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RESUMEN

La preeclampsia es un desorden multisistémico que forma parte del espectro de enfer-
medades hipertensivas del embarazo; sus mayores incidencias se presentan en paises
en vias de desarrollo y es factor de morbi-mortalidad materna y perinatal. El Factor de
Crecimiento Transformante B1 (TGF-B1) es una citosina multifuncional, producida en
el embarazo principalmente por células trofoblasticas, implicada en la regulacion de
su invasion, proliferacion y diferenciacion. Los niveles plasmaticos de esta citosina se
encuentran elevados en embarazos con preeclampsia. Con la finalidad de determinar el
riesgo de preeclampsia por los genotipos combinados -509CT/869TC del gen TGFB1
en mujeres con preeclampsia del Hospital General “A” de la Secretaria de Salud en
Durango, Durango, se reclutaron 49 mujeres preeclampticas y se parearon por edad
cronologica y gestacional con 100 controles normoevolutivos. Los polimorfismos
fueron genotipificados por PCR en tiempo real. El rango etario de las participantes fue
13 a 24 afios y el de edad gestacional fue de 30 a 41.2 semanas. Mientras que el alelo
T del polimorfismo -509C/T fue el de menor frecuencia en el grupo de casos (0.479),
en el grupo de controles la frecuencia de ambos alelos (C/T) fue la misma (0.5). Para
el polimorfismo 869T/C los alelos de menor frecuencia fueron C = 0.48 (casos) y
T=0.45 (controles). Ambos polimorfismos estuvieron en Equilibro de Hardy-Weinberg.
Se encontraron los nueve genotipos combinados posibles; el mas frecuente para ambos
grupos fue el doble heterocigoto -S09CT/869TC, con frecuencia de 0.265 en los casos y
0.25 en controles; para los casos, le sigue el genotipo combinado -509CT/869TT (0.184)
y en controles el -509TT/869CC (0.15). Mediante un modelo de regresion logistica
ajustado por edad, el genotipo combinado -509CT/869TC se asocio significativamente
con riesgo incrementado de preeclampsia (OR 1.334, IC 95 % 1.024-1.765). El
genotipo combinado -509CC/869CC mostré una fuerte tendencia de asociacion, pero
no significativa (OR 2.202, IC 95 % 0.983-4.937). El presente estudio es el primero
que analiza la asociacion de los genotipos combinados de los SNPs -509C/T y 869T/C
del gen TGFBI con la preeclampsia.
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ABSTRACT

Preeclampsia is a multisystemic disorder, is part of the spectrum Hypertensive Diseases
of Pregnancy; their highest incidences occur in developing countries and is factor of
maternal and perinatal morbi- mortality. Transforming Growth Factor f1 (TGF-B1)
is a multifunctional cytokine produced during pregnancy mainly by trophoblast cells
involved in the regulation of its invasion, proliferation and differentiation. The TGF-
Blplasma levels were reported to be increased in preeclampsia. In this study we aimed
to investigate the risk of preeclampsia by the combined genotypes -509CT/869TC of
the TGFB1 gene in preeclamptic pregnancies of the General Hospital “A” Ministry of
Health in Durango, México; we recruited 49 preeclamptic women (cases) and were
matched for chronological and gestational age with 100 normoevolutive pregnant
women (controls). The polymorphisms were genotyped by real-time PCR. The age
of participants was 13 to 24 years, gestational age was 30 to 41.2 weeks. Whereas
the T allele of the polymorphism -509C/T was less frequent (0.479) in the group of
cases, in control group the frequency of both alleles (C/T) was the same (0.5). For the
polymorphism 869T/C, the lower frequency alleles were C = 0.48 in cases and T =
0.45 in controls. Both polymorphisms were in Hardy-Weinberg Balancing. We found
nine combined genotypes, the most frequent for both groups was double heterozygous
-509CT/869TC with frequency of 0.265 in cases and 0.25 in controls, followed in cases
by the combined genotype -509CT/869TT (0.184) and in controls -509TT/869CC
(0.15). Using a logistic regression model adjusted for age, -509CT/869TC combined
genotype was significantly associated with increased risk of preeclampsia (OR 1.334,
95 % CI 1.024-1.765). The combined genotype -509CC/869CC showed a strong trend
of association, but not significant (OR 2.202, 95 % CI 0.983-4.937). Our study is the
first that analyze the association of combined genotypes of -509C/T and 869T/C poly-
morphisms of TGFBI gene with preeclampsia.

