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Variabilidad genética de la respuesta inflamatoria. I. Polimorfismo
-511 C/T en el gen IL1B en diferentes subpoblaciones peruanas

Genetic variability of the inflammatory response. I. The -511 C/T IL1B polymorphism in
different Peruvian subpopulations
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Resumen

El polimorfismo -511 citosina/timina (-511 C/T) en la regién promotora del gen interleuquina 1 beta (IL1f) estd implicado en la
produccion diferencial de la citoquina y por tanto puede estar asociado a la respuesta inmuno-inflamatoria en obesidad, dislipidemias,
cardiopatias, cancer, infecciones, y el tratamiento con nutrientes y farmacos. Objetivos: Establecer la distribucion de frecuencias de
los genotipos y alelos del polimorfismo -511 C/T del gen IL1f en diferentes subpoblaciones peruanas. Disefio: Estudio descriptivo,
observacional, transversal. Instituciones: Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion e Instituto de Medicina Tropical D.A.
Carrion, Facultad de Medicina, UNMSM y Centro de Genética y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, USMP, Lima, Per(.
Participantes: Pobladores peruanos. Intervenciones: Extraccion de ADN genomico a partir de muestras sanguineas o epitelio bucal
segun metodologia estandar, de 168 individuos de 9 grupos subpoblacionales: 23 mestizos de Lima, 33 amazénicos (20 de Pucallpa
y 13 de Amazonas) y 112 andinos (12 de Ancash, 10 de Cajamarca, 18 de Huarochiri-Lima, 25 de Puno-Taquile, 25 de Puno-Uros y
22 de Puno-Anapia). Andlisis del polimorfismo -511 C/T mediante la técnica de PCR/RFLP, con primers especificos y digestion con
la enzima de restriccion Aval, detectandose los fragmentos por electroforesis en geles de agarosa al 2% y tincion con bromuro de
etidio. Principales medidas de resultados: Frecuencias genotipicas y alélicas del gen IL1p. Resultados: Se encontr¢ las siguientes
frecuencias genotipicas CC=0,024; CT=0,369 y TT=0,607, consistentes con el equilibrio de Hardy-Weinberg; y las frecuencias alélicas
fueron alelo C=0,208 y aleloT=0,792. La frecuencia del alelo T, considerado el mutante, fue muy alta en los Uros de Puno (0,940) y
mas baja en los mestizos de Lima (0,609). La comparacion de las frecuencias genotipicas (TT versus CT+CC) y alélicas (T versus C)
mostraron diferencias significativas (p<0,01) entre los pares Lima mestizos y las de Puno-Taquile y Puno-Uros. Existieron diferencias
significativas (p<0,001) cuando se las compard con otras poblaciones del mundo. Conclusiones: El alelo T mutante del polimorfismo
-511 C/T en el gen IL1B, asociado a mayor produccién de la citoquina, fue frecuente en las subpoblaciones estudiadas. Debido a las
diferencias encontradas, es importante considerar la etnicidad en los estudios de asociacion y de riesgo de este gen, como factor de
respuesta inflamatoria, en obesidad, dislipidemias, cardiopatias, cancer, infecciones, y el tratamiento con nutrientes y farmacos.

Palabras clave: Interleuquina 1 beta, gen, alelo, polimorfismo.

