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m Estudio del polimorfismo del promotor del gen de la IL-6 en pacientes con sobrecarga de hierro primaria

ARTICULO ORIGINAL

Estudio del polimorfismo del promotor del gen de laIL-6 en
pacientes con sobrecarga de hierro primaria

Tetzlaff, Walter Francisco*; Merofio, Toméas®; Sorroche, Patricia?; Boero, Laura®; Martin, Maximiliano; Botta, Elianal; Castro,
Marcelo; Frechtel, Gustavo*; Rey, Jorge; Daruich, Jorge®; Cerrone, Gloria%; Brites, Fernando Daniel*
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La sobrecarga de hierro (SH) primaria ha sido vinculada a un estado proinflamatorio y a mayor riesgo
de enfermedad cardiovascular (ECV). Entre los marcadores de inflamacién asociados a ECV, se destacan
la proteina C reactiva ultrasensible (PCRus) y la interleuquina 6 (IL-6). Existe una variante polimdrfica de
nucleétido simple (SNP) en la posicién -174 (G/C) del promotor del gen de la IL-6, que regula su transcrip-
cién. El objetivo de este trabajo fue valuar el SNP -174 G/C y su interaccién con marcadores de inflama-
cion, con factores de riesgo y biomarcadores de ECV en pacientes con SH primaria y controles. Se estu-
diaron 37 pacientes de sexo masculino con SH primaria en comparacién con controles pareados por sexo
y edad. Se determind la concentracidn de PCRus por inmunoturbidimetria ultrasensible automatizada y
la de IL-6 por enzimoinmunoensayo. Se evalué el SNP-174 G/C por PCR-RFLP. Se encontraré que la PCRus
fue mayor y la IL-6 menor en los pacientes en comparacidn con los controles. El andlisis del polimorfismo
del SNP-174 G/C mostrd frecuencias genotipicas significativamente diferentes entre pacientes (43% CC,
43%CGy 14%GG) y controles (10% CC, 41% CG y 49% GG) (OR=4,09,1C95% =2,06-8,13,p < 0,0001),en
los que se encontrd equilibrio de Hardy-Weinberg. El andlisis de regresién logistica multiple reveld, que la
SH se asociaba en forma independiente y significativa, a la homocigosis CC (OR: 7,05; p < 0,01; IC 95%:
1,66 — 29,86] y luego, a la ferremia. Se concluyd que los pacientes con SH primaria presentaron mayor
frecuencia del alelo C en el promotor del gen de la IL-6, lo que condicionaba la presencia de menores
niveles de IL-6. A través de su relacion con la expresién de hepcidina, la disminucién de IL-6 acentuaria
las alteraciones del metabolismo del hierro en los pacientes con SH, los cuales presentaron un estado
proinflamatorio caracterizado por aumento de PCRus.

Palabras clave: Sobrecarga de hierro, inflamacidn, IL-6, polimorfismo, enfermedad cardiovascular.

Resumen

Abstract Primary iron overload (I0) has been linked to a pro-inflammatory state and to increased risk of
cardiovascular disease (CVD]. Among the markers of inflammation associated with CVD, high sensitive
C-reactive protein (hsCRP) and interleukin 6 (IL-6) are the most relevant. The gene promoter of IL-6
has a single nucleotide polymorphism [SNP] on position -174 [G/C), which regulates its transcription.
The aim of this study was to o evaluate the SNP -174 G/C and its interaction with risk factors and
biomarkers of CVD in patients with primary |0 and controls. Thirty-seven men diagnosed with primary
|0 were studied and compared with sex and age-matched controls. HsCRP concentration was evaluated
by automated high sensitive immunoturbidimetric assay and IL-6 by enzyme immunoassay. SNP-174
G/Cwas evaluated by PCR-RFLP. HsCRP was higher and IL-6 lower in patients compared to controls. The
genotyping of the SNP-174 G/C showed significantly different genotype frequencies between patients
(43% CC, 43% CG and 14% GG) and controls [10% CC, 41% CG and 49% GG) (OR = 4.09, 95% Cl = 2.06
to 8.13, p < 0.0001), being in Hardy-Weinberg equilibrium. The multiple logistic regression analysis
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showed that 10 was independently and significantly associated, firstly, with the CC homozygosis (OR:
7.05,p< 0.01;1C95%: 1.66 — 29.86) and then with serum iron. It was concluded that patients patients
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with primary 10 presented higher frequency of the C allele in IL-6 gene promoter, thereby conditioning
the presence of lower circulating IL-6. Through its relationship with the expression of hepcidin,
decreased IL-6 would deepen the alterations of iron metabolism in patients with 10, who presented a
pro-inflammatory state characterized by increased hsCRP levels.