INTRODUCCION

La preeclampsia (PEE) es un desorden hiperten-
sivo multisistémico tnico en humanos que afecta del
8 al 10 % de los embarazos, con incidencias mayores
en paises en vias de desarrollo (Duley 2009); es una
importante causa de morbi-mortalidad fetal (Alhozali
et al. 2012) y la primer causa de muerte materna en
México (SESA 2010). La PEE se define como la
aparicion de novo de hipertension (definida como
aumento de la presion arterial sistolica > 140 mm Hg
y/o de la presion arterial diastolica > 90 mmHg, en
al menos dos ocasiones con > 4 horas de diferencia)
y proteinuria (> 300 mg/dL en muestra de 24 horas
y/o > 1+ en reactiva de orina de muestra al azar)
(Savaj y Vaziri 2012). Las manifestaciones clinicas
de este desorden aparecen después de la semana 20
gestacional, durante el alumbramiento o el postpar-
to (SESA 2007). A la fecha se desconoce su causa
desencadenante. Sin embargo, se han identificado
diversos factores hereditarios y adquiridos (familia-
res, ambientales, inmunoldgicos e individuales) que

parecen interactuar de diversas maneras para que
la PEE aparezca (Vazquez y Rico 2011). El comun
denominador de este trastorno es la isquemia utero-
placentaria a partir de una incompleta sustitucion de
la capa muscular de la pared de las arteriolas espirales
(ramas terminales de las arterias uterinas) por parte de
las células trofoblasticas en las semanas 12 a 14y 16
a 18 de la gestacion; esto ocasiona la persistencia de
vasos sanguineos de alta resistencia que aportan un
flujo placentario reducido y turbulento que se traduce
en hipoperfusion e isquemia de los espacios sinus-
oidales (Pridjian y Puschett 2002). Las células que
componen estos lechos placentarios sufren hipoxia,
apoptosis y liberacion secundaria de varias sustancias
que se vierten al torrente circulatorio materno, en
donde ejercen su efecto citotoxico directo sobre las
células del endotelio arteriolar y capilar, ademas de
condicionar: vasoconstriccion, fuga capilar, coagula-
cion intravascular localizada y lesion o insuficiencia
multiorganica (Pridjian y Puschett 2002).

