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Resumen

Introduccion: La sobrecarga de hierro (SH) primaria abarca un grupo de
enfermedades hereditarias que afectan al metabolismo del hierro y que han sido
vinculadas a un estado proinflamatorio y, consecuentemente, a mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular (ECV). Entre los marcadores de inflamacion asociados a
ECV, susceptibles de estar alterados en los pacientes con SH, se destacan la proteina
C reactiva ultrasensible (PCRus) y la interleuquina 6 (IL-6). Existe una variante
polimdrfica de nucleétido simple (SNP) en la posicion -174 (G/C) del promotor del gen
de la IL-6, que regula su actividad transcripcional. La presencia de esta variante
polimérfica podria asociarse a la acumulacion de hierro, al proceso inflamatorio y al
riesgo de ECV. Objetivos: Evaluar el SNP -174 G/C del promotor gen de la IL-6 y su
interaccion con los parametros ferrocinéticos, las alteraciones metabdlicas, los
marcadores de inflamaciéon y los factores de riesgo y biomarcadores de ECV en
pacientes con SH primaria y controles. Materiales y métodos: Se estudiaron 37
pacientes masculinos con SH primaria diagnosticada por biopsia hepatica en
comparacién con sujetos controles pareados por sexo y edad. Se evaluaron
parametros bioquimicos generales, la ferremia y la transferrinemia por métodos
estandarizados, se midid la ferritina por electroquimioluminiscencia y se calculd la
saturacion de transferrina. Se determind la concentracion de PCRus por
inmunoturbidimetria ultrasensible automatizada y la de IL-6 por enzimoinmunoensayo.
En el grupo de pacientes, se midié la concentracion de la hormona hepcidina,
involucrada en el metabolismo del hierro, por cromatografia liquida con detector de
espectrometria de masa en tandem. Se realiz6 la genotipificacion del gen HFE y se

evalu6 el SNP-174 G/C del promotor del gen de la IL-6 por PCR-RFLP. Se analizaron



los datos mediante test T de Student o U Mann-Whitney y se efectué analisis de
regresion logistica multiple empleando a la SH como variable dependiente y a la
homocigosis CC, heterocigosis CG, PCRus, IL-6, ferremia, ferritina y saturacion de
transferrina como variables independientes. Resultados: Como era esperado, la
ferremia, la ferritina y la saturacion de transferrina fueron mayores en los pacientes con
SH. Con respecto a los marcadores de inflamacién, la PCRus fue mayor [Mediana (Q1-
Q3); 1,7 (1,3-2,5) vs. 0,9 (0,6-1,6) mg/l; p<0,05] y la IL-6 menor [0,2 (0,1-0,4) vs. 0,3
(0,2-0,6) pg/ml; p<0,05] en el grupo de pacientes. El 73 % de los pacientes con SH
presentd alguna de las mutaciones evaluadas en el gen HFE (C282Y y/o H63D). El
analisis del polimorfismo del SNP-174 G/C del promotor del gen de la IL-6 mostré
frecuencias genotipicas significativamente diferentes entre pacientes (43%CC, 43%CG
y 14% GG) y controles (10%CC, 41%CG y 49%GG) (OR=4,094, IC95%=2,062-8,128,
p<0,0001), encontrandose en equilibrio de Hardy-Weinberg. El analisis de regresion
logistica multiple revelé que la SH se asociaba independiente y significativamente, en
primer lugar, a la homocigosis CC (Estimacion de OR: 22,517, p=0,02) y, luego, a la
saturacién de transferrina y a la ferritina. Conclusiones: En el grupo de pacientes con
SH primaria, se observd mayor frecuencia del alelo C en el promotor del gen de la IL-6,
condicionando ello la presencia de menores niveles circulantes de IL-6. A través de su
relacion con la expresidon de hepcidina, la disminucion 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.
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cardiovascular.



