Menzes-
Glaser, Brunswick, Alemania). Los cortes se dejaron secar 1 hora a temperatura

ambiente y se guardaron a -20°C hasta el comienzo de la inmunohistoquimica.

4.9.2. Protocolo de inmunohistoquimica:

El tejido se sumergié en acetona fria para su fijacién. Se incubé con 50 pl de
agua oxigenada al 0,6% en PBS para bloquear la actividad peroxidasa endogena.
Utilizando el Vectastain Elite ABC Kit (Vector Laboratorios, Peterborough, UK) se
afiadio una solucién de bloqueo general de los sitios cargados en la superficie del
tejido, que son sitios de unién inespecifica de los anticuerpos. Tras varios lavados con
PBS se incub6 con el anticuerpo primario a una dilucion adecuada durante toda una
noche a una temperatura de 4°C.

Para la deteccion del HLA-G utilizamos el anticuerpo de ratdn monoclonal MEM-
G/09 anti-humano (ABCAM; ab7758) del isotipo IgG1. Este anticuerpo reconoce la
forma nativa de la molécula de HLA-G asociada con la cadena B-2-microglobulina, es
decir, reconoce los dominios extracelulares de las isoformas HLA-G1 unida a
membrana y la isoforma soluble HLA-G5. Dicho anticuerpo fue empleado a una
dilucion 1/500 usual igual que en otras investigaciones (Menier et al., 2003; Pangault
et al., 2002; Patel et al., 2003).

Para la deteccién del HLA-E utilizamos el anticuerpo de raton monoclonal 4D12
anti-humano (MBL Internacional Corporation; K0215-3) del isotipo 1gG1. Este
anticuerpo reconoce a las cadenas pesadas libres o unidas a la B-2-microglobulina del
HLA-E. Dicho anticuerpo fue empleado a una dilucion 1/100.

El siguiente paso fue la incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado
(anti-ratén) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se incub6

con la soluciéon ABC reactiva (Avidina Biotina Complejo) (Vector Laboratorios,
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Peterborough, UK) durante 30 minutos. Seguidamente se incub6 con 50 pyl de DAB
(diaminobenzidina) que es el sustrato de la peroxidasa. Después de 3-5 minutos a
temperatura ambiente nos proporcioné un color marron-negro en los sitios donde
estaba presente el antigeno buscado. Por ultimo, se realizd una contratincion o tincion
de contraste con hematoxilina de Mayer durante 1 minuto.

Para el montaje del portaobjetos realizamos la deshidratacién con alcoholes
crecientes (85% - 96% - 100%) y Xilol y afiadimos el medio de montaje Eukitt® quick-
hardering mounting medium (SIGMA, Misuri, Estados Unidos). Una vez realizado el
montaje se cuantificd la cantidad e intensidad de expresion de cada antigeno bajo el
objetivo de 10x, 20x y 40x, realizando fotografias para su posterior evaluacion.

Los lavados necesarios entre cada paso para eliminar el exceso de reactivos
fueron realizados con PBS (pH 7.4).

Para comprobar la especificidad de la inmunohistoquimica usamos secciones de
tejido citotrofoblastico en ausencia de anticuerpo primario y secciones de amigdala

como tejido de control negativo.

HLA-E

e
=
HLA-G 4
® ® t 1
- - -

Blogqueo Unidn del Unién del
anticuerpo 12 anticuerpo 2%

conjugado con
? & )hmrma
.{ o’ - {

—

Resultado de la Union del
reaccion enzimatica complejo avidina-
biotina-perexidasa

Figura 30: Esquema de marcaje de la inmunohistoquimica.

Por dltimo procedimos a evaluar la intensidad de expresion mediante la
valoracion de 5 investigadores independientes que desconocian el cariotipo de las
muestras. Cada muestra fue evaluada de la siguiente manera:

1: ausencia de expresion.
2: expresion débil.
3: expresion media.

4: maxima intensidad de expresion.
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4.10. Analisis estadistico.

Frecuencia de un polimorfismo:

El andlisis estadistico de los resultados de la presencia o ausencia de un
polimorfismo entre las muestras de trofoblasto embrionario de cariotipo normal y

anormal fue realizado mediante tablas de contingencia de tipo Chi-cuadrado.

Frecuencia de haplotipos:

El analisis estadistico de distribucién de los haplotipos del HLA-G en nuestra
poblacion de estudio fue realizado mediante tablas de contingencia de tipo Chi-
cuadrado.

Por otro lado, el analisis estadistico de la frecuencia de un haplotipo
determinado entre muestras de cariotipo normal y anormal fue realizado mediante
tablas de contingencia de tipo Chi-cuadrado. Asi como la frecuencia de aparicién de
los haplotipos agrupados en funcion de la secrecion de HLA-G que éstos producen,
entre gestaciones detenidas de cariotipos normales y anormales, fue realizada

mediante tablas de contingencia de tipo Chi-cuadrado.

Expresion de HLA-G:

El andlisis estadistico de los resultados de la expresion proteica del HLA-G y

HLA-E en los diferentes tejidos utilizando la técnica inmunohistoquimica y el ELISA fue
realizado mediante el test no paramétrico de U-de Mann Withney, ya que al no tener

mas de 30 valores a analizar no se considera una distribucion normal.

Expresion de HLA-G en funcién de un polimorfismo:

El analisis estadistico de los resultados de la diferencia de expresion de HLA-G
en las muestras de trofoblasto embrionario de cariotipo normal o anormal que
contenian o no un determinado polimorfismo fue realizado mediante el test no
paramétrico de U-de Mann Withney, ya que al no tener mas de 30 valores a analizar
no se considera una distribucion normal.

El andlisis de las diferencias de expresion de HLA-G entre los 3 tipos de curvas
o polimorfismos encontrados en el exén 2 fue realizado mediante el test estadistico no

paramétrico Kruskal-Wallis para n muestras independientes.
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Expresion de HLA-G en funcion de los haplotipos:

El analisis estadistico de las diferencias de expresién de HLA-G entre los
diferentes haplotipos creados, es decir, ver si un determinado haplotipo tiene una
mayor expresion de HLA-G con respecto al resto, fue realizado mediante el test no
paramétrico para n muestras independientes de H de Kruskal Wallis, ya que al no
tener mas de 30 valores a analizar no se considera una distribucién normal.

El analisis estadistico de la diferencia de expresiéon de HLA-G dentro de un
determinado haplotipo entre muestras de trofoblasto de cariotipo normal y anormal fue
realizado mediante el test no paramétrico de U-de Mann Withney, ya que al no tener
mas de 30 valores a analizar no se considera una distribucién normal.

El andlisis estadistico de los resultados en cuanto a la diferencia de expresion
de HLA-G en un determinado haplotipo secretor entre muestras de trofoblasto de
cariotipo normal y anormal fue realizado mediante el test no paramétrico para n
muestras independientes de H de Kruskal-Wallis, ya que al no tener mas de 30 valores

a analizar no se considera una distribucién normal.

Se consideré estadisticamente significativo cualquier valor de probabilidad <5%
(p<0,05).
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5.1. Analisis de la poblacion estudiada.

La poblacién de estudio de este trabajo partia de 90 mujeres con gestaciones
detenidas en el primer trimestre del embarazo. La toma de muestra trofoblastica se
hizo sobre 99 embriones, ya que 9 de las pacientes contenian dos sacos
gestacionales y fue posible la obtencién de muestras independientes de ambos sacos.

La media de edad poblacional fue de 34,1 + 3,4 afios. Al haber casos, en nuestra
poblacién de estudio, donde el embarazo se consiguié a través de ovodonacion, la
media de edad se calculd, en estos casos, utilizando la edad de la donante.

El 23,3% (21/90) de las gestaciones fueron de concepcién natural mientras que
el 76,7% (69/90) fueron conseguidas mediante TRA, concretamente 12 tratamientos
de IAH (inseminacién artifical homologa) y 57 de FIV (Fecundacién In Vitro) 6 ICSI
(Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides).

Ademas, dentro la poblacion total de estudio, un 16,7% (15/90) de las pacientes
que fueron consideradas como abortadoras de repeticién, mientras que un 83,3%
(75/90) no lo fueron.

Con respecto a la etiologia femenina de las pacientes incluidas en este estudio
tenemos que:
1) 28,9% (26/90): Sin causa conocida de infertilidad.
2) 16,7% (15/90): Abortadoras de repeticion.
3) 2,2% (2/90): Cromosomopatias maternas no asociadas con el aborto.
4) 8,9% (8/90): Sindrome de ovarios poliquisticos.
5) 20% (18/90): Edad avanzada (mayor de 38 afios).
6) 8,9% (8/90): Endometriosis.
7) 5,6% (5/90): Fallo ovarico.
8) 1,1% (1/90): Fallo fecundacién en ciclos anteriores.
9) 4,4% (4/90): Tubarica.
10) 3,3% (3/90): Fallo de IAH.

Clasificaciones poblacionales

De entre las 21 pacientes con gestaciones espontaneas tenemos que un 19%
(4/21) de los analisis de cariotipo embrionario resultaron cromosémicamente normales,
mientras que un 81% (17/21) de los casos resultaron de cariotipo embrionario anormal.
Ademas, un 42,8% (9/21) eran abortadotas de repeticién, mientras que un 57,2%
(12/21) no lo eran.
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Con respecto a las pacientes sometidas a TRA para conseguir gestacion
tenemos que, un 8,7% (6/69) del total de pacientes infértiles resultaron ser abortadoras
de repeticion, mientras que un 91,3% (63/69) no lo eran.

De entre las 69 pacientes infértiles que consiguen su embarazo a través de TRA,
un 27,5% (19/69) de los andlisis de cariotipo embrionario resultaron
cromosomicamente normales, mientras que un 72,5% (50/69) de los casos resultaron
con cariotipo embrionario anormal. Ademas, un 20,3% (14/69) gestaron con el uso de
ovocitos donados y tan solo un 14,2% (2/14) de las pacientes sometidas a ovodoén
presentaron etiologia de aborto recurrente antes de someterse a la donacion de
ovocitos.

Ademas, un 8,9% (8/90) de las pacientes abortadoras incluidas en este estudio,
se sometieron a la técnica de DGP (diagnostico genético pre-implantacional) tras el
ICSI, realizandose la transferencia de uno o dos embriones normales para los
cromosomas analizados. Tras la detencién del embarazo, unicamente 2embriones de
entre los 10 analizados (20%) resultaron con cariotipo trofoblastico normal. Dos de las
pacientes tuvieron gestaciones gemelares, resultando que, tras el andlisis de los
restos abortivos, una de las pacientes contenia un embrién con cariotipo normal y otro
con cariotipo anormal, concretamente trisomia del cromosoma 14, y la otra paciente
contenia un embrion con cariotipo anormal, concretamente trisomia del cromosoma 9 y
el otro sin resultados de crecimiento del cultivo trofoblastico. El resto de embriones
procedentes de gestaciones unicas resultaron tener trisomias en los cromosomas 4,
10, 15, 17 y un tetraploide, mientras que solo 1 resultdé con cariotipo normal. Debido a
que existen muestras de trofoblasto con trisomias que fueron analizadas a nivel del
embrion por la técnica del DGP, como son las del cromosoma 15 y 17, cabe la
posibilidad de un embrién mosaico y obtencion de una célula de cariotipo normal para
el diagnéstico.

Con respecto a las gestaciones gemelares observamos que todas ellas
procedian de TRA, concretamente 8 mediante la técnica ICSl y 1 tras IAH. Por ultimo, 3
de las pacientes con gestaciones gemelares procedian ademas de donaciéon de
ovocitos. De entre los 9 embarazos gemelares se encontraron 3 casos donde cada
embrion resultd con un cariotipo discordante, es decir, uno normal y el otro anormal,
de manera que 6/18 (33,3%) fetos presentaron cariotipo normal y 11/18 (61,1%)

cariotipo anormal y en 1/18 por no crecimiento del cultivo, no se obtuvo el cariotipo.
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Los resultados cromosémicos de la poblacién total de estudio se veran con mas

detalle en la seccién de resultados 5.2.

21/90 (23.3%) Gestaciones espontaneas

9/21 (42.8%) Abortadoras de repeticidn
30 pacientes

99 embriones 4/21 {19%) Cariotipo normal

- 17/21 (81%) Cariotipo anormal
Media edad:

34.1 afios
15/90 {16.7%) 69/90 (76.7%) Gestaciones de TRA ===-12 IAH y 57 FIV
Abortadoras de
repeticién 6/69 (8.7%) Abortadoras de repeticion
8 pacientes y 10 embriones PDG: 19,/69 (27.5%) Cariotipo normal
2/10(20%) carietipos nermales 50/69 (72.5%) Cariotipo anormal

. . 55/69 (79.7%) Propios
9 gestaciones gemelares: i
100% de TRA. 14/69 (20.3%] Ovoddn === 7/14 (14.2%) eran abortadoras
2 pacientes PGD de repeticion
3/9(33.3%) de Ovoddn
6,/18 {33.3%) Cariotipo normal
11/18 (61.1%) Cariotipo anormal
1/18 {0.5%) No cto del cultive

4/90 {4.4%) indicacion seminal grave para TRA

Figura 31: Caracteristicas poblacionales segin TRA.

Clasificaciones poblacionales sequin pruebas realizadas.

A continuacién mostramos las caracteristicas poblacionales en funciéon de las
distintas muestras utilizadas para cada técnica de analisis del HLA-G.

a) Inmunohistoquimica: un 95,8% (23/24) de las pacientes consiguieron el
embarazo mediante ovocitos propios frente a un 4,2% (1/24) con ovocitos donados.
Ademas, un 20.8% (5/24) de las pacientes eran abortadoras de repeticion.
b) ELISA en cultivos de trofoblasto: un 79,2% (19/24) de las pacientes consiguieron
el embarazo mediante ovocitos propios frente a un 20,8% (5/24) con ovocitos
donados. Ademas, un 16,6% (4/24) de las pacientes eran abortadoras de repeticion.

