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Resumen

Antecedentes: La preeclampsia (PE) es la primera causa de muerte materna en el mundo y afecta alrededor de 10% de las gestantes
en algunas regiones del Peru. Se ha determinado varios genes involucrados en el riesgo de PE, entre ellos el gen del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Objetivos: Estudiar el polimorfismo +936 CT en el gen VEGF y evaluar su asociacién con la
preeclampsia. Disefio: Estudio observacional, relacional (asociativo), tipo casos-control (no experimental). Institucidn: Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Participantes: Gestantes con y sin preeclampsia. Métodos: La muestra estuvo
conformada por 94 gestantes (45 con PE y 49 controles sin PE) atendidas en el hospital Docente Madre-Nifio San Bartolomé. Previo
consentimiento informado, se colecto de 3 a 5 mL de sangre de vena antecubital. EI ADN fue aislado aplicando métodos estandares.
Se evaluo el polimorfismo VEGF mediante técnica PCR-RFLP y electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. Principales medidas
de resultados: Asociacion entre los genotipos y alelos VEGF con la preeclampsia. Resultados: Las distribuciones de los genotipos
(CC, CT y TT) en el grupo de Casos se encontraron en ‘desequilibrio de Hardy-Weinberg" (existio un factor que estuvo influenciando
esa distribucion), mientras que los genotipos en el grupo de Controles se encontraron en equilibrio. Las frecuencias de los genotipos
VEGF en los casos y controles mostraron diferencias no significativas, aunque en el limite de significancia (X*=5,630, p=0,060). El
genotipo homocigoto TT fue mas frecuente en los casos y los genotipos heterocigotos CT fueron més frecuentes en los controles. Las
diferencias en las frecuencias de alelos C y T en los casos y controles no fueron significativas (X*=0,614, p=0,434). Conclusiones:
Preliminarmente, se concluye que no existié asociacion entre los genotipos (aunque en el limite de significancia) y alelos VEGF con
la preeclampsia, en la muestra estudiada, pero se sugiere la confirmacion de estos resultados y el desarrollo del estudio en otras
muestras peruanas para confirmar los hallazgos.
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Abstract

Background: Preeclampsia (PE) is the first cause of maternal death in the world and affects about 10% of pregnant women in some
Peruvian regions. Various genes are involved en PE risk, including the vascular endothelial gene factor (VEGF). Objetives: To study VEGF
gene +936 CT polymorphism and to determine its association with preeclampsia. Design: Observational, relational (associative), case-
control (non-experimental) study. Setting: Faculty of Medicine, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Participants:
Pregnant women with and without preeclampsia. Methods: The sample included 94 pregnant women (45 with PE and 49 controls
without PE) attended at Hospital Docente Madre-Nifio San Bartolome. Following informed consent, 3-5 mL of blood was collected.
DNA was isolated by standard methods. VEGF polymorphism was determined by PCR-RFLP and electrophoresis in either agarose or
polyacrylamide gels. Main outcome measures: Association between VEGF genotypes and alleles and preeclampsia. Results: CC, CT
y TT genotypes distribution in the Cases group were in ‘Hardy-Weinberg imbalance’ (there was a factor influencing that distribution),
while genotypes in the Control group were in equilibrium. Cases and controls VEGF genotypes frequencies showed non-significant
differences within significance limits (X’=5.630, p=0.060). TT homocygote was the most frequent genotype present in cases and CT
heterocygote genotypes the most frequents in controls. C and T alleles frequency differences in cases and controls were not significant
(X*=0.614, p=0.434). Conclusions: There was no association between VEGF genotypes (but in significance limit) and alleles and
preeclampsia in the sample studied. Results have to be confirmed and studies in other Peruvian subjects are necessary.
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INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es la primera cau-
sa de muerte materna en el mundo oc-
cidental. Es un trastorno multiorgdnico
que es definido como presién arterial
elevada (>140/90 mmHg) y proteinu-
ria en una gestante con 20 semanas o
mas de gestacién @. Sin embargo, la
presentacién clinica y, especialmente,
la dindmica del curso clinico puede va-
riar enormemente. Afecta entre 5 y 8%
de gestantes, dependiendo de la pobla-
cién estudiada y la definicién de PE que
se utilice. En nuestro pafs sobrepasa el
10% en varias regiones @.

La etiopatogenia de la PE permane-
ce desconocida, pero la placentacién
inadecuada ha sido sugerida como un
posible factor etiolégico. Este proceso
involucra la infiltracién anormal del
citotrofoblasto en el endometrio, gene-
rando problemas en las arterias -como
la pérdida de elasticidad-, lo que pue-
de afectar el remodelado vascular y el
aporte sanguineo al feto, llevando a
una hipoxia placentaria local ®.