El factor de crecimiento transformante 31 (TGF-f1)
es una citosina multifuncional expresada en una amplia
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variedad de células; particularmente durante el emba-
razo, TGF-B1, tiene el potencial de regular el balance
de la proliferacion y diferenciacion entre el sincitio-
trofoblasto y el citotrofoblasto invasor, evento del cual
depende el desarrollo normal del embarazo (Stanczuk
et al. 2007). Se han reportado niveles elevados de esa
citosina en embarazos con PEE (Djurovic et al. 1997,
Enquobahrie et al. 2005), que probablemente estan
asociados con una placentacion defectuosa y desen-
cadenan su aparicion (Staun-Ram y Shalev 2005). Sin
embargo, estos hallazgos siguen siendo controvertidos
(Lyall et al. 2001, Hennessy et al. 2002, Szarka et
al. 2010). En humanos, el gen TGFBI codifica para
esta citosina y tiene su locus en 19q13.1-2. Se han
descrito polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
en este gen, tanto en la region promotora como en la
region codificante. EI SNP -509C/T altera la secuen-
cia consenso del factor de transcripcion Ying Yang 1
(YY1), aumentando la unién y funcion del promotor
YY1; este cambio se ha asociado con altos niveles de
proteina circulante (Celedon et al. 2004, Silverman et
al. 2004). Por otro lado, el SNP 869T/C que se localiza
en el codon 10 dentro del péptido sefial, provoca un
cambio aminoacidico de una leucina por una prolina
interrumpiendo el dominio alfa-hélice del péptido. Este
cambio afecta la eficiencia de exportacion, estabilidad
y activacion de TGF-B1 (Stanczuk et al. 2007, Kim
et al. 2010). El objetivo de este trabajo fue evaluar la
asociacion de los genotipos combinados de los SNP
-509C/T y 869T/C del gen TGFBI con PEE, en una
poblaciéon de Durango, México.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio. Se reclutaron 49 casos
con PEE y 100 testigos normotensas del servicio de
gineco-obstetricia del Hospital General “A” de la
Secretaria de Salud de Durango, Durango bajo un
disefio de casos y controles. Los testigos de embara-
zos normoevolutivos cuyas cifras de tension arterial
fueron normales, sin datos de proteinuria durante
el embarazo, parto y puerperio, sin complicaciones
médicas u obstétricas previas, fueron pareados por
edad cronolégica y gestacional. Los criterios de ex-
clusion de ambos grupos fueron anomalias congénitas
mayores y la preexistencia de condiciones médicas
como diabetes, hipertension cronica, enfermedad
autoinmune o renal. El Comité de Etica del Hos-
pital General “A” aprob¢ el uso de la informacion
clinica y reclutamiento de pacientes con propositos
de investigacion; se obtuvo carta de consentimiento
informado de todas las participantes.

Genotipificacion. Se obtuvieron muestras de sangre
periférica en tubos vacutainer (Becton Dickinson, NJ,
EUA) y se extrajo DNA genémico empleando el kit
QIAamp DNA Blood extraction kit (Qiagen, Hilden,
Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabrican-
te. Los polimorfismos -509C/T (rs1800469) y 869T/C
(rs1800470) del gen TGFBI fueron genotipificados
por PCR en tiempo real en el equipo StepOne con
sondas Tag-Man® (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EUA). Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 minutos,
seguida de 42 ciclos de desnaturalizacion a 92 °C por
15 segundos y 60 °C por 90 segundos (42 ciclos) y un
ciclo adicional de 60 °C por 30 segundos. Como con-
trol de calidad, el 10 % de las muestras elegidas al azar
se repitieron, mostrando un 100 % de concordancia.

Analisis Estadistico. En el caso de variables nu-
méricas los datos fueron expresados como medias
(Promedio = DS), las variables categoricas como fre-
cuencias (%). Las frecuencias alélicas y genotipicas
de los polimorfismos estudiados se determinaron por
conteo directo. Se evalu6 la desviacion del Equilibrio
de Hardy-Weinberg de las frecuencias genotipicas
de cada polimorfismo utilizando la prueba HW con
1 grado de libertad. Los datos clinicos de los grupos
se compararon con la prueba ¢ de Student en el caso
de variables numéricas y y> de Pearson para variables
categoricas (en caso de distribucion no paramétrica se
utiliz6 la prueba exacta de Fisher). La comparacion de
las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos
se realizo con la prueba y? de Pearson. Se estim6 la
razon de momios (OR) y el intervalo de confianza
al 95 % para evaluar el riesgo de preeclampsia por
los genotipos combinados -509CT/869TC del gen
TGFBI; el riesgo se ajustd por la covariable edad,
mediante un analisis de regresion logistica. En todos
los analisis estadisticos se consider6 un valor p <0.05
como estadisticamente significante. El analisis es-
tadistico se llevo a cabo utilizando el paquete SPSS
v15.0 (SPSS Inc., Chicago, 11, EUA).