ELISA en liquido amniotico: todas las pacientes incluidas en este analisis
tuvieron embarazos conseguidos mediante ovocitos propios. Ademas, una Unica
paciente, es decir, un 7,7% (1/13) de las pacientes fue considerada abortadora de
repeticion. La edad gestacional de las pacientes de las cuales se pudo obtener
muestra de liquido amniotico estaba entre la semana 6 y 11 de gestacion. El bajo
numero de casos 0 muestras conseguidas para la realizacion de este andlisis se
debe a la dificultad de la obtencion de este tipo de muestra en edades gestacionales

tempranas.
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c) Analisis de polimorfismos: un 90,9% (50/55) de las pacientes consiguieron el
embarazo mediante ovocitos propios frente a un 9,1% (5/55) con ovocitos donados,
todas ellas con cariotipos embrionarios normales. Ademas, un 21,8% (15/55) de las

pacientes eran abortadoras de repeticion.

Clasificacion
poblacional Inmuno ELISA ELISA ;
: : Liquid Polimorfismos
segin histoquimica | Trofoblasto | ~1qu1doO
estudios Amnidtico
Propios 95,8% 79.2% 100% 90,9%
Ovodén 4,2% 20,8% 0 9,1%
Abortadoras
- 20,8% 16,6% 7,7% 21,8%
de repeticion.

Tabla 4: Clasificacion poblacional segtn estudios realizados.

Con respecto a la etiologia masculina observamos que Unicamente 4 casos de
90 (4,4%) tenian una indicacion seminal grave para someterse a un ciclo de
reproduccion asistida como es azoospermia obstructiva, criptozoospermia o una
translocacion genética.

Al incluir en nuestro estudio pacientescon abortos espontaneos de repeticion y
abortos espontaneos aislados, a la hora de estudiar la expresion proteica y los
polimorfismos del HLA-G, debiamos hacer una separacion en los dos grupos de
pacientessegun lo mencionado anteriormente, y a su vez, una separacion en funcion
del cariotipo embrionario obtenido. Uno de los inconvenientes asociados a la
separacion fue una disminucion del nimero de pacientes en cada grupo, con lo cual se
hacen aun mas dificiles los analisis estadisticos. Pero, tras comprobar que los
resultados no se alteraron en ninguno de los casos, decidimos agrupar las pacientes
en un solo grupo de aborto para asi conseguir tener una mayor muestra representativa

de pacientes. No se muestran los datos.
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5.2. Resultados cromoséomicos de las histeroembrioscopias.

Tras la realizacion de 90 intervenciones de histeroembrioscopia-legrado se pudo

obtener muestra de trofoblasto de 99 fetos para su analisis citogenético. Solo en 4

casos no fue posible la determinacién del cariotipo por falta de crecimiento del cultivo.

Estos son los resultados cromosdmicos obtenidos:

Histeroscopias- = Analisis Fa!ta_de Cariotipos | Cariotipos
oy crecimiento
legrado genéticos ; normales anormales
del cultivo
Numero 90 95/99 4/99 27/95 68/95
(%) (95,95%) (4,1%) (28,4%) (71,6%)

Tabla 5: Resultados cromosémicos de los analisis citogenéticos.

También, debemos mencionar la presencia de mosaicismos placentarios (tabla
6), donde se determinaron discrepancias embrio-trofoblasticas en 7 casos de las 95
determinaciones del cariotipo (7,3%). En estos casos, donde el embrién resultd con
cariotipo normal y el cultivo del trofoblasto resultd6 con cariotipo anormal o con
mosaicismo, consideramos la muestra como un trofoblasto con cariotipo anormal, ya

que las anomalias cromosémicas en el trofoblasto son causa de aborto.

Paciente | Cariotipo embrion Cariotipo Trofoblasto
1 46,XX 46,XX,+15.
2 46,XX 46,XX,+22
3 46.XX MOSAICO: 47 XX, +2[8]/47 XX,del(1)
’ (12q),+2[3]/47 ,XX,del(1)(p11.1),+2[2]
4 46,XX MOSAICO: 47 ,XX,+15[1/3]/46,XX.
5 46,XY 46,XY,+16
6 46,XX MOSAICO: Tetraploide 92,XXXX[8] /46,XX[12]
7 46,XX MOSAICO: 47, XX+16/46,XX.

Tabla 6: Mosaicismos placentarios.
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A continuacién se muestran diferentes tablas con la distribucion de anomalias

cromosomicas en la poblacion de estudio, los tipos de anomalias cromosdmicas, con

el porcentaje de cariotipos femeninos o masculinos y la distribucion de anomalias

segulin sexo.
(")
o ° o
g 2 o8 8 8 2
50 = T 00 o o o 9=E3 o o
=8 |E§ |g8% 2| 8| £ |EEs8| 3 | ¢
£ o £S5 2 © ® |EEZC c )
°s 228 26 X% = £ » 5680 s <
<5 |F® <848 F - = =588 F a
68 40/68 6/68 4/68 3/68 7/68 6/68 1/68 1/68
(58,8%) | (8,8%) | (5.8%) | (4,4%) | (10,3%) | (8,8%) | (1,4%) | (1,4%)

Tabla 7: Distribucion de anomalias las cromosémicas.
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Anomalias cromosomicas

Trisomias
autosomicas.

8 pacientes con trisomias para alguno de estos cromosomas:

2,4,6,10,13,17,20y 21.
2 pacientes con trisomias para los cromosomas 3, 5, 11 y14.
3 pacientes con trisomias para los cromosomas 9y 18.

(Cromosomas | 5 pacientes con trisomia para el cromosoma 15.
implicados) 6 pacientes con trisomia para el cromosoma 22.
7 pacientes con trisomia para el cromosoma 16.
Cr(s)ggjsa(;;as 6 pacientes: Monosomia del X(45X0)
Triploides 1 paciente: 69XXX

3 pacientes: 69XXY

Tetraploides

3 pacientes: 92XXYY

Mosaicos

47XX+15[10] / 46XX [5]
47XX+16[12] / 46XX[12]

92XXXX[8] / 46XX[12]

47XX+15[15] / 46XX[15]
47XX+22[10] / 46XX[10]

46XY[2] / ATXY+8[4] | 48XY+8+12[4]
47XX+15[1/3] / 46XX

7 pacientes

Multiples
anomalias
asociadas

49XX+8+14+16
4TXXY, 12p+

49XXY+9+18

45 XY ,1(8;11)(p23;q12),-21[6]/45,XY,-21[4]
45X, t (1;4)(423;927)

47XX+2+varias deleciones

6 pacientes

Translocacion

1 paciente: 46XXt(6;16)(q21;922)

Delecion

1 paciente: 46XX[6]/46XX,del(7)(pter->p13)[4]

Tabla 8: Descripcion de las anomalias cromosomicas.
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Histeroscopias | Analisis Gl e CELe
Jlearado enéticos masculino = femenino
g g XY XX
Numero % 95/99 52/95 43/95
(%) (95,95%) (54,7%) (45,2%)

Tabla 9: Determinacion del sexo.

Pacientes con | Pacientes con
Cariotipo cariotipo cariotipo
femenino masculino

Normal 15 12
Trisomias autosémicas 19 21
Sexuales 6 0
Triploides 1 3
Tetraploides 0 3
Mosaicos 6 1
Multiple 3 3
Translocacion 1 0
Delecion 1 0

Tabla 10: Distribucién de anomalias cromosémicas segun sexo.

Por ultimo, debemos mencionar la distribucién de cariotipos en las muestras

trofoblasticas utilizadas para cada uno de nuestros objetivos:

1) De entre las 57 muestras de trofoblasto embrionario analizados
genéticamente para el gen del HLA-G, 27 mostraron un cariotipo embrionario
normal y 30 cariotipo anormal.

2) Latécnica ELISA fue realizada en 24 sobrenadantes de los medios de cultivo
de trofoblasto, resultando 15 muestras trofoblasticas de cariotipo anormal y 9
de cariotipo normal. La técnica ELISA fue realizada también sobre 13

muestras de liquido amnidtico, 9 de cariotipo anormal y 4 de cariotipo normal.
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3) La inmunohistoquimica fue realizada Unicamente en 25 pacientes y 27
muestras de trofoblasto embrionario, resultando 13 con cariotipo anormal y

14 con cariotipo normal.

En cualquiera de los casos de estudio las caracteristicas poblacionales como son
la media de edad, la media del IMC o los porcentajes infertilidad o aborto de repeticion

fueron similares al total poblacional.

5.3. Respuesta a los objetivos especificos.

5.3.1. Resultados del analisis de polimorfismos.

5.3.1.1. Analisis de la integridad de la region del HLA-G.

Los resultados muestran un elevado grado de heterocigosidad para cada
marcador segun lo esperado, confirmando que, en todos los casos, el ADN extraido a
partir de las muestras indicadas con anterioridad presenta informacion diploide. Asi
mismo, estos resultados demuestran que no existe contaminacidon materna en el
momento de recogida de la muestra que pueda interferir en la determinacién del
cariotipo embrionario.

En la siguiente imagen se muestran dos ejemplos de los resultados del analisis
de la integridad de la regién del HLA-G mediante los marcadores moleculares
indicados anteriormente.

Antes de ello, debemos recordar el fragmento generado por cada uno de los
diferentes marcadores polimorficos.

1) Marcador MOG3 (azul) muestra un fragmento de aproximadamente

120 pb.

2) Marcador D6S273 (verde) muestra un fragmento de

aproximadamente 130 pb.

3) Marcador TAP1-CA (Castro et al.) muestra un fragmento de

aproximadamente 210 pb.

4) Marcador D6S1560 (verde) muestra un fragmento de

aproximadamente 240 pb.

- 134 -



S. RESULTADOS

g Decidua
- M o J, L | Pacente
Trofoblasto
| .
) 1 - o l L L ] Paciente 1

= , | ]' Decidua
7_Jj - b e | Paciente 2

" ; " ‘
- ] | o “ i | Trofobiaste
-! Patiente 2
| L . ol

Figura 32: Ejemplo para la interpretacion de los electrogramas de la
region del HLA.

Paciente 1: Decidua y trofoblasto embrionario. El primer marcador MOGS3 (azul) no es

informativo puesto que la madre genera dos fragmentos de 126 pb y el feto también.
El marcador D6S273 (verde) tampoco es informativo ya que la madre genera un
fragmento de 128 pb y otro de 132 pb y el feto dos fragmentos de 128 pb. El marcador
TAP1-CA tampoco es informativo por la misma razén, por lo que con estos tres
marcadores no podemos descartar la no contaminacion materna. Sin embargo,
el marcador D6S1560 (verde) si es informativo, ya que la madre contiene un
fragmento de 237 pb y otro de 241 pb y el feto hereda de la madre el fragmento de 241
pb y del padre ofro de 247 pb, de manera que aseguramos que la muestra analizada
no esta contaminada con ADN materno.

Paciente 2: Decidua y trofoblasto embrionario. El marcador D6S273 no es informativo
de ausencia de contaminacion materna. Sin embargo, los marcadores MOG3, TAP1-
CA y D6S1560 si son informativos, ya que el feto contiene fragmentos que no
aparecen en la muestra materna, como son un fragmento de 140 pb de MOG3, un
fragmento de 202 pb de TAP1-CA y un fragmento de 235 pb de D6S1560.
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5.3.1.2. Analisis del polimorfismo -725C>G en el promotor 5.

Mediante el test estadistico Chi-cuadrado no se observaron diferencias
significativas (X% 0,02; p=0,88) en cuanto a la presencia del polimorfismo en la region
5 promotora (-725C>G) entrenuestra poblacion de muestras trofoblasticas
procedentes de abortos, es decir, entre las muestras usadas como referencia
(trofoblasto de cariotipo anormal donde suponemos que la causa de la detencién de la
gestacion era cromosémica) y las que no tenian dicha condicién.

Asi pues, con respecto a la mutacion buscada en la regién del promotor,
encontramos que un 80% de las muestras de trofoblasto con cariotipo anormal y un
81,5 % de las muestras de trofoblasto con cariotipo normalno contenian la mutacién en
la posicién -725. Sin embargo, la presencia de la mutacion ocurre en un 18,5 % de las
muestras de cariotipo normal y en un 20% de las muestras de cariotipo anormal.

No se detect6 ninguna muestra de tejido trofoblastico donde el polimorfismo

ocurriese en homocigosis, es decir, no existié ningun caso con el genotipo GG.

5 PROMOTOR No polimorfismo Polimorfismo en p
en el promotor el promotor
Cariotipo Anormal 24/30 (80%) 6/30 (20%)
0,88
Cariotipo Normal 22/27 (81,5%) 5/27 (18,5%)

(Chi-cuadrado)
Tabla 11: Distribucién del polimorfismo en la posicién -725C>G.

En la siguiente figura se muestra un electrograma con los resultados del
polimorfismo -725C>G en la region del promotor mediante analisis de fragmentos.
Recordamos que el producto de PCR sera digerido cuando esté presente una C, es

decir, cuando no esté presente el polimorfismo.
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Figura 33: Electrograma del polimorfismo -725C>G del promotor.
Paciente 1 y 2: Muestras de trofoblasto embrionario con genotipo CC. Se
muestra un solo pico que representa a un fragmento del promotor de 90 pb
correspondiente con la ausencia presencia del polimorfismo. A la derecha de la
imagen debe de haber un fragmento de 27 pb que no aparece en la imagen
obtenida.

Paciente 3: Muestra de trofoblasto embrionario con genotipo CG. Se muestran 2
picos que representan un fragmento de 90 pb y otro de 117 pb correspondiente
a la presencia del polimorfismo en heterocigosis. A la derecha de la imagen
debe de haber un fragmento de 27 pb que no aparece en la imagen obtenida.

