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RESUMEN

Antecedentes. La preeclampsia es una enfermedad multiorganica que causa
morbimortalidad maternay perinatal, con una fisiopatologia poco claray sin métodos
de prevencion y/o tratamientos especificos. Objetivo. Establecer la asociacion entre
las variantes -75 G/A en el gen ApoA1, 2488 C/T en el gen ApoB100, los niveles séricos
de la ApoA1 y ApoB100 y la preeclampsia severa en gestantes peruanas. Métodos.
Se procesaron muestras sanguineas de gestantes con preeclampsia severa y sanas
(controles) para extraccion de ADN y genotipado con la técnica PCR-RFLP. Ademas, se
analizo el suero para cuantificar la ApoA1 y ApoB100. Se compararon los genotipos
y alelos entre los casos y controles, asi como los niveles séricos de ApoA1y ApoB100
considerando los genotipos. Resultados. No se encontraron diferencias significativas
entre las frecuencias genotipicas y alélicas de la variante -75 G/A en el gen ApoAly
2488 C/T en el gen ApoB100 de ambos grupos. Se hall6é una diferencia significativa
(p=0,039) al comparar el ApoA1 sérico en pacientes con genotipos heterocigotos
GA, siendo los niveles promedio mas bajos en preecldmpticas severas (161,37
+ 40,21) respecto a las controles (185,37 + 35,38). Conclusiones. Si bien no se ha
encontrado asociacion entre las variantes -75 G/A en el gen APOA1 y 2488 C/T en el
gen ApoB100 y la preeclampsia, sin embargo, los niveles séricos de la ApoA1 fueron
significativamente menores en las preeclampticas severas con genotipo heterocigoto
GA respecto a los controles. De esta manera, se contribuye en la comprensién de la
preeclampsia en gestantes peruanas.

Palabras clave. Preeclampsia, Gestantes, Apolipoproteina A-1, Apolipoproteina
B-100, Suero, Peru

ABSTRACT

Background: Preeclampsiais a multi-organ disease that causes maternal and perinatal
morbidity and mortality, with an unclear pathophysiology and without specific
prevention methods and/or treatments. Objective: To establish the association
between variants -75 G/A in the ApoA1 gene, 2488 C/T in the ApoB100 gene, serum
levels of ApoA1 and ApoB100 and severe preeclampsia in Peruvian pregnant
women. Methods: Blood samples from pregnant women with severe preeclampsia
and healthy women (controls) were processed for DNA extraction and genotyping
with the PCR-RFLP technique. In addition, serum was analyzed to quantify ApoA1 and
ApoB100. Genotypes and alleles were compared between cases and controls, as well
as serum ApoAT1 and ApoB100 levels considering genotypes. Results: No significant
differences were found between the genotypic and allele frequencies of the -75 G/A
variant in the ApoA1 gene and 2488 C/T in the ApoB100 gene of both groups. A
significant difference (p=0.039) was found when comparing serum ApoA1 in patients
with heterozygous GA genotypes, with lower average levels in severe preeclamptic
(161.37 + 40.21) compared to controls (185.37 + 35.38). Conclusions: Although no
association was found between the variants -75 G/A variants in the APOA1 gene and
2488 C/T in the ApoB100 gene and preeclampsia, however, serum ApoA1 levels were
significantly lower in severe preeclamptic women with GA heterozygous genotype
than in controls. Thus, we contribute to the understanding of preeclampsia in
Peruvian pregnant women.

Key words: Preeclampsia, Pregnant women, Apolipoprotein A-1, Apolipoprotein
B-100, Serum, Peru
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INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una enfermedad que
complica a la gestante con hipertensién arterial
y compromiso vascular de 6rganos y sistemas.
Afecta entre 2% y 8% de las mujeres embra-
zadas™, con mayor presencia en los paises de
ingresos bajos y medios, hasta en 12% de las
gestantes en Lima, Peru®@. Contribuye significa-
tivamente a la morbimortalidad materna y neo-
natal. Puede ocurrir en cualquier momento de
la gestacion -generalmente en la segunda mitad
del embarazo-y hasta el momento no se ha ha-
llado tratamiento ni indicadores para su preven-
cion.

