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Contribucion de la interaccion entre el genoma y el ambiente
a la preeclampsia en un hospital materno de La Habana

Roberto Lardoeyt, Gerardo Vargas, Jairo Lumpuy, Ramoén Garcia, YuselisTorres

RESUMEN

INTRODUCCION La preeclampsia es una causa importante de mor-
bilidad y mortalidad durante el embarazo a nivel mundial y una de las
principales causas de mortalidad materna en Cuba. Es una enferme-
dad compleja y multifactorial; en ella no se debe subestimar la interac-
cion de los factores genéticos y ambientales, cuando se persigue una
evaluacion adecuada de los riesgos para apoyar el asesoramiento
genético preventivo y personalizado, asi como una atencién prenatal
mas eficaz para prevenir las complicaciones del embarazo.

OBJETIVO Determinar la contribucion a la preeclampsia de la interac-
cién entre un genoma predisponente y los factores ambientales adver-
sos en mujeres embarazadas de un hospital materno de La Habana.

METODOS Se presenta la fase exploratoria de un estudio de casos y
controles realizado entre enero 2007 y diciembre 2009, a partir de los
registros de las pacientes obstétricas del Hospital Universitario Euse-
bio Hernandez, hospital materno de la provincia de La Habana. Se
estudiaron 80 mujeres embarazadas con diagnostico de preeclamp-
sia y 160 controles. Las principales variables fueron: edad, paridad,
estado nutricional (medido por el indice de masa corporal), consumo
de alcohol, tabagquismo y antecedentes de preeclampsia en los fami-
liares de la mujer embarazada (caso en estudio) o de su pareja. Se
utilizaron las pruebas de chi cuadrado de Pearson y la prueba exacta
de Fisher para evaluar la significacion estadistica de la asociacion
entre las variables y el riesgo relativo como medida de la fortaleza de

INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es un trastorno hipertensivo inducido por el
embarazo, que se acompafia de edema, proteinuria 0 ambos, y
se produce después de las 20 semanas de gestacion. Afecta prin-
cipalmente a mujeres nuliparas sin antecedentes de problemas
cardiovasculares o renales y es reversible después del parto.[1]

La PE es una causa importante de morbilidad y mortalidad en el
embarazo a nivel mundial, representa del 3 al 8% de las compli-
caciones en el embarazo, incluyendo la muerte perinatal, el parto
pretérmino y el retraso del crecimiento intrauterino.[1-5] Junto con
la eclampsia, la PE es responsable del 10-15% de las mas de
500 000 muertes relacionadas con los trastornos del embarazo
a nivel mundial (99% de ellas en paises en desarrollo).[1,3] En
Cuba, la PE es una de las principales causas de muerte materna
y aparentemente se ha producido un aumento en la proporcién de
la mortalidad materna relacionada con los trastornos hipertensi-
vos del embarazo desde 2009, aunque las cifras son pequefias: 4
muertes maternas en 2012 para una tasa de 3.2 por cada 100 000
nacidos vivos.[6,7]

Se desconoce la etiologia precisa de la PE. No obstante, se con-
sidera una enfermedad compleja y multifactorial, cuyas mani-
festaciones individuales dependen de la interaccién de dos o
mas genes maternos con el genotipo fetal y con los factores
ambientales.[8] Los principales factores de riesgo asociados con
la PE y la eclampsia son la edad materna (el riesgo es mayor
en las edades extremas, <18 afios 6 >35 afos), la nuliparidad,
la desnutricion, la pobreza, el bajo nivel escolar, los embarazos

la asociacion. Se estudio la agregacion familiar y se empleé un disefio
de casos y controles para evaluar la interaccion entre la genética y el
ambiente, con el uso de modelos aditivos y multiplicativos.

RESULTADOS Entre los factores de riesgo ambientales estudiados,
el consumo de alcohol mostré el mayor efecto sobre el riesgo de pree-
clampsia (OR 3.87, IC del 95%: 1.64-9.13). Se observo agregacion
familiar de la preeclampsia, con un incremento del riesgo tanto para
los familiares de primer grado (OR 2.43, IC 95% 1.62-3.73) como
para los de segundo grado (OR 1.89, IC del 95%: 1.34-2.68), asi
como para los familiares del esposo (OR 2.32, IC del 95%: 1.40—
3.86). Hubo evidencia de interaccion entre el consumo de alcohol y
la historia familiar.

CONCLUSIONES Se demostré la agregacion familiar de la enfer-
medad. Esta es la primera evidencia epidemiolégica en Cuba de las
contribuciones genéticas y ambientales al riesgo de preeclampsia. La
agregacion familiar constituida por los parientes del esposo demues-
tra la importancia del genoma fetal en la génesis de la preeclampsia.
Cuando existe interaccion de los factores de riesgo ambientales con
los genéticos, el riesgo de preeclampsia es mayor, en comparacion
con los riesgos esperados basados en la accion independiente de
estas variables.

PALABRAS CLAVE Preeclampsia, toxemia del embarazo, resulta-
do del embarazo, medio ambiente, genética, interaccion genoma—
ambiente, epidemiologia genética, Cuba

multiples, el embarazo molar, la diabetes y el lupus eritematoso.
[8] Otros factores asociados con un riesgo elevado de PE son
las deficiencias de proteina, los anticuerpos anticardiolipina, la
obesidad antes del embarazo y los factores genéticos manifes-
tados en los antecedentes familiares (las madres, hermanas e
hijas de las pacientes con PE tienen una mayor frecuencia de la
enfermedad).[6,8]

En algunos estudios se han identificado regiones cromosdmicas

y genes candidatos cuyas variantes se han relacionado con una

mayor susceptibilidad a la PE, pero estos resultados no han sido

confirmados consistentemente en otras poblaciones.[9,10] Los
siguientes genes han mostrado un incremento de la susceptibili-
dad a la PE en diferentes entornos:[9]

» polimorfismo del gen de la enzima metilenotetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), una flavoproteina involucrada en la reme-
tilacion de la homocisteina

* una mutacién comin que conduce a la sustitucién de una glu-
tamina por una arginina en la posicion 506 del gen que codifica
el factor V de Leiden

 polimorfismos del gen angiotensinégeno

» polimorfismos comunes en el gen que codifica la lipasa lipo-
proteica y

» el gen NOS3, situado en la region 7936, que codifica la 6xido
nitrico sintasa endotelial.

La base de datos gendmica del Centro Nacional de Informacion
para Biotecnologia de los EE.UU. incluye otros genes que pueden
predisponer a la PE: el gen del factor de crecimiento tumoral-a
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(TGF-a por sus siglas en inglés); el gen de la a-aducina, que
codifica una proteina asociada con la calmodulina y cuyas muta-
ciones generan cambios en la regulacion de la presién arterial
en ratas; el gen del receptor de taquiquinina 1, relacionado con
la neuroquinina B, sustancia implicada en la regulacion vascular
en la PE; el gen de la anexina 4, una proteina anticoagulante
placentaria; los genes de las moléculas de adhesion y muchos
otros que podrian estar relacionados de alguna manera con la
fisiopatologia de la PE.[8,9]

Se han acumulado evidencias de las respectivas contribuciones
genéticas y ambientales en la predisposicion a la PE,[8,11,12]
pero también se debe considerar la interaccion potencial entre
ambas. Esto es fundamental cuando el objetivo es la evaluacion
adecuada de los riesgos para un asesoramiento genético pre-
ventivo y personalizado y una atencion prenatal méas eficaz para
prevenir complicaciones del embarazo. Aunque en Cuba se han
realizado estudios de factores de riesgo de la PE,[13-15] nin-
guno ha examinado el efecto de los componentes genéticos
y ambientales y su interacciéon para el riesgo de la PE. Esto
podria explicar por qué no hay tablas de referencia de riesgo
de PE atribuibles a la predisposicion genética (basada en los
antecedentes familiares), atribuibles a los factores de riesgo
ambientales o0 a su interaccion. Este problema nos conduce a
la pregunta: ¢la interaccion entre un genoma predisponente y
los factores de riesgo ambientales contribuye a un mayor riesgo
de PE que el efecto de los factores cuando actian de forma
independiente?

De ahi se deriva la hipotesis de que la interaccion entre la predis-
posicion genética de una mujer a la PE y los factores ambientales
adversos podria aumentar el riesgo de PE mas que si los factores
genéticos y ambientales actuaran por separado. Este es el primer
estudio en Cuba para abordar esta hipétesis.