En el caso de haberse presentado alguna muestra con el genotipo GG deberia
haber un tnico fragmento de 117 pb.

5.3.1.3. Analisis de polimorfismos en el exén 2, dominio a1.

Mediante los cebadores seleccionados para el analisis de polimorfismos del exon
2, dominioa1, podemos detectar variaciones de nucleétidos en la parte final del exon
2, donde han sido publicados los polimorfismos mas importantes, y que se
corresponden con el codén 54 y coddn 57.

Entre todas las muestras de trofoblasto analizadas mediante HRM se detectaron
mayoritariamente tres tipos de curvas, probablemente correspondientes a las distintas
posibilidades de mutacion que pueden ocurrir en el codén 57, que son la mutacién en

homocigosis, mutacidén en heterocigosis y no presencia de mutacion.
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A continuacion, en la figura 34 se presentan algunos ejemplos de tipos de curvas

observados.
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Figura 34: Anélisis del exén 2 mediante HRM.
Mediante esta técnica obtenemos diferentes tipos de curvas en funcion de las
distintas secuencias genéticas encontradas en el fragmento analizado.
Grupo de muestras tipo A: color azul.

Grupo de muestras tipo B: color rojo.

En la siguiente tabla se muestra el andlisis de la distribucion de las diferentes

curvas observadas por HRM.

Cariotipo normal 3/25 (12%) 9/25(36%) 13/25 (52%)

0,065

Cariotipo anormal | 12/30 (40%) | 8/30 (26,6%) | 10/30 (33,3%)

(Chi-cuadrado)
Tabla 12: Distribucion de las muestras con respecto
al patrén de la curva de melting.
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A pesar de que parecen observarse algunas diferencias en la frecuencia del
polimorfismo entre abortos de cariotipo normal y anormal, tras el analisis estadistico
mediante Chi-cuadrado no existen diferencias significativas (X% 5,44; p=0,065) con
respecto a la distribucién de los genotipos o tipos de curvas entre las muestras de
trofoblasto donde la causa de la detencion de la gestacion fue cromosémica y las que
no tenian dicha condicién. Quizas aumentando el niumero de muestras analizadas

podrian obtenerse resultados significativos pero no mucho mas concluyentes.

5.3.1.4. Analisis de polimorfismos en el exén 3, dominio a2.
Tras la secuenciacion del exén 3 detectamos en nuestra poblacién de estudio

mutaciones en determinados codones ya descritas con anterioridad.

A) Codon 93.

Mediante el test estadistico Chi-cuadrado no se observaron diferencias
significativas (X% 1,04; p=0,30), en cuanto a la presencia o no del polimorfismo C>T en
el coddn 93, entre nuestras muestras de referencia (donde suponemos que la causa

de la detencion de la gestacion era cromosomica) y las que no tenian dicha condicion.

Mutacion en | Mutaciéon en

oLl v I EE Heterocigosis | Homocigosis

Cariotipo normal | 21/25(84%) | 3/25 (12%) 1/25 (4%)

0,30
Cariotipo anormal | 21/29 (72,4%) 7/29 (24,1%) 1/29 (3,5%)

(Chi-cuadrado)

Tabla 13: Distribucién del polimorfismo del codén 93.

B) Codén 110.

Mediante el test estadistico Chi-cuadrado no se observaron diferencias
significativas (XZ: 0,19; p=0,65), en cuanto a la presencia o no del polimorfismo en el
codén 110 C>A, entre nuestras muestras de referencia (donde suponemos que la
causa de la detencion de la gestacion era cromosémica) y las que no tenian dicha
condicion.

La presencia del polimorfismo se detecté en porcentajes similares (16% vs

20,6%) en las muestras de cariotipo normal y anormal; estando en los trofoblastos de
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cariotipo normal en un 12% de forma heterocigota y un 4% de forma homocigota, y en
los trofoblastos de cariotipo anormal en un 17,2% de forma heterocigota y en un 3,4%

de forma homocigota.

Mutacion en | Mutacion en

Seleieh A T Heterocigosis | Homocigosis

Cariotipo normal 21/25 (84%) 3/25 (12%) 1/25 (4%)

0,65
Cariotipo anormal | 23/29 (79,3%) | 5/29 (17,2%) 1/29 (3,4%)

(Chi-cuadrado)

Tabla 14: Distribucién de los polimorfismos del coddn 110.

C) Codon 130 (del1597C).

Recordemos que la mutacion del1597C presentaba un desplazamiento del sitio
de lectura pudiendo originar un cambio de los aminoacidos a partir de la segunda
mitad del ex6n 3y, a su vez, pudiendo originar una proteina distinta o no funcional.

Mediante el test estadistico Chi-cuadrado, no se observaron diferencias
significativas (X% 2,5; p=0,11), en cuanto a la presencia o no del polimorfismo en el
codon 130 (delecion de Citosina), entre las muestras de referencia (trofoblasto de
cariotipo anormal donde suponemos que la causa de la detencién de la gestacion era
cromosomica) y las que no tenian dicha condicion. Este polimorfismo resultd estar
presente en una proporciéon diferente pero no significativa entre las muestras con

cariotipo normal y anormal, 16% y 3,4% respectivamente.

P .. Si
CODON 130 No mutacion mutacién P
Cariotipo normal 21/25 (84%) 4/25 (16%)
0,11
Cariotipo anormal | 28/29 (96,6%) | 1/29 (3,4%)

(Chi-cuadrado)

Tabla 15: Distribucién de los polimorfismos del codén 130.
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5.3.1.5. Analisis del polimorfismo INDEL 14pb en el exén 8.

Tras el analisis de los fragmentos generados, con el fin de detectar el
polimorfismo INDEL 14pb, los resultados encontrados mediante el test estadistico Chi-
cuadrado fueron que no se observaron diferencias significativas (X2: 0,003; p=0,95) en
cuanto a la presencia o no del polimorfismo en el exén 8 entre las muestras de
referencia (trofoblasto de cariotipo anormal donde suponemos que la causa de la
detencién de la gestacién era cromosémica) y las que no tenian dicha condicién.

Encontramos porcentajes similares en la distribucién de los diferentes genotipos
entre cariotipo normales y anormales, de manera que, con respecto a la delecion
homocigota, un 40% (12/30) de las muestras de trofoblasto con cariotipo anormal
tenian este genotipo frente a un 40,7% (11/27) presente en las muestras de cariotipo
normal. Con respecto a la insercion/delecion heterocigota, un 50% (15/30) de las
muestras de trofoblasto embrionario con cariotipo anormal tenian este genotipo frente
a un 59,2% (16/27) presente en las muestras con cariotipo normal. Con respecto a la
insercion homocigota, un 10% (3/30) de las muestras de trofoblasto con cariotipo

anormal tenian este genotipo frente a un 0% presente en las muestras con cariotipo

normal.
: Genotipo Genotipo Genotipo
EXON 8 -/- 14 pb +/-14 pb +/+ 14 pb P
(Homocigosis) | (Heterocigosis) | (Homocigosis)
Cariotipo normal 11/27 (40,7%) 16/27 (59,2%) 0/25 (0%)
0,95
Cariotipo anormal 12/30 (40%) 15/30 (50%) 3/30 (10%)

(Chi-cuadrado)
Tabla 16: Distribucién de los polimorfismos del exén 8.

En la figura siguiente se muestra un electrograma con los resultados del

polimorfismo 14 pb INDEL en la region 3’ del exén 8 mediante analisis de fragmentos.
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Figura 35: Electrograma del polimorfismo INDEL 14 pb del exén 8.

Paciente 1: Muestra de trofoblasto embrionario con genotipo homocigoto
para la delecién de las 14 pb. Se muestra un solo pico que representa un
fragmento de 211 pb.

El segundo electrograma corresponde a la decidua de la misma paciente
donde se muestran 2 picos que representan un fragmento de 211 pb y otro
de 227 pb correspondientes a la presencia del polimorfismo de 14 pb en
heterocigosis.

Paciente 2: Muestra de trofoblasto embrionario con genotipo homocigoto
para la delecién de las 14 pb.

En el caso de un Unico pico de 227 pb se trataria de un genotipo

homocigoto para la insercién de 14 pb.

5.3.1.6. Determinacion de haplotipos.

Tras la determinacion de algunos de los polimorfismos presentes en la molécula
del HLA-G en cada paciente de nuestra poblacion de estudio elaboramos una serie de
haplotipos posibles, la mayoria de ellos ya descritos por otros autores, los cuales son
detallados a continuacion (Tabla 19).

Mediante el test estadistico Chi-cuadradose observaron algunas diferencias
significativas en cuanto a la distribucion de algunos de los haplotipos encontrados en
toda nuestra poblacién de estudio, de manera que el haplotipo ndmero 1,
correspondiente a muestras sin ningun polimorfismo de entre los analizados, estaba
significativamente en mayor proporcion (12/54) que los haplotipos 4 (p=0,0003), 5
(p=0,0003), 7 (p=0,024), 8 (p=0,024), 10 (p=0,0003), 11 (p=0,0003), 12 (p=0,0003), 13
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(p=0,0003), 14 (p=0,0003), 15 (p=0,0009), 16 (p=0,0003), 17 (p=0,0082) y 19
(p=0,0002).

También se observaron algunas diferencias significativas en cuanto a la
frecuencia de aparicion del haplotipo 2, correspondiente a la INDEL de 14 pb, de
manera que este polimorfismo, que genera dicho haplotipo,esta significativamente en
mayor proporcién (13/54) que los haplotipos 4 (p=0,0003), 5 (p=0,0003), 6 (p=0,033), 7
(p=0,013), 8 (p=0,013), 9 (p=0,033), 10 (p=0,0003), 11 (p=0,0003), 12 (p=0,0003), 13
(p=0,0003), 14 (p=0,0003), 15 (p=0,0009), 16 (p=0,0003), 17 (p=0,0042) vy 19
(p=0,00009).

No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de aparicion en la
poblacién de estudio del resto de haplotipos.

Por otro lado, mediante el test estadistico Chi-cuadrado, no se observaron
diferencias significativas, en cuanto a la frecuencia de un haplotipo concreto del HLA-
G, en muestras trofoblasticas procedentes de abortos espontaneos, entre las muestras
usadas como referencia (trofoblasto de cariotipo anormal donde suponemos que la
causa de la detencion de la gestacion era cromosémica) y las que no tenian dicha
condicion (ver valores en Tabla 17).
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v el | GRLT
1 | Wt, Wt, Wt, Wt, Wt 6/25 (24%) 6/29 (20,6%) 1,0
2 | Wt, Wt, Wt, Wt, INDEL 14pb 7/25 (28%) | 6/29 (20,6%) | 0,75
3 | -725C>G, Wt, Wt, Wt, Wt 3/25 (12%) 3/29 (10,3%) 1,0
4 | Wt, Wt, Wt, del1597C, Wt 0 0
5 | Wt, codén 93, Wt, Wt, Wt 0 0
6 | Wt, Wt, cod6n 110, Wt, Wt 1125 (4%) | 3/29 (10,3%) | 0,61
7 | -725C>G, Wt, Wt, Wt, INDEL 14pb 1/25 (4%) 2/29 (6,8%) 1,0
8 | Wt, Wt, Wt, del1597C, INDEL 14pb 2/25 (8%) 1/29 (3,4%) | 0,59
9 | Wt, codén 93, Wt, Wt, INDEL 14pb 0 4/29 (13,7%) | 0,11
10 | Wt, Wt, codon 110, Wt, INDEL 14pb 0 0
11 | Wt, Wt, codén 110, del1597C, Wt 0 0
12 | Wt, codon 93, Wt, del1597C, Wt 0 0
13 | -725G>C, Wt, Wt, del1597C, Wt 0 0
14 | -725G>C, codén 93, Wt, Wt, Wt 0 0
15 | -725G>C, Wt, codén 110, Wt, Wt 1125 (4%) 0 0,46
16 | Wt, Codén 93, codén 110, Wt, Wt 0 0

Triple combinacion

17 | Wt, codén 93, Wt, del1597C, INDEL 14pb 2/25 (8%) 0 0,21
18 | Wt, codén 93, codén 110, Wt, INDEL 14pb 2/25 (8%) 3/29 (10,3%) | 1,0
19 -725G>C, codén 93, Wt, Wt, INDEL 14pb 0 1/29 (3,4%) 1,0

(Chi-cuadrado)
Tabla 17: Haplotipos posibles del HLA-G.
*A pesar de haber analizado genéticamente el exén 2 para la deteccion de
polimorfismos no llegamos a ningun resultado concluyente sobre el tipo de
polimorfismo detectado y el genotipo concreto de las muestras, por lo que no fue

incluido en la generacion de haplotipos.
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Tras la determinacién de los distintos haplotipos presentes en nuestra
poblacién de estudio, agrupamos dichos haplotipos en funcién de la secrecién de
HLA-G in vitro que supuestamente estos producen, segun lo publicado en la
literatura.

Haplotipos

2_Wt, Wt, Wt, Wt, INDEL 14pb

4_Wt, Wt, Wt, del1597C, Wt

8_Wt, Wt, Wt, del1597C, INDEL 14pb

9_Wt, codon 93, Wt, Wt, INDEL 14pb

12_Wt, codén 93, Wt, del1597C, Wt

17_Wt, codén 93, Wt, del1597C, INDEL 14pb
18_Wt, codén 93, codon 110, Wt, INDEL 14pb

3_-725C>G, Wi, Wt, Wt, Wt

Altos secretores de | 6_Wt, Wt, codon 110, Wt, Wt
HLA-G 14_725G>C, codén 93, Wi, Wt, Wt

16_Wt, Codén 93, coddn 110, Wt, Wt

1_Wt, WE, Wt, Wi, Wt

7_-725C>G, Wt, Wt, Wt, INDEL 14pb
No afectan a la 10_Wt, Wt, codon 110, Wt, INDEL 14pb
expresion 11_Wt, Wt, codén 110, del1597C, Wt
13_-725G>C, Wt, Wt, del1597C, Wt

Bajos secretores de
HLA-G

Tabla 18: Agrupacion de los haplotipos del HLA-G en funcién de la
secrecion de HLA-G.