Keywords: Iron overload, inflammation, IL-6, polymorphism, cardiovascular disease.

Introduccion

La sobrecarga de hierro primaria abarca un grupo de en-
fermedades hereditarias! que afectan el metabolismo del
hierro, provocando su acumulacién en distintos érganos y
sistemas®. En estas condiciones hereditarias, la expresion
y/o regulacién de proteinas y hormonas relacionadas con el
metabolismo del hierro pueden estar afectadas.’ 3

La causa principal de la SH primaria es |a presencia de mu-
taciones en el gen HFE, las cuales se encuentran presentes
en aproximadamente 1 de cada 200 sujetos caucdsicos®. El
gen HFE participa en la regulacion de la expresién de la hep-
cidina por los hepatocitos. Fisiolégicamente, la hepcidina ac-
tda en respuesta a un aumento del hierro en circulacién, blo-
queando su salida desde los sitios de depésito, a través de la
degradacién de la proteina ferroportina®. Consecuentemente,
en la SH primaria, el déficit de hepcidina causa un aumento
desregulado de la absorcién del hierro dietario y genera de-
fectos en su almacenaje®.

La SH primaria se caracteriza por la observacidn histolégi-
ca de siderosis hepatocelular. Entre las mutaciones del gen
HFE que conducen a SH, la mas comun en la poblacién anglo-
sajonaes la C282Y’. En contraste, en nuestro pais, un estu-
dio de screening, que evalud la presencia de mutacionesen el
gen HFE revelé que la mutacién H63D era la mas prevalente,
seguida por las mutaciones S65C y C282Y8. Es de notar que
hasta el momento no se han descripto diferencias significati-
vas en el curso clinico de la enfermedad entre pacientes con
distintos genotipos.”®. Alteraciones frecuentes asociadas a
SH son las artropatias, |la diabetes, la hiperpigmentacién y las
hepatopatias, entre otras.

Apartir del planteo de la hipétesis del hierro-corazén de Su-
llivan19, se ha comenzado a estudiar la relacién entre los nive-
les de hierro y el riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV].
Originalmente, Sullivan postuld un efecto protector de la de-
plecién de hierroy, luego, se realizaron diversos estudios para
demostrar una asociacién positiva entre la SH o el aumento
de la concentracién de ferritina y el riesgo de ECV. Mientras
que algunos de estos estudios demostraron un mayor efecto
en hombres, e inclusive una interaccién entre el hierro y los
niveles de colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
(C-LDL), el tema aun resulta controvertido!'*4. Por otro lado,
estudios en pacientes con SH describieron asociaciones en-
tre la concentracién de ferritina y el aumento de marcadores
de inflamacion, disfuncién endotelial y aterosclerosis'®>1?.
No obstante, un meta analisis reciente no detectd asociacion
significativa entre |a presencia de la mutacién C282Y del gen
HFE y el riesgo de ECV*8, Por lo tanto, las relaciones entre la

SH, las mutaciones asociadas y el riesgo de ECV se encuen-
tran escasamente definidas.

Enla actualidad, la ECV aterosclerédtica es concebida como
una enfermedad inflamatoria de la vasculatura en la que di-
versos factores y condiciones estan asociados a un desarro-
llo temprano de la patologia'®2C. Por lo tanto, numerosas mo-
léculas propias del proceso inflamatorio son plausibles de ser
utilizadas como biomarcadores o factores de riesgo de ECV.
Entre ellos, cabe destacar a la interleuquina 6 (IL-6] por la di-
versidad de actividades que puede llevar a cabo. De hecho, la
IL-6 es una citoquina pleiotrépica implicada en la regulacion
de la reaccién inflamatoria de fase aguda, en la respuesta in-
mune y en la hematopoyesis. Es una glicoproteina producida
principalmente por macréfagos, leucocitos y, en algunos ca-
sos, por células endoteliales, del estroma del timo o de la mé-
dula 6sea®>?2. La IL-6 est4 involucrada en la respuesta sisté-
mica a la inflamacidn, tanto en el sistema nervioso, como en
el higadoy lamédula ésea.