Tablal. Variables del estudio

METODOS

Tipo de estudio y pacientes Esta fase exploratoria de un estu-
dio analitico de casos y controles con registro hospitalario utili-
z6 datos de los nacimientos ocurridos desde enero 2007 hasta
diciembre 2009 en el Hospital Universitario Eusebio Hernandez,
hospital materno de La Habana. Este hospital se encuentra en el
municipio de Marianao, cuenta con 312 camas y atiende a una
poblacién de aproximadamente 89 000 mujeres en edad fértil,
principalmente de los municipios Playa, Lisa y Marianao. Es el
centro de referencia provincial para la atencion de los recién naci-
dos con peso inferior a 1 500 g. El hospital atiende mas de 4 000
nacimientos al afio.

Universo del estudio Estuvo constituido por 124 mujeres emba-
razadas ingresadas en el servicio de hipertension y embarazo del
hospital. Sus historias clinicas fueron extraidas de la base de datos
del hospital. De ellas, se seleccionaron las 80 pacientes que cum-
plieron los criterios de inclusién que se sefialan a continuacion:

Criterios clinicos y de laboratorio para el diagnéstico de PE
Presion arterial sistélica >140 mmHg o presion arterial diastolica >90
mmHg, asociada con proteinuria (excrecion de >0.3 g de proteinas
en orina de 24 horas), ambos detectados en una mujer embarazada
previamente sana con mas de 20 semanas de gestacion.[12]

Criterios de inclusion Residencia en el municipio de La Lisa
(por conveniencia, pues dos de los autores trabajan en este
municipio), parto ocurrido en el Hospital Universitario Eusebio
Hernandez dentro del periodo de estudio, diagnostico clinico y
de laboratorio de PE realizado por especialistas del Servicio de
Hipertension y Embarazo del Hospital.

Criterios de exclusion Otras formas clinicas de la hiperten-
sion en el embarazo, tales como la hipertension gestacional,

<20
20-35
>35
Bajo
Medio
Alto

Edad al parto(afios)

Nivel de escolaridad

Nuliparidad
Bajo peso

Estado nutricional (IMC) en consulta inicial de obstetricia Normopeso

(8-11 semanas) Sobrepeso
Obesidad

Educacién primaria terminada o no
Educacién secundaria o pre-universitaria, terminadas o no
Estudios universitarios terminados o no

Ausencia de partos previos

<19.6
19.9-24.9
25-29.9
>30

Normal: Ganancia de peso ideal segun IMC inicial

Para personas con bajo peso
Para personas con normopeso
Para personas con sobrepeso
Para personas obesas

Ganancia de peso

11.34-17.28 kg

10.53-15.93 kg
7.56-9.44 kg
5.40-7.55 kg

La ganancia de peso se consideré excesiva si fue mayor que el limite superior para la
categoria de IMC correspondiente

Si/No
Consumo de tabaco

Cualquier uso, independientemente del nimero de cigarrillos o de la interrupcion del

consumo durante el embarazo

Consumo de alcohol Si/No

Cualquier uso, independientemente de la dosis o la frecuencia del consumo

Antecedentes familiares de PE Silm

Madre, hermana, tia, abuela, media hermana, suegra, cuiiada

IMC: indice de masa corporal  PE: preeclampsia
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hipertension crénica, hipertensién cronica con PE sobreafiadi-
da y eclampsia.

Grupo control Consistio en una muestra de 160 controles (2 por
cada caso) que fue seleccionada mediante muestreo de densi-
dad y pareado por afio de ingreso, edad y area geografica del
policlinico al que pertenecian en el momento de la captacién del
embarazo.

Variables de estudio Véase la Tabla 1.

Recogida de datos Se utilizaron los datos del examen fisico en
el momento de la admision y se realizaron entrevistas en pro-
fundidad a los casos y controles para la construccion del arbol
genealdgico, utilizando un instrumento disefiado para el estudio
y validado por un grupo de expertos constituido por dos gine-
cblogos-obstetras especializados en trastornos hipertensivos del
embarazo, dos genetistas clinicos y un bioestadistico.

El instrumento se utilizd6 para obtener los datos solicitados
mediante una guia de entrevista. Si la paciente tenia conocimien-
tos limitados de su historia familiar, se entrevisté a otros parien-
tes. Los datos fueron registrados en Microsoft Excel 2007, y se
analizaron con el programa SPSS v 20.0 y el software estadistico
INFOSTAT.

Analisis estadistico

Factores de riesgo ambientales Se utilizaron la prueba de chi
cuadrado de Pearson de independencia y homogeneidad y la
prueba exacta de Fisher, con un nivel de significacion estadis-
tica @ = 0.05. Para los factores cuyas distribuciones tuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los casos y los
controles, se calcularon el coeficiente de correlacion phi (@) y la
odds ratio (OR) como medidas de la fortaleza de la asociacion.
Se probo la hipétesis nula para la diferencia de proporciones de

dos muestras independientes, utilizando el software estadistico
MICROSTAT. Para este analisis todos los factores no dependien-
tes del genoma se consideraron ambientales.

Factores genéticos La agregacion familiar se estudié para cada
grado de parentesco, con un enfoque de casos y controles,
excluyendo siempre el probando (caso bajo estudio o embaraza-
da para quien se construyo el arbol genealdgico).[16]

El coeficiente de heredabilidad (h?) se obtuvo a partir de la corre-
lacion entre los familiares de primer grado (hermanas) y los de
segundo grado (medio hermanas), estimada por la proporcion de
concordancia del probando con cada grupo.

Se utiliz6 la siguiente férmula para calcular h?:
h? = 4 x (correlacion entre hermanos carnales menos la correla-
cion entre medios hermanos)

Como la heredabilidad es una proporcion, su maximo valor es
1; si el valor es >0 los factores genéticos y ambientales estan
implicados en la aparicion de la enfermedad. Si h? es >0.75, la
participacion genética es considerable.[17]

Estudio de la interaccién entre el genoma y el ambiente Se
disefid un estudio caso—control para calcular la OR de la inte-
raccion genoma—ambiente. El analisis de los antecedentes
familiares de PE segun el grado de parentesco, se considerd un
sustituto del genoma.[17] Se seleccionaron para el analisis los
tres factores de riesgo ambientales y los tres factores de ries-
go genéticos (grado de parentesco) que obtuvieron los mayores
valores de OR para la PE. La interaccion se consideré importante
si la OR observada para el efecto genético y para el efecto de los
factores ambientales juntos ORga (OR de la interaccion entre
genes y medio ambiente) fue mayor de lo esperado en ambos
modelos, aditivo (ORg + ORa) y multiplicativo (ORg x ORa).[17]

Tabla 2: Distribucién de los factores de riesgo ambientales y los antecedentes familiares de preeclampsia en casos y controles

. Casos Controles

Ambientales __vaor | () | Vaor | % | | |

Bajo nivel educacional 5)
Consumo de alcohol 15
Tabaquismo 28
Ganancia excesiva de peso 27
Sobrepeso y obesidad (IMC >25) 26
Bajo peso (IMC <19.6) 16
Nuliparidad 36
Edad >35 afios al parto 11

Edad <20 afios al parto

Antecedentes familiares de preeclampsia* __

Cunada 19/53
Suegra 28/80
Media hermana 10/28
Abuela 26/80
Tia 31/80
Hermana 18/80
Madre 30/80

6.3 S i1e 1.78 0.03
18.8 9 5.6 3.09 <0.001
35.0 34 21.3 2.29 0.01
33.8 37 23.1 1.75 0.03
S245) 53] 20.6 2.01 0.02
20.0 19 11.9 1.69 0.04
45.0 57 35.6 141 0.07
13.8 9 5.6 214 0.01
211 15.0 2.31 0.01
35.8 7/91 4.52 <0.001
35.0 9/119 7.6 4.87 <0.001
35.7 6/70 8.6 3.28 <0.001
325 7/122 5.7 5.03 <0.001
38.8 31/122 25.4 2.01 0.02
225 17/125 13.6 1.65 0.04
SIS 37/160 23.1 2.34 0.009

* Para los casos y controles, el cociente representa la proporcién de familiares que tuvieron preeclampsia entre todos los parientes reportados para ese grado de paren-
tesco (el denominador representa el nimero de familiares segiin grado de parentesco a los que se les pregunté sobre la presencia de preeclampsia; el numerador es la

cifra verificada).
IMC: indice de masa corporal
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Etica Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de las
pacientes y los familiares que participaron en el estudio y toda la
informacion recogida fue confidencial. El estudio fue aprobado
por el comité de ética de investigacion del Centro Nacional de
Genética Médica.