Abstract

EFFECT OF GENE PROMOTER POLYMORPHISM OF IL-6 ON BIOCHEMICAL

PARAMETERS IN PATIENTS WITH PRIMARY IRON OVERLOAD

Introduction: Primary iron overload (I0) comprises a group of inherited diseases that
affect iron metabolism and have been linked to a pro-inflammatory state and,
consequently, to increased risk of cardiovascular disease (CVD). Among the markers of
inflammation associated with cardiovascular disease, likely to be altered in patients with
|0, ultrasensitive C-reactive protein (hsCRP) and interleukin 6 (IL-6) are the most
relevant. There is a single nucleotide polymorphism (SNP) on position -174 (G/C) of the
gene promoter of IL-6, which regulates the transcriptional activity. The presence of this
polymorphic variant might be associated with iron accumulation, the inflammatory
process and the risk of CVD. Objectives: To evaluate the SNP -174 G/C of the gene
promoter of IL-6 and its interaction with iron-related parameters, metabolic disorders,
inflammatory markers and risk factors and biomarkers of CVD in patients with primary
IO and controls. Materials and methods: We studied 37 male patients diagnosed with
primary 10 by liver biopsy compared with control subjects sex and age-matched.
General biochemical parameters, serum iron and transferrin were assessed by standard
methods, ferritin was measured by electrochemiluminescence and transferrin saturation
was calculated. HSCRP concentration was evaluated by automated ultrasensitive
immunoturbidimetric assay and IL-6 by enzyme immunoassay. In the patient group, the
hepcidin concentration, hormone involved in iron metabolism, was determined by liquid
chromatography with tandem mass spectrometry detector. HFE genotyping and SNP-

174 G/C gene promoter of IL-6 was evaluated by PCR-RFLP. Data were analyzed using



Student t test or Mann-Whitney U test, and logistic regression analysis was performed
using 10 as the dependent variable and the homozygous CC, heterozygous CG,
hsCRP, IL-6, serum iron, ferritin and transferrin saturation as independent variables.
Results: As expected, the serum iron, ferritin and transferrin saturation were higher in
patients with 10. With regard to inflammatory markers, hsCRP was higher [Medium (Q1-
Q3); 1.7 (1.3-2.5) vs. 0.9 (0.6-1.6) mg/l; p <0.05] and IL-6 lower [0.2 (0.1-0.4) vs. 0.3
(0.2-0.6) pg/ml; p <0.05] in the patient group. Seventy three percent of 10 patients
presented any of the evaluated mutations in the HFE gene (C282Y and/or H63D). The
genotyping of the SNP-174 G/C gene promoter of IL-6 showed significantly different
genotype frequencies between patients (43% CC, 43% CG and 14% GG) and controls
(10% CC, 41% CG and 49% GG) (OR = 4.094, 95% CIl = 2.062 to 8.128, p <0.0001),
being in Hardy-Weinberg equilibrium. The multiple logistic regression analyzes showed
that 10 was independently and significantly associated, firstly, to the CC homozygosis
(OR Estimation: 22.517, p = 0.02) and then to the transferrin saturation and to ferritin.
Conclusions: In the group of patients with primary 10, higher frequency of C allele in
the gene promoter of IL-6 was observed, thereby conditioning the presence of lower
circulating IL-6. Through its relationship with the expression of hepcidin, decreased IL-6
would accentuate 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.