A continuacién, mostramos la distribucién de haplotipos secretores entre las
muestras de cariotipo embrionarionormal y anormal para conocer la frecuencia con la

que dichos haplotipos secretores aparecen en nuestra poblacion de estudio.

. Cariotipo = Cariotipo
REEISHEES Normal Anormal 7
Bajos secretores de 13/25 15/29
HLA-G (52%) (51,7%)
Altos secretores de 5/25 6/29 099
HLA-G (20%) (20,7%) ’
No afectan a la 7125 8/29
expresion (28%) (27,6%)

(Chi-cuadrado)
Tabla 19: Distribucién de muestras en funcion de los haplotipos secretores del HLA-G.
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Mediante el test estadistico Chi-cuadrado no se observaron diferencias
significativas (p=0,99) en cuanto a la distribucion de los haplotipos secretores del
HLA-G, agrupados por niveles de secrecion, entre muestras trofoblasticas de
cariotipos normales y anormales.

5.3.2. Resultados de la deteccion de HLA-G soluble en cultivos trofoblasticos y
liquidos amnioticos. Enzimoinmunoanalisis (ELISA).

La técnica ELISA para detectar HLA-G soluble fue realizada en sobrenadantes
de 24 medios de cultivo de trofoblasto de 72 horas elegidos aleatoriamente; de las
cuales 9 muestras procedian de embriones con cariotipo normal y 15 de embriones
con cariotipo anormal. A pesar de concentrar hasta 3 veces el volumen de
sobrenadante inicial no conseguimos detectar la presencia de HLA-G soluble en los
medios de cultivo de trofoblasto.

Ademas, el ELISA fue realizado en 13 muestras de liquido amniético,
procedentes de los 13 Unicos casos donde pudo tomarse dicha muestra. Las muestras
de liquido amnidtico fueron diluidas a un 1/3 de su volumen inicial. De los 13 casos
conseguidos, 4 muestras procedian de embriones con cariotipo normal y 9 de
embriones con cariotipo anormal. Los datos obtenidos fueron multiplicados por el
factor de dilucién. Mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney
observamos que no se encontraron diferencias significativas (p=0,75) en la expresién
de HLA-G soluble en los liquidos amniéticos entre abortos con cariotipo normal y
cariotipo anormal (25,67 IU/ml vs. 22,54 1U/ml).

Concentracién de HLA-G soluble

1) [
- m
| L

ECariotipo
Normal
BECariotipo

Anormal

-
-

HLA-G saluble {IWim)

Concentracidn de

-

Muesiras

Figura 36: Expresion de HLA-G soluble en liquidos amnidticos.
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Ademas, quisimos ver la asociacion entre la cantidad de HLA-G soluble
encontrada en las muestras de liquido amniético y el haplotipo secretor de HLA-G que
mostraban las muestras utilizadas. Al igual que no se encontraron diferencias
significativas en la expresiénde HLA-G soluble, tras el ELISA, en el liquido amnidtico,
entre muestras de cariotipo normal y anormal, tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los tipos de haplotipos secretores encontrados, entre muestras de
cariotipo normal y anormal. Todas las muestras de liquido amnidéticoresultaron tener
haplotipos bajos secretores de HLA-G, excepto dos muestras donde no se veia

afectada la secrecion de HLA-G.

5.3.3. Resultados de la deteccion de HLA-G en secciones de trofoblasto.
Inmunohistoquimica.

La inmunohistoquimica fue realizada en 13 muestras de trofoblasto de cariotipo
anormal y 14 muestras de trofoblasto de cariotipo normal, seleccionadas ambas
aleatoriamente del total poblacional.

Como recordatorio hemos de mencionar que la intensidad de expresion, tanto
de HLA-G como de HLA-E, fue valorada por cinco investigadores independientes que
desconocian el cariotipo de las muestras. Cada muestra fue evaluada de la siguiente
manera:

Ausencia de expresion.
Expresion débil.

Expresion moderada.

A w0 N~

Expresion intensa.

Al encontrarse algunas discrepancias entre los 5 investigadores, se consideré
el resultado final como la media de las 5 lecturas realizadas por cada uno de ellos.

Para evaluar las posibles diferencias entre los diferentes observadores y ver
cémo de fiables son los resultados obtenidos, realizamos el indice Kappa ponderado
cuadratico. No se observaron diferencias significativas entre los observadores (tabla
20).
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Observadores | Indice Kappa Intervalo 9dseo /::onfianza
1vs.2 0,76 0,63-0,89
1vs. 3 0,70 0,54-0,85
1vs. 4 0,62 0,42-0,80
1vs.5 0,69 0,54-0,84
2vs.3 0,82 0,72-0,93
2vs. 4 0,60 0,52-0,82
2vs.5 0,83 0,73-0,93
3vs. 4 0,68 0,71-0,86
3vs.5 0,92 0,84-0,99
4vs.5 0,51 0,34-0,69

Tabla 20: Indice de Kappa ponderado cuadratico.

Nota: Valores por encima del 70% se consideran adecuados.

Mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney
observamos que no se encontraron diferencias significativas (p=0,75) en la expresion
de HLA-G en las muestras de trofoblasto embrionario, entre abortos con cariotipo
normal y cariotipo anormal (2,92 vs. 2,65). De la misma manera, no se encontraron
diferencias significativas (p=0,76) en la expresion de HLA-E en las muestras de
trofoblasto embrionario, entre abortos con cariotipo normal y cariotipo anormal (1,175
vs. 1,44).
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Media de intensidad de expresion
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Figura 37: Media de intensidad de expresion del HLA-G y HLA-E en

muestras de trofoblasto extravellositario de cariotipo normal y anormal.
A continuacién presentamos algunas fotos con la expresion de ambos antigenos
(HLA-G y HLA-E) en las muestras de vellosidades corionicas. Cada observador evalué

la expresién de dichos antigenos del 1 al 4 a nivel del citotrofoblasto extravellositario.

Paciente 1

HLA-E: 1.6

HLA-G: 3.2

Figura 38: Media de intensidad de expresion proteica del HLA-G y HLA-E.
a) mesénquima.
b) sincitiotrofoblasto.

c) citotrofoblasto extravellositario.
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Paciente 2

Paciente 3

Control negativo HLA-G: 4 HLA-E: 1.6

Por ultimo, en nuestra poblaciéon de estudio, podemos decir quela expresion
de HLA-E no se vio afectada por la expresién de HLA-G, ya que no todas las
muestras de trofoblasto que expresaronHLA-G, expresaron a su vez HLA-E, y que
una disminucion de la expresion de HLA-G no se reflej6 en una disminucion de la
expresion de HLA-E.De la misma manera, no todas las muestras de trofoblasto que

expresaban HLA-E se correspondiancon mayores niveles de expresion de HLA-G.
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5.3.4. Asociacion entre los polimorfismos analizados y la expresion proteica del
HLA-G.

5.3.4.1. Relacion proteica del HLA-G con el polimorfismo -725C>G en el
promotor.

Mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney observamos
que no se encontraron diferencias significativas (p=0,55) en la media de intensidad de
expresion proteica del HLA-G de las muestras abortivas de trofoblasto embrionario,
entre las muestras con presencia del polimorfismo y las que no lo contenian,
incluyendo tanto las muestras cuya causa de la detencion de la gestacion era

cromosomica como las que no tenian dicha condicion.

.. No mutacién Mutacion en
Expresion HLA-G 725C>G 725C>G p
Cariotipo Anormal 2,8 2,98
0,55
Cariotipo Normal 2,74 No Dato

(U-de Mann Withney)
Tabla 21: Expresion HLA-G en presencia o no del polimorfismo en la
posicion -725C>G.
*Las cifras expresadas en la tabla son los valores semicuantitativos
obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

5.3.4.2. Relacion proteica del HLA-G con los polimorfismos del exén 2.

Mediante el test estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis para n muestras
independientes observamos que no se encontraron diferencias significativas (p=0,14)
en la media de intensidad de expresion de HLA-G en muestras abortivas de trofoblasto
embrionario, entre los distintos tipos de curvas, incluyendo tanto las muestras cuya
causa de la detencién de la gestacién era cromosémica como las que no tenian dicha

condicion.
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na Curva Curva Curva
2B LR tipo A tipo B tipo C P
Cariotipo normal 2 3,5 2,16
0,14
Cariotipo anormal 2,9 3.1 2,5

(Kruskal-Wallis)
Tabla 22: Expresiéon HLA-G en cada tipo de curva.

*Las cifras expresadas en la tabla son los valores semicuantitativos
obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

Ademas, mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney
observamos que no se encontraron diferencias significativas (p=0,25 para el grupo A,
p=0,25 para el grupo B y p=0,65 para el grupo C), en la media de intensidad de
expresion del HLA-G en muestras abortivas de trofoblasto embrionario, dentro de un
tipo de polimorfismo o curva de melting concreta, entre las muestras cuya causa de la

detencién de la gestacion era cromosémica como las que no tenian dicha condicién.

5.3.4.3. Relacién proteica del HLA-G con los polimorfismos en el exén 3.

A) Codon 93.

Nuestra hipotesis inicial consistia en que este polimorfismo por si mismo no
produciria ninguna repercusion sobre la expresion proteica y sobre la funcionalidad del
HLA-G, ya que representa una sustitucion sinénima del mismo aminoacido. De hecho,
mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney no se observan
diferencias significativas (p=0,66) en la media de intensidad de expresion proteica del
HLA-G en muestras abortivas de trofoblasto embrionario,entremuestras con la
presencia del polimorfismo y las que no lo contenian, incluyendo tanto las muestras
cuya causa de la detencién de la gestacion era supuestamente cromosémica como las

que no tenian dicha condicién.
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.. No mutacion Mutacion
2P CE e Codén 93 Codén93 P
Cariotipo normal 2,98 2,2

0,66
Cariotipo anormal * 2,72*% 4*

(U-de Mann Withney)
Tabla 23: Expresion del HLA-G en presencia o no del polimorfismo del
codén 93.

*Las cifras expresadas en la tabla son los valores semicuantitativos
obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

* Sin embargo, categorizando la poblacion en funciéon del cariotipo
embrionario, si encontramos una diferencia significativa (p=0,047), en la media de
intensidad de expresion de HLA-G, entre la presencia o no del polimorfismo en los
casos cuya causa de la pérdida gestacional fue supuestamente el cariotipo anormal
embrionario. De manera que, en las muestras de trofoblasto embrionario anormal,
resultdé haber una mayor expresion de HLA-G (valor de 4) en presencia del
polimorfismo CAT del codon 93.

B) Codén 110.

Mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney no se
observron diferencias significativas (p=0,374) en lamedia de intensidad de expresion
proteica de HLA-G en muestras abortivas de trofoblasto embrionario, entre muestras
con lapresencia del polimorfismo del codéon 110 y las que no contenian dicho
polimorfismo, incluyendo tanto los abortos cuya causa de la detencion de la gestacion

era cromosomica como las que no tenian dicha condicion.
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No mutaciéon Mutacion

Expresién HLA-G Codén110  Codén110 P

Cariotipo normal 2,82 2,3

0,37
Cariotipo anormal 2,76 3,8

(U-de Mann Withney)
Tabla 24: Expresion HLA-G en presencia o no del polimorfismo
del codon 110.

*Las cifras expresadas en la tabla son los valores semicuantitativos obtenidos
en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

C) Codon 130 (del1597C).

Dado que, en los casos donde se produce el polimorfismo del codén 130, las
sustituciones se presentaron siempre en heterocigosis, pensamos que no tendria
ninguna repercusion en el fenotipo de expresion del HLA-G y consecuentemente en la
funcion esperada de dicha molécula, debido a los mecanismos de compensacién
génica, tal como se demostré en los resultados de expresion proteica del HLA-G
obtenidos mediante los ensayos de inmunohistoquimica.

Mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney no se
observaron diferencias significativas (p=0,88) en la media de intensidad de expresién
proteica del HLA-G en muestras abortivas de trofoblasto embrionario, entre muestras
con la presencia del polimorfismo del codén 130 y las que no contenian dicho
polimorfismo, incluyendo tanto los abortos cuya causa de la detencién de la gestacion

era cromos6mica como las que no tenian dicha condicion.
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.. No mutacion Mutacion
=il lag Del1597C Del1597C P
Cariotipo normal 2,8 2,5

0,88
Cariotipo anormal 2,8 3,6

(U-de Mann Withney)
Tabla 25: Expresion del HLA-G en presencia o no del polimorfismo del
codon 130.
*Las cifras expresadas en la tabla son los valores semicuantitativos

obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

5.3.4.4. Relacién proteica del HLA-G con el polimorfismo INDEL 14pb.

Mediante el test estadistico no paramétrico de U-de Mann Withney no se
observaron diferencias significativas (p=0,25) en la media de intensidad de expresion
proteica del HLA-G en muestras abortivas de trofoblasto embrionario, entre muestras
con la presencia del polimorfismo 14pb INDEL y las que no contenian dicho
polimorfismo, incluyendo tanto los abortos cuya causa de la detencién de la gestaciéon

era cromosOmica como las que no tenian dicha condicion.

Expresién HLA-G Deleclor! 14pb Inserclon_14 pb Inserclor! 14pb p
Homocigota Heterocigota Homocigota
Cariotipo normal 3,35 2,47 No Dato
0,25
Cariotipo anormal 3,08 2,56 3,6

(U-de Mann Withney)
Tabla 26: Expresién de HLA-G en presencia o no del polimorfismo 14
pb INDEL.