RESULTADOS

Estudio de los factores de riesgo ambientales Tanto en los
casos como en los controles, los factores no dependientes del
genoma mas frecuentes fueron la nuliparidad, el tabaquismo, la
ganancia excesiva de peso y el IMC >25. Todos resultaron signi-
ficativamente mas frecuentes en los casos que en los controles,

Tabla 3: Anadlisis de casos y controles de los factores de riesgo ambientales de PE

) _ : OR
2
FaCtor de rlesgo X (p) FISher ﬂ 95% IC

Bajo nivel educacional 3.17 (0.075) 0.084 0.013 3.48
Consumo de alcohol 10.2 (0.002) 0.002 0.042 3.87
Tabaquismo 5.26 (0.021) 0.017 0.021  1.99
Ganancia excesiva de peso  3.08 (0.079) 0.055 0.012 1.69
IMC >25 4.06 (0.044) 0.033 0.015 1.85
IMC <19.6 2.83(0.092) 0.070 0.011 1.85
Nuliparidad 1.97 (0.159) 0.103 0.008  1.47
Edad >35 afios al parto 4.61 (0.031) 0.031 0.019 2.67
Edad <20 afos al parto 5.38 (0.020) 0.017 0.022 2.15

IMC: indice de masa corporal PE: preeclampsia

con la excepcioén de nuliparidad (Tabla 2). De estos, en el andlisis
caso—control se encontraron cinco factores de riesgo estadisti-
camente significativos para la PE. Los mayores valores del OR
fueron para el consumo de alcohol, edad >35 afios y edad <20
afios al momento del parto (Tabla 3).

Estudio de los factores genéticos El antecedente familiar de
PE fue méas comun en los casos que en los controles, con mayor
frecuencia en tias, madres y cufiadas y menor en las herma-
nas (Tabla 2). Se observé agregacion familiar de la PE en los
parientes de los casos en comparacion con los de los controles
(p <0.05). Entre los factores de riesgo ambientales estudiados, el
consumo de alcohol mostré el mayor efecto sobre
el riesgo de preeclampsia (OR 3.87, IC del 95%:
1.64-9.13). Se observo agregacion familiar de PE;
el riesgo se incremento tanto en los familiares de
primer grado (OR 2.43, IC 95% 1.62-3.73) como

1.91-6.35 en los de segundo grado (OR 1.89, IC del 95%:
1.64-9.13 1.34 a 2.68), asi como para los familiares del espo-
1.20-6.48 S0 (OR 2.32, IC del 95% 1.40-3.86). Sobre la base

de las OR, los antecedentes familiares que confie-
1.66-1.72 .

ren el mayor riesgo de PE son aquellos con abue-
1.02-3.38 las (7.91), cufiadas (6.71) y medio hermanas (5.93)
1.78-1.92 con historia de PE (Tabla 4).
1.46-1.49 ] »

En la medida en que la proporcion de genes compar-
1.08-6.61 tidos se incrementd, también lo hizo la probabilidad
1.12-4.11 de PE en la familia, y esta resulté significativamente

mayor en los casos que en los controles.

Tabla 4: Analisis de casos y controles de agregacion familiar de PE segun el grado de parentesco

Familiares de primer grado 18.28 (0.000)
Madre 5.48 (0.019)
Hermana 14.17 (0.000)
Familiares de segundo grado 9.73 (0.001)
Tia 4.04 (0.044)
Abuela 25.32 (0.000)
Media hermana 10.79 (0.001)
Familiares de la pareja 10.80 (0.001)
Madre 5.67 (0.017)
Hermana 17.95 (0.000)

PE: preeclampsia

OR 95% IC

0.031 2.43 1.62-3.73

0.015 0.022 1.99 1.12-3.56
0.000 0.042 3.21 1.72-6.01
— 0.008 1.89 1.34-2.68
0.032 0.020 1.86 1.02-3.39
0.000 0.125 7.91 3.31-18.92
0.002 0.110 5.93 1.96-17.92
0.001 0.024 2.32 1.40-3.86
0.015 0.023 1.99 1.12-3.56
0.000 0.124 6.71 2.64-17.01

Tabla 5: Interacciones entre los factores ambientales y los antecedentes familiares de PE mas significativos

Variables de interaccién ORge esperado ORge esperado ORga
(modelo aditivo) (modelo multiplicativo) Observado

Hermana afectada—consumo de alcohol 1.61
Hermana afectada—edad >35 afios 1.66
Hermana afectada—edad <20 afios 4.80
Cufada afectada—consumo de alcohol 35.9
Cufada afectada—edad >35 afios 7.08
Cufada afectada—edad <20 afios 6.70
Abuela afectada—consumo de alcohol 8.67
Abuela afectada—edad >35 afios 8.34
Abuela afectada—edad <20 afios 6.63

ORg: odds ratio solo para la predisposicién genética por antecedente familiar
ORa: odds ratio solo para riesgo ambiental

ORga: odds ratio para la interaccién entre gen y ambiente

PE: preeclampsia

* Interaccion estadisticamente significativa

4.44 6.05 7.14 16.00*
2.28 3.94 3.78 7.29*
2.00 6.80 9.60 12.00*
1.46 37.36 52.41 1.83
1.66 8.74 11.75 5.00
191 8.61 12.79 14.37*
4.12 12.79 35.72 12.38
4.13 12.47 34.44 2.36
1.60 8.23 10.60 21.07*
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Engeneral, se observaronvalores de correlacion mas altos paralos
antecedentes familiares que paralos factores ambientales (Tablas
3y 4). El coeficiente de heredabilidad (h?) fue de 0.24, lo que indi-
ca la participacion de factores genéticos y ambientales en la PE.

Estudio de la interaccion entre el genoma y el ambiente De
las nueve interacciones estudiadas, cinco fueron estadisticamen-
te significativas tanto para el modelo aditivo como para el mul-
tiplicativo (Tabla 5). Tener una hermana afectada y uno de los
tres factores de riesgo ambiental con las OR mas altos (consumo
de alcohol, edad >35 afios y edad <20 afios al parto) incremen-
ta el impacto de la interaccién en el riesgo. Por otra parte, la
interaccion de la edad <20 afios con la susceptibilidad genética,
siempre fue estadisticamente significativa. Cuando una mujer
con una hermana con antecedentes de PE también consumia
alcohol, el riesgo de PE se incrementé 16 veces (ORga = 16.00),
comparado con la OR esperada de forma independiente para
cada uno de los factores (OR para la historia de la hermana con
PE = 1.61 y OR para el consumo de alcohol = 4.44; OR espera-
do en el modelo aditivo 6.05 y en el modelo multiplicativo 7.44).

Cuando se identificé una abuela con PE en una embarazada de
menos de 20 afios de edad al momento del parto, la OR para la
interaccion fue 21.07 (mayor que la OR de cada uno de estos
factores por separado), y si la mujer embarazada tenia menos de
20 afos y la cuiiada tenia PE, entonces ORga= 14.37 (Tabla 5).

DISCUSION

Analisis de los factores de riesgo ambientales En este estu-
dio el consumo de alcohol fue el factor ambiental asociado con el
mayor riesgo de PE, casi el cuadruple que en los no bebedores.
En México, Morgan-Ortiz encontr6 una asociaciéon mas fuerte
aun entre el consumo de alcohol y el riesgo de PE (OR 5.77, IC
del 95%: 1.48 — 22.53).[18] Sin embargo, este hallazgo no se
ha observado en todas las poblaciones. En Tailandia, Fang no
encontré ninguna asociacion entre el consumo de alcohol y la
PE.[19] Las diferencias entre estos estudios podrian estar rela-
cionadas con la distribucion heterogénea de la prevalencia de
PE a nivel mundial y con diferencias en la eficacia de las inter-
venciones sanitarias para reducir el riesgo de PE.[20,21] Otro
factor pudiera ser la insuficiencia para cuantificar la cantidad de
alcohol, una limitacion del estudio de Fang, asi como del nues-
tro, en que el consumo de alcohol fue tratado como una variable
dicotémica nominal.

Valdria la pena realizar mas estudios que consideren la canti-
dad de alcohol consumida como una variable categorizada en
un rango que abarque del menor al mayor valor, para estimar
con mayor precision el riesgo asociado y determinar el riesgo
que resulta de la interaccion de este factor ambiental, teniendo
en cuenta la dosis y la predisposicion genética evaluada a través
de los antecedentes familiares. También seria Gtil especificar con
mayor precision cuando se produjo la ingesta de alcohol, si antes
o durante el embarazo.