Los Gnicos signos que tenemos para
diagnosticar la preeclampsia -la medi-
da de la presién arterial y la muestra de
proteinuria- tienen baja sensibilidad y
especificidad en predecir el curso de la
complicacién y el resultado maternope-
rinatal. La (nica cura de la complica-
cién es el parto, aunque un diagnéstico
temprano y oportuno puede ayudar a
disminuir la morbimortalidad materna
y fetal @. La preeclampsia es también
causa importante de morbimortalidad
perinatal y neonatal en nuestro medio,
no existiendo hasta el momento manera
de predecir tempranamente la ocurren-
cia de la misma. Representa un proble-
ma de salud pdblica y estudios epide-
mioldgicos relacionan la preeclampsia
con enfermedades metabdlicas y car-
diovasculares ¥ y cerebrales ©, que se
presentan m4s adelante en la vida, con
fuerte impacto en discapacidad y gastos
en salud.

Numerosos estudios han hallado el
rol de la alteracién del balance de fac-
tores angiogénicos/anti-angiogénicos,
como clave en la preeclampsia y en

otros sindromes obstétricos ©. Con el
estudio de genomas y de epidemiolo-
gfa genética, se ha determinado varios
genes involucrados en el riesgo de PE,
principalmente los relacionados a fun-
cién endotelial y angiogénicos, como el
gen del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) @, El factor de creci-
miento vascular del endotelio (VEGF),
que tiene papel crucial en la vasculo-
génesis y en la permeabilidad vascular,
estarfa involucrado como un factor in-
ducido por la hipoxia, y que se asociaria
a la patogénesis de la preeclampsia ®.
Varios estudios han sugerido que los
niveles decrecientes del VEGF puedan
resultar en estrés oxidativo de la pla-
centa en la preeclampsia .

El VEGEF est4 regulado genéticamen-
te y, por tanto, las variaciones alélicas
en el gen del VEGF podrian asociarse
con la preeclampsia. También, estarfan
involucrados otros genes, como el re-
ceptor del VEGF tirosinaquinasa pare-
cido al fms-1 (VEGFR1=fms-like tyro-
sine kinasel) y el factor de crecimiento
placentario (PIGF), presentes en las ru-
tas angiogénicas. Algunos estudios de
los polimorfismos en el gen del VEGE
especificamente en la posicién +936
C/T @01 han sido asociados con la
preeclampsia, aunque en otras posicio-
nes del gen todavia los resultados no
son concluyentes.

En esta perspectiva, y debido a la
alta prevalencia de la preeclampsia en
nuestro pafs, es necesario investigar los
factores genéticos para la prevencion,
diagndstico y tratamiento de este tras-
torno, por lo que nos propusimos es-
tudiar el polimorfismo +936 CT en el
gen VEGF y evaluar su asociacién con
la preeclampsia.

La hip6tesis fue de que existe aso-
ciacién entre el polimorfismo +936
CT en el gen del factor de crecimien-
to vascular del endotelio (VEGF) vy la
preeclampsia. El objetivo general fue
estudiar el polimorfismo +936 CT en
el gen VEGF y evaluar su asociacién
con la preeclampsia, en gestantes pe-
ruanas, de manera de contar con un bio-
marcador de diagndstico temprano de la

preeclampsia en nuestro pafs, donde este
trastorno produce alta morbimortalidad
materna y perinatal, y est4 en incremen-
to.

La propuesta fue cumplir con la eva-
luacién genética y clinica del 100% de
muestras de las gestantes consideradas.
El aporte de investigar el polimorfismo
en el gen VEGF y evaluar su asociacién
con la preeclampsia, ha sido considerar
o incluir los factores genéticos como
una variable importante para compren-
der el desarrollo de esta condicién pato-
légica, de manera que se pueda contar
con un biomarcador o factor de riesgo
para nuestras poblaciones.

La confirmacién de la relacién del
polimorfismo +936 CT en el gen VEGF
y la preeclampsia permitirfa un diagnds-
tico temprano del trastorno en gestantes
peruanas y un manejo precoz que permi-
tiera salvar vidas de mujeres embaraza-
das y sus nifios.

METODOS

El tipo de investigacién fue relacional
(asociativa) con un disefio observacio-
nal, tipo casos-control (no experimen-

tal).

Para los casos, se incluyé gestantes
mayores de 18 afios, residentes en Lima
y con diagnéstico de preeclampsia (PE)
y, para los controles, gestantes sin pre-
eclampsia. La muestra estuvo confor-
mada por 94 gestantes (45 con PE y 49
controles sin PE), que fueron atendidas
de su parto en el hospital Docente Ma-
dre-Nifio San Bartolomé.