El gen que codifica la IL-6 se localiza en el brazo corto del
cromosoma 7 (7p21]. En 1998, se describid por primera vez
una variante polimérfica de nucleétido simple (SNP] en el
promotor de este gen, consistente en el reemplazo de una
guanina por una citocina en la posicién -17423,

Multiples estudios llevados a cabo con la finalidad de
evaluar la frecuencia de los polimorfismos del promotor del
gen de la IL-6 en distintos grupos étnicos, asi como la aso-
ciacién entre estos polimorfismos y la presencia y carac-
teristicas de diferentes enfermedades. Asi, se observaron
asociaciones entre la presencia del alelo G y la existencia de
procesos inflamatorios, resistencia a la insulina, diabetes
tipo 2 y obesidad, cuadros caracterizados por altos niveles
de IL-6%3%7,

Los objetivos del presente estudio fueron evaluar el poli-
morfismo del promotor del gen de la IL-6 y su interaccién con
los pardmetros ferrocinéticos, las alteraciones metabdlicas,
los marcadores de inflamacién y los factores de riesgo y bio-
marcadores de ECV en pacientes con SH primaria y controles.

Materiales y métodos

Estudio transversal en pacientes con SH primaria y suje-
tos controles de sexo masculino.

Se estudiaron 37 pacientes con SH primaria provenientes
del Servicio de Hepatologia, Divisién Gastroenterologia, Hos-
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pital de Clinicas “José de San Martin”, Universidad de Buenos

Aires y 37 sujetos controles. Todos los participantes del es-

tudio fueron adultos (> 20 afios] de sexo masculino. Para el

diagnéstico de SH primaria, se utilizé la técnica patrén, la cual

implica la visualizacién directa de un aumento de los depé-

sitos de hierro, con distribucién hepatocelular en una mues-

tra de tejido obtenida por puncién hepatica. Ademas, los pa-

cientes con SH presentaron alteraciones en los parametros

ferrocinéticos [saturacion de transferrina (Tf) > 50 % y con-

centracion sérica de ferritina > 300 ng/ml]. Se excluyeron del

estudio aquellos pacientes que presentaban:

a) diagndstico previo de diabetes,

b) hepatitis virales agudas o crénicas,

c) serologia positiva para HIV,

d) neoplasias,

e) enfermedades tiroideas o renales,

f] cirrosis,

g) cualquier enfermedad para la que se encontrase contrain-
dicado el tratamiento por flebotomia,

h) cancer,

i] consumo excesivo de tabaco (> 10 cigarrillos/dia) o alco-
hol (> 40 g/dial,y

j) tratamiento con beta-blogqueantes, inhibidores de la en-
zima convertidora de angiotensina, diuréticos tiazidicos,
antioxidantes u otras drogas que pudiesen afectar el me-
tabolismo glucidico o lipidico.

También, se incluyeron sujetos sanos voluntarios como
grupo control que fueron pareados por sexo y edad. Se obtuvo
el consentimiento informado por escrito de todos los indivi-
duos ingresados al estudio. El presente proyecto fue apro-
bado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas “José de
San Martin” y el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires.

Se extrajo sangre de la vena antecubital entre las 08:00 y
11:00 hs, luego de 12 horas de ayuno. Las muestras fueron
colocadas en tubos secos. Para la obtencién de suero, los
tubos fueron centrifugados a 3.500 rpm durante 15 minu-
tos a 4° C. Se guardaron alicuotas a 4° C para las determi-
naciones bioquimicas generales, que fueron realizadas en
un periodo menor a 24 horas, y a —70° C para la evaluacién
de los otros parametros estudiados. Asimismo, se empled
sangre entera anticoagulada con NA;EDTA para la determi-
nacién del hemograma, la genotipificacién del gen HFE y la
evaluacion del SNP-174 G/C del promotor del gen de la IL-6.

En todos los pacientes, se evaluaron signos y sintomas ti-
picos de |a patologia en estudio. Tanto a los pacientes como a
los controles, se les efectué una anamnesis exhaustiva y se
les midié el peso y la altura con prendas livianas y sin calzado.
Se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) como el peso / al-
tura®. También, se midid la circunferencia de la cintura a nivel
de la zona umbilical con una cinta métrica no distensible.