Mdltiples estudios han demostrado una asociacion entre la edad
de la mujer embarazada (<20 afios y >35 afios) y un mayor ries-
go de PE. En las investigaciones efectuadas en Tailandia, Iran y
Chile se observé una duplicacién del riesgo de PE en estos casos.
[19,22,23] Suérez informd una alta incidencia de la enfermedad
hipertensiva del embarazo en adolescentes cubanas y mujeres con
edad >35 afos en Santa Clara, durante el periodo de enero 2006

a diciembre 2008.[15,24] Se ha planteado la hipotesis de que las
mujeres mayores de 35 afios tienen mayor frecuencia de enfer-
medades vasculares cronicas, 1o que lleva a un aumento de los
factores antiangiogénicos y a la placentacion anormal, que incre-
menta la susceptibilidad a la PE.[25] La placentacion anormal es
mas frecuente en las pacientes mas jovenes, segun la teoria de la
placentacion inadecuada como mecanismo etioldgico de la PE.[25]

Consideramos que las edades extremas en el embarazo son
factores de riesgo modificables, importantes para la atencién
primaria de salud, ya que parte de las actividades de preven-
cion primaria del médico, la enfermera de la familia, el asesor
genético y otros profesionales, es la prevencion del embarazo
en edades extremas mediante la educacion y el asesoramiento
oportunos antes de la concepcién. Sin embargo, se recomienda
un estudio de regresion logistica multivariada para descartar los
posibles efectos confusores de variables tales como el tabaquis-
mo y la edad, lo que no hicimos en este estudio.

El enfoque actual sobre la patogénesis de la PE es que esta se
produce por la mala adaptacion inmunoldgica entre la madre y
el feto, que podria ayudar a explicar por qué la nuliparidad es un
factor de riesgo.[26,27] Durante el primer embarazo, los antige-
nos paternos en la unidad feto-placenta, ajenos a la madre, acti-
van mecanismos inmunoldgicos que actian como detonantes del
proceso que conduce al dafio vascular, causa directa del inicio de
PE. A su vez se desarrolla una tolerancia inmunolégica que impe-
diria el desarrollo de la enfermedad en embarazos posteriores,
siempre que el padre fuera el mismo.[28,29]

Otra explicacion posible sugerida para la asociacion entre la nuli-
paridad y el riesgo de PE, es que debido a que el utero de la
mujer nulipara no ha sido previamente sometido a la distension
del embarazo, el tono del miometrio estd aumentado durante
todo el embarazo, lo que reduce el calibre de las arteriolas espi-
rales por compresion. Esto limita la perfusion de la sangre en la
region, con la consiguiente posibilidad de hipoxia trofoblastica,
fendmeno que también se ha implicado en la fisiopatologia de
la PE.[4] Estos fundamentos fisiopatologicos confirman a la nuli-
paridad como un factor de riesgo importante, a pesar de que en
este estudio no se observo este hallazgo. Esto podria ser debido
al pequefio tamafio del grupo de estudio y al hecho de que no
se recolectd informacion sobre las interrupciones de embarazos
anteriores en mujeres nuliparas; ambos aspectos constituyen
limitaciones del estudio. Se ha demostrado que los antecedentes
de abortos espontaneos o terapéuticos en mujeres primiparas
reducen el riesgo de PE.[30,31] Se recomienda que en las futu-
ras investigaciones se utilice una muestra mas amplia y se reali-
ce un analisis detallado de la historia obstétrica, que incluya los
embarazos anteriores interrumpidos.

El tabaquismo fue significativamente mas frecuente en los casos
que en los controles, lo que sugiere un papel como factor de
riesgo para la PE, segun lo observado por loka.[32] Sin embargo,
algunos estudios han descrito al tabaquismo como un factor pro-
tector, probablemente debido a un aumento del factor de creci-
miento placentario materno y al aumento de la tirosina quinasa-1
soluble similar al fms, en la sangre materna de las mujeres con
resultados anormales del Doppler de la arteria uterina.[33] Una
limitacion de nuestro estudio es que el tabaquismo y el con-
sumo de tabaco fueron tratados como variables dicotomicas.
Otros estudios con muestras de mayor tamafio e historias mas
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detalladas acerca de la dosis y la duracion de la exposicion,
podrian ser mas informativos.

Analisis del componente genético de la PE Las mujeres cuyos
familiares de primero y segundo grado padecieron PE, tuvieron
mas probabilidad de desarrollarla. EI aumento del riesgo fue
mayor cuando el familiar afectado fue la abuela. Curiosamente,
la presencia de PE en los familiares femeninos del marido tam-
bién contribuy6 al riesgo: una mujer embarazada cuya cufiada
padecioé PE tuvo un riesgo mayor en comparacion con mujeres
embarazadas cuyas cufiadas tuvieron embarazos normales.

La distribucion familiar de PE ha sido bien establecida y descrita por
Chesley.[34] Se cree que los parientes de primer grado de mujeres
afectadas tienen de dos a cinco veces mas riesgo de desarrollar
PE. Ademas, existen informes del riesgo de recurrencia que varian
ampliamente, desde 7.5% a 65%. Con el desarrollo de la genética
molecular se ha acumulado evidencia sobre la contribucion gené-
tica a la susceptibilidad de la PE.[34-37] Un estudio realizado en
Suecia demostré la existencia de agregacion familiar de PE, con
valores de OR de 3.3y 2.6 para las hermanas y las hijas de una
madre con PE,[38] compatibles con nuestros resultados.

Bezerra inform6 un aumento estadisticamente significativo en el
riesgo de PE en mujeres cuya madre o hermana tuvieron la con-
dicién (p <0.007 y p <0.001, respectivamente). La asociacion fue
mas fuerte cuando ambas (madre y hermana) habian sido afec-
tadas (OR: 3.65).[39] Cruz encontr6 que los familiares femeninos
de primer grado de una mujer que ha tenido PE tienen de cuatro
a cinco veces mas riesgo de PE cuando quedan embarazadas.
Del mismo modo, los familiares de segundo grado tienen un ries-
go de dos a tres veces mayor.[40] Berends también report6 evi-
dencia de agregacion familiar en las mujeres con antecedentes
de PE, en una poblacion aislada genéticamente.[41]

Se han identificado las regiones cromosémicas asociadas con la
PE, pero no los genes especificos. Los polimorfismos mas estu-
diados son los relacionados con genes vasoactivos (M235T del
gen AT, I/D del gen de la enzima ACE, E298D del gen eNOS);
mutaciones de genes trombofilicos (G1691A del factor V de
Leiden, C677T del gen de la MTHFR, G20210A del gen de la
protrombina); genes del metabolismo de los lipidos y del estrés
oxidativo (Exon3 Y3H del gen EPHX, el exdn 6 N291S del gen de
la LPL); los genes implicados en las respuestas inmune e infla-
matoria (G308A del gen de TNFa, G1082Adel gen de la IL-10) y
los genes implicados en la inmunogenética, la placentacion y la
impronta gendmica.[8,42,43] La accion aditiva y la interaccion de
algunos de estos genes podria explicar la predisposicién genéti-
ca a la PE en algunas de las familias objeto de nuestro estudio.

La heredabilidad (h?) es el parametro que estima la contribucién
relativa de los factores genéticos en la aparicion de enfermeda-
des tales como la PE. En este estudio, su valor fue mayor que
0 pero menor que 0.75 (h? = 0.24), lo que significa que la PE no
se debe exclusivamente a factores ambientales, sino que debe
involucrar también una predisposicion genética modulada por
factores ambientales adversos.

Cabe sefialar que los valores de la presion arterial en el embara-
zo se deben a la accion continua de factores genéticos y ambien-
tales 0 ambos, pero las funciones de estos factores todavia no se
conocen completamente.

Un hallazgo interesante de este estudio es que el riesgo de PE
aumenta cuando el marido tiene familiares con antecedentes,
incluso si la propia historia familiar de la mujer es negativa. Si
el marido tiene una hermana o la madre con antecedentes de
PE, la probabilidad de que su mujer desarrolle PE se incre-
menta entre 6.71 y 1.99 veces, respectivamente. La predis-
posicién genética paterna representada a través del genoma
fetal es un elemento méas de esta red de interacciones en la
aparicion de PE.[44]

Existe evidencia en la literatura cientifica que apoya los efec-
tos genéticos del feto en los resultados adversos del emba-
razo. Los genes fetales provenientes de ambos padres estan
involucrados en el control del crecimiento de tejido placentario
y fetal; la placenta y las membranas desempefian un papel
importante que podria estar influido por los genes fetales. Ade-
mas, los estudios de heredabilidad que estiman la proporciéon
relativa de la variacion poblacional en un determinado rasgo
genético sugieren que la PE esta influida en parte por factores
genéticos fetales.[45]

Los padres que tienen antecedentes familiares de PE aumen-
tan la probabilidad de que su pareja embarazada la desarrolle,
pero algunos autores sefialan que un cambio de pareja entre
embarazos reduce el riesgo de parto prematuro en mujeres pree-
clampticas.[46—49] Estos datos sugieren que los genes paternos
expresados en el feto pueden contribuir a la PE. Esto ha fomenta-
do estudios sobre la influencia materno-fetal, evaluada mediante
la definicion del nifio como individuo en estudio, en lugar de la
madre, ampliando el alcance de la investigacion mas alla de las
influencias maternas especificas.[46—49]

El genoma de la pareja de las mujeres de nuestro estudio podria
presentar algunos de los polimorfismos moleculares previamente
descritos que predisponen a la PE, heredados de sus madres
probablemente preeclampticas y que dejarian una huella genéti-
ca en el genoma fetal.