*Las cifras expresadas en la tabla son los valores semicuantitativos
obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

A modo resumen, mostramos una tabla donde comprobamos que no existen
diferencias significativas (p=0,79) en la expresion de HLA-G entre muestras

trofoblasticas que no contienen ningun polimorfismo y las que si lo contienen.
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iz Cariotipo | Cariotipo :
E HLA-G Med
Xpresion Normal Anormal eais P
Ningun polimorfismo 3,35 2,86 3,1
Promotor (-725C>G) 2,74 2,9 2,82
0,79

Codén 93 2,6 3,3 2,95
Codén 110 2,56 3,3 2,93
Codoén 130 (del1597C) 2,65 3,2 2,92
INDEL 14pb 29 3,1 3,0

(Chi-cuadrado)
Tabla 27: Comparacion de la expresion de HLA-G entre las muestras que

no contienen ningun polimorfismo y las que si.

5.3.4.5. Relacion proteica de la expresion de HLA-G con los haplotipos
genéticos encontrados en el HLA-G.

Como en los anteriores apartados, donde buscamos una relacién entre cada
uno de los polimorfismos por separado y la expresion proteica del HLA-G, quisimos
buscar la mismaasociaciénentre los posibles haplotipos que se pueden generar en el
HLA-G en nuestra poblaciéon de estudio y la secrecion proteica de la molécula del
HLA-G.

Por un lado, mediante el test estadistico H de Kruskal Wallis, quisimos ver si
algun haplotipo tenia una mayor expresién de HLA-G con respecto al resto, pero no se
encontraron diferencias significativas (p=0,53) en la expresion de HLA-G entre los
diferentes haplotipos creados.

Por otro lado, mediante el test estadistico U-de Mann Withney, quisimos
evaluar, dentro de un haplotipo concreto, posibles diferencias de expresién de HLA-G
entre muestras usadas como control (trofoblasto con cariotipo anormal donde

suponemos que la causa de la detencién de la gestacion era cromosémica) y las que
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no tenian dicha condicién (trofoblasto con cariotipo normal). En ningun haplotipo se
observaron diferencias significativas (haplotipo 1 p=0,58; haplotipo 2 p=0,35; haplotipo
8 p=0,32; haplotipo 18 p=0,22) en cuanto a laexpresionde HLA-G entre muestras con
cariotipo normal y anormal (ver Tabla 28).

Cariotipo Cariotipo

N° Haplotipos ENorm?! Anorm_gl

xpresion Expresion p

HLA-G HLA-G
1 Wt, Wt, Wt, Wt, Wt 3,35 2,86 0,58
2 Wt, Wt, Wt, Wt, INDEL 14pb 2,5 1,65 0,35
3 -725C>G, Wi, Wt, Wt, Wt No Dato 3.13 --
6 Wi, Wt, codon 110, Wi, Wt No Dato 3.6 -—-
7 -725C>G Wt, Wt, Wt, INDEL 14pb No Dato 1,5 ---
8 Wt, Wt, Wt, del1597C, INDEL 14pb 3,5 3,6 0,32
9 Wt, codon 93, Wt, Wt, INDEL 14pb No dato No dato -
15 -725C>G, Wt, coddn 110, Wt, Wit No Dato No dato -

Triple combinacion

17 | Wt, codon 93, Wt, del1597C, INDEL 14pb 2,1 No dato -
18 | Wi, codon 93, codon 110, Wi, INDEL 14pb 2,3 4 0,22
19 | -725C>G, codén 93, Wt, Wt, INDEL 14pb No dato 2,75

(U-de Mann Withney)
Tabla 28: Expresion de HLA-G en presencia de cada haplotipo.
*Solo se muestran los datos de expresién de HLA-G de los haplotipos en los que
se encontro alguna muestra con dicho haplotipo.
*Las cifras expresadas en la tabla son la media de los valores semicuantitativos
obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

** No Dato: No existen valores de expresion de HLA-G para ese haplotipo.
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Por ultimo, quisimos evaluar si la expresién proteica de HLA-G obtenida en
nuestro estudio mediante inmunohistoquimica se correspondia con la clasificacion

tedrica del tipo de haplotipo secretor.

iz Cariotipo | Cariotipo :
Expresion HLA-G Media
xpresi Normal Anormal P
Bajos secretores de
HLA-G 2,47 2,98 2,75
Altos s:lt_:;itgres de ND 3.25 3,25 0.50
No afectan a la
expresion 3,35 2,5 2,92

(H de Kruskal Wallis)
Tabla 29: Media de expresion proteica del HLA-G en funcién de los
distintos haplotipos secretores agrupados.

*Las cifras expresadas en la tabla son la media de los valores semicuantitativos
obtenidos en la inmunohistoquimica con escala del 1 al 4.

Obtuvimos una correspondencia entre la media de los valores obtenidos de
expresion proteica de HLA-G y la clasificacion de haplotipo secretor. Es decir, nuestros
datos se corresponden con lo publicado en la literatura sobre la cantidad de
expresiéonde HLA-G de cada haplotipo. Sin embargo, tras la realizacion del test
estadistico no paramétrico para n muestras independientes Kruskal-Wallis, no se
observaron diferencias significativas (p=0,59) en cuanto a las diferencias de expresion
de HLA-G entre los tres tipos de haplotipos secretores de HLA-G. Ademas, de la
misma manera, no se observaron diferencias significativas (p=0,59) en la expresion
de HLA-G, dentro de un tipo de haplotipo secretor, entre muestras de trofoblasto con

cariotipo normal y anormal.
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Son muchas las causas propuestas como origen de los abortos espontaneos
de primer trimestre. Es cierto que la mayoria de los abortos espontaneos tienen su
etiologia en las anomalias cromosomicas, ahora bien, la patogenia de todos ellos, esta
asociada a respuestas del sistema inmune (Olivares et al., 2002; Vassiliadou et al.,
1999). El sistema inmune de la decidua no solo actua para defender frente a posibles
infecciones o secretar factores favorecedores del embarazo, sino que también actiua
para finalizar los embarazos en los que se ha producido alguna anomalia. Tanto las
DC como los linfocitos deciduales son importantes en el control de la respuesta
inmune contra la detenciéon del embarazo ya que son los encargados del ataque del
trofoblasto fetal e inducir el aborto en estos casos (Tirado-Gonzalez et al., 2010). La
clave esta en detectar la conexion entre la etiologia (por ejemplo, anomalia
cromosomica) y la patogenia (respuesta inmune).

La generacién de una nueva vida nos proporciona un modelo natural excelente
para estudiar los mecanismos de la tolerancia inmune y las caracteristicas que
determinados lugares privilegiados inmunoldégicamente presentan. El embarazo ha
sido catalogado como la prueba definitiva de un transplante satisfactorio, el cual
incluye al feto como un tejido extrafio que efectia una serie de complejos mecanismos
para evitar el rechazo por parte de la madre. Existen muchos mecanismos
inmunologicos maternos implicados en el mantenimiento o pérdida del embarazo,
pero pensamos que es mas importante analizar qué propiedades inmunolégicas tiene
el embridn para su propia supervivencia, como es la seleccién de la expresion del
MHC tipo Ib en el citotrofoblasto fetal. Y concretamente, analizar una de las moléculas

inmunes mas importantes para la obtencién del embarazo, el HLA-G.

Algo muy similar ocurre fuera del contexto del embarazo. En los procesos
tumorales, la expresion de HLA-G, y en menor medida de HLA-E y HLA-F, parece
tener un papel fundamental en el mecanismo por el cual las células tumorales escapan
de la vigilancia inmunolégica, a pesar de la gran concentracion local de células
inmunes competentes en la region tumoral. Ademas, existe una correlacion positiva
significativa entre el estado avanzado del cancer y su malignidad con la expresion de
HLA-G (Rouas-Freiss et al., 2005).Una hipotesis sobre esta expresiéon anémala de
HLA-G es que las células tumorales, durante el proceso de transformacién maligna,
alteran sus controles gendémicos desencadenando una inapropiada expresién de HLA-
G.De hecho, nunca ha sido detectada la expresiéon de HLA-G en tejidos normales

adyacentes a las lesiones tumores (Rouas-Freiss et al., 2005). La expresion de HLA-G
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es tan importante hasta el punto de que su expresiones un marcador de malignidad e
invasividad del tumor, de la posibilidad de metéastasis, asi como de la posibilidad de
supervivencia. También se ha visto un aumento de HLA-G soluble en suero en
pacientes con determinados tipos de tumores, lo cual podria ser también un potente
marcador tumoral (Nuckel et al., 2005; Singer et al., 2003). De hecho, el bloqueo de la
expresion, y por lo tanto de las funciones, del HLA-G, mediante el uso de anticuerpos
especificos, aparece entre el abanico de posibles estrategias para el tratamiento
curativo del cancer. EI mecanismo de escape inmunologico consiste en que la
expresion de HLA-G en las células tumorales protege del ataque de las células NK,
CTL y APC mediante la interacciéon con los receptores inhibidores presentes en ellas,
favorece el balance de citoquinas hacia Th2 versus Th1, y aumenta la expresion de
células T reguladoras (Du et al., 2011; Wiendl et al., 2002).

Centrandonos en la situacion inmunolégica gestacional, como es el objetivo de
este proyecto de tesis doctoral, observamos que la mayoria de los estudios que se han
realizado hasta la fecha, indican que tanto el HLA-G como el HLA-E, expresados
durante el embarazo en el citotrofoblasto fetal, podrian ser fuertes candidatos a
proteger al feto del sistema inmune materno mediante diferentes funciones. Dichas
funciones podrian ser la inhibicién de la actividad citotéxica de las células NK
deciduales, inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T CD4" y generacion de
linfocitos T reguladores o favorecimiento de la remodelacion de las arterias espirales
uterinas para permitir la implantacion (Carosella et al., 1999; King et al., 2000a; Ober
et al,, 1998). Incluso hoy dia, estudios recientes siguen intentando esclarecer el
mecanismo por el cual se llevan a cabo dichas funciones. La presencia de estas
moléculas es muy importante ya que una expresion del HLA-G disminuida o deficitaria
parece estar asociada con ciertas complicaciones del embarazo como fallo de
implantacién, pre-eclampsia, aborto, y esto puede ademas estar relacionado con los
polimorfismos que ocurren en el gen del HLA-G. Incluso, el HLA-G codifica el péptido
lider que se une a la molécula del HLA-E, proceso que es necesario para su expresion
superficial y estabilidad. Tanto el péptido lider como la molécula en si del HLA-G

tienen una gran importancia en la expresion del HLA-E.

Por todo ello, nuestro objetivo fue determinar el papel inmunologico del HLA-G,
analizando algunos polimorfismos genéticos que podrian tener relevancia durante la
gestacion y que habian sido relacionados con alteracion de la expresiéon proteica de

HLA-G. Ademas, decidimos evaluar la presencia y cantidad de expresion de dicha
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molécula, asi como la expresion del HLA-E, en el citotrofoblasto fetal de muestras
procedentes de abortos espontaneos, comparando gestaciones detenidas

probablemente por causa cromosémica frente a otras de origen no cromosoémico.

Dada la influencia de la presencia del HLA-G en el embarazo pensamos que no
tenia mucho sentido evaluar Unicamente la presencia de un determinado polimorfismo
genético sin evaluar su influencia sobre la expresion proteica. De manera que
quisimos analizar si los distintos polimorfismos en el gen del HLA-G afectaban a la
expresion superficial en las células del trofoblasto de la interfase feto-materna, a la
funcion de la molécula o al papel que tienen en la interaccién materno-fetal, ya que
esto si podria estar relacionado con la detencién de la gestacion.

Igualmente, debido al fuerte DE en la region gendémica del HLA-G,
relacionamos la expresién proteica del HLA-G con determinados haplotipos presentes

en nuestra poblacién de estudio.

Con respecto a la poblacién de estudio hemos de mencionar que, al menos en
nuestro proyecto, no existe una mayor incendencia de anomalias cromosoémicas en las
gestaciones de pacientes procedentes de TRA, al contrario, la tasa de cariotipos
trofoblasticos anormales fue muy parecida entre pacientes procedentes de TRA y
gestaciones espontaneas, incluso siendo mayor en éstas Ultimas (81% espontaneas
vs. 72.5% TRA). Icluso el porcentaje de pacientes consideradas abortadoras de
repeticion antes de ser incluidas en nuestro estudio era menor en las pacientes
procedentes de TRA (8.7% TRA vs. 42.8% espontaneas).

Con respecto a nuestro tejido de estudio, el citotrofoblasto, es de origen fetal,
es decir, que contiene informacion genética de la madre y del padre. Los estudios que
analizan la sangre periférica de los progenitores en busca de polimorfismos en el gen
del HLA-G contienen la mitad de la informacion genética, en este sentido, nuestro
estudio es el primero en analizar la expresion proteica y la presencia de determinados
polimorfismos sobre el propio tejido embrionario que no fue capaz de terminar de
forma exitosa su implantacién. La originalidad de este trabajo esta en la utilizacion de
muestras trofoblasticas embrionarias procedentes de abortos tempranos y con una
gran certeza de la no contaminacién materna asi como del cariotipo embrionario

diagnosticado debido a la técnica utilizada, denominada histeroembrioscopia.
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Ademas, hemos de mencionar que existieron una serie de casos (7.3%) en los
que ocurrieron mosaicismos placentarios, donde el embridon resulté con cariotipo
normal y el trofoblasto anormal o mosaico. Esta es otra muestra de la originalidad del
estudio donde podemos observar que en determinados casos no existe homogeneidad
entre el trofoblasto y el embrién. A pesar de esto las anomalias del trofoblasto
desencadenaron en la pérdida de la gestacién, por ello estas muestras fueron

consideradas con cariotipo anormal.