RESULTADOS

Lamediadeedad fuede 19.48+2.3y19.22+£2.5
afos (rango 13 a 24) para casos y controles respec-
tivamente. No se encontraron diferencias entre los
grupos con respecto a las variables edad, semanas
de gestacion y relacidon primiparidad/multiparidad
(Cuadro I). Las variables que mostraron diferen-
cia entre los grupos fueron antecedente familiar
de preeclampsia, presion arterial media (mmHg) y
escolaridad (p < 0.05).
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CUADRO I. CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIEN-
TES CON PREECLAMPSIA (PEE) Y CONTRO-
LES NORMOEVOLUTIVOS (NE)

Caracteristica clinica PEE (n=49) NE(n=100) p

Edad (afos)® 19.48(2.36)  19.22(2.56) 0.537°
Semanas de gestacion® 36.5(3.7) 35.9(5.0) 0.736°
Antecedente de PEE

(%) 51 6 0.0001¢
Relacion primiparidad/

multiparidad 37/12 60/40 0.073¢
Presion arterial media

(mm Hg)? 132.89 (11.65) 77.9 (8.79) 0.001°
Proteinuria (tira

reactiva) 2.5(0.5) -- --
Escolaridad (afnos)? 10.8 (2.0) 9.38 (1.89) 0.001°

Promedio + desviacion estandar
Prueba ¢ para muestras independientes
Prueba y* de Pearson

El cuadro II muestra las distribuciones de las
frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfis-
mos -509C/T y 869T/C del gen TGFBI1 en controles
normoevolutivos y pacientes con preeclampsia. Las
frecuencias genotipicas del polimorfismo -509C/T
en los grupos de controles y de pacientes con pree-
clampsia no muestran desviacion del equilibrio

CUADRO II. FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPI-
CAS DE LOS POLIMORFISMOS -509C/T y
869T/C DEL GEN TGFBI EN PACIENTES
CON PREECLAMPSIA (PEE) Y CONTROLES
NORMOEVOLUTIVOS (NE)

Polimorfismos de TGFB1

-509 C/T PEE NE
n (%) n (%) p*
Alelo n=49 n=100
C 51 (52) 100 (50) A1
T 47 (48) 100 (50)
Genotipo
CcC 13 (26.5) 25 (25) 126
CT 25 (€2)) 50 (50)
TT 11 (22.5) 25 (25)
+869 T/C
Alelo
T 51 (52) 90 (45) 253
C 47 (48) 110 (55)
Genotipo
TT 14 (28.6) 25 (25) 430
TC 23 (46.9) 40 (40)
CcC 12 (24.5) 35 (35)

* Prueba x> de Pearson

Hardy-Weinberg (HWE) (p = 0.62 y p = 1.0 respecti-
vamente). Los genotipos -509TT, -509CT y -509CC
no presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre controles y casos. En ambos grupos
los heterocigotos tuvieron la mayor frecuencia (51
% en casos y 50 % en controles). En la posicion 869
no se encontraron diferencias entre los grupos en
las frecuencias alélicas y genotipicas (p > 0.05). Las
frecuencias genotipicas del polimorfismo 869T/C en
los grupos de controles y de pacientes con PEE no
muestran desviacion del HWE (p = 0.68 y p = 0.77
respectivamente). Como se muestra en el cuadro I11,
se encontraron los nueve genotipos combinados
posibles; en ambos grupos el doble heterocigoto
-509CT/869TC tuvo la mayor frecuencia (26.5 % en
casos y 25 % en controles). Sin embargo, no se en-
contraron diferencias estadisticamente significativas
entre las frecuencias por genotipos combinados de los
polimorfismos -509C/T y 869T/C del gen TGFBI de
pacientes con PEE y controles normoevolutivos (p >
0.05). Los genotipos combinados de los polimorfismos
-509C/Ty 869T/C del gen TGFBI no se asociaron con
el riesgo de PEE. Sin embargo, después de ajustar por
la covariable edad, mediante un modelo de regresion
logistica, el genotipo combinado -509CT/869TC se
asocio significativamente con el riesgo de preeclamp-
sia (OR ajustada 1.344, IC 95 % 1.024-1.765), com-
parada con las mujeres con genotipo combinado doble
homocigotos silvestres -509CC/869TT (Cuadro IV).
Las mujeres con genotipo combinado -509CC/869CC
mostraron una fuerte tendencia de asociacion no signi-
ficativa de riesgo de preeclampsia (OR ajustada 2.202
IC 95 9% 0.983-4.937).