Se analiz6 el hemograma completo en un autoanalizador
Coulter GEN S® (BeckmanCoulter, Fullerton, CA, EEUU). Se
midieron las concentraciones de Tf, apoproteina (apo] A-ly
apo B por inmunonefelometria (IMMAGE®, BeckmanCoulter,
Fullerton, CA, EEUU) y la concentracién sérica de ferritina
mediante un ensayo automatizado de electroquimiolumi-
niscencia (VITROS® ECi0, Ortho-Clinical Diagnostics, Raritan
City, NJ, EEUU). Se determinaron los niveles de hierro, glu-
cosa, urea, creatinina, acido urico, triglicéridoslg, colesterol
total (TC) y el hepatograma completo por métodos estanda-
rizados (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). La satu-
racién de Tf se determingé por célculo. Se midié el colesterol
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL] aisladas en el
sobrenadante obtenido luego de la precipitacién selectiva
de las lipoproteinas con apo B habiendo utilizando como
reactivo precipitante 0,44 mmol/l 4cido fosfotingstico en
presencia de iones magnesio (Roche Diagnostics, Mannhe-
im, Alemania). Se evalud el nivel de colesterol de las lipopro-
teinas de baja densidad (LDL) como la diferencia entre el CT
y el colesterol contenido en el sobrenadante obtenido des-
pués de la precipitacion selectiva de LDL con 10 g/I polivinil
sulfato en polietilenglicol (600 Da; 2,5% P/V; pH 6,7] (Wiener
lab Group, Rosario, Argentina).

La concentracién de PCRus se midié por un ensayo in-
munoturbidimétrico ultrasensible (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) y los niveles de IL-6 por método de
enzimoinmunoensayo (ELISA), empleando un kit comercial
que utiliza anticuerpos monoclonales especificos para IL-6
humana (eBioscience, CA, EEUU]. Todas las muestras de los
pacientes y controles fueron evaluadas en un sélo ensayo
con la finalidad de evitar la variabilidad interensayo.

En los pacientes con SH, a partir de sangre entera perifé-
rica, se purificé el ADN genédmico por el método bromuro de
cetil-trimetilamonio (CTAB)?®. La genotipificacion se llevo a
cabo mediante la técnica de reaccién en cadena de la polime-
rasa y el andlisis de la longitud de los fragmentos de restric-
cién (PCR-RFLP)8. La reaccién de amplificacién se realizé con
un volumen final de 25 pl, usando la siguiente mezcla: 4,5 pl
de buffer 10X (Promega, CA, EEUU], 2,2 ul de dNTPs (Prome-
ga, CA, EEUU), 0,4 pl de primers (Invitrogen, NY, EEUUJ, 1,2 pl
de ADN TaqgPolimerasa (Promega, CA, EEUU], 10,7 pl de agua
Milli-Q, y 6 pl de ADN gendémico. Los primers utilizados con-
tra los exones 2 y 4 del gen HFE fueron: para C282Y, forward
5-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3 y reverse 5-CTCAGGCACTCCTCT-
CAACC-3; y para H63D, forward 5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3 y
reverse 5-GCCACATCTGGCTTGAAATT-329,

Elciclado (Axygen®MaxyGene™ Il ThermalCycler, CA, EEUU)
consistié en una desnaturalizacién inicial a 95° C durante 5
minutos y en 30 ciclos de desnaturalizacién a 95° C durante
30 segundos, annealing a 58° C durante 30 segundos, y elon-
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gacion a 72° Cdurante 1 minuto. El producto amplificado de la
PCR presenté dos sitios de corte con el empleo de las enzimas
Rsa | (mutacion C282Y, Promega, WI, EEUU) y Bel | [mutacion
H63D, Promega, WI, EEUU]. Los productos de la digestion se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 3 % p/v du-
rante 1 hora, luego se tingd el gel con bromuro de etidio y se
visualiz6 con un transiluminador UV. El genotipo fue asignado
acorde a los patrones de corte observados.