Analisis de la interaccion entre genomay ambiente en la PE
Las cinco interacciones estadisticamente significativas encontra-
das demuestran como los factores ambientales tienden a modu-
lar la predisposicion genética reflejada en la historia familiar. En
la practica, estos resultados podrian reforzar la prevencion prima-
ria a través de la asesoria genética. Los asesores tendrian que
evaluar si existe una probabilidad evidente de PE en la paciente
cuando tiene antecedentes familiares de PE de primero, segundo
o tercer grado (factor de riesgo no modificable), ya que tienen
en comun el 50%, 25% y 12.5% de los genes, respectivamente.
Sin embargo, hay factores ambientales modificables que podrian
modular esta susceptibilidad.

En este estudio se observo que la coexistencia de antecedentes
familiares de primer grado (como una hermana afectada) con el
consumo de alcohol, aumenta 16 veces el riesgo de PE. Si las
actividades de prevencion hubieran logrado eliminar el consumo
de alcohol, este riesgo habria disminuido la OR de 16 a 1.61.

Estos resultados fueron similares para el resto de las interaccio-
nes. Se demostrd que cuando los factores de riesgo ambientales
interactuaban con la existencia de un familiar de primer grado
afectado (antecedente familiar), la probabilidad de PE aumento,
mas que cuando estos factores actuaron aisladamente. La OR
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fue siempre mayor cuando un factor predisponente no depen-
diente del genoma interactuaba con el familiar afectado. De ellos,
el consumo de alcohol fue el mayor.

Es interesante observar que la investigacion sobre las interac-
ciones entre genoma y ambiente en la PE ha sido relativamente
escasa. Dado que es una enfermedad multifactorial, la suscepti-
bilidad genética dependera de otros factores de riesgo, algunos
no modificables, otros modificables (como las conductas no salu-
dables) que podrian variar la expresion de los polimorfismos de
los genes que predisponen a la PE.

Los mecanismos de regulacion epigenética descritos en la biolo-
gia de la placenta son el centro de atencion de los investigadores
que estudian los factores ambientales que modifican la expre-
sion de los genes placentarios, y como estos se relacionan con
las enfermedades de la gestacion y los primeros afios de vida.
Comprender las alteraciones epigenéticas de la placenta podria
contribuir al diagnoéstico y al pronéstico de muchas enfermeda-
des como la PE, y ayudaria a personalizar las actividades de
promocién y prevencion de salud.[50]

CONCLUSIONES

A pesar de las limitaciones discutidas anteriormente, nuestros
resultados confirman que el riesgo atribuible a la interaccion de
factores genéticos y ambientales es mayor que el riesgo potencial
de estos factores actuando por separado. Este estudio encontrd
agregacion familiar de PE y constituye la primera evidencia cuba-
na del uso de una estrategia genealodgica de la epidemiologia
genética para abordar las siguientes preguntas: ¢Es mas fre-

cuente la agregacion familiar de la enfermedad en las familias de
los casos con respecto a la de los controles? ¢ Esta agregacion
familiar se debe a factores genéticos? El coeficiente de heredabi-
lidad de 0.24 demuestra que los factores genéticos y ambientales
influyeron en el riesgo de PE en las mujeres estudiadas.

Estos hallazgos confirman la importancia de los cuidados pre-
concepcionales y prenatales en la atencion primaria de salud,
que modifiquen los factores ambientales que podrian activar o
detonar genes polimérficos que predisponen a la PE. Para ello,
se necesitan mas estudios de este tipo en diferentes regiones de
Cuba, a partir de los resultados presentados aqui.

Por Gltimo este estudio, primero de su tipo en Cuba, es importan-
te para la salud materna y fetal. Es imprescindible ampliar este
esfuerzo inicial mediante el andlisis multivariado para desarrollar
tablas cubanas de riesgo atribuible para la predisposicién genéti-
ca, los factores ambientales adversos y su interaccion.

Esto podria apoyar el asesoramiento genético para la PE en la
comunidad, aprovechando la Red Nacional de Genética Médica
como recurso.[51] Estas tablas también pueden crear una per-
cepcion del riesgo individual mas precisa y por lo tanto, fomentar
estilos de vida saludables, especialmente para las mujeres sanas
con una susceptibilidad genética a la PE.

Los estudios futuros de la interacciones gen—gen y gen—ambiente
son imprescindibles, ya que permiten profundizar en los posibles
mecanismos epigenéticos, para caracterizar los polimorfismos
de los genes mas frecuentes en el acervo genético cubano.-M--
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Contribution of Genome—Environment Interaction to
Pre-eclampsia in a Havana Maternity Hospital

Roberto Lardoeyt MD PhD, Gerardo Vargas MD MS, Jairo Lumpuy MD, Ramdén Garcia MD MS, Yuselis Torres MS

ABSTRACT

INTRODUCTION Pre-eclampsia is a major cause of morbidity and
mortality during pregnancy worldwide and is among the leading
causes of maternal mortality in Cuba. It is a complex, multifactoral
disease, in which interaction of genetic and environmental factors
should not be overlooked if the goal is proper risk assessment to sup-
port personalized preventive genetic counseling and more effective
prenatal care to prevent pregnancy complications.

OBJECTIVE Determine the contribution to pre-eclampsia of interac-
tion between a predisposing genome and adverse environmental fac-
tors in pregnant women in a Havana maternity hospital.

METHODS This was the exploratory phase of a hospital-based
case-control study, using January 2007-December 2009 patient
records from the Eusebio Hernandez University Hospital, a prov-
incial maternity hospital in Havana. Eighty pregnant women diag-
nosed with pre-eclampsia and 160 controls were studied. The main
variables were age, parity, nutritional status (measured by BMI),
alcohol use, tobacco use, and history of pre-eclampsia in relatives of
the pregnant woman (proband) or of her partner. Pearson chi square
and Fisher exact test were used to assess statistical significance
of associations between variables and odds ratio as a measure of

INTRODUCTION

Pre-eclampsia (PE) is a pregnancy-induced hypertensive disor-
der, accompanied by edema, proteinuria or both, occurring at >20
weeks gestation. It is primarily affects nulliparous women with
no history of cardiovascular or kidney problems and is reversible
post partum.[1]

PE is a leading cause of morbidity and mortality in pregnancy
worldwide, accounting for 3—-8% of pregnancy complications,
including perinatal death, preterm birth and intrauterine growth
retardation.[1-5] Together with eclampsia, PE is responsible
for 10-15% of the over 500,000 deaths from pregnancy-related
disorders globally (99% of these in developing countries).[1,3] In
Cuba, PE is among the leading causes of maternal death and
there has been an apparent rise in the proportion of maternal
mortality related to hypertensive disorders of pregnancy since
2009, but numbers are small: 4 maternal deaths in 2012, a rate of
3.2 per 100,000 live births.[6,7]

The precise etiology of PE is unknown. However, it is considered a
complex, multfactoral disease, in which individual manifestations
depend on the interaction of two or more maternal genes with the
fetal genotype and with environmental factors.[8] The main risk
factors associated with PE and eclampsia are maternal age (risk
is higher at the extremes of age, <18 or >35 years), nulliparity,
malnutrition, poverty, low educational level, multiple pregnancy,
molar pregnancy, diabetes and lupus erythematosus.[8] Other
factors associated with elevated PE risk are s protein deficiency,
anticardiolipin antibodies, pre-pregnancy obesity, and genetic
factors such as family history (mothers, sisters and daughters of
PE patients have greater frequency of the disorder).[6,8]

association strength. Familial aggregation was studied and a case-
control design used to assess gene—environment interaction, using
multiplicative and additive models.

RESULTS Among the environmental risk factors studied, alcohol
showed the strongest effect on pre-eclampsia risk (OR 3.87, 95%
Cl 1.64-9.13). Familial pre-eclampsia clustering was observed; risk
was increased for both first-degree (OR 2.43, 95% Cl 1.62-3.73) and
second-degree (OR 1.89, 95% CI 1.34—-2.68) relatives as well as for
husband’s relatives (OR 2.32, 95% CI 1.40-3.86). There was evi-
dence of interaction between alcohol consumption and family history.

CONCLUSIONS Familial aggregation of the disorder was demon-
strated, the first Cuban epidemiological evidence of genetic and envi-
romental contributions to pre-eclampsia risk. Familial clustering among
the husband’s relatives demonstrates the fetal genome’s importance in
genesis of pre-eclampsia. The interaction of environmental risk factors
with genetic ones produces increased pre-eclampsia risk, compared to
expectations based on independent action of these variables.