Previo consentimiento informado,
se obtuvo en una ficha ad hoc los da-
tos personales y clinicos de la gestante
y del neonato. Luego, se colecté de 3 a
5 mL de sangre de la vena antecubital.
La muestra fue guardada en refrigera-
cién, transportada a los laboratorios del
Centro de Investigaciéon de Bioquimica
y Nutricién, donde la muestra fue pro-
cesada.

El analisis genético se inici6 aislando
el ADN a partir de la sangre periféri-
ca, siguiendo el método FTA Cards de
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Whatman o con otro kit de aislamiento.
El polimorfismo, especificamente la va-
riante SNP +936 C/T en el gen VEGE
fue determinado mediante la técnica
del PCR-RFLE, utilizando primers (ce-
badores) especificos y digestién con la
enzima Nlall, segin lo reportado por
Papazoglou ™V, y con adecuacién a las
condiciones del laboratorio de Biologia
Molecular del CIBN. Los amplificados
y productos de la digestién fueron sepa-
rados por electroforesis en gel de polia-
crilamida o agarosa y visualizados con
tincién de plata o bromuro de etidio.

Para el analisis estadistico, se realizd
los célculos del promedio y la desvia-
cién estandar de los datos bioquimicos,
y se determiné las frecuencias alélicas
y frecuencias genotipicas bajo la hips-
tesis del equilibrio de Hardy-Weinberg.
Para establecer asociacién entre el poli-
morfismos y las variables categdricas, se
realizé la prueba de chi-cuadrado (x?)
o prueba exacta de Fisher, con un p <
0,05. El anélisis estadistico se hizo utili-
zando el paquete estadistico SPSS 17.0
y otros de genética poblacional.

La participacién de las personas fue
informada, lo cual se reflejé con la fir-
ma de la participante en una hoja de
Consentimiento Informado, que in-
clufa la finalidad de la investigacién,
condiciones en que se realizaba, pro-
cedimientos, riesgos y beneficios, con-
fidenciabilidad de los resultados y datos
de los investigadores. Se consider6 las
pautas mencionadas en Helsinki.

RESULTADOS

En los resultados preliminares que
presentamos en la tabla 1, las distribu-
ciones de los genotipos CC, CT y TT
en el grupo de Casos se encontraron
en ‘desequilibrio de Hardy-Weinberg’
(existi6 un factor que influencié dicha
distribucién de genotipos). Los genoti-
pos en el grupo de Controles estuvieron
de acuerdo a la hipétesis del equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Las frecuencias de los genotipos
VEGEF en los casos y controles mostra-
ron diferencias no significativas, aunque
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Tabla 1. Genotipos VEGF y preeclampsia en los casos (con
preeclampsia) y controles (sin preeclampsia-PE).

Genotipos Casos . Coptroles Total
VEGF (Preeclampsia) (Sin PE)
cc 19 19 38
CT 12 23 35
T 14 7 21
Total 45 49 94

en el limite de significancia (X?=5,630,
p=0,060). El genotipo homocigoto TT
fue mas frecuente en los casos y los ge-
notipos heterocigotos CT fueron mas
frecuentes en los controles. Las dife-
rencias en las frecuencias de alelos C

y T en los casos y controles no fueron
significativas (X?=0,614, p=0,434).

Se concluyé preliminarmente, y por
confirmar, que no existié asociacién
(aunque en el limite de significancia,
p=0,060) entre los genotipos VEGF y
la preeclampsia, en la muestra estudia-
da. Prueba X?=5,630, p=0,060. En es-
tos resultados, el genotipo homocigoto
TT serfa un factor genético por consi-
derar en la preeclampsia, pues resultd
mas frecuente en los casos. El genotipo
heterocigoto CT fue menos frecuente
en los casos con respecto a los contro-
les.

Con relacién a los alelos, en la tabla
2 se observa que no existié asociacién
entre los alelos VEGF vy la preeclamp-
sia en la muestra estudiada. Prueba

X?=0,614, p=0,434.

DISCUSION

Hasta la actualidad, no se conoce exac-
tamente la génesis de la preeclampsia.
Como tal, tampoco tenemos métodos

Tabla 2. Alelos VEGF y preeclampsia, en los
casos y controles.

Alelos Casos Controles
VEGF (Preeclampsia) (Sin PE)
C 50 61
T 40 37
Total 90 98

de prevencién y/o tratamiento, y la
complicacién obstétrica se puede pre-
sentar inesperadamente en cualquier
gestante (9] trayendo como conse-
cuencia alta mortalidad materna y pe-

rinatal.