A partir de sangre entera periférica, se purificé el ADN ge-
némico por el método CTAB?®. EI SNP -174 G/C del promotor
del gen de la IL-6 se genotipificd por PCR-RFLP con el empleo
de un termociclador Axygen® MaxyGene™ Il (CA, EEUU]. La re-
accion de amplificacion se realizé en un volumen total de 15
l conteniendo: 500 ng de ADN gendémico, 3 pl de buffer 5X
(Promega, CA, EEUU), 200 uM de dNTPs (Promega, CA, EEUU],
10 pmoles de cada primer (Invitrogen, NY, EEUU), 1 U de GoTa-
gPolimerasa (Promega, CA, EEUU], y agua destilada. Se dise-
fi6 un juego de primers especificos que flanquean la secuen-
cia del SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-6: forward
5-TGAAGTAACTGCACGAAATTTGAGG-3’ y reverse 5-TGCAATGT-
GACGTCCTTTAGCAT-3'2%, El ciclado consistié en una desnatu-
ralizacién inicial a 94° C durante 3 minutos y en 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94° C durante 1 minuto, annealing a 50°
C durante 30 minutos, y elongacién a 72° C durante 1 minuto,
con una extension final de 10 minutos a 72° C. La presencia
del alelo G genera un sitio de corte para la enzima SfaNI?’. La
digestién se realizé en un volumentotal de 15 pl que contenia
1,5 pl de buffer 10X (BioLabs, NE, EEUU), 0,1 U de SfaNI (Bio-
Labs, NE, EEUUJ, 8,4 ul de agua Milli-0, y 5 pl de producto de
PCRa 37° Covernight. Los productos de la digestion se some-
tieron a electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % p/v durante
2 horas, luego se tiid el gel con bromuro de etidio durante 10
minutos y se visualizé con un transiluminador UV. El genotipo
fue asignado acorde a los patrones de corte observados.

Se analizé la distribucién de las distintas variables por el
método de Shapiro-Wilks. Las variables con distribucién nor-
mal fueron expresadas como media + desvio estandar (DE)
y las de distribucién no paramétrica como mediana (rango
intercuartil). Las frecuencias alélicas y génicas fueron anali-
zadas mediante el test Chi cuadrado (y2]. Las diferencias en-
tre variables continuas con distribucién paramétrica fueron
analizadas con el test T de Student para muestras indepen-
dientes. Cuando las variables presentaron una distribucién
no paramétrica, las diferencias fueron evaluadas empleando
el test U de Mann-Whitney. Las correlaciones simples fueron
realizadas por los métodos de Pearson y Spearman, acorde a
la distribucion de las variables. En los casos en los que se eva-
luaron diferencias de grupos ajustadas, correlaciones parcia-
les y regresiones lineales, se normalizaron las variables no
paramétricas antes de ser incluidas en los analisis. Las dife-

rencias ajustadas fueron analizadas por ANCOVA. Se empleé
ademas analisis de regresion logistica multiple. En todos los
casos, las pruebas se consideraron significativas con un p <
0,05 enla situacion bilateral. Para los anélisis estadisticos se
utilizaron los programas INFOSTAT (Grupo INFOSTAT, Univer-
sidad Nacional de Cdrdoba, Cérdoba, Argentina) y SPSS 19.0
(1BM, Chicago, Ill, EEUU).

Resultados

En un grupo de 37 pacientes de sexo masculino con SH
primaria y en 37 controles pareados por sexo y edad [50
(35-61) vs.46 (35-55) afos, respectivamente; p no signi-
ficativo], se evaluaron pardmetros bioquimicos generales,
indicadores del metabolismo del hierro, perfil de lipidos y li-
poproteinas, marcadores del estado inflamatorio, presencia
de diferentes mutaciones en el gen HFE y el SNP -174 G/C
del promotor del gen de la IL-6.

Los pacientes con SH presentaron mayor IMC que los con-
troles (28,2 + 3,2 vs. 23,1 £ 2,4 kg/m2, respectivamente; p
< 0,0001). Por tal motivo, los analisis subsiguientes fueron
realizados ajustando por esta variable. Como era esperado,
los marcadores del metabolismo del hierro se encontraron
significativamente aumentados en los pacientes con SH,

Tabla l. Caracteristicas bioquimicas generales de los
pacientes con SH y los sujetos controles.

Pacientes Sujetos

con SH controles P

(n=37) (n=37)
Gr (10%cél/ml) 50£0,3 5,005 NS
Gb (10%céV/ml) 712 712 NS
Hematocrito (%) 45 (43 -47) 45 (43 -46) NS
:;EﬁgMbma 15 (14— 16) 16 (15— 16) NS
Ferremia (ug/dl) | 141 (105-176) | 86 (?3-111) | <0,0001
SaturaciénTf (%) | 47 (33-65) | 26(24-31) | <0,0001
Ferritina (ng/ml) | 246 (68—558) | 86 (61— 166) | <0,05
ASAT (UI/1) 29(23-39) | 21(17-23) | <0,0001
ALAT (UI/1) 38(23-49) | 19(18-26) | <0,0005
FAL (UI/1) 68(55-87) | 63(49-74) NS
ET;:ﬂ“aTma' 09(06-10) | 06(06-09) | NS

» SH, sobrecarga de hierro; Gr, glébulos rojos; Gb, glébulos
blancos; Tf, transferrina; ASAT, aspartatoaminotransferasa;
ALAT, alaninaaminotransferasa; FAL, fosfatasa alcalina; NS,
no significativo. Los resultados estan expresados como

media +

desvi6 estandar (DE) o mediana (01-03) para

variables con distribucién paramétrica y no paramétrica,
respectivamente. Analisis efectuado mediante el ajuste
por indice de masa corporal.
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respecto a los controles, como asi también los marcadores
de dafio hepatico (Tabla l].