KEYWORDS Pre-eclampsia, toxemia of pregnancy, pregnancy out-
come, environment, genetics, genome—environment interaction,
genetic epidemiology, Cuba

Some studies have identified chromosome regions and candidate
genes whose variants are related to greater PE susceptibility, but
their results have not been replicated consistently across popula-
tions.[9,10] The following have been shown to increase PE sus-
ceptibility in different settings:[9]

» polymorphism of the methylenetetrahydrofolate reductase
enzyme gene, a flavoprotein involved in homocysteine remeth-
ylation;

« a common mutation leading to substitution of a glutamine by an
arginine at position 506 in the gene encoding for factor V Leiden;

+ angiotensinogen gene polymorphisms;

« common polymorphisms in the gene encoding for lipoprotein
lipase; and

» the NOS3 gene, located at region 7936, which encodes for
endothelial nitric oxide synthase.

The US National Center for Biotechnology Information genome
database includes other genes that may predispose to PE: the
TGF-a gene; the alpha-adducin gene, which encodes a protein
associated with calmodulin, whose mutations generate changes
in blood pressure regulation in rats; the tachykinin receptor 1
gene, related to neurokinin B, a substance implicated in vascular
regulation in PE; the gene for annexin 4, a placental anticoagulant
protein; adhesion molecule genes; and many others that could be
related in some way to PE physiopathology.[8,9]

Evidence has accumulated on the respective genetic and envi-
ronmental contributions to PE predisposition,[8,11,12] but the
potential interaction of the two should also be considered. This is
fundamental if the goal is proper risk assessment for personalized
preventive genetic counseling and more effective prenatal care
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to prevent pregnancy complications. Although there have been
Cuban PE risk-factor studies,[13—15] no studies have examined
the effect of genetic and environmental components and their
interaction on PE risk. This may explain why there are no risk
reference tables for PE attributable to genetic predisposition (sig-
naled by family history), environmental risk factors, or their inter-
action. This problem leads us to ask: Does interaction between a
predisposing genome and environmental risk factors contribute
to PE risk beyond the effect of the individual factors acting inde-
pendently?

Hence the hypothesis is put forward that the interaction of a
woman’s genetic predisposition to PE and adverse environmental
factors could increase risk of PE more than if genetic and envi-
ronmental factors were acting separately. Ours is the first Cuban
study to address this hypothesis.

METHODS

Type of study and subjects This exploratory phase of an analyti-
cal hospital-based case-control study used data for deliveries from
January 2007 through December 2009 at the Eusebio Hernandez
University Hospital, a maternity hospital in Havana. The 312-bed
hospital is located in the municipality of Marianao and serves a
population of approximately 89,000 women of childbearing age,
primarily from Playa, La Lisa and Marianao municipalities. It is the
provincial referral center for care of neonates weighing <1500 g.
The hospital has more than 4000 births annually.

Study universe This consisted of the 124 pregnant women
admitted to the hospital’s hypertension and pregnancy service,
their records culled from the hospital database. Of these, the 80
patients who met the inclusion criteria below were selected for the
study population.

Table 1: Study variables

Clinical and laboratory PE diagnostic criteria Systolic blood
pressure 2140 mmHg or diastolic blood pressure 290 mmHg,
associated with proteinuria (excretion of 20.3 g protein in 24-hour
urine), both detected in a previously healthy pregnant woman at
>20 weeks’ gestation.[12]

Inclusion criteria Residence in La Lisa municipality (for conve-
nience; two of the authors work in La Lisa); delivery at Eusebio
Hernandez University Hospital within the study period; clinical
and laboratory diagnosis of PE made by specialists of the hyper-
tension and pregnancy service.

Exclusion criteria Other clinical forms of hypertension in pregnan-
¢y, such as gestational hypertension, chronic hypertension, chronic
hypertension with superimposed PE, and eclampsia.

Control group A sample of 160 controls (2 per case) was select-
ed using density sampling and matched by year of admission, age
and polyclinic geographic catchment area to which they belonged
at the time of study.

Study variables See Table 1.

Data collection Data from physical examination at time of admis-
sion were used and in-depth interviews were conducted with both
cases and controls for pedigree construction, using an instrument
designed for the study and validated by an expert group of two
obstetrician/gynecologists specializing in hypertensive disorders
of pregnancy, two clinical geneticists and a biostatistician.

The instrument was used to obtain solicited data, following an
interview guide. If the patient had limited knowledge of her fam-
ily history, other relatives were interviewed. Data were recorded

Primary education, completed or not

Minimum of secondary (junior high/middle) school, completed or not, or
pre-university (high school), completed or not

Higher (university) education, completed or not

<19.6
19.6-24.9
25-29.9

<20
Age at delivery (years) 20-35

>35

Low
Educational level e

High
Nulliparity No previous delivery

Underweight
Nutritional status (by BMI) at obstetrical intake Normal weight
(8—11 weeks) Overweight

Obese

=30

Normal: ideal weight gain based on intake BMI, i.e.,

* For underweight persons:

* For normal weight persons:
» For overweight persons:

» For obese persons:

Weight gain[12]

11.34-17.28 kg
10.53-15.93 kg
7.56-9.44 kg
5.40-7.55 kg

Weight gain considered excessive if >upper limit for BMI category

Tobacco use G

Alcohol use Yes/No

Family members with PE Yes, No

BMI: body mass index  PE: pre-eclampsia

Any use, regardless of number of cigarettes or interruption during pregnancy
Any use, regardless of dose or frequency

Mother, sister, aunt, grandmother, half sister, mother-in-law, sister-in-law
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in Microsoft Excel 2007, and analyzed using SPSS v. 20.0 and
INFOSTAT statistical software.

Statistical analysis

Environmental risk factors The Pearson chi-square test for inde-
pendence and homogeneity and Fisher exact test were used, with
statistical significance level set at a = 0.05. For factors for which
distribution was statistically significant between cases and controls,
phi (@) correlation coefficient and odds ratio (OR) were calculated
as measures of association strength. The null hypothesis for a dif-
ference of proportions of two independent samples was tested,
using MICROSTAT statistical software. All non-genome-dependent
factors were considered environmental for this analysis.

Genetic factors Familial aggregation was studied for each
degree of kinship, using a case-control approach and always
excluding the proband (pregnant subject for whom pedigree was
constructed).[16]

The heritability coefficient (h?) was determined from the correla-
tion between first-degree (sisters) and second-degree (half sis-
ters) relatives, estimated by the proportion of concordance of the
proband with each group.

The following formula was used to calculate h?:
h? = 4 x (correlation between full siblings minus correlation
between half siblings)

Since heritability is a proportion, the maximum value is 1; if the
value is >0, both genetic and environmental factors are involved
in disease occurrence. If h? is >0.75, genetic involvement is con-
siderable.[17]

Study of genome—environment interaction A case-
control study was designed to calculate the OR for genome—

environment interaction. Analysis of PE family history by
kinship degree was considered a proxy for the genome.[17] The
three environmental risk factors and three genetic risk factors
(kinship degree) with the highest ORs for PE were selected for
analysis. Interaction was considered important if the observed
OR for the effect of genetic and environmental factors together
ORge, (OR gene—environment interaction) was greater than
expected in both additive (ORg + ORe) and multiplicative
(ORg X ORe) models.[17]

Ethics Written informed consent was obtained from patients and
relatives involved in the study and all information collected was
kept confidential. The study was approved by the research ethics
committee of the National Medical Genetics Center.

RESULTS

Study of environmental risk factors The most frequent non-
genome dependent factors in both cases and controls were
nulliparity, smoking, excessive weight gain, and BMI 225. All
these environmental risk factors studied were significantly
more frequent in cases than in controls, with the exception of
nulliparity (Table 2). Of these, case control analysis found five
to be statistically significant risk factors for PE, with greatest
ORs being alcohol consumption, age >35 years and age <20
years at delivery (Table 3).