Otros estudios han analizado también tejido placentario en sus ensayos (Hviid
et al., 2004b; O'Brien et al., 2001; Rousseau et al., 2003). Sin embargo, han utilizado
placentas obtenidas a término de la gestacion, no tras sufrir un aborto. Otros autores
utilizan tejido placentario de primer trimestre del embarazo tras la IVE (Hiby et al.,
1999; Hviid et al., 2003) o tras el aborto (Moreau et al., 2008), pero en todos ellos no
se especifica el método de obtencion de la muestra, suponiendo que la determinacion
cromosomica se hizo a través de un legrado convencional. Ademas, algunos de los
estudios mencionados buscan asociaciones entre determinados genotipos con los

niveles de ARNm, pero no analizan la expresion proteica del HLA-G.

Otra de las mayores diferencias con respecto a los grupos que han estudiado la
expresion de HLA-G en los abortos espontaneos y recurrentes es el analisis de tejidos
o células procedentes de gestaciones detenidas sin distinguir entre fetos con cariotipo
normal y anormal. Este analisis conjunto puede confundir o distorsionar los resultados,
por lo que resulta imprescindible el analisis del cariotipo de la gestacion detenida para
eliminar una de las posibles causas del aborto. Tal vez uno de los principales
problemas que ralentizan el avance en el estudio del papel del sistema inmunitario en
el rechazo de la gestacién, es que, aproximadamente el 70% de los abortos son
debidos a alteraciones de origen cromosomico del embrién por lo que resulta muy
dificil conseguir muestras procedentes de gestaciones con cariotipo normal. De
hecho, en nuestro proyeto, tras conseguir 99 muestras de trofoblasto embrionario y
poder analizar genéticamente 95 de ellos obtuvimos que un 28,4% de los embriones
tenian un trofoblasto con cariotipo normal y un 71,6% con cariotipo anormal. Nosotros
también somos los primeros en analizar tejido trofoblastico procedente de fetos
cromosomicamente normales y anormales con gran seguridad en la determinacién del
cariotipo. Como hemos mencionado anterormente, nuestro grupo ha desarrollado una

técnica histeroscépica para la obtencion de muestras selectivas en abortos
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espontaneos precoces de gran pureza y minimizacion de contaminacién con tejido

materno.

La necesidad de la unidad placentaria de inactivar a las células inmunitarias
maternas para asegurar su supervivencia, mientras al mismo tiempo mantiene la
cantidad suficiente de células inmunitarias competentes en el Utero para luchar contra
una posible infeccién debe requerir un fino balance entre haplotipos del HLA-G
altamente secretores y losbajos secretores de HLA-G. Los haplotipos altos secretores
pueden verse favorecidos en poblaciones con poca frecuencia de infecciones, ya que,
supuestamente, producirian una disminucion de la respuesta inmune frente a dichas
infecciones. De hecho, se ha observado una mayor tasa de implantaciéon en embriones
que expresan HLA-G comparados con los que no (Fuzzi et al., 2002) y un incremento
de la tasas de aborto en parejas que contenian el alelo nulo para la secrecién de HLA-
G1 y G5 (Aldrich et al., 2001; Pfeiffer et al., 2001). Sin embargo, un haplotipo bajo
secretor puede verse favorecido y seleccionado positivamente en poblaciones con alta
carga de patdgenos y alta probabilidad de infecciones. Es el caso del alelo nulo HLA-
G*0105N, con alta frecuencia en poblaciones africanas, donde los reducidos niveles
de HLA-G pueden ser ventajosos para el mantenimiento de la gestacién ya que se
permite una respuesta inmune materna mas fuerte ante patégenos invasores (Aldrich
et al,, 2001).

6.1. Polimorfismos del gen HLA-G y su distribucidon entre las gestaciones con
cariotipo normal y anormal.

De acuerdo con nuestros resultados, no existen diferencias en la frecuencia de
aparicion de los diferentes polimorfismos estudiados entre muestras trofoblasticas con
cariotipo normal y anormal. Sin embargo, debemos de admitir que la falta de
diferencias significativas puede ser, en algunos casos, debida al tamafio muestral,
sobre todo en lo referente al polimorfismo del codén 130, que generaria un codon stop
y una proteina truncada. Sin embargo, como veremos mas adelante, no existen
diferencias significativas en la produccién de proteina HLA-G entre cariotipos normales
y anormales. O en el caso del exén 2 donde a pesar de observarse algunas
diferencias en la frecuencia del polimorfismo entre abortos de cariotipo normal vy
anormal, no son diferencias significativas (X2 5,44; p=0,065). Quizas aumentando el
niumero de muestras analizadas en este caso podrian obtenerse resultados

significativos pero no mucho mas concluyentes, debido a la inexactitud de la técnica.
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En la actualidad, existen resultados contradictorios entre los diferentes estudios
genéticos del HLA-G, de manera que algunos autores no encuentran asociacion entre
determinados polimorfismos y el aborto, mientras que otros piensan que una delecion
o una mutacioén en el gen del HLA-G puede tener repercusion sobre la generacion de
la proteina final y llevar incluso a la pérdida del embarazo.

Las variaciones entre estudios pueden ser debidas al disefio del estudio, al
pequefio volumen de muestra, a la utilizaciéon de una regién codificante o no, o incluso
al ex6n analizado, de manera que entre determinadas regiones puede haber un fuerte
DE (Hviild et al., 2002). Ademas, puede haber variaciones en los resultados
dependiendo de si los polimorfismos en el gen del HLA-G son analizados en sangre
periférica Unicamente de la madre o de ambos parentales oanalizados en el propio
tejido fetal incapaz de terminar de forma exitosa su gestacion.

También existe ambigiiedad con respecto a si uno o varios alelos del HLA-G
podrian estar envueltos en la patogénesis de los abortos de repeticion. Por ejemplo,
Pfeiffer en 2003 encuentra asociacion entre el aborto de repeticion y el alelo HLA-
G*01013 y, sin embargo, Aldrich en el mismo afio, con un estudio similar, no encuentra
dicha asociacion (Aldrich et al.,, 2001; Pfeiffer et al.,, 2001). Esto puede ser
probablemente debido al fuerte DE entre regiones genéticas y que la causa
responsable del aborto esté muy cercana a esa regiéon. Este hallazgo hace que sea
casi imposible la asociacién de un SNP con el aborto de repeticién. Sin embargo, si se
cree que es posible realizar una asociacion entre un determinado haplotipo del HLA-G

y los abortos recurrentes espontaneos.

A continuaciéon, mostramos una tabla resumen de cémo los polimorfismos
HLA-G, segun diferentes autores, pueden afectar sobre el mantenimiento del

embarazo y la pérdida gestacional (Tabla 30).

Relacion - ]
Autor Polimorfismo con Tejido LTI
estudiado AR vs. RNV
Aborto
(Sipak-Szmigiel et al., 2008) 725G NO Sangre 20,7 vs. 25,9%
periférica
Sanere CC: 79 vs. 74%
(Sipak-Szmigiel et al., 2007) -725G NO erifégrica CG: 20 vs. 24%
P GG: 0 vs. 1,7%

- 165 -




6. DISCUSION

1256 Sangre
(Ober et al., 2003) (en ambos SI erifégrica 28 vs. 17y 10%
parentales) P
HLA-G*0105N
(Pfeiffer et al., 2001) SI pfslgfrri‘za 70 vs. 32%
HLA-G*01013
HLA-G*0105N Sanerc 80 vs. 20%
(Aldrich et al., 2001) SI o fegr e
HLA-G*0104 p 64 vs. 36%
(Yan et al., 2006a) HLA-G*0105N | NO Sangre 0,7 vs. 1,4%
periférica
Exo6n 2 NO S
(Suryanarayana et al., 2008) erairflégrriia
INDEL 14 pb SI P
(Aruna et al., 2010b; Berger HLA-G*0106 Sanere Est4 con mas
et al., 2010; Hviid et al., +/- 14pb NO erifégr ca frecuencia en el grupo
2002) Heterocigotos p de mujeres fértiles
HLA-G*0106 | SI(NS) +4+: 11,6 vs. 13,3%
(Moreau et al., 2008) +/- 14pb Pre- Placenta +/-: 45,3 vs. 43,3%
Heterocigotos | eclampsia -/ 40 vs. 43%
+4+: 19,1 vs. 26,6%
(Tripathi et al., 2004) Hez;olc‘i‘pgtos SI Sﬁrf‘frrfca +/-: 58,3 vs. 42,5%
& p - 22,5vs.30,8%
+/+: 4 vs 7%
(Xue et al., 2007) Hez;olc‘i‘pgtos SI Sﬁrf‘egrrfca He: 71 vs.43 %
& P -/-: 25 vs.50 %
+/+: 27,4 vs. 11,6 %
(Zhu et al., 2010) H;;go ii“lﬁos SI Sﬁrflfrrlia +- 49,2 vs. 49,4%
& p - 27,4vs. 39,0%
+4: 43,7 vs. 30,4 %
(Yan et al., 2006b) H:r/nt) if%'ios SI (NS) Sﬁ‘ffrﬂia +- 46,9 vs. 52,2 %
& p -1 94vs. 17,4 %
++: 24,6 vs. 10,8%
(Hviid et al., 2004a) 1 T SI Sangre - 44,3 vs. 55,9%
Homocigotos periférica

/-1 31,1 vs. 33,3%
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-/- 14pb
(Ober et al., 2003) s SI Sangre 20 vs. 11y 16%
(ambos periférica
parentales)
INDEL 14pb Sanere +/+: 15,5vs. 17,2%
(Sipak-Szmigiel et al., 2007) (ningin NO erifetgrica +/-: 37,9 vs. 48,2%
genotipo) p -/-: 46,5 vs. 34,5%
(Mendes-Junior et al., 2007) INDEL 14pb S
D angre
(ningtin NO e
Fi0) periférica
(Berger et al., 2010) genotip
(Penzes et al., 1999)
(Karhukorpi et al., 1997) Ningun alelo del NO Sangre
(Aruna et al., 2010b) HLA-G periférica
(Yamashita et al., 1999)
(Abbeas et al., 2004) HLA-G*010103 SI Sangre 9,5 vs. 5%
periférica

Tabla 30: Resumen de la influencia de determinados polimorfismos sobre la pérdida

gestacional.

Como observamos en la literatura, varios autores encuentran una frecuencia
del polimorfismo -725C>G similar a la nuestra (alrededor del 20%) (Ober et al., 2003;
Sipak-Szmigiel et al., 2008; Sipak-Szmigiel et al., 2007). Con respecto al polimorfismo
del codén 130, alelo HLA-G*0105N, nuestros datos de frecuencia son del 10% en la
poblacién de estudio en general, mientras que otros autores encuentran desde un 1%
(Yan et al., 2006a) a un 80% de frecuencia de aparicion (Aldrich et al., 2001) en los
casos de aborto recurrente. Por Ultimo, el polimorfismo INDEL 14 pb, en la region
3’'URT, se presenta en una frecuencia del 5% en homocigosis (+/+ 14 pb) en nuestra
poblacién de estudio, encontrando porcentajes similares (Xue et al., 2007) y mayores
(aproximadamente del 38%) (Yan et al., 2006b). El polimorfismo INDEL 14 pb en
heterozigosis (+/- 14 pb) se presenta en un 55% en nuestra poblacion de estudio,
porcentaje similar al de la mayoria de los autores. Por ultimo, el polimorfismo en
homocigosis ( -/- 14 pb) esta en un 40% en nuestra poblacién de estudio, porcentaje
similar al resto de estudios, excepto un 13% de casos encontrados en un estudio (Yan

et al., 2006b). Existen datos contradictorios sobre la variante de este polimorfismo
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(insercion o deleccibn homozigota y heterocigotos) que esta relacionada con los
abortos de repeticion, incluso llegando a no encontrarse ninguna asociacién (Aruna et
al., 2010b; Hviid et al., 2002; Sipak-Szmigiel et al., 2007).

6.2. Haplotipos generados.

Segun nuestras investigaciones, las muestras trofoblasticas en general, que no
contienen ningun polimorfismo (haplotipo 1) en el gen del HLA-G fueron,
significativamente (p<0.05), las mas frecuentes entre nuestra poblacién de estudio,
tanto en muestras cromosémicamente normales como anormales, lo cual corrobora de
alguna forma el bajo polimorfismo del gen del HLA-G en comparacion con otros HLA
clasicos.

A pesar de no ver diferencias en la distribucibn de un determinado
polimorfismo por si solo entre muestras trofoblasticas de cariotipo normal y anormal,
quisimos evaluar si la combinacion de varios polimorfismos (denominados haplotipos)
podria tener frecuencias diferentes entre nuestras dos poblaciones de estudio. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la distribucién de dichos
haplotipos generados entre muestras trofoblasticas de cariotipo normal y anormal. Es
decir, las muestras con cariotipo normal y anormal mostraron una incidencia muy
similar en la frecuencia de aparicion de un determinado haplotipo.

Lo mismo ocurrié cuando agrupamos los haplotipos obtenidos en funcién de su
tedrica secrecion proteica de HLA-G. No se observaron diferencias significativas en
cuanto a la frecuencia de los haplotipos secretores del HLA-G, agrupados por niveles
de secrecion, entre muestras trofoblasticas de cariotipos normales y anormales.

Muchos estudios analizan la frecuencia de un determinado haplotipo en una
poblacién de individuos, pero hasta hoy dia, no existe ningun estudio que compare la
frecuencia de aparicion de un haplotipo en pacientes con abortos espontaneos y
menos aun comparando abortos cromosicamente normales y anormales.