CUADRO III. FRECUENCIAS DE LOS GENOTIPOS
COMBINADOS DE LOS POLIMORFISMOS
-509C/T y 869T/C DEL GEN TGFB1 DE PA-
CIENTES CON PREECLAMPSIA (PEE) Y
CONTROLES NORMOEVOLUTIVOS (NE)

PEE NE
Genotipo (n=49) (n=100) ®
combinado p

n (%) n (%)
-509CC/869TT 2(4.1) 9(9) 234
-509CT/869TT 9 (18.4) 13 (13) 263
-509TT/869TT 3(6.1) 3(3) 308
-509CC/869TC 6(12.2) 8(8) 290
-509CT/869TC 13 (26.5) 25 (25) 495
-509TT/869TC 3(6.1) 7(7) 572
-509CC/869CC 5(10.2) 8(8) 433
-509CT/869CC 4(8.2) 12 (12) 243
-509TT/869CC 4(8.2) 15 (15) 182

*Prueba exacta de Fisher
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CUADRO IV.ESTIMACION DE RIESGO DE PREECLAMPSIA
POR LOS GENOTIPOS COMBINADOS DE LOS PO-
LIMORFISMOS -509C/T'Y 869T/C DEL GEN TGFB1

Genotipo OR IC95% OR IC95 %
combinado Cruda Ajustada
-509CC/869TT 1.0 NA 1.0 NA
-509CT/869TT 1.505 594 — 3.81 1.192 .832— 1.707
-509TT/869TT  2.1087  .409 —10.85 1.574 .613— 4.043
-509CC/869TC  1.6047 .524 — 4091 1.267 731— 2.196
-509CT/869TC 1.083 497 — 2361  1.344  1.024- 1.765
-509TT/869TC  0.866 214 — 3.506 1.254 724 - 2.171
-509CC/869CC  1.306 404 — 422 2.202 983 — 4.937
-509CT/869CC  0.651 .1987—- 2.136  1.138 745 - 1.739
-509TT/869CC  0.503 157 - 1.607  1.271 768 — 2.104
DISCUSION (Dunning et al. 2003) y niveles circulantes elevados

A pesar de la gran cantidad de investigacion
sobre la preeclampsia, hoy en dia esta enfermedad
permanece como uno de los grandes misterios de la
ciencia médica (Cudihy y Lee 2009). La ausencia de
un modelo explicativo universalmente aceptado sobre
la génesis de la preeclampsia se debe a varias razones,
entre ellas, es importante mencionar la complejidad
de la enfermedad, distribucion universal con factores
de riesgo variables en diferentes grupos étnicos y la
diversidad de indicadores de riesgo documentados
que cambian dependiendo si el enfoque investigativo
es epidemiologico, clinico o basico (Salvador et al.
2012). Algunos investigadores han reportado con-
centraciones maternas incrementadas de TGF-B1 en
embarazos con preeclampsia, lo que sugiere que la
sintesis y liberacion de esta citosina puede estar des-
regulada en este tipo de complicaciones del embarazo
(Redman et al. 1999, Benian et al. 2002). El nivel cir-
culante de TGF-B1 se encuentra bajo control genético
y se han reportado algunos polimorfismos que afectan
la expresion de esta proteina (Crivello et al. 2006,
Park et al. 2006, Peng et al. 2011). La sustitucion C
por T en el polimorfismo -509C/T altera el sitio de
union —CCATCTC/TG—, al factor de transcripcion
YY1y se ha asociado con concentraciones elevadas
de TGF-B1 en plasma. Se ha hipotetizado que el alelo
T aumenta la afinidad por el factor de transcripcion
YY1 de la region promotora y es responsable por
el aumento en las tazas de transcripcion de TGF-f1
(Silverman et al. 2004). En un estudio con gemelos,
Grainger et al. (1999) estimaron que el polimorfismo
-509C/T explica ~8 % de la variacion de los niveles
plasmaticos de TGF-B1. La sustitucion T por C en la
posicion 869 conduce al cambio aminoacidico de una
leucina por una prolina del péptido sefal que resulta
en un incremento en la secrecion de TGF-B1 in vitro

de esta citosina (Yamada et al. 2001).

