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Polimorfismo -174 G/C del gen promotor
de interleuquina 6 en mujeres
con diabetes mellitus tipo 1

FRANCISCO PEREZ-BRAVO'+, FRANCISCA SOTO M.'*,
PATRICIA LOPEZ A >*, FRANCISCA EYZAGUIRRE C.2, ETHEL CODNER?

-174 G/C polymorphism of interleukin 6 gene in
women with type 1 diabetes

Background: A polymorphism located in the promoter region (-174 G / C) of
interleukin 6 (IL-6) has been linked to early onset of type 1 diabetes (T1D) and
increased body mass index (BMI). Aim: To evaluate the possible association of this
-1L-6 gene 174 G / C polymorphism with T1D, BMI and metabolic control in T1D
patients in a case-control study. Patients and Methods:-174 G / C polymorphisms
were analyzed by polymerase chain reaction and restriction fragment length polymor-
phism in 145 women with T1D and 103 healthy controls. BMI and BMI-Z-scores
were tabulated and metabolic control was recorded. Results: There was a higher
frequency for the C allele in T1D patients compared with the control group (21%
versus 14.1%, p = 0.047). No significant differences in genotype frequencies for the
—174 G/C polymorphism of IL-6 gene between patients with T1D and controls, were
observed. There were no significant associations with T1D and BMI. Conclusions: A
higher frequency of C allele in women with T1D was the only finding in this series,
suggesting that the polymorphic variant is not related to weight gain in these patients.

(Rev Med Chile 2011; 139: 158-164).

Key words: Body mass index; Diabetes mellitus, type 1; Interleukin-6

enfermedad compleja caracterizada por la

destruccién selectiva y progresiva de las
células  pancredticas productoras de insulina y
cuya incidencia estd aumentando progresivamente
en todo el mundo'.

Diversos factores, tanto genéticos (numerosos
genes involucrados en la respuesta inmune), como
ambientales (virus, compuestos quimicos, dieta y
estrés), han sido propuestos como los principales
participantes en este fen6meno®*.

La resistencia insulinica y la inflamacién co-
rresponden a dos fenémenos que tradicionalmen-
te se han relacionado a la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), sin embargo, la evidencia de la presencia
de estos mecanismos en la DM1 es cada dia mas
fuerte>®. La resistencia insulinica es un fenémeno

l a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una
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frecuente en la DM1, especialmente durante la
etapa puberal. En mujeres con DM, este fendme-
no podria ser muy relevante en la patogenia del
sindrome de ovario poliquistico, ya que junto a la
hiperinsulinemia, podrian explicar el aumento de
los andrégenos en estas pacientes’.

La interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina
multifuncional producida por diferentes tipos
celulares, incluyendo células del sistema inmu-
ne (células B, células T y macréfagos), células
dendriticas, fibroblastos, células endoteliales,
miocitos, tejido adiposo, y células 3 pancredticas.
Esta citoquina media en la respuesta inflamatoria
y de estrés. Se ha calculado que la tercera parte de
la concentracién circulante de IL-6 proviene del
tejido adiposo®. De acuerdo con observaciones
recientes, la concentracion circulante de IL-6 se



ARTICULO DE INVESTIGACION

Polimorfismo -174 G/C del gen promotor de IL-6 en DM1 - F. Pérez-Bravo et al

relaciona con la accién de la insulina®'?, como fac-
tor de riesgo cardiovascular y con el desarrollo de
obesidad. Concentraciones elevadas de IL-6 se han
asociado con la DM2, con elevado indice de masa
corporal, dislipemias y con hipertensién arterial'2.

Diversos polimorfismos en la regién promoto-
ra del gen IL-6 han sido descritos'’. Uno de ellos,
el polimorfismo -174 G/C, afecta la transcrip-
cién del gen de IL-6, con una mayor produccién
de IL-6". Jahromi y cols, el afio 2000'°, sugieren
que este polimorfismo estaria asociado con una
mayor susceptibilidad al desarrollo de DM1, des-
cribiéndose al genotipo homocigoto G/G como
altamente asociado a la enfermedad. Durante el
ano 2005, Gillespie y cols'é, demuestran que este
polimorfismo se asociaba con la edad de debut
en mujeres con DMI, efecto no observado en
hombres. Estos resultados podrian relacionarse a
las diferencias hormonales producidas durante la
pubertad entre ambos sexos’. Finalmente, también
se ha demostrado que los polimorfismos -174G>C
y -597 G>A en el gen promotor de la IL-6 estarfan
asociados con hiperandrogenismo en mujeres sin
diabetes mellitus y que la presencia del alelo G se
asociaria con elevados niveles de IL-6, cortisol
basal, 11 deoxicortisol, 17 hidroxiprogesterona y
testosterona'’.