Las asociaciones no aleatorias entre los polimorfismos en locus diferentes o
dentro del mismo locus se miden por el grado de desequilibrio de enlace (DE). Es
sabido que existe un elevado DE dentro de algunas posiciones de la region del HLA-G,
asi como, existe un elevado DE del HLA-G con otros locus (Ober et al., 1996) como el
HLA-G con el HLA-DR (Hviid and Christiansen, 2005). En general, existe un fuerte DE
dentro de toda la region del HLA. Por ejemplo, la region 3’ del HLA-E tiene una unién
significativa a la regién 5 del HLA-G. Esto hace que el genotipo de una region
genética no sea independiente de la otra y la combinaciéon de determinados alelos

puede ocurrir con mayor o menor frecuencia en una poblacién que la esperada al azar.
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De manera que algunos autores piensan que es casi imposible la asociacion de un
determinado SNP con el aborto de repeticion pero, sin embargo, si creen posible la
asociacion de un determinado haplotipo del HLA-G (con un conjunto de polimorfismos
en una determinada zona) con los abortos espontaneos de repeticion (Berger et al.,
2010) y por esto, varios investigadores (Ober et al., 2003; Sipak-Szmigiel et al., 2007)
estudian algunos polimorfismos en conjunto, como es el caso de la regién 5’ con el
polimorfismo INDEL 14 pb en la region 3'.

También es sabido que existe un fuerte DE entre los genes del HLA y otros
genes que no pertenecen al MHC pero que se encuentran en el mismo cromosoma y
en la misma region genética. Nos referimos a genes del sistema del complemento que
codifican para moléculas como C2, C4, TNF-a y TNF-B, Factor B y HSP-70.
Concretamente, TNF-B es una molécula que induce la expresion de MHC tipo Il en
algunos tipos celulares. Si ocurre un polimorfismo en el gen TNF-B y se afecta su
funcionalidad, se afecta también la eficiencia de inducciéon de expresion celular de
MCH tipo Il. Debido a que estas moléculas tienen una importante funcién en el sistema
inmune se pueden llegar a producir determinadas enfermedades autoinmunes. Algo
parecido ocurre para la proteina HSP-70. Por lo tanto, debido al fuerte DE en la regién
del HLA hay que tener precaucion al asociar alas moléculas o a los haplotipos del HLA
con determinadas enfermedades. Existe la posibilidad de que la verdadera
susceptibilidad génica de algunas enfermedades asociadas al HLA resida en genes no
HLA.

6.3. Expresion de HLA-G y HLA-E.

La presencia de variaciones puntuales en el gen HLA-G puede implicar
alteraciones en la respuesta inmune en dos aspectos importantes:

a) Afectando a la funcionalidad y expresién superficial de la molécula del HLA-
G; incidiendo sobre la estructura terciaria, conformacion de la proteina y su
polimerizacion (formacién de dimeros). Estos cambios podrian afectar su afinidad por
los receptores inhibidores de las células NK deciduales, no pudiendo evitar el ataque a
las células del trofoblasto. Incluso se podrian generar proteinas no funcionales.

b) Afectando a la secuencia de su péptido lider, la cual es imprescindible para
la expresion superficial del HLA-E y que redundaria en la falta de proteccion del
embrion frente a la madre.

Segun lo descrito en la literatura, los polimorfismos estudiados en este proyecto
(-725C>G, final del ex6n 2, coddén 93, codon 110, codén 130 e INDEL 14pb) no estan

relacionados con cambios en la estructura terciaria del HLA-G, por lo que, en principio,
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no deberian verse afectadas funciones de interaccion de esta molécula con otras, por
ejemplo, la inhibicion de las células NK a través de la interaccion de sus receptores.
Sin embargo, todos estos polimorfismos han sido relacionados con cambios en los
niveles de expresion superficial de HLA-G por lo que al aumentar excesivamente la
cantidad de HLA-G, asi como al disminuirla, podrian verse afectadas alguna de sus

funciones.

Tras detectar la presencia de determinados polimorfismos del HLA-G en nuestras
muestras de estudio quisimos evaluar el impacto que éstos producian sobre la
secrecion proteica de la molécula del HLA-G en el trofoblasto embrionario, asi como
su efecto en la expresiéon del HLA-E.

La expresion de HLA-G ocurre principalmente en el TEV, pero incluso se ha
detectado en estadios mucho mas precoces durante el desarrollo embrionario y dicha
expresion se relaciona, segun determinados autores, con la capacidad de implantacion
(Fuzzi et al., 2002; Jurisicova et al., 1996; Noci et al., 2005; Yie et al., 2005a).

Segun nuestros datos, mediante la técnica de inmunohistoquimica, no se
encontraron diferencias significativas en la expresion de HLA-G entre las muestras de
trofoblasto procedentes de aborto de cariotipo normal y las de cariotipo anormal,
utilizadas éstas ultimas como muestras de referencia donde la causa del aborto fue
debida, casi con seguridad, a la anomalia cromosémica. Por lo tanto, no podemos
afirmar que, en los casos donde no existe una causa conocida de aborto o abortos
cromosOmicamente normales, el causante de la detencién de la gestacién sea la
ausencia o la disminucién de la expresion del HLA-G en el citotrofoblasto fetal.
Ademas, nuestros datos coinciden con los de otros autores (Bhalla et al., 2006; Patel
et al.,, 2003) donde el HLA-G no parece ser una molécula determinante en el
mantenimiento del embarazo.

El anticuerpo utilizado en la técnica inmunohistoquimica reconoce las isoformas
HLA-G1 y la HLA-G5 soluble, ambas las mas abundantes en la interfase feto-materna.
La isoforma HLA-G1, correspondiente a la molécula al completo y unida a membrana,
es la isoforma con mas relevancia en el mantenimiento del embarazo ya que, al tener
todos los dominios estipulados, es capaz de realizar todas las funciones
inmunoreguladoras asignadas al HLA-G. Por otro lado, la isoforma soluble HLA-G5 es
la segunda isoforma mas importante en el mantenimiento del embarazo, ya que se
trata que la forma escindida o extracelular de la HLA-G1. Se expresa en los mismos
tejidos que el HLA-G completo y realiza las mismas funciones. Dicho anticuerpo fue

empleado a una dilucion 1/500, considerada suficiente, segin otras publicaciones
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(Bhalla et al., 2006; Menier et al., 2003), para la deteccién del HLA-G en las muestras
de trofoblasto embrionario. De hecho, pudimos encontrar expresién de HLA-G en la
gran mayoria de las muestras de trofoblasto embrionario (26/27) aunque con

diferentes intensidades.

Por otro lado, quisimos ver la distribucién e intensidad de la expresion proteica
del HLA-E en las muestras trofoblasticas y si su expresién estaba condicionada de
alguna manera por el HLA-G. Es bien sabido que para que se produzca la expresion
del HLA-E en la superficie celular es necesaria la presencia de un péptido lider
procedente de otras moléculas de HLA de clase I. Como hemos mencionado
anteriormente, en el citotrofoblasto solo hay expresién de HLA-G, por lo que la
expresion de HLA-E quedaria supedidatada al péptido lider del HLA-G y por lo tanto,
de forma indirecta, a la expresion de HLA-G. Tras observar que existen muestras que
expresan HLA-G en el citotrofoblasto fetal pero que a su vez no expresan HLA-E,
podemos evidenciar que la expresion del HLA-G no es determinante para que se
produzca la expresion de HLA-E. Estos datos son contradictorios a los hallazgos de
otros autores (Ishitani et al., 2003; Llano et al., 1998) que piensan que donde
encuentran expresion de HLA-G soluble o unido a membrana debe haber expresion de
HLA-E. Por ello, pensamos que otros muchos factores podrian estar influyendo en
este mecanismo de expresion superficial.

En este proyecto encontramos una importante reducciéon general de la expresion
de HLA-E en nuestras muestras de estudio, con respecto a la expresién de HLA-G.
Ademas, y coincidiendo con la falta de correlacién encontrada con el HLA-G, tampoco
encontramos diferencias significativas en la expresién de HLA-E entre las muestras de
trofoblasto procedentes de aborto de cariotipo normal y las de cariotipo anormal. Por lo
tanto, suponemos que la disminucién de su expresion o la no presencia de HLA-E, en
algunos casos, en el citotrofoblasto fetal no seria el responsable de la pérdida
gestacional. Nuestros resultados coinciden con los encontrados por otro autor en un
estudio similar (Bhalla et al., 2006).

El anticuerpo utilizado para la deteccion del HLA-E fue utilizado anteriormente
en otras publicaciones (Ishitani et al., 2003; Lee et al., 1998a) y, en nuestro caso, a
una dilucibn  1/100.Asi mismo, encontramos expresion de HLA-E en,
aproximadamente, la mitad de las muestras de trofoblasto embrionario (13/27),

asegurandonos el funcionamiento del anticuerpo en nuestro tejido.
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Con respecto a las isoformas solubles del HLA-G sabemos que éstas son
capaces de desencadenar respuestas inmunes iguales a las de la proteina completa.
De manera que los niveles de las isoformas solubles del HLA-G pueden diagnosticar la
pobre invasién del trofoblasto en la pre-eclampsia o dar un halo de luz en los abortos
de repeticién, e incluso pueden diagnosticar el potencial de implantacion de los
embriones en FIV (Sargent, 2005). Por esto, consideramos relevante estudiar la
presencia y niveles de las isoformas solubles del HLA-G en el citotrofoblasto fetal de
abortos espontaneos de primer trimestre.

Algunos grupos (Chu et al,, 1998; Hunt et al., 2000; Ishitani et al., 2003)
encuentran que el trofoblasto vellositario y el extravellositario secretan las isoformas
solubles del HLA-G,e incluso que son las mas abundantes en la interfase feto-materna
de primer trimestre. Sin embargo, otros grupos (Blaschitz et al., 2005) encuentran que
las isoformas solubles HLA-G5 y HLA-G6 no estan presentes en el citotrofoblasto fetal
y atribuyen su presencia mayoritariamente a los eritoblastos fetales y minimamente al
citotrofoblasto extravellositario y a las células endoteliales.

Varios métodos han sido propuestos para evaluar los niveles de HLA-G
soluble. Sin embargo, es dificil llegar a un consenso sobre un método que permita la
estandarizacion y comparacion de resultados. Nosotros pensamos que las diferencias
entre grupos se deben mayoritariamente a los tipos y combinacién de anticuerpos
usados, tiempo de recogida del tejido utilizado y al medio en el que se mide la cantidad
de HLA-G soluble. Con respecto a este ultimo punto, la medida de HLA-G soluble
puede realizarse en medios de cultivo de embriones tempranos, en sangre periférica,
en el sobrenadante de lineas celulares transfectadas con HLA-G1 o HLA-G5 o en el
sobrenadante de cultivo de trofoblasto purificado, creyendo que estos dos ultimos
métodos no llegan a conseguir una proteina perfecta y pura. Ademas, los modelos in
vitro necesitan unos procesos de digestidbn enzimatica o derivacidon desde explantes
placentarios, purificaciéon y cultivo in vitro, pudiendo no conseguirse una poblacién de
citotrofoblasto extravellositario puro al 100% (Tarrade et al., 2001).

Por todo lo mencionado anteriormente, nosotros consideramos adecuado en
este proyecto de tesis doctoral utilizar el sobrenadante de cultivos celulares de
citotrofoblasto extravellositario embrionario obtenido directamente desde el saco
embrionario, mediante histeroembrioscopia, y cultivado in vitro.

Para la deteccion de la presencia de HLA-G utilizamos el anticuerpo
monoclonal MEM-G9 que detecta tanto la isoforma soluble HLA-G1 shed como la
HLA-G5 activamente secretada, que estan unidas a la cadena de 3-2-microglobulina y

que son expresadas en la superficie celular del citotrofoblasto extravellositario.
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Dicho anticuerpo empleado en la técnica ELISA fue utilizado por muchos otros
autores, por ejemplo para detectar HLA-G soluble en el cultivo de embriones de dia 3
de desarrollo (Coulam, Roussev et al. 2009; Desai, Filipovits et al. 2006), o en
muestras de sangre periférica (Alegre, Diaz-Lagares et al. 2007), o en el medio de
cultivo de lineas celulares transfectadas con HLA-G, JEG-3 y JAR (Fournel S. et
al. 1999), encontrando todos ellos presencia y diversas concentraciones de HLA-G
soluble.

A pesar de que, aparentemente, nuestro método de ELISA funcionaba en otros
estudios, nosotros encontramos que, tras concentrar hasta 3 veces el volumen de
sobrenadante inicial no conseguimos detectar la presencia de HLA-G soluble en los
medios de cultivo de trofoblasto extravellositario obtenidos a través de la
histeroembrioscopia-legrado. Estos resultados son similares a los encontrados por
Blaschitz A. en 2005 donde a pesar de concentrar hasta 7 veces el medio de cultivo de
trofoblasto primario y de lineas celulares transfectadas no detect6 la presencia de
HLA-G soluble (Blaschitz A. en 2005). Pensamos que esto es probablemente debido a
que la diferenciacion in vitro es descontrolada y los cultivos o las divisiones o las
mitosis alteran las células del trofoblasto y pueden no expresar HLA-G. Ademas,
opinamos que los autores que si encuentran HLA-G soluble en los medios de cultivo
de trofoblasto (Solier C 2002) o en lineas celulares (Marti S 2007) puede no ser debida
al “splicing” alternativo desde la membrana celular o a la secrecién celular propia, sino
a la rotura de HLA-G1 unido a la membrana debido a la actividad de las
metaloproteinasas (Park GM 2004) encontradas con mucha frecuencia y actividad en
el citotrofoblasto invasor.

También se ha observado que el incremento de HLA-G soluble en medios de
cultivo depende de las condiciones del cultivo y el estado metabdlico de las células, de
manera que, aparentemente, las células liberan mas HLA-G soluble en condiciones de
estrés (Juch H 2005).