Debido a que existe una asociacién
con la historia familiar de la gestante
que desarrolla preeclampsia, se con-
sidera que existe un factor genético
en su desarrollo. Hasta el momento
se ha descrito 172 genes asociados a
la preeclampsia . Por otro lado, se
ha encontrado polimorfismos de ge-
nes involucrados en gestantes con
preeclampsia, como los de la familia
del factor de crecimiento vascular en-
dotelial (VEGE por sus siglas en in-
glés) ®, los de VEGFA 15699947, VE-
GFA 1s3025039,PGF 151042886, KDR
12071559 and KDR 1s2305948 @9,
los carriers de los genotipos -460TT
y +405CC 19, del alelo +936T @ y
el alelo VEGF (-2578) (19 variaciones
alélicas 17, posiciones +936C/T 1V y
-2578C/A del VEGF 89 U9 o en sus
receptores, como el receptor del domi-
nio de insercién de quinasa (KDR) —re-
ceptor principal del factor angiogénico
VEGF A ®. Otros podrfan ser hasta
protectores, como el VEGF(+405)
G 19y el VEGF -2578C/A 19,

En esta perspectiva, debido a la alta
prevalencia de la preeclampsia en nues-
tro pafs, hemos considerado necesario
investigar factores genéticos para la
prevencién, diagndstico y tratamiento
de este trastorno, por lo que nos pro-
pusimos estudiar el polimorfismo +936
CT en el gen VEGF y evaluar su asocia-
cién con la preeclampsia.
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El estudio lo realizamos en el Hos-
pital Nacional Docente Madre-Nifio
San Bartolomé, hospital del Ministerio
de Salud, con residentado médico, y en
el que la incidencia de preeclampsia es
alrededor de 10%. La muestra estuvo
conformada por 94 gestantes (45 con
preeclampsia y 49 controles sin PE),
que fueron atendidas en su parto en di-
cho hospital.

Como resultados, en primer lugar, las
distribuciones de los genotipos CC, CT
y TT en el grupo de casos estuvieron
en desequilibrio de Hardy-Weinberg, lo
que sefialaba que existfa un factor que
estaba influenciando la distribucién de
genotipos. Sin embargo, los genotipos
en el grupo de controles si estuvieron
de acuerdo a la hipétesis del equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Cuando se evalué las frecuencias de
los genotipos VEGF en los casos y con-
troles, se hall6 diferencias no significa-
tivas, aunque en el limite de significan-
cia (X?=5,630, p=0,060). El genotipo
homocigoto TT fue méas frecuente en
los casos y los genotipos heterocigotos
CT fueron maés frecuentes en los con-
troles. Las diferencias en las frecuencias
de alelos C y T en los casos y contro-
les no fueron significativas (X?=0,614,

p=0,434).

Revisando la literatura sobre la re-
lacién de los polimorfismos del gen
VEGE aparte de los trabajos que si
hallan asociacién —como los sefialados
anteriormente, y que incluyen aquellos
sobre el polimorfismo del alelo +936,
como los Shim ®® y Papazoglou V-,
en otros més recientes no se ha en-
contrado dicha asociacién con los po-
limorfismos de VEGF +936C/T ®, en
el alelo +813C @9, los alelos menores
VEGEF 15699947, rs1570360, rs2010963
y 1525648 @V, polimorfismos de los ge-
nes eNOS, DDAH y VEGF @, y con
los polimorfismos del gen de VEGF
-2578C/A, -634G/C; el 936C/T, en
estudio, solo fue encontrado asociado
con la preeclampsia severa 9.

En nuestro trabajo, se concluye pre-
liminarmente, y por confirmar, que no
existié asociacién (aunque en el limite

de significancia, p=0,060) entre los ge-
notipos VEGF vy la preeclampsia, en la
muestra estudiada. En estos resultados,
el genotipo homocigoto TT serfa un fac-
tor genético por considerar en la pree-
clampsia, pues result6é mas frecuente en
los casos. El genotipo heterocigoto CT
fue menos frecuente en los casos con
respecto a los controles. Y con relacién
a los alelos, no existié asociacién entre
los alelos VEGF y la preeclampsia, en la
muestra estudiada.

Una posible debilidad en el estu-
dio podria haber sido el tamafio de la
muestra. Por lo que se sugiere la con-
firmacién de estos resultados en una
muestra mayor y el desarrollo del estu-
dio en otras poblaciones peruanas, para
confirmar los hallazgos obtenidos.

La presente investigacién la consi-
deramos un aporte a la genética de la
preeclampsia en nuestro pafs, siendo
necesario seguir la investigacién con
otros genes relacionados con esta con-
dicién.
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