Study of genetic factors Family history of PE was more com-
mon in cases than in controls, most frequently in aunts, moth-
ers and sisters-in-law, and least frequently in sisters (Table 2).
Familial clustering of PE was observed in relatives of cases
compared to those of controls (p <0.05). Among the environ-
mental risk factors studied, alcohol showed the strongest effect
on pre-eclampsia risk (OR 3.87, 95% CI 1.64-9.13). Familial
pre-eclampsia clustering was observed; risk was increased for
both first-degree (OR 2.43, 95% CI 1.62-3.73) and second-

Table 2: Distribution of environmental risk factors and family history of pre-eclampsiain cases and controls

Risk Factors

Controls

(n = 160)

____

Low educational level 1.78 0.03
Alcohol consumption 15 18.8 9 5.6 3.09 <0.001
Smoking 28 35.0 34 21.3 2.29 0.01
Excessive weight gain 27 33.8 37 231 1.75 0.03
Overweight and obesity (BMI 225) 26 325 33 20.6 2.01 0.02
Underweight (BMI <19.6) 16 20.0 19 11.9 1.69 0.04
Nulliparity 36 45.0 57 35.6 1.41 0.07
Age >35 years at delivery 11 13.8 9 5.6 214 0.01
Age <20 years at delivery 27.5 15.0 2.31 0.01

Family history of pre-eclampsia* ____

Sister-in-law 19/53 35.8 7/91 4.52 <0.001
Mother-in-law 28/80 35.0 9/119 7.6 4.87 <0.001
Half sister 10/28 35.7 6/70 8.6 3.28 <0.001
Grandmother 26/80 325 7/122 5.7 5.03 <0.001
Aunt 31/80 38.8 31/122 254 2.01 0.02
Sister 18/80 22.5 17/125 13.6 1.65 0.04
Mother 30/80 37.5 37/160 231 2.34 0.009

* For cases and controls, the quotient represents percentage of relatives who had pre-eclampsia among all relatives reported for that kinship degree (denominator signifies
number of relatives of kinship degree who were asked about presence of pre-eclampsia; numerator is number verified).

BMI: body mass index
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degree (OR 1.89, 95% CI 1.34-2.68) relatives as well as for Overall, higher correlation values were observed for family history
husband’s relatives (OR 2.32, 95% CI 1.40-3.86). Based on than for environmental factors (Tables 3 and 4). The heritability
OR, family histories conferring greatest PE risks were those coefficient (h2) was 0.24, indicating involvement of both genetic
with PE grandmothers (7.91), sisters-in-law (6.71) and half sis- and environmental factors in PE.
ters (5.93) (Table 4).
Study of genome—environment interaction Of the nine inter-
As the proportion of shared genes increased, so did PE probability — actions, five were statistically significant for both the additive
in the family history, significantly more so in cases than in controls. and multiplicative models (Table 5). Having an affected sister
and one of the three environmental

Table 3: Case-control analysis of hypothesized environmental risk factors for PE risk factors with the highest significant

ORs (alcohol consumption, aged >35

: : : (o]} ;
Risk Factor X2(p) Fisher n s o years and aged <20 years at delivery)
. amplified interaction impact on risk.

Low educational level 3.17(0.075) 0.084 0.013 3.48 1.91-6.35 Furthermore, when aged <20 years
Alcohol consumption 10.2(0.002) 0.002 0.042 387 164-9.13 interacted with genetic susceptibility,
the result was always statistically sig-
Smoker 5.26(0.021) 0.017 0.021 1.99 1.20-6.48 nificant. When a woman with a sister
Excessive weight gain 3.08(0.079) 0.055 0.012 169 1.66-1.72 with PE history also used alcohol, PE
BMI 225 4.06(0.044) 0.033 0.015 185 1.02-3.38 'isk increased by 16 times (ORge =
16.00), compared to the expected OR
BMI <19.6 2.83(0.092) 0.070 0.011 185  1.78-1.92 {60 an independent effect for either fac-
Nulliparity 1.97(0.159) 0.103 0.008 1.47 1.46-1.49 tor (OR for history of sister with PE =
Age >35 years at delivery  4.61 (0.031) 0.031 0.019 267 108661 1-61andOR foralcohol consumption =
4.44; additive model expected OR 6.05,
Age <20 years at delivery 5.38 (0.020) 0.017 0.022 2.15 1.12-4.11 multiplicative 7.44).
BMI: body mass index PE: pre-eclampsia
Table 4: Case-control analysis of familial PE clustering by degree of kinship
Family History X2 (p) Fisher Phi OR S
95% CI
First-degreerelatives | 18280000 ] 003 243  162-3.73
Mother 5.48 (0.019) 0.015 0.022 1.99 1.12-3.56
Sister 14.17 (0.000) 0.000 0.042 3.21 1.72-6.01
| Second-degreerelatives| . 9.73000p| .. [ o0008[ 18] 134268
Aunt 4.04 (0.044) 0.032 0.020 1.86 1.02-3.39
Grandmother 25.32 (0.000) 0.000 0.125 7.91 3.31-18.92
Half sister 10.79(0.001) 0.002 0.110 5.93 1.96-17.92
Mother 5.67 (0.017) 0.015 0.023 1.99 1.12-3.56
Sister 17.95 (0.000) 0.000 0.124 6.71 2.64-17.01

PE: pre-eclampsia

Table 5: Interactions between most significant environmental and family history PE risk factors

Expected Expected Observed
Interaction Variables OR(ge) OR(ge) OR(ge)
(additive model) | (multiplicative model) 9

Sister affected—alcohol consumption 1.61 4.44 6.05 7.14 16.00*
Sister affected—age >35 years 1.66 2.28 3.94 3.78 7.29*%
Sister affected—age <20 years 4.80 2.00 6.80 9.60 12.00*
Sister-in-law affected—alcohol consumption 35.9 1.46 37.36 52.41 1.83
Sister-in-law affected—age >35 years 7.08 1.66 8.74 11.75 5.00
Sister-in-law affected—age <20 years 6.70 1.91 8.61 12.79 14.37*
Grandmother affected—alcohol consumption 8.67 412 12.79 35.72 12.38
Grandmother affected—age >35 years 8.34 413 12.47 34.44 2.36
Grandmother affected—age <20 years 6.63 1.60 8.23 10.60 21.07*

ORg: odds ratio for predisposing genome by family history alone
ORe: odds ratio for environmental risk factors alone

ORge: odds ratio for gene—environment interaction

PE: pre-eclampsia

* Statistically significant interaction
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When a grandmother with PE was identified and the pregnant
woman was aged <20 years at delivery, the OR for the interaction
was 21.07 (greater than the OR of each of these factors sepa-
rately), and if the pregnant woman was aged <20 years and her
husband’s sister had PE, then ORge = 14.37 (Table 5).

DISCUSSION

Analysis of environmental risk factors In this study, alco-
hol consumption was the environmental factor associated with
greatest PE risk, almost quadruple that of non-drinkers. In
Mexico, Morgan-Ortiz found an even stronger association
between alcohol use and PE risk (OR 5.77, 95% CI: 1.48-
22.53).[18] However, the finding is not seen in all populations.
In Thailand, Fang found no association between alcohol con-
sumption and PE.[19] Differences among these studies could
be related to heterogeneous distribution of PE prevalence
worldwide and with varying effectiveness of health interven-
tions to reduce PE risk.[20,21] Another factor may be failure
to quantify amount of alcohol, a limitation of Fang’s study as
well as our own, in which alcohol use was treated as a nominal
dichotomous variable.

It would be worthwhile to conduct further studies with amount con-
sumed as a categorical variable quantified in a range from least
to greatest values, to more accurately estimate associated risk;
and to determine risk resulting from the interaction of this environ-
mental factor, taking into account dose and genetic predisposition
assessed by family history. It would also be useful to more accu-
rately specify when alcohol intake took place, whether before or
during pregnancy.

Multiple studies have demonstrated an association between age
of the pregnant woman (<20 years and >35 years) and greater
risk of PE. Authors in Thailand, Iran and Chile observed doubling
of PE risk in such cases.[19,22,23] Suarez reported a high inci-
dence of hypertensive disease of pregnancy in Cuban adoles-
cents and women aged >35 years in Santa Clara during the period
January 2006—-December 2008.[15,24] It is hypothesized that
women aged >35 years have a greater frequency of chronic vas-
cular diseases, leading to increased antiangiogenic factors and
abnormal placentation, thus increasing susceptibility to PE.[25] It
has been posited that abnormal placentation is more frequent in
younger patients, consistent with the theory inadequate placenta-
tion as the etiological mechanism for PE.[25]

We consider age extremes at pregnancy to be modifiable risk
factors, important for primary health care, since part of the pri-
mary prevention activities of the physician, family nurse, genetic
counselor, and other professionals is prevention of pregnancy at
extreme ages through education and timely preconception coun-
seling. However, a multivariate logistic regression study is recom-
mended to rule out possible confounding effects of variables such
as smoking and age, which we did not do in this study.