Dada la imposibilidad de detectar HLA-G soluble en los cultivos de trofoblasto
embrionario, quisimos evaluar la presencia de HLA-G soluble en el liquido amniético
de las gestaciones detenidas donde pudo conseguirse dicha muestra. Las células
epiteliales del amnios son las productoras del liquido amniético, asi como del HLA-G
soluble presente en él (Hammer et al.,, 1997). Dicha produccién ocurre en mayor
proporcion en el liquido amniético que en otros compartimentos materno-fetales como
puede ser el corddn umbilical. Este liquido es ingerido por el feto por lo cual se cree
que es relevante para la induccién de la tolerancia fetal. Ademas, la generacion de

HLA-G soluble en el liquido amniético va disminuyendo a lo largo del embarazo
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(Hackmon et al., 2004), al igual que ocurre en el suero materno (Yie et al., 2005a), lo
cual se cree que puede ayudar a llevar a cabo una respuesta inmunolégica en la
madre contra el feto que desencadene el parto. En nuestros resultados observamos
que, al igual que tras la imnunohistoquimicaen muestras de trofoblasto, no existen
diferencias significativas en la expresion de HLA-G en los liquidos amniéticos de
cariotipo normal y anormal. No obstante seguia siendo una prueba de la falta de poder
diagnostico de la expresion de HLA-G sobre la causa del aborto al mantenerse a

niveles similares en ambos tipos de detenciones del embarazo.

6.4. Asociacion entre los polimorfismos estudiados, y sus correspondientes
haplotipos, y la expresion proteica de HLA-G.

Tal y como hemos comentado anteriormente, todos los polimorfismos
estudiados han sido relacionados con cambios en los niveles de expresion superficial
de HLA-G por lo que al aumentar excesivamente la cantidad de HLA-G, asi como al
disminuirla, podrian verse alteradas algunas de sus funciones.

En nuestro estudio, no se observaron diferencias significativas en la expresién
de HLA-G para cada polimorfismo entre las muestras de cariotipo normal y anormal.
Unicamente, si encontramos una diferencia significativa (p=0,047) en la media de
expresion de HLA-G entre la presencia o no del polimorfismo en el codon 93, pero solo
unicamente cuando se categoriza la poblacién, en los casos cuya causa del aborto fue
supuestamente el cariotipo anormal embrionario. De manera que, en las muestras de
trofoblasto embrionario anormal resulté haber una mayor expresion de HLA-G en
presencia del polimorfismo CAT del codon 93 (4 vs. 2,72). Aun asi, no le damos
mucha importancia a este resultado ya que, como hemos mencionado anteriormente,
pueden estar interviniendo muchos otros factores como es el DE, y por el hecho de
que resultan ser datos contrarios a lo publicado por otros autores, donde la presencia
de la mutacion CAT del codon 93 junto con la insercién de las 14 pb del ex6n 8 se
reflejaba en una disminucion de la expresiéon del HLA-G (Larsen and Hviid, 2009) y a
nosotros nos da un aumento de la expresion en los casos de presencia de la mutacion.
Ademas de que este hecho no ocurre en los casos de cariotipo normal.

Ademas, tras agrupar las muestras independientemente de su cariotipo
embrionario, y haciendo una media de la expresién de HLA-G, no existen diferencias
significativas (p=0,79) en la media de expresion de HLA-G entre muestras
trofoblasticas que no contienen ningun polimorfismo (valor 3,1) y las que si lo

contienen (valores 2,8-3,0) (Tabla 29). Por lo tanto, podemos deducir que la presencia
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de un polimorfismo concreto no influencia los niveles de expresion de HLA-G en las

muestras de trofoblasto.

Por otro lado, a pesar de que cada polimorfismo por si solo no presentaba
diferencias de expresion de HLA-G, quisimos ver si existian diferencias en la expresiéon
de HLA-G cuando se agrupaban los polimorfismos y se generaban los diferentes
haplotipos, entre muestras de cariotipo normal y anormal. No se encontraron
diferencias significativas en ninguno de los haplotipos generados. Ademas, no se
encontrd ningun haplotipo que, de forma significativa, presentara mayor expresion de
HLA-G que otro.

Con respecto a la expresion de HLA-G en los distintos haplotipos secretores
generados, ésta se corresponde con el tipo de haplotipo secretor teérico (2,75 los
bajos secretores, 3,25 los altos secretores y 2,92 los haplotipos que no afectan a la
expresion). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la expresion
de HLA-G de los haplotipos secretores en funcion del tipo de cariotipo, normal o
anormal.

Evidentemente, no fue posible establecer una relacién entre los polimorfismos
del gen del HLA-G o los posibles haplotipos y la expresién proteica de HLA-G soluble
medido mediante ELISA, tanto en el caso de los medios de cultivo de trofoblasto, por
no encontrarse expresion, como en el caso de los liquidos amniéticos, por no haber

casos suficientes estadisticamente.

A continuacion, mostramos una tabla resumen de cémo los polimorfismos HLA-
G, segun diferentes autores, pueden afectar sobre la produccién de HLA-G en
diferentes tejidos (Tabla 31).

Autor Polimorfismo Expresion HLA-G

Tejido
estudiado

ﬁ Transcripcion

Linea celular

(Ober et al., 2006) -725G HLA-G5 JEG3
. e No existe Sangre
(Hviid, 2006) Regién 5’ (promotor) o oo
asociacion periférica
(Mendes-Junior et A , Proteina truncada. Sangre
al., 2010) L1 SR UM SN (it ) No secrecion. periférica

- 175 -




6. DISCUSION

(Rebmann et al, Alelos HLA-G*010103, 010102, 0103, ﬂ HLA-G1

1999: Rebmann et e} o5 HLA-G*0105N y 0106 (ins 14pb) Suero

al., 2001)

(Rebmann et al., % .

1905 Rebmann e | Alelos HLA-G*0104 (codén 110) 1 HLAGl Suero
Alelos HLA-G*010101 y 0102 (del 14pb)

al., 2001)

(Ober et al., 1998;

Rebmann et al., %

1999; Rebmann et LEILAeGRLEEIN ﬂ HLA-G Suero

al., 2001)

(Hviid et al., 2004b) IN.DEVL 14pb . No §x1§t'e Plerlcer}ta a
(ninglin genotipo) asociacion término

(Hiby et al., 1999; Estabilidad y

Hviid et al., 2003; niveles

O'Brien et al., 2001; | Insercién de 14pb de RNAm Placenta

Rousseau et al.,

2003)

(Chen et al., 2008; ﬂ
Hviid et al., 2004b; +/+ 14pb Homocigotos HLA-G Suero
Rizzo et al., 2005a)

(Gonzalez et al., .
2010) +/- 14pb Heterocigotos ﬁ HLA-GS Suero
(Larsen and Hviid, HLA-G*010101 U Tras,cripcio’n y Placenta
2009) (del 14pb y CAC codon 93) proteina HLA-G

ii Trascripcion y
(Larsen and Hviid, HLA-G*010102 ¢
2009) (ins 14pb y CAT codén 93) proteina HLA-G Placenta

Tabla 31: Resumen de la influencia de determinados polimorfismos sobre la

produccion de HLA-G en diferentes tejidos.

Como se ilustra en la tabla anterior, algunas investigaciones se han dirigido al
estudio de los niveles de expresiéon de HLA-G en distintos haplotipos como por
ejemplo el polimorfismo +/-14 pb , que puede influenciar los niveles de expresion de
HLA-Gs en suero (Chen et al., 2008; Hviid et al., 2004c; Rizzo et al., 2005a). Ademas,
las delecciones en el extremo 3" de 14 pb son asignadas a alelos altos secretores de
HLA-Gs en plasma. Y las inserciones de 14pb son asignadas a alelos bajos secretores
de HLA-Gs en plasma (Rebmann et al., 2001).
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Finalmente, basandonos en los datos aportados en el presente estudio, parece
ser que el embridon, al comienzo del embarazo, expresa correctamente la proteina
HLA-G en todos los casos, es decir, la producciéon de HLA-G en la interfase feto-
materna se realiza de forma constitutiva, no habiendo diferencias significativas ni entre
las diferentes variantes polimoérficas ni entre los datos de expresion proteica entre las
detenciones de embarazo por causa cromosoémica y causa desconocida. Es mas,
podria existir una seleccién de los embriones productores de HLA-G soluble antes de
implantar, basandonos en los estudios que asocian la secrecién de HLA-S en los pre-
embriones humanos con la capacidad de implantacién (Kotze et al., 2010). Debido a la
completa maquinaria inmunocompetente que existe en el utero humano para facilitar la
aceptacion del embarazo nos inclinamos a pensar que la pérdida de la gestacién debe
de depender de otros defectos de regulacién no desencadenados necesariamente por
la molécula del HLA-G, como podrian ser las anomalias genéticas en las células NK o
en sus receptores inhibidores, de tal manera que no podrian llevar a cabo sus
funciones beneficiosas para el mantenimiento del embarazo o una determinada
situacion inmunolégica materna en ese momento gestacional concreto.

Por lo tanto, consideramos que el estudio de la decidua, utilizando nuestro
mismo modelo de estudio, podria aportar nuevos datos en futuros estudios sobre el

esclarecimiento de las causas de la pérdida gestacional.
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Limitaciones del estudio.

Las limitaciones presentes a lo largo de este estudio fueron las siguientes:

* Una de las mayores limitaciones de este proyecto es el bajo tamafio muestral
debido a la dificultad de conseguir un aceptable nimero de muestras trofoblasticas con
cariotipo normal. Por ello pensamos que, en determinados casos, si se aumenta el
tamarfio muestral se podrian conseguir resultados significativos.

* Para el andlisis de las muestras y la presentacion de los resultados se ha
realizado una agrupaciéon de los casos de aborto espontaneo recurrente con aborto
esporadico, tras comprobar que no se alteraban los resultados si se realizaba una
separacion de ambos casos.

* La cantidad e intensidad de expresion del HLA-G fue valorada subjetivamente
del 1 (ausencia de expresion) al 4 (maxima expresién) por cinco investigadores
independientes que desconocian el origen del cariotipo de las muestras, pudiendo
haber diferentes valoraciones. Para intentar minimizar este efecto se tomé la media de
las valoraciones semicuantitativas realizadas por los 5 investigadores. Para poder dar
un resultado mas fiable se calculé la variabilidad entre los diferentes observadores
mediante el indice kappa, obteniéndose un resultado favorable con valores por encima
del 70%, lo cual indica poca variabilidad entre los diferentes observadores.

* El anticuerpo monoclonal MEM-G/09 utilizado en la técnica inmunohistoquimica
no discrimina entre el HLA-G1 cortado proteoliticamente y el HLA-G5 soluble; pero, en
teoria, esto no es transcendente porque ambas tienen propiedades inhibitorias
similares sobre las células inmunitarias.

* Existe una gran variabilidad en la eleccion de los anticuerpos para la deteccion
de HLA-G soluble. La combinacién de anticuerpos elegida en este proyecto para la
realizacion del ELISA (MEM-G/09 y Anti-humano 32m) ha sido considerada como el
mejor método de deteccion de las moléculas solubles HLA-G1 cortadas por
metaloproteinasas junto con las moléculas de HLA-G5 soluble activamente
secretadas; pues es el mas usado, fiable, sensible y el que estd mas faciimente
disponible a nivel comercial (Rebmann et al., 2005).

* No ha sido posible analizar muestras de terminaciones electivas del embarazo
(IVE) como grupo control, lo cual consideramos que seria la situacion ideal, pero en su
lugar hemos analizado muestras con causa cromosémica como probable causa de la
detencion del embarazo. Ademas, la obtencién de muestra de trofoblasto embrionario
tras una IVE mediante legrado aspirativo no tendria las mismas caracteristicas que el
trofoblasto obtenido tras histeroembrioscopia, no pudiendose asegurar la ausencia de

contaminacioén y certeza del cariotipo embrionario.
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Un porcentaje significativo de las muestras analizadas (22,2%) no contuvo
ningun polimorfismo en el HLA-G, lo cual confirma la baja variabilidad
genética de dicho gen. La distribucion de los diferentes polimorfismos
(-725C>G, final del exén 2, codén 93, codon 110, codén 130 e INDEL 14pb)
no fue diferente entre detenciones del embarazo por causa cromosémica y
causa no cromosomica.

La expresion de HLA-G1 y HLA-G5 no vari6 entre las vellosidades corionicas
de las detenciones del embarazo por causa cromosémica y por causa
desconocida o abortos cromosémicamente normales. Por esto, parece ser
que la causa de la detencién de la gestacibn no fue la ausencia o la
disminucion de la expresion del HLA-G en el citotrofoblasto fetal.

El HLA-E se expres6 en la interfase feto-materna, aunque a muy bajas
concentraciones. Igualmente, la expresion de HLA-E no varié entre las
vellosidades corionicas de las detenciones del embarazo por causa
cromosomica y por causa desconocida o abortos cromosomicamente
normales, por lo que la disminucion de la expresién o la no presencia de
HLA-E en el citotrofoblasto fetal no fue el responsable mayor de la pérdida
gestacional.

La expresion del HLA-G no es determinante para que se produzca la
expresion de HLA-E.

El cultivo de celulas trofoblasticas no parece ser un buen modelo para la
determinacion del HLA-G soluble. No existieron diferencias en la expresiéon
de HLA-G soluble en el liquido amniético entre cariotipos normales vy
anormales.

No existio relacion entre los polimorfismos del HLA-G y la secrecion proteica
a nivel del trofoblasto.

El HLA-G parece expresarse de forma constitutiva en la interfase mater-
nofetal, de forma que otros mecanismos no necesariamente relacionados
con dicha molécula pueden desencadenar el desequilibrio inmune que puede

existir en la pérdida de la gestacion en el primer trimestre del embarazo.
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