Si bien se conocen factores personales asocia-
dos al riesgo de sufrir PE, como edad materna
mayor de 35 afios, primigravidez, embarazo
multiple, antecedente de PE personal o fami-
liar, obesidad, diabetes, hipertensién arterial,
enfermedad renal o enfermedad autoinmune,
se considera que las variantes genémicas en la
preeclampsia podrian desempefiar un papel im-
portante en la susceptibilidad de una gestante
a padecerla, entre ellas los polimorfismos de
nucleétido Unico (SNP) del ADN -involucrados en
la angiogénesis, la inflamacion y la respuesta in-
munitaria- o las variaciones en el nimero de co-
pias, deleciones o duplicaciones de segmentos
importantes de ADN en el desarrollo y funcién
de la placenta®.

Por otra parte, los niveles séricos de lipidos ma-
ternos parecen modificarse a lo largo del emba-
razo en las gestantes con enfermedad hiperten-
siva, siendo esto mas significativo en las mujeres
con preeclampsia®.

La apolipoproteina A1 (Apo A1) es el principal
componente proteico de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL). Es una proteina multifun-
cional que interviene en el transporte del coles-
terol y en la regulacién de las respuestas infla-
matoria e inmunitaria?”, inhibiendo la oxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la
eliminacion de los fosfolipidos téxicos. Las in-
vestigaciones sugieren que los niveles de Apo Al
en las gestantes pueden aumentar al final de la
gestacion tanto en sangre como en los tejidos
placentarios, especialmente en las que padecen
de preeclampsia®®.
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La apolipoproteina B100 (apo-B100) es una pro-
teina que interviene en la circulacion del coleste-
rol en el organismo como forma de lipoproteina
de baja densidad (LDL). Las mutaciones en el
gen que dirige la produccion de la apolipopro-
teina B100 pueden causar afecciones como la hi-
percolesterolemia familiar®.

METobos

El presente estudio es asociativo, disefio ob-
servacional tipo casos (preeclampsia severa) y
controles (sin preeclampsia), realizado entre los
afios 2017 y 2019. Las mujeres fueron gestantes
en el tercer trimestre atendidas en el Hospital
Docente Madre-Nifio San Bartolomé y en el Ins-
tituto Nacional Materno Perinatal, instituciones
publicas de referencia de la ciudad de Limay
pertenecientes al Ministerio de Salud del Peru.

Se definié que una gestante tenia preeclamp-
sia cuando presentaba presion arterial >140/90
mmHg y proteinuria 2300 mg/24 h. Se conside-
ré preeclampsia severa cuando ademas habia
evidencia de disfuncién de otros érganos ma-
ternos, como lesion renal aguda (creatinina 290
pmol/L; 1 mg/dL), afectacion hepatica (transa-
minasas elevadas) con o sin dolor abdominal
en el cuadrante superior derecho o epigastrico,
complicaciones neurolégicas (como eclampsia,
alteracion del estado mental, ceguera, acciden-
te cerebrovascular, clonus, cefaleas intensas y
escotomas visuales persistentes), complicacio-
nes hematolégicas (trombocitopenia <150,000/
pL, coagulacién intravascular diseminada, he-
molisis) o disfuncién uteroplacentaria (restric-
cion del crecimiento fetal, anormalidades de la
onda Doppler de la arteria umbilical o muerte
fetal)(9,

El muestreo fue no probabilistico (por conve-
niencia). El criterio de inclusion para el grupo
de casos fueron edad >18 afios con diagndsti-
co de preeclampsia grave en la segunda mitad
del embarazo y confirmado por datos clinicos y
de laboratorio. Se excluyeron las gestantes sin
proteinuria o con hipertensiéon cronica, diabe-
tes, otras afecciones médicas o con informacion
incompleta. Los criterios de inclusion para el
grupo control fueron edad >18 afios, gestante
aparentemente sana, sin preeclampsia y sin en-
fermedades relevantes.


https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/000392.htm
https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/000392.htm
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El protocolo de la investigacién y el consenti-
miento informado fueron aprobados por el Co-
mité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de San Marcos, Lima, Perd,
y los Comités de Etica de los hospitales partici-
pantes. Se obtuvo el consentimiento informado
de las gestantes y los datos fueron recogidos en
una ficha clinica.