Abstract

The -511 citosyne/thymine (-511 C/T) polymorphism in the promoter region of human interleukin 1B (IL1 ) gene is associated to differential
cytokine synthesis and immuno-inflammatory response in obesity, dyslipidemias, cardiopathies, cancer, infections, other diseases,
nutritional intervention and drug treatment. Objectives: To determine allelic and genotypic frequencies of -511 C/T polymorphism in
the IL1B gene polymorphism in different Peruvian subpopulations. Design: Descriptive, cross-sectional study. Settings: Faculties of
Human Medicine, Universidad Nacional Mayor de San Marcos and Universidad San Martin de Porres, Lima, Peru. Participants: Peruvian
subjects. Interventions: Genomic DNA was extracted from 168 individuals from Lima (23 mestizos), 33 Amazonians (20 Pucallpa and
13 Amazonas) and 112 Andeans (12 Ancash, 10 Cajamarca, 18 Huarochiri-Lima, 25 Puno-Taquile, 25 Puno-Uros and 22 Puno-Anapia)
according to standard methodology and amplification using PCR-RFLP technique. PCR products were digested with Aval restriction
enzyme and fragments were separated by 2% agarose gel electrophoresis and ethidium bromide stain. Main outcomes measures:
Allelic and genotypic frequencies of the -511 C/T polymorphism in the IL1B gene. Results: CC=0,024, CT=0,369, and TT=0,607
genotypes frequencies were found, consistent with Hardy-Weinberg equilibrium, as well as alleles frequencies C = 0,208, and T=0,792.
The frequency of (mutant) T allele was very high in Puno-Uros (0,940) and low in Lima-mestizos (0,609). Comparison of genotypes (TT
versus CT+CC) and alleles (T versus C) showed significant differences (p <0.01) between pairs Lima-mestizos and Puno-Uros and
Puno-Taquile. Differences were significant (p <0.001) when compared to other world populations. Conclusions: T allele of IL1f3 gene
-511 polymorphism related to increased production of the cytokine was frequent in these Peruvian subpopulations. Because of these
differences, it is important to consider ethnicity in association studies and risk of this gene, factor of inflammatory response in obesity,
dyslipidemias, cardiopathies, cancer, infections, other diseases, nutritional intervention and drug treatment.

Key words: Interleukin 1 beta, gene, allele, polymorphism.
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INTRODUCCION

Las citoquinas son moléculas de sefia-
lizacién que contribuyen a la respuesta
inflamatoria y componentes claves en la
patogénesis de muchas enfermedades,
como el cancer, desérdenes metabdlicos
y condiciones inmuno-inflamatorias. El
grupo de citoquinas de la interleuqui-
na incluye tres citoquinas diferentes:
interleuquina 1 beta, interleuquina 1
alfa y el antagonista del receptor de IL1
(IL-1Ra) @,

La interleuquina 1 beta (IL1P) es
una citoquina proinflamatoria potente
cuya participacién es relevante en in-
munoregulacién, inflamacién y génesis
de diferentes patologfas y en la respues-
ta a los nutrientes y el tratamiento con
farmacos. En ese panorama, se puede
considerar que las variantes de IL1B
pueden tener efectos directos en la res-
puesta inflamatoria y procesos metabé-
licos, afectando los niveles organico y
sistémico @.

El gen que codifica a IL1p est4 loca-
lizado en el brazo largo del cromosoma
2 (2q12), donde se ha encontrado sitios
polimérficos tipo SNPs (polimorfismos
de una sola base nucleotidica), en las
regiones codificantes (exones) y no
codificantes (intrones), asi como en la
regién promotora del gen ©.

Una de las mutaciones mas estudia-
das en la regién promotora es la corres-
pondiente a un SNP del tipo citosina/
timina en la posicién -511 (-C511T)
Eso significa que la citosina (C) es re-
emplazada por una timina (T), dando
lugar a dos alelos denominados alelo
C (o alelo complementario G, normal)
y alelo T (o alelo complementario A,
mutante) 4.

Estudios in vitro indican que cé-
lulas con al menos un alelo T presen-
tan sobreexpresién (mayor actividad
transcripcional), o sea mayores niveles
de esta citoquina proinflamatoria, con
respecto a las que tienen el alelo C ©.
Ademis, diversos estudios sugieren que
el alelo T est4 relacionado a la produc-
cién de altos niveles séricos de IL1B y
con ello una respuesta inflamatoria di-

ferencial en diferentes enfermedades y
en el tratamiento con nutrientes y far-
macos (1.