De acuerdo al rol del hierro en las alteraciones del hepatogra-
ma, la saturacién de Tf correlaciond con los niveles de bilirrubina
total (r=0,49; p < 0,0005) y las actividades de ASAT (r=0,42;
p < 0,005) y ALAT (r = 0,26; p < 0,01]. A su vez, también hubo
correlacion con los niveles de ferritina (r=0,46; p < 0,0001).

El perfil de lipidos y lipoproteinas de los pacientes con SH y
los sujetos controles se muestra en la tabla Il. Sélo, se detecté
una leve disminucién del colesterol total y del C-LDL en pacien-
tes con SH.

Ademas, se observé que los niveles de los marcadores de in-
flamacidn crénica, PCRus e IL-6, presentaron diferencias entre
pacientes y controles, siendo que la PCRus estaba aumentada
(OR=5,56;1C95% = 3,93 - 7,76; p < 0,05) y la IL-6 disminuida
(OR=1,59;1C95% = 0,51 - 4,95; p < 0,05] en los pacientes con
SH (Figura 1).

Andlisis del gen HFE en pacientes con SH

Del grupo de pacientes (n=37], 27 (?3%) presentaron algu-
na de las mutaciones evaluadas en el gen HFE (Figura 2]. Once
fueron homocigotas y 2 heterocigotas para la mutacién C282Y.
Por otro lado, 2 pacientes fueron homocigotas y 9 heterocigotas
para la mutacién H63D del mismo gen, mientras que sélo 3 pa-
cientes fueron doble heterocigotas H63D/C282Y. Por ltimo, 10
pacientes no presentaron ninguna mutacion (Figura 2.

Tabla Il. Perfil de lipidos y lipoproteinas de los pacientes
con SH y los sujetos controles.

Andlisis del SNP -174 G/C del promotor del gen de la
IL-6 en pacientes con SH y sujetos controles

La distribucién genotipica y alélica del SNP -174 G/C del pro-
motor del gen de la IL-6 se muestra en la tabla Ill. Ambas pobla-

Pacientes Sujetos
con SH controles P
(n=37) (n=37)
6 (mg/dl) 97 (78-147) | 88(70-117) NS
CT (mg/di) 176 £35 191+29 <0,05
C-VLDL (mg/d1) 18 (16 - 26) 19 (16 - 22) NS
C-LDL (mg/dl) 109 +31 123 +27 < 0,05
C-HDL (mg/dl) 45+ 10 48+ 10 NS
CT/C-HDL 3,8(3,3-50) | 4,1(33-50) NS
Apo B (mg/dI) 85+26 93+18 NS
Apo A-l (mg/dI) 130+19 137 +20 NS
ALAT (UI/1) 38 (23 -49) 19 (18 -26) | <0,0005
FAL (UI/1) 68 (55 -87) 63 (49 - 74) NS
'[3’::;::’;""’ Total | 09(06-10) |06(06-09)| NS

» SH, sobrecarga de hierro; TG, triglicéridos; CT, colesterol total;
VLDL, lipoproteina de muy baja densidad; LDL, lipoproteina
de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta densidad; apo,
apolipoproteina; NS, no significativo. Los resultados estan
expresados como media + desvio estandar (DE] o mediana
(01-03) para variables con distribucién paramétrica y no pa-
ramétrica, respectivamente.

Figura 1.
PCRus

3,01

1,59

0,84 S

Concentracion (mg/l)

0,0

T T
Pacientes con SH Controles

IL-6

2,04

0,51

Concentracién (pg/ml)

0,0-r

L] L]
Pacientes con SH Controles

» Concentraciones plasmaticas de PCRus (Panel A] e IL-6 (Pa-
nel B) en pacientes con SH (n =37] y sujetos controles (n =
37). PCRus, proteina C reactiva ultrasensible; IL, interleuqui-
na; SH, sobrecarga de hierro. * p < 0,05 vs. controles.