Current thinking on PE pathogenesis is that it arises because of
immune maladaptation between mother and conceptus, which
can help explain why nulliparity is a risk factor.[26,27] During the
first pregnancy, paternal antigens in the fetoplacental unit foreign
to the host mother activate an immunological mechanism, posited
as the trigger for the process leading to vascular damage, the
direct cause of PE onset. In turn, immunological tolerance would
also develop, which would prevent the disease from developing

in subsequent pregnancies, provided the father was the same.
[28,29]

Another possible explanation suggested for the association
between nulliparity and PE risk is that because the nulliparous
woman’s uterus has not previously been subject to distention of
pregnancy, it has increased myometrial tone during the entire
pregnancy, which reduces the caliber of the spiral arterioles by
compression. This limits blood perfusion in the region, with the
consequent possibility of trophoblast hypoxia, a phenomenon that
has also been implicated in the physiopathology of PE.[4] These
physiopathological underpinnings affirm nulliparity as an impor-
tant risk factor, even though this study did not obtain this finding.
This might be due to the small size of the study group and to the
fact that we did not collect information on previous interrupted
pregnancies in nulliparous women, both study limitations. It has
been shown that a history of spontaneous or therapeutic abortion
in primiparous women reduces PE risk.[30,31] We recommend
that future research use a larger sample and include detailed
inquiry into obstetric history, including previous interrupted preg-
nancies.

Smoking was statistically significantly more frequent in cases than
in controls, suggesting a role as a risk factor for PE, as observed
by loka.[32] However, some studies have described smoking as
a protective factor, probably due to increased maternal placental
growth factor and increased soluble fms-like tyrosine kinase-1 in
maternal blood of women with abnormal uterine artery Doppler
findings.[33] One limitation of our study was that smoking and
tobacco use were treated as dichotomous variables; studies with
both larger numbers and more detailed history about dose and
duration of exposure could be more informative.

Analysis of the genetic component of PE Women whose first-
and second-degree female relatives had PE were more likely to
develop it. The increased risk was strongest if the affected relative
was the grandmother. Interestingly, the husband’s female rela-
tives’ PE experience also affected risk: a pregnant woman whose
sister-in-law had PE had increased risk compared to pregnant
women whose sisters-in-law had normal pregnancies.

The familial distribution of PE has been well established and is
described by Chesley.[34] It is believed that first-degree relatives
of affected women have two to five times greater risk of devel-
oping PE. In addition, there have been reports of risk of recur-
rence ranging widely, from 7.5% to 65%. With the development
of molecular genetics, evidence has accumulated on the genetic
contribution to PE susceptibility.[34—37] A study in Sweden dem-
onstrated the existence of familial clustering in PE, finding ORs
of 3.3 and 2.6 for sisters and daughters of a mother with PE,[38]
consistent with our results.

Bezerra reported a statistically significant increase in PE risk
in women whose mother or sister had the condition (p <0.007
and p <0.001 respectively). The association was stronger when
both mother and sister had been affected (OR: 3.65).[39] Cruz
found that female first-degree relatives of a woman who has had
PE have a four to five times greater PE risk when they become
pregnant. Similarly, second-degree relatives have a two to three
times greater risk.[40] Berends also reported evidence of familial
clustering in women with a history of PE, in a genetically isolated
population.[41]
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Chromosome regions associated with PE have been identified,
but not yet specific genes. The most studied polymorphisms are:
those related to vasoactive genes (M235T of the AT gene, I/D of
the ACE gene, E298D of the eNOS gene); mutations of throm-
bophilic genes (1691G>A of Leiden factor V, 677C>T of the
MTHFR gene, 20210G>A of the prothrombin gene); lipid metab-
olism and oxidative stress genes (Exon3 Tyr3His of the EPHX
gene, Exon 6 Asn291Ser of the LPL gene); and genes involved
in immune and inflammatory responses (-308G>A of the TNFa
gene, -1082G>A of the IL10 gene); and genes involved in immu-
nogenetics, placentation and genomic imprinting.[8,42,43] The
additive action and interaction of some of these genes could
explain the genetic predisposition for PE in some of the subject
families in our study.

Heritability (h?) is the parameter that estimates the relative con-
tribution of genetic factors to the appearance of diseases such
as PE. In this study, it was greater than 0 but less than 0.75 (h? =
0.24), which means that PE is not due exclusively to environmen-
tal factors, but must involve as well a genetic predisposition that
is modulated by adverse environmental factors.

It should be noted that blood pressure values in pregnancy are a
continuous variable due to the action of genetic and environmen-
tal factors or both, but the roles of these factors are still incom-
pletely understood.

An interesting finding in this study is that PE risk increases when
the husband has relatives with PE history, even when the wom-
an’s own family history is negative. If the husband has a sister
or mother with PE history, his wife’s likelihood of developing
PE increases by factors of 6.71 and 1.99 respectively. Paternal
genetic predisposition represented through the fetal genome is
one more element in this network of interactions for PE occur-
rence.[44]

There is evidence in the scientific literature supporting fetal genet-
ic effects on adverse pregnancy outcomes. Fetal genes from
both parents are involved in control of placental and fetal tissue
growth, and the placenta and membranes play an important role,
which fetal genes could influence. Additionally, heritability studies
estimating the relative portion of population variation in a geneti-
cally determined trait suggest that PE is influenced in part by fetal
genetic factors.[45]

Fathers with a family history of PE increase the probability that
their pregnant partner will develop it, but some authors report
that a change in partners between pregnancies reduces risk of
preterm birth in pre-eclamptic women.[46—49] These data sug-
gest that paternal genes expressed in the fetus may contribute
to PE. This has prompted studies of maternal—fetal influence,
assessed by defining the infant as proband, rather than the
mother, broadening the scope of investigation beyond specific
maternal influences.[46—49]

The genome of the partner of the women in our study may pres-
ent some of the molecular polymorphisms predisposing for PE
previously mentioned, inherited from their probably pre-eclamptic
mothers, and leaving a genetic imprint on the fetal genome.

Analysis of genome—environment interaction in PE Finally,
the five statistically significant interactions that were found dem-

onstrate how environmental factors tend to modulate genetic
predisposition as reflected in family history. On a practical lev-
el, these findings could strengthen primary prevention through
genetic counseling. Counselors would need to assess whether
there is a clear probability of PE in the patient if she has a first-,
second- or third-degree family history of PE (non-modifiable risk
factor), since they have 50%, 25% and 12.5% genes in common
respectively. However, there are modifiable environmental factors
that could modulate this susceptibility.

In this study, we observed that coexistence of first-degree fam-
ily history (such as an affected sister) with alcohol consump-
tion increased PE risk by 16 times. If prevention activities had
managed to eliminate alcohol consumption, this risk would have
decreased the OR from 16 to 1.61.

The results tend to be similar for the rest of the interactions.
It was shown that when environmental risk factors interact
with presence of an affected first-degree relative (family his-
tory), probability of PE increased, more than if these factors
were acting in isolation. ORs were always greater when a
non-genome-dependent predisposing factor interacted with the
affected relative. Of these, alcohol consumption was the greatest.

It is interesting to note that there has been relatively little
research on gene—environment and genome—environment
interactions in PE. Since it is a multifactoral disease, genetic
susceptibility to it will depend on other non-modifiable risk fac-
tors and modifiable ones (such as unhealthy behaviors) that
could modify the expression of gene polymorphisms that pre-
dispose for PE.

The epigenetic regulation mechanisms described in the biology
of the placenta are a focus of attention for researchers investi-
gating environmental factors that modify expression of placental
genes, and how these relate to diseases of gestation and the
first years of life. Understanding epigenetic alterations in the
placenta can inform diagnosis and prognosis of many diseases
such as PE, and could help tailor health promotion and preven-
tion activities.[50]

CONCLUSIONS

Our results, limitations discussed above notwithstanding, con-
firm that the risk attributable to the interaction of genetic and
environmental factors is greater than the potential risk of these
factors acting separately. This study found familial clustering of
PE, representing the first Cuban evidence using genetic epi-
demiology family pedigree strategy addressing the following
questions: Does PE preferentially cluster in families of cases
vs. families of controls? Is this familial clustering due to genetic
factors? A heritability coefficient of 0.24 demonstrates that both
genetic and environmental factors influenced PE risk in the
women studied.

These findings confirm the importance of preconception and pre-
natal care in primary health care, modifying environmental factors
that could enhance or trigger polymorphic genes that predispose
for PE. To this end, further studies of this type are needed in dif-
ferent regions of Cuba, building on the results presented here.

Finally, this first-of-its-kind Cuban study is important to maternal
and fetal health. It is imperative to expand upon this initial effort
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by using multivariate analysis to develop Cuban tables for PE risk
attributable to genetic predisposition, to adverse environmental

factors and to their interaction.

This could support genetic counseling for PE in the community, taking
advantage of the National Medical Genetics Network as a resource.
[51] Such tables could also create more accurate risk perception by

individuals and thus encourage health-promoting lifestyles, espe-
cially for otherwise healthy women with a genetic PE susceptibility.

Future studies of gene—gene and gene—environment interactions

are imperative, as is delving further into possible epigenetic mech-
anisms, to characterize the most frequent gene polymorphisms in
the Cuban gene pool. -
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