Numerosas investigaciones han in-
tentado establecer asociaciones entre
la respuesta inflamatoria en enferme-
dades y la presencia del polimorfismo
-511 C/T de la IL1B, principalmente
estudios casos y controles, asumiendo
el alelo T como factor de riesgo, aun-
que los resultados han sido variables
en diferentes grupos poblacionales del
mundo, lo que implica que la etnicidad
en un factor por considerar para esta-
blecer factores de riesgo genético ¥. En
el Perd, se ha publicado estudios sobre
el polimorfismo -511 en el promotor de
la IL1B y la susceptibilidad al céncer
gastrico en infectados con Helicobacter
pylori, encontrandose asociacion con el
alelo C; sin embargo, no se menciona el
origen étnico .

La distribucién de la frecuencia de
los polimorfismos de ADN, entre ellos
los alelos ligados a inmuno-inflamacién,
pueden variar segin el componente ét-
nico de cada subpoblacién humana, lo
cual explica en parte la predisposicién
a enfermedades y/o respuesta a los nu-
trientes o al tratamiento con formacos
de algunas poblaciones ©.

En el contexto planteado, es de im-
portancia conocer cuél es la distribucién

de este polimorfismo -511 C/T en la re-
gién promotora de la IL1B en diferentes
subpoblaciones peruanas, caracterizada
por su diversidad, por lo que se ha con-
siderado determinar las frecuencias ge-
notipicas y alélicas en diferentes grupos
poblacionales de nuestro pafs. Este es-
tudio representa una etapa inicial para
caracterizar los perfiles y variabilidad
de la respuesta inflamatoria e inmuno-
légica a nivel genético molecular en la
poblacién peruana, es decir, establecer
las bases poblacionales y, posteriormen-
te, evaluar las asociaciones de este po-
limorfismo con diferentes patologias y
respuesta a nutrientes y firmacos.

METODOS

Los participantes fueron 168 personas
saludables, sin enfermedades crénicas,
voluntarios, sin relacién de parentes-
co, hombres y mujeres cuyas edades
fluctuaban entre los 18 y 80 afios. Es-
tas personas representaron a 9 grupos
subpoblacionales: 23 mestizos de Lima,
33 amazonicos (20 de Pucallpay 13 de
Amazonas) y 112 andinos (12 de An-
cash, 10 de Cajamarca, 18 de Huaro-
chiri-Lima, 25 de Puno-Taquile, 25 de
Puno-Uros y 22 de Puno-Anapia).

Se consideraba la etnicidad de los
participantes por autodeclaracién y te-
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Figura 1. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, mostrando las bandas
correspondientes a los tres genotipos para el polimorfismo -511 C/T en el gen de la IL1
beta. Carril 1: Control negativo (sin muestra de ADN); carriles 2 y 4: heterocigotos CT
(304/190/114 pb); carril 3: homocigoto CC (190/114 pb); y carril 5: homocigoto TT (304
pb). PM: marcador de peso molecular, pb: pares de bases.
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Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo -511 C/T en la region promotora del gen IL1 beta en diferentes muestras peruanas.

Frecuencias genotipicas Equilibrio Frecuencias alélicas
Muestra n (%) Hardy-Weinberg® n° alelos (%)
) p

Ancash 12 6 (50,0) 6 (50,0 0(0,0) ns 18 (75.0) 6 (25,0
Cajamarca 10 5 (50,0 5 (50,0 0(0,0) ns 15 (75,0) 5 (25,0
Lima-Huarochiri 18 9 (50,0 9 (50,0 0(0,0) ns 27 (75,0 9 (25,0
Amazonas 13 7 (53.,8) 5(38,5) 1(7,7) ns 19 (73,1) 7(26,9)
Pucallpa 20 12 (60,0) 8 (40,0) 0(0,0) ns 32 (80,0) 8(20,0)
Puno-Taquile ® 25 20 (80,0) 5(20,0) 0(0,0) ns 45(90,0) 5(10,0)
Puno-Uros ® 25 22 (88,0) 3(12,0) 0(0,0) ns 47 (94,0) 3(6.0)
Puno-Anapia 22 14 (63,6) 7(31,8) 1(4,6) ns 35(79,5) 9(20,5)
Lima mestizos ® 23 7 (30,4) 14 (60,9) 2(8,7) ns 28 (60,9) 18 (39,1)
Total 168 102 (60,7) 62 (36,9) 4(2,4) ns 266 (79,2) 70 (20,8)

a: Las distribuciones genotipicas observadas en los grupos subpoblacionales son concordantes con lo esperado bajo la hipotesis de equilibrio de Hardy-Weinberg