El propésito de este estudio fue describir la
frecuencia alélica y genotipica del polimorfismo
—174 G/C del gen IL-6 y analizar su posible asocia-
cién con indice de masa corporal (IMC) y control
metabdlico en mujeres con DM1.

Pacientes y Metodologia

El estudio comprendi6 un total de 248 mujeres;
145 mujeres con DM 1y 103 mujeres controles. Las
pacientes con DM1 fueron reclutadas y selecciona-
das en el IDIMI y los criterios de inclusién fueron:
insulinopenia, uso de insulina desde el momento
del diagndstico, duracién de la diabetes mayor
a dos anos. Los criterios de exclusion fueron los
siguientes: DM2 u otro tipo de diabetes, periodo
de luna de miel; funcién de tiroides anormal;
nivel elevado de creatinina, uso de pildoras an-
ticonceptivas, esteroides o cualquier otro tipo de
medicacion y la presencia de otras patologias cro-
nicas tales como: sindromes genéticos, enfermedad
celiaca, enfermedad renal, enfermedad hepatica,
cardiaca o desnutricién. El grupo control incluyé
amujeres sanas que tenfan niveles de glucosa nor-
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males, sin historia de hiperandrogenismo, ciclos
menstruales regulares y sin historia de otras enfer-
medades. Este grupo estuvo formado por mujeres
del personal del IDIMI, amigas no diabéticas de las
pacientes y nifas seleccionadas al azar de colegios
cercanos al IDIMI.

Estudio clinico

En todas las mujeres del estudio se evaluo:

a) Antropometria: El peso fue medido usando
una escala Seca convencional con una precisiéon
de 100 gy la talla fue medida con un stadiometro
Harpenden. La antropometria en las nifas mds
jévenes o mayores de 19 afios se reporta como
SDS de desviacién estandar o como datos brutos,
respectivamente. El score de desviacién estandar
(SDS) se calcul§ parala talla, peso e IMC, utilizan-
do curvas estdndar NCHS para las nifias menores
de 19 anos®.

b) Control metabélico: En las pacientes con
DMI se midi6é hemoglobina glicosilada (HbA1c)
usando un sistema automético (DCA-2000, Ba-
yer Diagnostics, Tarrytown, NY), cada 3 meses,
también se registro el esquema de tratamiento
con insulina y de las dosis de insulina usada los
diez dias previos al control, ademds se registré el
promedio de la glicemia de ayuno de los tltimos
10 dias.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Hospital San Borja-Arriardn. Las mujeres adul-
tas firmaron el consentimiento informado y, en el
caso de las nifias o adolescentes, este fue firmado
por sus padres. Se obtuvo también el asentimiento
escrito de parte de las nifias y adolescentes.

Andlisis genético

En todas las pacientes con DM1 y controles,
se obtuvo ADN a partir de una extraccién de
sangre periférica (3 ml) empleando técnicas de
extracciéon estdndar (Método de Chomczynski,
Winkler, Santiago. Chile). ELADN fue cuantificado
a través de espectrofotometria a 260/280 nm para
ser utilizado en la amplificacién especifica de la
region en estudio (gen promotor de IL-6; posicién
939-1102, GenBank accesion nro. Y00081.1; -222
a—59 relativo al sitio de comienzo de la transcrip-
ci6én). Los partidores utilizados fueron 5" -GCC
TCA ATG ACG ACC TAA GC-3"y 5-TCA TGG
GAA AAT CCC ACA TT-3". La reaccién de am-
plificacién se realiz en un volumen total de 20
uL con la siguiente mezcla: 50 uM de ANTP (Life
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Technologies, Paisley, UK), 1,5 uM de MgCl,,0.5 U
Taq-polimerasa (Life Technologies, Paisley, UK), 1
pumol de cada partidor y 40 ng de ADN gendmico.
Las condiciones de reaccién se estandarizaron
como: un ciclo de 5 minutos a 95° C seguido por
37 ciclos de 30 s en 952,30 sa58°Cy30sa72°C
y finalmente un ciclo de 10 minutos a 72° C. El
producto amplificado fue digerido con 2 U de la
enzima NlallIl (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA) por 16 h a 37° C. El genotipo homocigoto
G/G estuvo constituido por un fragmento de 163
pb, el genotipo C/C por dos fragmentos de 111 pb
y 52 pb y el genotipo heterocigoto formado por los
fragmentos 163 pb, 111 pb y 52 pb respectivamen-
te. Los fragmentos digeridos fueron visualizados
en geles de agarosa al 2,5%.