Las muestras de sangre se extrajeron en tubos
Vacutainer (3 mL), conservadas en refrigeracion
y trasladadas al laboratorio para la extraccion
del ADN con kits comerciales y la separacién del
suero sanguineo para la evaluacion bioquimica
de los niveles de ApoA-1y ApoB-100 mediante el
método de ELISA.

El ADN obtenido se procesd mediante la téc-
nica PCR-RFLP para determinar los genotipos
y alelos de los polimorfismos -75/GA en el gen
ApoA-1y 2488C/T (Xbal) en el gen ApoB-100,
con cebadores especificos y digestion con en-
zimas de restriccion Mspl y Xbal, respectiva-
mente, segln protocolos preestablecidos®.

Las frecuencias alélicas y genotipicas fue-
ron calculadas seguln la hipotesis de equi-
librio de Hardy-Weinberg. Para establecer
la asociacién entre los genotipos, alelos y la
preeclampsia severa, se realiz6 la prueba de
chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher,
considerando una p < 0,05. Ademas, el riesgo
se establecié mediante el odds ratio (OR). Se
realizaron los cdlculos de la media y desvia-
cién estandar de los datos de ApoA-1y ApoB-
100 en los casos y controles, comparandolos
con la prueba t student para muestras inde-

peruanas con preeclampsia severa

pendientes. Se utiliz6 el programa estadistico
IBM SPSS v25 de IBM y los paquetes de gené-
tica poblacional.

REsuLTADOS

El nUmero de gestantes participantes fue 52 con
preeclampsia severa (casos) y 40 sin preeclampsia
(controles), con una edad media de 28 afios para
ambos grupos (28,8 afios + 7,4 desviacién estan-
dar en preeclampsia severa frente a 28,1 + 6,7 DE
en las controles).

La tabla 1 muestra los resultados en los genes
evaluados. Al comparar las pacientes con pree-
clampsia severa y los controles, no se encontré
diferencias significativas en las frecuencias ge-
notipicas y alélicas de la variante -75 G/A en el
gen ApoATly 2488 C/T en el gen ApoB100, indi-
cando que no habia asociacién y que las varian-
tes evaluadas no eran de riesgo.

La tabla 2 muestra los niveles séricos de ApoAl
y ApoB100 segun los genotipos en pacientes con
preeclampsia severay controles. No se encontra-
ron diferencias significativas en los promedios
séricos de ApoB100 en general y con los genoti-
pos para el polimorfismo 2488 C/T (Xbal). Seguin
los genotipos homocigotas GG y AA para el poli-
morfismo -75 G/A, los niveles de ApoA1 no mos-
traron diferencias entre los casos y controles. Sin
embargo, se encontré una diferencia significati-
va (p=0,039) al comparar la media de ApoAl en
suero en el genotipo heterocigoto GA, con niveles
promedio de ApoAl mas bajos en las las gestan-
tes preeclampticas severas (161,37 + 40,21) en
comparacion con las controles (185,37 + 35,38).

TABLA 1. VARIANTES EN LOS GENES APOAI Y APoB100 EN PACIENTES CON PREECLAMPSIA SEVERA Y CONTROLES, LIMA, PERU.

| | [ Preeclompsiosevera | Comtroles | 00 |
Genotipos y alelos orR(95%C) | p |

G 13(250)
GA 27(519)
ApOAI 75 G/A AA
G 53(51,0)
A 51(49,0)
X-X-(CC)
ApoBIO D
2488pg/T (Xbal) XeXe (TT)
X-(C)
X+(T)

12(23))

28(539)
14 (269)
10(192)
70 (673)
34(327)

11(275) Referencia 0916
19 (475) 1202 (0,445-3,251)

10(25,0) 1,015 (0,318-3,244)

41(513) Referencia 0913
39(487) 1,012 (0,565-1,812)
24(60,0) Referencia 0478
12(30,0) 1,001 (0,389-2,571)

4(10,0) 2143 (0,595-7.717)

60 (75,0) Referencia 0,330
20(25,0) 1,457 (0,760-2,794)