(p > 0,05, no significativo=ns).

b: La comparacion de las frecuencias genotipicas (TT vs. CT+CC) y alélicas (T vs. C) muestran diferencias significativas (p < 0,01), solo entre los pares Lima mestizos
(la muestra mas diversa) y Puno-Taquile y Puno-Uros, segun la prueba exacta de Fisher.

niendo como minimo tres generaciones
habitando los respectivos lugares. To-
dos los participantes firmaron el con-
sentimiento informado aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la USMP,

El ADN genémico fue extrafdo de
muestras sanguineas o epitelio bucal, y
procesado segiin técnicas estandar ),
con algunas modificaciones: las células
fueron lisadas y tratadas con proteinasa
K a 37 ©C, por 24 horas. Se determin6
los diferentes genotipos del polimor-
fismo -511 C/T del gen IL1B median-
te la técnica PCR-RFLP. Se amplificé
una secuencia de 304 pb, empleando
cebadores (primers) especificos y con-
diciones de amplificacién de reportes
previos 319, Los productos amplifica-
dos fueron digeridos con la enzima de
restricciéon Awal por 12 horas, sujetos
a electroforesis en geles de agarosa al
2% y luego tefiidos con bromuro de eti-
dio, generandose bandas caracteristicas
para cada genotipo: CC (190/114 pb),
TT (304 pb) y CT (304/190/114 pb)
(figura 1).

Las frecuencias genotipicas y alélicas
fueron obtenidas por conteo directo. Se
evalué las frecuencias genotipicas ob-
servadas segtin lo esperado bajo la hipo-
tesis del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para comparar y establecer diferencias
o similitudes de las frecuencias geno-
tipicas y alélicas de la IL1B -511 C/T
entre los grupos subpoblacionales y en-
tre la poblacién peruana tomada como
conjunto (n=168), con las encontra-
das para otras poblaciones del mundo,
se utiliz6 la prueba X? o la prueba exac-
ta de Fisher, segtin el caso, con un o
= 0,05. Para los célculos respectivos, se
utilizé el paquete estadistico SPSS 14.0
y el programa de genética poblacional
Arlequin 3.11.

RESULTADOS

La distribucién de las frecuencias geno-
tipicas y alélicas de la IL1P -511 en las
muestras de los 9 grupos subpoblacio-
nales peruanos, se muestra en la tabla
1. Las frecuencias genotipicas observa-
das en los tres grupos siguen una distri-
bucién consistente con el equilibrio de
Hardy-Weinberg (p > 0,05, no signifi-
cativa). Esto indica que las frecuencias
observadas no mostraron diferencias
significativas con las frecuencias espe-
radas, lo que significa que no estaban
bajo la influencia de factor(es) que las
modificaran.

El alelo T (o el complementario A)
fue el mas comdn en el conjunto de los

grupos poblacionales (n=168) estu-
diados (79,2%), siendo muy frecuente
en Puno-Uros (94%) y Puno-Taquile
(90%), mientras que el alelo C (o el
complementario G), en general, tuvo
una frecuencia menor (20,8%). El
grupo de Lima mestizos es el que tuvo
menor frecuencia del alelo T (60,9%).
Los genotipos TT y CT fueron los mas
frecuentes en los 9 grupos (97,6% en
conjunto), y el genotipo CC solo fue
encontrado, en frecuencia baja, en las
muestras de Amazonas, Puno-Anapia y
Lima mestizos.

La comparacién de las frecuencias
genotipicas y alélicas, utilizando Ias
pruebas X? o la prueba exacta de Fisher,
mostré diferencias significativas (p <
0,05) solo cuando se comparé la mues-
tra de Lima mestizos (la mas diversa)
con las de Puno-Taquile y Puno-Uros, y
no fue significativo (p > 0,05) cuando
se compard con los demés grupos.