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo
sugieren que no hay riesgo de preeclampsia por los
haplotipos de los polimorfismos -800G/A, -509C/T y
869T/C del gen TGFBI (Aguilar-Duran et al. 2014).
Sin embargo, Berndt et al. (2007) han reportado
que los polimorfismos -509C/T y 869T/C del gen
TGFBI se encuentran en desequilibrio de ligamiento
estrecho (D’ =0-99) y fuertemente correlacionados
(r> = 0.71) entre si, esta fuerte correlacion entre
ambos polimorfismos hace imposible determinar
de manera concluyente cual variante predispone
inicialmente la susceptibilidad de riesgo genético.
A la fecha no existen reportes en la literatura que
evalten la asociacion de los genotipos combinados
de los polimorfismos -509C/T y 869T/C del gen
TGFBI con la preeclampsia. En este estudio encon-
tramos que el genotipo combinado -509CT/869TC
se asocio significativamente con el riesgo de pree-
clampsia; debido a que estos polimorfismos se
han asociado con niveles séricos elevados de esta
citosina (Yamada et al. 2001, Berndt et al. 2007),
podriamos esperar una inhibicion de la proliferacion
y diferenciacion trofoblastica, evento crucial en la
génesis de la preeclampsia.

Li et al. (2007) estudiaron los polimorfismos
-509C/T y 869T/C en nifios mexicanos con asma y
atopia, nuestros datos coinciden con las frecuencias
reportadas (frecuencia del alelo menor C = 0.497 y
T = 0.461 para las posiciones -509C/T y 869T/C,
respectivamente). Peng et al. (2011) reportaron en
pacientes chinos que el alelo -509T y su genotipo
homocigoto son factores de riesgo critico de suscep-
tibilidad genética de infarto cerebral.

Nuestros resultados concuerdan con los reporta-
dos por Feizollahzadeh et al. (2012), quienes reportan
que no hay diferencias estadisticamente significativas
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en las frecuencias alélicas y genotipicas del polimor-
fismo -509C/T entre mujeres con PEE y con emba-
razo normoevolutivo en poblacion Irani (p > 0.05).

Con respecto al polimorfismo 869T/C, se han
realizado diversos estudios en pacientes con pree-
clampsia, sin embargo, los resultados respecto a
su asociacion siguen siendo contradictorios. Kim
et al. (2010) reportaron que las pacientes coreanas
con genotipos T/C, C/C y genotipo combinado TC/
CC se asocian significativamente con riesgo de
preeclampsia comparadas con mujeres con genotipo
869TT, ademas de que las mujeres con preeclampsia,
portadoras del alelo 869C, tienen mayor riesgo de
embarazo complicado con restriccion del crecimiento
intrauterino. En poblacion de Zimbawe, Stanczuk
et al. (2007), reportan que las portadoras del alelo
T de este polimorfismo impacta en la severidad de
la preeclampsia/eclampsia. Sin embargo, de Lima
et al. (2009), no encuentran diferencias entre las
frecuencias alélicas o genotipicas del polimorfismo
869T/C en pacientes brasilefias con preeclampsia y
testigos. Nuestros resultados en poblaciéon mexica-
na coinciden con los reportados por de Lima et al.
(2009). Las razones para las discrepancias entre los
hallazgos de los investigadores no son claras. Sin
embargo, es importante comentar que las diferen-
cias étnicas, los factores de susceptibilidad genética
y agentes ambientales individuales, pueden influir
la aparicién de la preeclampsia, por lo que resulta
altamente conveniente replicar estudios de este tipo
con mayores tamarfios de muestra.

CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las frecuencias alélicas, genotipi-
cas o por genotipos combinados de los polimorfismos
-509C/T y 869T/C del gen TGFB1 en pacientes con
preeclampsia y testigos normoevolutivos; el geno-
tipo combinado doble heterocigoto -509CT/869TC
se asocio significativamente con el riesgo de pree-
clampsia.
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