@ Seglin prueba chi cuadrado o test exacto de Fisher. Las frecuencias genotipicas del ApoA1 -75 G/A, en gestantes con preeclampsia severa y los controles se encuen-

tran en equilibrio de Hardy-Weinberg
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TABLA 2. NIVELES sEricos DE APOAT Y APoB10O0O SEGUN GENOTIPOS EN PACIENTES CON PREECLAMPSIA SEVERA Y CONTROLES, LiMA, PERU.

| Preeclampsia severan=52 |

Controles n=40

X + DE mg/dL sangre X+ DE mg/dLsangre | __p°

188,23 £ 45,20 17591 £ 41,62 0,49
ApoAl GA 161,37 £ 40,21 185,37 +35,38 0,0039*
AA 166,83 £ 39,55 167,00 + 41,51 0,992
Total, pacientes 169,35 + 42,05 178,18 + 38,45 0,298
X-X-(CC) 4321£1829 4133£16,30 0,728
X-X+(CT) 4421+1553 445811606 0816
ApoBI0O0
XX+ (TT) 43801596 46,25 +1396 0,886
Total, pacientes 43,60+16,85 4280 +15,75 0815

@ Seglin prueba T student para muestras independientes. * p<0,05, diferencia significativa. X + DE = Medlia + desviacién estdndar

DiscusioN

Los trastornos hipertensivos del embarazo cons-
tituyen una de las principales causas de morbi-
mortalidad materna y perinatal en el mundo.
Los mecanismos subyacentes de la aparicién de
la PE siguen sin estar claros y no existen méto-
dos de prevencion y/o tratamientos especificos.

En la patogenia de la PE se considera que una
invasién superficial del trofoblasto ocasiona la
remodelacion inadecuada de las arterias espira-
les, causando una disfuncion endotelial materna
debido al desequilibrio entre factores angiogéni-
cos y antiangiogénicos que conllevaria al trastor-
no clinico.

La enfermedad puede aparecer subitamente
y la advertencia de una preeclampsia grave in-
minente puede ser una presion arterial sistoli-
ca sostenida de 160 mmHg o mas, un aumento
nuevo y persistente de la creatinina (90 micro-
mol/L o mas, 1 mg/100 mL o mas), incremento
de la alanina transaminasa (mas de 70 UI/L o el
doble del limite superior del rango normal) o
descenso del recuento de plaquetas (menos de
150,000/microlitro), asi como compromiso de la
salud fetal™.

Las lipoproteinas son particulas complejas con
un nucleo central que contiene ésteres de coles-
terol y triglicéridos rodeado de colesterol libre,
fosfolipidos y apolipoproteinas, elementos que
facilitan la formacién y trabajo de las lipoprotei-
nas. Las funciones de las apolipoproteinas son:
1) desempefiar un papel estructural, 2) actuar
como ligandos para los receptores de las lipo-
proteinas, 3) guiar la formacién de las lipoprotei-
nas y 4) actuar como activadores o inhibidores
de las enzimas implicadas en el metabolismo
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de las lipoproteinas®?. La fracciéon proteica de
las lipoproteinas esta formada por varias apo-
lipoproteinas y enzimas cuyas funciones son el
transporte y el metabolismo de los lipidos.

El metabolismo de las lipoproteinas esta regu-
lado y controlado por apolipoproteinas especi-
ficas (apo-), que conforman diversos tipos de li-
poproteinas™. Regulan el metabolismo proteico
transportando y redistribuyendo los lipidos a las
células y los tejidos"™. La Apo B-100 representa
las particulas Apo B circulantes en el organismo
y es una LDL. La relacion Apo B-100/Apo A-1 ha
sido propuesta como un parametro fiable para
predecir la aterosclerosis y los episodios morta-
les por enfermedad cardiovascular vinculados a
alteraciones lipidicas®.

Una modificacién de la relacion Apo B/Apo A-1
ha sido asociada con un mayor riesgo de pree-
clampsia“”. Se ha informado que las pacientes
preeclampticas tienen niveles de Apo A-1 sig-
nificativamente mas bajos y una relacion Apo
B-100/Apo A-1 mas elevada, considerandolos
como marcadores Utiles"®, Sin embargo, se pue-
den encontrar discrepancias en la literatura so-
bre la relacion entre los niveles de Apo A-1/Apo
B-100y la preeclampsia.