Analisis estadistico

Las comparaciones de frecuencia alélicas y
genotipicas entre casos y controles fueron anali-
zadas mediante las pruebas de y? y prueba exacta
de Fisher utilizando el programa SHESIS (URL:
http://202.120.7.14/analysis/myAnalysis.php). Se
evalu6 la concordancia de las frecuencias genotipi-
cas con respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante la prueba exacta de y2. La comparacién
entre las caracteristicas clinicas y antropométricas
del grupo DM versus el grupo control se realiza-
ron con prueba ¢ de Student. Se realizé anélisis de
regresion para evaluar la asociacion entre la carga
genotipica y las variables IMC, IMC-SDS, control
metabdlico e insulina. Los valores fueron consi-
derados estadisticamente significativos cuando

p < 0,05. Los datos fueron analizados utilizando
el paquete estadistico STATA 10 (Stata Statistical
Software 1984-2009).

Resultados

Las caracteristicas de ambos grupos de estudio
se presentan en la Tabla 1. Los rangos de edad de
ambos grupos fue semejante (2,8-42,7 en DM1y
2,0- 44,7 anos en controles), y ademads las edades
fueron semejantes en el grupo adolescente con
DM1 comparado con el grupo control. En adultas
las edades también fueron semejantes en ambos
grupos. El IMC e IMC-Z-score, en > de 19 afios
y < 19 afos, respectivamente, fue semejante en
DML versus controles. Tampoco se observaron di-
ferencias en el control metabdlico al comparar las
mujeres adultas con DM1 versus las adolescentes
con esta patologia.

La Tabla 2 muestra el andlisis de frecuencias
genotipicas y alélicas para el polimorfismo -174
G/C de IL-6. La distribucién porcentual del alelos
mostré una mayor frecuencia del alelo C en los
casos con DM1 al compararlos con las mujeres
controles (21% versus 14,1%; p = 0,047); no obs-
tante no se observaron diferencias al comparar
la frecuencia genotipica de este polimorfismo
en pacientes con DM1 versus controles (p-value
global de p = 0,110).

Finalmente, la Tabla 3 muestra el anélisis de re-
gresion entre el genotipo IL-6y diversas variables
antropométricas y metabdlicas. En ella es posible
observar una asociacién positiva entre el genotipo

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropométricas de ambos grupos

Grupo DM1 (n = 145)

Nifas/adolescentes (< 19 anos)

Grupo control (n = 103)

N 54
Edad (afos) 12,1 =43 12,9 +3,8
IMC-SDS 0,85 = 0,69 0,57 =15
HbA1c (%) 89 =17

Mujeres adultas (= 19 anos)

N 49
Edad (anos) 296 *384 305 =7,7
IMC (kg/m?) 24,2 =28 249 =35
HbA1c (%) 84 =272
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Tabla 2. Distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo -174 G/C del gen IL-6 en
pacientes con DM1 y controles

Variante genética DM1 (n = 145)

n Frec.
qgc 6 0,041
gG 49 0,338
G/G 90 0,621
% allele C 21,0
% allele G 79,0
Hardy-Weinberg p-value 0,83
Modelo Recesivo
CC + CG 55 0,379
GG 90 0,621

Modelo Dominante
GG + CG 139 0,959
CcC 6 0,041

Controles (n = 103) p-value
n Frec.
1 0,010 0,110
27 0,262
75 0,728
14,1 0,047
85,9
0,39
28 0,272 ns
75 0,728
102 0,990 ns
1 0,010

Tabla 3. Analisis de regresion logistica para el efecto del polimorfismo -174 G/C (carga genotipica G/G)
sobre el IMC, edad de diagnéstico y control metabélico en pacientes con DM1

Genotipo IL-6 sobre IMC en DM1 > 19 anos
Genotipo IL-6 sobre IMC en Controles > 19 afnos
Genotipo IL-6 sobre IMC-SDS en DM1 < 19 afos
Genotipo IL-6 sobre IMC-SDS en Controles < 19 aios
Genotipo IL-6 sobre la edad de diagndstico en DM1
Genotipo IL-6 sobre dosis de insulina en DM1

Genotipo IL-6 sobre control metabdlico en DM1

Coeficiente - p-value
1,55 0,170
1,45 0,086
0,13 0,234
0,31 0,331
3,12 0,014
-0,04 0,946
-0,10 0,706

El IMC fue analizado como puntaje de desviacion estandar (SDS) en mujeres menores de 19 afios.

-174 G/C del gen de IL-6 y edad de diagndstico de
la enfermedad (p = 0,014), lo que significa que el
genotipo GG se asocia a mayor edad del diagnds-
tico. En relacion al IMC sélo se observé una leve
tendencia entre genotipo —174 G/C del gen IL-6
y el IMC en mujeres controles sanas mayores de
19 afios (p = 0,086).