En la tabla 2 se compara las frecuen-
cias alélicas de la IL1B -511 C/T en la
poblacién peruana (9 grupos, n=168)
con las encontradas para otras pobla-
ciones del mundo. El anilisis de X? o la
prueba exacta de Fisher mostré diferen-
cias significativas (p < 0,001) con to-
das las poblaciones de América, Africa,
Europa y Asia.
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Tabla 2. Comparacion de las frecuencias alélicas del polimorfismo -511 C/T en la region promotora del gen IL1 beta en la poblacion peruana
en conjunto (n=168) con otras poblaciones del mundo.

Frecuencias (n° alelos)

Continente Poblacion Referencia

Alelo T Alelo C

Perd, 9 grupos 168 0,79 (266) 0,21 (70) Presente estudio

- Venezuela 100 0,52 (103) 0,48 (97) < 0,001 (11)
Ameérica .

EE UU, Caucésicos 124 0,34 (84) 0,66 (164) < 0,001 (13)

EE UU, Afroamericanos 294 0,53 (312) 0.47 (276) < 0,001 (5)

Africa Egipto 72 0,42 (61) 0,58 (83) < 0,001 (14)

Alemania 133 0.35(93) 0,65 (173) < 0,001 (15)

Finlandia 400 0,41 (328) 0,59 (472) < 0,001 (16)

Europa Reino Unido 364 0,34 (248) 0,66 (480) < 0,001 (17)

Portugal 218 0,34 (148) 0,66 (288) < 0,001 (18)

Espafia 81 0.43 (70) 0,57 (92) < 0,001 (19)

Holanda 256 0,24 (123) 0,76 (389) < 0,001 (2)

Taiwén 83 0.49 (81) 0,51 (85) < 0,001 (20)

China 115 0,50 (115) 0,50 (115) < 0,001 (21)

Asia Japon 158 0,43 (136) 0,57 (180) < 0,001 (22)

Corea 126 0,46 (116) 0,54 (136) < 0,001 (23)

Turquia 152 0,42 (128) 0,58 (176) < 0,001 (24)

India, Norte 206 0,45 (185) 0,55 (227) < 0,001 (4)
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a: Valor de significancia después de comparar las frecuencias alélicas de la poblacion peruana en conjunto (n=168) con las respectivas poblaciones del mundo, segun
la prueba X (un p < 0,001 denota diferencias significativas).

DISCUSION

Esta investigacién comunica las fre-
cuencias genotipicas y alélicas de la
ILIB -511 C/T en diferentes grupos
subpoblacionales del Pert, consideran-
do el origen étnico. Aceptando que hay
una correlacion entre genotipo, alelos y
respuesta inflamatoria en diversas en-
fermedades y respuesta a nutrientes y
farmacos @, ello serd importante si se
establece una linea de base de estudios
acerca del impacto de los diferentes ge-
notipos y alelos en las subpoblaciones
peruanas.

El genotipo TT, asociado con un
mayor riesgo para distintas enferme-
dades segin lo publicado para otras
poblaciones del mundo !V estuvo
presente en frecuencia mayor de 60%
en las muestras evaluadas, y puede ser
considerada como una de las més altas
con respecto a otras poblaciones del
mundo “>!D. El genotipo heterocigoto
CT fue detectado en todas las mues-
tras, globalmente con un 39,6%, lo cual
es ligeramente menor con lo observado
en otras poblaciones de Europa, Asia y

América, y por consiguiente el genoti-
po TT en esta muestra peruana es uno
de los mis bajos con respecto a estas
poblaciones *>11,

La frecuencia del alelo T, conside-
rado el mutante, fue muy alta en los
aymaras Uros (94%) y quechuas Ta-
quile (90%) de Puno, y mas baja en los
mestizos de Lima (61%). La compara-
cién de frecuencias genotipicas (TT
versus CT+CCQC) vy alélicas (T versus
C) mostraron diferencias significativas
(p<0,01) entre Lima mestizos y las de
Puno-Taquile y Puno-Uros.