Figura2.

mwt
mC282V/C282Y
W C282V/wt
WH63D/H63D
W H63D/wt
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30%
n=11

» Distribucién de las mutaciones del gen HFE en los 37 pacien-
tes con SH. SH, sobrecarga de hierro. Wt, wild type
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Tabla lll. Resultados de la genotipificacion por PCR-RFLP del
SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-6 en pacientes
con SH y sujetos controles.

Geno- Pacientes Sujetos
tinos con SH controles X2 P
P (n=37) (n=37)
cc 16 4 14,58 | 0,0007*
C6 16 15
GG 5 18
Alelo C 48 (65%) 23 (31%) <0,0001*
Alelo G 26 (35%) 51 (69%)

» PCR-RFLP, reaccién en cadena de la polimerasa-polimorfis-
mo de longitud de fragmentos de restriccidn; IL, interleu-
quina; SH, sobrecarga de hierro.

*Distribucion analizada por la prueba de X2 (95%).

ciones se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg para el
polimorfismo -174 G/C (p =0,17]. Las frecuencias genotipicas
fueron 43% CC, 43% CG y 14% GG en pacientes con SH, y 10% CC,
41%CG y49%GG en sujetos controles (p < 0,001). Conrespecto
alafrecuencia alélica, la variante C tuvo una mayor prevalencia
en pacientes con SH en comparacién con los sujetos controles
(65% vs. 30%; OR = 4,094, 1C95% = 2,062-8,128; p < 0,0001].
Teniendo en cuenta que la presencia de la variante C se podria
asociar al desarrollo de la SH, méas alla de las caracteristicas del
gen HFE, se realiz6 un analisis de regresién logistica multiple,
incluyendo a ésta como variable dependiente. Para el mismo,
se tomd como referencia al genotipo ancestral (homacigosis
GG).Ademas de la presencia de homocigosis CC y heterocigosis
CG, se inclyeron a las siguientes variables como independien-
tes: ferremia, ferritina, saturacion Tf, PCRus e IL-6. Tanto la ferri-
tina como la saturacién Tf fueron dicotomizadas utilizando los
puntos de corte empleados para el diagndstico de la SH. Este
analisis revel6 que la SH se asociaba de manera independiente
y significativa, principalmente en a la presencia de homocigo-
sis CC del polimorfismo de la IL-6 (p < 0,01) y, en menor grado,
ala ferremia (p < 0,001) (Tabla IV).

Discusion

En el grupo de pacientes con SH primaria estudiado, se ob-
servé predominio del alelo C del gen del promotor de la IL-6, lo
cual se asocié a menores niveles plasmaticos de IL-6 en com-
paracién con controles sanos. Mas aun, los pacientes presen-
taron alteraciones de los marcadores del metabolismo del hie-
rro de dafo hepatico y mayores niveles plasmaticos de PCRus,
indicador de inflamacién sistémica.

El hallazgo de niveles de IL-6 significativamente disminui-
dos en el grupo de pacientes con SH resulté de particular inte-
rés. La IL-6 es una citoquina pleiotrépica a la cual se le atribu-
yen caracteristicas y funciones similares a las hormonas que
afectan a la enfermedad vascular, el metabolismo de los lipi-
dos, laresistencia a la insulina, las actividades mitocondriales,
el sistema neuroendocrino y el comportamiento neuropsicolé-
gicoC. También, se ha descripto que la IL-6 es quimiotactica y
facilita el crecimiento de células germinales hemopoyéticas, y
aumenta la sintesis de IL-2 y de otros mediadores proinflama-
torios>t. Ademds, resulta particularmente interesante para el
estudio de las alteraciones del metabolismo del hierro el hecho
de que la IL-6 induce la expresién de la hepcidina y favorece la
acumulacién de hierro en los macréfagos®2.

El analisis de los polimorfismos del promotor del gen de la
IL-6 en el SNP -174 reveld que el alelo C fue mas prevalente
(65%) en el grupo de pacientes, mientras, que en los controles
el alelo G fue el mas prevalente (?70%). De hecho, en el grupo
de pacientes hubo igual cantidad de sujetos homocigotas CCy
heterocigotas CG, siendo significativamente menor el nimero
de individuos GG. Por el contrario, en el grupo de sujetos contro-
les, los homocigotas CC representaron la minorfa y el nimero
de individuos heterocigotas CG y homocigotas GG fue similar
y significativamente mayor.