En un estudio previo de diversos polimorfismos
genéticos en poblacion peruana, entre ellos los
genotipos y alelos de los genes Apo A-1y Apo
B-100, al igual que en el presente estudio no se
hallaron diferencias significativas entre gestan-
tes con preeclampsia severa y sin preeclamp-
sia®. No obstante, al comparar las gestantes con
preeclampsia severa y controles sin eclampsia,
se ha encontrado una diferencia significativa
(p=0,039) en los niveles séricos medios de ApoA1
en aquellas con genotipo heterocigoto GA para
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el polimorfismo -75 G/A. Especificamente, los ni-
veles promedio de ApoA1T en las preeclampticas
severas fueron mas bajos en comparaciéon con
los controles.

La variante -75 G/A (rs670) en la regién promo-
tora del gen ApoA1 tiene un efecto sobre la ac-
tividad transcripcional, debido principalmente a
la presencia del alelo A, asociado a una disminu-
cion de esta actividad y de la sintesis de ApoA1¢®
20 En la tendencia de nuestros resultados, se
ha mostrado que la heterocigosidad en los po-
limorfismos de la regién promotora, incluyendo
la-75 G/A, resulta en la reduccion significativa de
la expresion del gen, y por lo tanto en la disminu-
cion de los niveles de ApoAT y de otros marcado-
res bioquimicos como el HDL-c?".

Se ha descrito que la expresién de ApoAl es
elevada en el plasma y la placenta de mujeres
preeclampticas en mitad de la gestacion en com-
paracion con los controles sin preeclampsia. La
concentracion de ApoAl también se ha asociado
con la presion sistélica, pero durante la gesta-
cion tardia. Ademas, la actividad transcripcio-
nal del gen ApoA1 puede estar regulada por la
proteina PPARYy, influyendo, entre otros aspec-
tos, en las funciones del trofoblasto®. Todo ello
configura la importancia de la ApoA1l en la pree-
clampsia y otras afecciones y/o enfermedades
relacionadas, debido a su multifuncionalidad y
potencial terapéutico®?.

La variabilidad entre poblaciones y las frecuen-
cias alélicas en la region promotora del gen pue-
den modular diferencialmente la expresién del
gen ApoAl. Al respecto, en Norteamérica se han
evaluado diferentes variantes en el gen ApoA1,
incluyendo -75 G/A, y se han observado patrones
hereditarios especificos en subgrupos asiaticos,
con frecuencias diferentes a los de origen euro-
peo, lo que sugiere que la etnicidad puede influir
en la expresion del gen ApoA1©3. Este aspecto
es importante de acuerdo con los resultados del
presente estudio donde los genes, la bioquimi-
ca, la ascendencia genética, entre los principales
factores, pueden complementarse para incidir
en el desarrollo de la preeclampsia, consideran-
do que las pacientes provienen de la ciudad de
Lima, Perd, cuyos habitantes se caracterizan por
tener un alto componente amerindio®®,

En América Latina, y particularmente en Perd,
existen estudios sobre variantes genéticas y pree-
clampsia cuyo objetivo es contribuir a la fisiopa-
tologia de la enfermedad. Sin embargo, aln son
insuficientes, ya que se deben considerar otros
factores como la epigenética, marcadores bioqui-
micos, entre otros, complementados con estudios
clinicos y el uso de nuevas tecnologias masivas
para la recoleccion y analisis de datos?2>29),

Las limitaciones de la presente investigacion
pueden ser el tamafio de la muestra, el estudio
de otras variantes genéticas y de diferentes mar-
cadores bioquimicos, aspectos que deberian
considerarse en estudios posteriores.

En conclusion, si bien no se ha encontrado aso-
ciacién entre la preeclampsia y los polimorfis-
mos -75 G/A en el gen APOA1 y 2488 C/T en el
gen ApoB100, sin embargo, con respecto a los
niveles séricos de la ApoAl y la APOB100, se
hall6 una diferencia significativa al comparar el
promedio de ApoA1 sérico en el genotipo hete-
rocigoto GA entre las pacientes, con niveles mas
bajos de ApoAT1 en las preeclampticas severas en
comparacion con los controles. De esta mane-
ra, estamos contribuyendo al entendimiento de
los factores involucrados en el desarrollo de la
preeclampsia en gestantes peruanas.
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