Discusiéon

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria, cu-
yos niveles elevados se relacionan con estados de
insulino-resistencia”. Para el gen de IL-6, se han
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descrito diferentes polimorfismos en su regién
promotora que afectan la transcripcion del gen y
con ello los niveles circulantes de esta citoquina®.
Diversos estudios han descrito una posible asocia-
cién de uno de sus polimorfismos (-174 G/C) con
susceptibilidad a la DM1, especificamente con la
presencia del genotipo G/G".

Las observaciones de este estudio demostra-
ron una alta frecuencia de este genotipo en la
poblacién chilena, tanto en pacientes con DMI,
como en controles. Estos resultados difieren de lo
descrito en poblacién europea donde el genotipo
mads frecuente corresponde a la combinacién
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heterocigota G/C. La mayoria de los estudios po-
blacionales realizados en Europa muestran a este
genotipo como el mas prevalente y al genotipo
C/C como el de menor frecuencia. En nuestro
caso, existe concordancia para la baja frecuencia
del genotipo C/CP".

En otras patologias de cardcter autoinmune
como la artritis reumatoidea, se ha descrito que
el genotipo C/C se corresponderia con una forma
de protecciéon ya que este genotipo impacta en
una menor expresion del gen y en bajos niveles
circulantes de IL-6 circulante, lo que podria cons-
tituir un beneficio para dichos pacientes®. Otras
patologias con participacién del componente
inmunoldgico en la DM1, como la enfermedad
peridontal® y la enfermedad celiaca?', muestran
que la presencia del alelo G estaria asociado a un
mayor riesgo.

Nuestro estudio describe una muy baja fre-
cuencia del genotipo C/C, fenémeno que también
ha sido descrito en otras poblaciones del sur de
China y en coreanos, donde la frecuencia de esta
combinacién es muy baja o nula®>.

La frecuencia alélica observada por este estudio
mostré que el alelo G es el de mayor prevalencia,
tanto en el grupo de pacientes con DM1 (79 %),
como en el grupo control (86%). Hay diversos
estudios que han relacionado la presencia del
alelo G con una mayor transcripciéon del gen y
por ende con una mayor produccién de IL-6™.
Kristiansen y cols® demostraron que el alelo G
se asocia con DM, indicando que la presencia
del alelo C, que es menos activo en ausencia de
estrégenos, se tornaria mds activo en ausencia
de este esteroide lo cual podria relacionarse con
un inicio mds temprano de la DM1. Hermann y
cols* describen una asociacién similar con un
efecto de epistdasis de este polimorfismo junto al
gen del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
sobre la edad de inicio de la DM1. Nuestros datos
serfan compatibles con esta hipétesis, dado que
las pacientes con DM1 portadoras del genotipo
G/G tienen una edad de debut mds tardia de la
enfermedad en comparacion con las mujeres con
otros genotipos (coeficiente § = 3,12; p = 0,014).

La asociaciéon de la IL-6 en la homeostasis
energética estd ampliamente documentada®, de
forma que su posible relacién con el desarrollo de
obesidad podria estar mediada por las acciones de
esta citoquina, tal vez en funcién del polimorfismo
-174 G/C. Existen varios reportes en la literatura
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que han relacionado la presencia del genotipo G/G
con insulino-resistencia y dislipidemia® y con
incrementos del IMC y leptina®*¥. Estudios pre-
liminares realizados en el aio 2001, ya planteaban
la posibilidad de una posible asociacién con en-
fermedad cardiovascular e hipertension arterial®,
proponiendo que esta asociacién involucraba
al componente inflamatorio. Este antecedente
fue abordado en el afio 2006, donde se reporta
la asociacién de este polimorfismo y en especial
del genotipo G/G con altas concentraciones de
proteina C reactiva (usPCR) en individuos obesos
sometidos a reduccién de peso®. Sin embargo,
esta asociaciéon no ha podido ser confirmada por
estudios familiares donde es el genotipo C/C el
asociado con altos niveles de usPCR*. Reciente-
mente, se ha descrito una fuerte asociacién del
alelo C con bajos niveles de glucosa, insulina y
HOMA en mujeres con sindrome de ovario poli-
quistico® indicando que ser portador del genotipo
G/G se asocia con las anormalidades metabdlicas
de este sindrome.

En este sentido, nuestro estudio sélo encontrd
una mayor tendencia de asociacion para la presen-
cia del alelo G con mayor IMC en mujeres adultas
con DM1 (p = 0,086), no asi en adolescentes con
DM], ni en el grupo control.

Se ha planteado que el polimorfismo -174
G/C del gen IL-6 podria estar asociado con un
incremento del IMC en pacientes con DM1 desde
donde ejerceria algin papel en los mecanismos
de inflamacién descritos en pacientes con DM1.
Sin embargo, nuestros resultados no encontraron
ninguna asociacion significativa con IMC o SDS-
IMC indicando que dicho polimorfismo no seria
relevante, al menos en este grupo de estudio con
respecto a la ganancia de peso.
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