El predominio de la presencia del alelo C en el grupo de pa-
cientes con SH explicaria el hallazgo de menores niveles plas-
maticos de IL-6 en el grupo de pacientes con respecto a los
controles. En primer lugar, en el afio 1998, Fishman y col.?3
mostraron que los portadores del alelo C producian menos
IL-6, atribuyéndole asi un rol protector a este alelo frente al
desarrollo de artritis reumatoidea juvenil, enfermedad infla-

Tabla IV: Andlisis de regresion logistica multiple empleando a la presencia de SH como variable dependiente.

IC 95% EXP (B)
Variables B DE Wald gl P Exp(B) Inferior Superior
Homocigosis CC 1,953 0,737 7,026 1 <0,01 7,047 1,663 29,860
Ferremia 0,034 0,009 14,812 1 < 0,001 1,035 1,017 1,053
Constante -4,348 1,078 | 16,269 1 < 0,001 0,013

» SH, sobrecarga de hierro; B, coeficiente B; DE, desvio estandar; Wald, estadistico de Wald; gl, grados de libertad; Exp[B], esti-
macién de Odds Ratio; IC., intervalo de confianza. Las variables incluidas en el modelo como independientes fueron: homoci-
gosis CC, heterocigosis CG, interleuquina 6, proteina C reactiva ultrasensible, ferremia, ferritina y saturacion de transferrina.
Tanto la ferritina como la saturacién de transferrina fueron dicotomizadas utilizando los puntos de corte empleados para el
diagnéstico de la SH.
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matoria por excelencia. En otro estudio realizado en pacien-
tes con resistencia insulinica, se demostré que individuos ho-
mocigotas para el alelo C presentaban concentraciones mas
bajas de IL-6 con respecto a individuos homocigotas para el
alelo G%°. Por otro lado, también se observé que individuos
portadores del alelo G tenian mayores niveles plasmaticos
de IL-6%. Fernandez-Real y col.>* encontraron que individuos
con el alelo G posefan mayores niveles de IL-6 asociados a
mayores concentraciones de TG, TG de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y de disminucidn de C-HDL,.

En el contexto del estudio del metabolismo del hierro y, en
particular, de la SH, cabe destacar que menores niveles de IL-6
se asociarian a elevacién de la concentracién plasmatica de
hierro. De hecho, se ha descripto que la IL-6 esta involucrada
en el mecanismo de regulacién de la expresién de la hepcidina,
llevada a cabo en el hepatocito a través de la via de sefaliza-
cién del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
(STAT3). La unidn de la IL-6 a su receptor de membrana des-
encadena la activacién de los factores de transcripcién JAK/
STAT3!8, activando la expresion de hepcidina.>>%.Cuando los
niveles de la hormona hepcidina son bajos, la absorcién de
hierro, asi como sus niveles séricos y la capacidad de recicla-
je de hierro aumentan. Por lo tanto, menores niveles de IL-6 se
asociarian a la disminucién de la concentracién de hepcidina y
éstos, a su vez, a un aumento del hierro circulante.

De esta manera, la menor concentracién de IL-6 obser-
vada en los pacientes con SH, consecuencia, ésta, de la ma-
yor prevalencia del alelo C del promotor del gen de laIL-6 en
el SNP -174, acentuaria el aumento de hierro circulante en
los pacientes con SH primaria, cuyo defecto de base seria
la presencia de alguna mutacién en el gen HFE. Esta aso-
ciacién fue también sugerida por el analisis de la regresién
logistica multiple, que identificé a la presencia de homocigo-
sis CCy a la ferremia como predictores significativos de SH.

Entre los biomarcadores de inflamacidn, en este estudio,
se detecté aumento de los niveles plasmaticos de PCRus en
los pacientes con SH en comparacién con los sujetos contro-
les. Si bien, a priori, se podia haber especulado que en estos
pacientes el proceso inflamatorio podria haber estado asocia-
do también a aumento de IL-6, seguramente la mayor preva-
lencia del alelo Cen el SNP-174 del promotor del gendelalL-6
fue determinante para que las células inflamatorias manifes-
tasen una capacidad limitada para sintetizar y secretar IL-6.

En conclusién, se podria postular que la presencia del
alelo C, responsable de los bajos niveles de IL-6, constituiria
un factor predisponente para el aumento del hierro en cir-
culacién y para la expresién clinica de la SH. La SH prima-
ria representa un estado proinflamatorio caracterizado por
niveles plasmaticos elevados de PCRus, pero bajos de IL-6.
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