Las frecuencias del alelo T (79%) en
la muestra de peruanos, fueron las mas
altas comparadas con poblaciones asia-
ticas (42-50%) y caucdsicas (24-42%),
donde el alelo T es considerado de ries-
go para diversas enfermedades '?. Un
estudio en nuestro pafs comunica que
el C, yno el T, es un alelo de alto riesgo
para cancer gastrico en infectados con
Helicobacter pylori ©.

Es importante considerar las diferen-
cias encontradas entre las frecuencias

genotipicas y alélicas de la muestra de
Lima mestizos (con mayor componente
caucésico) con las de otras subpoblacio-
nes de nuestro pats, principalmente con
las de Puno-Taquile y Puno-Uros, con
las frecuencias més altas para el alelo
T para la IL1B -511. Ello podria tener
implicancias en los estudios de asocia-
cién genética con enfermedades, espe-
cificamente los de tipo casos-controles
y de cohortes, por ejemplo, al comparar
subpoblaciones de distinta procedencia
étnica (subestructura poblacional) y/o
mezcladas (mestizas), y llegar a inferen-
cias erréneas.

Especificamente, las frecuencias del
alelo T de la poblacién peruana compa-
radas con las de América, Asia, Africa
y Europa, fueron las més altas y mos-
traron diferencias altamente significa-
tivas (p<0,00; ver tabla 2). Es posible
que la alta frecuencia del alelo T en las
poblaciones peruanas sea solo el reflejo
de su distribucién en toda la poblacién
mundial; sin embargo, es posible que se
encuentren implicados otros mecanis-
mos.
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La frecuencia del alelo C, 21% en la
poblacién peruana, es una de las mas
bajas respecto a las encontradas en
otras regiones del mundo (ver tabla 2).
Asi, el alelo C, que no es considerado
como un factor de riesgo para diver-
sas enfermedades en el mundo 8!,
presenté una frecuencia relativamente
baja en poblacién peruana.

A pesar que este estudio genético
poblacional nos da un indicador del
polimorfismo de la ILIB -511 C/T en
poblaciones peruanas, se debe conside-
rar como preliminar, pues es necesario
incluir mds poblaciones mestizas y na-
tivas. Sin embargo, eso no lo excluye
para futuros estudios tipo casos con-
troles y de cohortes que consideran el
origen étnico. Por otro lado, en las po-
blaciones peruanas podrian haber otras
variantes desconocidas en el gen IL1J
asociadas la respuesta inflamatoria en
obesidad, dislipidemias, cardiopatias,
cancer, infecciones, y el tratamiento
con nutrientes y firmacos, por lo que es
necesario investigar mutaciones nuevas
o ‘propias’ en nuestra poblacién.

Los genotipos TT y CT, y el alelo
T, para el polimorfismo IL1p -511 C/T
fueron los més frecuentes en todos los
grupos poblacionales evaluados, con
muy baja frecuencia del genotipo CCy
el alelo C. Las frecuencias genotipicas
y alélicas tomadas en conjunto como
poblacién peruana (n=168), muestran
diferencias significativas con otras po-
blaciones del mundo, destacdndose que
el alelo T tiene una de las frecuencias
mas altas y el alelo C una de las mas
bajas respecto a otras regiones.

Este estudio sienta las bases pobla-
cionales de la distribucién del polimor-
fismo -511 C/T de la regién promotora
del gen de la IL1B en poblacién pe-
ruana. Una implicancia préctica de la
frecuencia baja del alelo C en nuestra
poblacién serfa su utilidad para evaluar
si una mayor frecuencia en pacientes
podria estar asociada con una respues-
ta inflamatoria diferencial en diversas
enfermedades y el tratamiento con nu-
trientes y farmacos. También, se sugiere
identificar nuevas variantes en el gen

de la IL1PB, y otros genes, que podrian
estar relacionadas a estas patologias o
condiciones, y generar mds informacién
que permitiri aportar a la comprensién
de los mecanismos de respuesta infla-
matoria en nuestra poblacion.
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