1. Introduccién.

La sobrecarga de hierro primaria abarca un grupo de enfermedades hereditarias
(1) que afectan el metabolismo del hierro, provocando una acumulacién anormalmente
elevada de este elemento esencial en los distintos 6rganos y sistemas (2). En estas
condiciones hereditarias la expresion y/o regulacion de proteinas y hormonas
relacionadas con el metabolismo del hierro pueden estar afectadas (1,3). La causa
principal de la SH primaria es la presencia de mutaciones en el gen HFE, las cuales se
encuentran presentes en 1 de cada 200 sujetos caucasicos (4). El gen HFE participa en
la regulacion de la expresion de la hepcidina por los hepatocitos. Fisiol6gicamente, la
hepcidina actda en respuesta a un aumento del hierro en circulacién, bloqueando su
salida desde los sitios de depdsito, a través de la degradacion de la proteina
ferroportina (5). Consecuentemente, en la SH primaria, el déficit de hepcidina causa un
aumento desregulado de la absorcién del hierro dietario y genera defectos en su
almacenaje (6). Por lo tanto, la SH primaria se caracteriza por la observacion
histologica de siderosis hepatocelular. Entre las mutaciones del gen HFE que conducen
a SH, la mas comun en la poblacion anglosajona es la C282Y (7). En contraste, en
nuestro pais, un estudio de screening que evaluo la presencia de mutaciones en el gen
HFE revelé que la mutacién H63D fue la mas prevalente, seguida por las mutaciones
S65C y C282Y (8). Es de notar que hasta el momento no se han descripto diferencias
significativas en el curso clinico de la enfermedad entre pacientes con distintos
genotipos (7, 9). Alteraciones frecuentes asociadas a SH son las artropatias, la
intolerancia a los hidratos de carbono, la diabetes, la hiperpigmentacion y las

hepatopatias, entre otras.


https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_hereditaria
https://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo_del_hierro
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93rgano_(biolog%C3%ADa)

A partir del planteo de la hipétesis del hierro-corazéon de Sullivan (10), se ha
comenzado a estudiar la relacién entre los niveles de hierro y el riesgo de enfermedad
cardiovascular (ECV). Originalmente, Sullivan postuld un efecto protector de la
deplecion de hierro vy, luego, se realizaron diversos estudios para demostrar una
asociacion positiva entre la SH o el aumento de la concentracion de ferritina y el riesgo
de ECV. Mientras que algunos de estos estudios destacaron un mayor efecto en
hombres, e inclusive una interaccion entre el hierro y los niveles de colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (C-LDL), el tema aun resulta controvertido (11-14). Por
otro lado, estudios en pacientes con SH describieron asociaciones entre la
concentracion de ferritina y el aumento de marcadores de inflamacién, disfuncion
endotelial y aterosclerosis (15-17). No obstante, un metaanalisis reciente no detecto
una asociacion significativa entre la presencia de la mutacion C282Y y el riesgo de
ECV (18). Por lo tanto, las relaciones entre la SH, las mutaciones asociadas y el riesgo
de ECV se encuentran escasamente definidas.

En la actualidad, la ECV aterosclerética es concebida como una enfermedad
inflamatoria de la vasculatura en la que diversos factores y condiciones estan
asociados a un desarrollo temprano de la patologia (19, 20). Por lo tanto, numerosas
moléculas propias del proceso inflamatorio son plausibles de ser utlizadas como
biomarcadores o factores de riesgo de ECV. Entre éstas, se encuentran las moléculas
de adhesion vascular (VCAM-1, ICAM-1 y selectina E), las interleuquinas (IL-1B e IL-6),
el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la proteina C reactiva ultrasensible (PCRus)
secretada por el higado en respuesta a la estimulacién por IL-6, el interferén (IFN)-y, la
fosfolipasa A, asociada a lipoproteinas (Lp-PLA;), las proteinas quimiotacticas
(fundamentalmente la proteina quimiotactica de monocitos 1, MCP-1) y algunas

metaloproteasas secretadas por macrofagos (21). Practicamente, todos estos



biomarcadores inflamatorios han sido asociados a mayor riesgo de eventos
cardiovasculares incidentes y recurrentes, asi como el aumento de sus niveles se
asocid a condiciones de alto riesgo cardiovascular (obesidad, sindrome metabdlico,
diabetes, etc.) (22). Si bien estos estudios demostraron el valor prondstico de algunos
marcadores inflamatorios, la aplicacion clinica de los mismos adn es cuestionada en
muchos casos. Las mayores limitaciones se fundamentan en la alta complejidad de las
metodologias, el nivel de imprecision analitica y el poco valor que agregan a los
modelos de prediccién basados en los factores de riesgo cardiovascular tradicionales
(23). A partir de ésto, se desprende la necesidad de realizar estudios que evalten la
asociacion entre estos marcadores inflamatorios y las distintas condiciones de elevado
riesgo cardiovascular.

Entre los distintos factores de riesgo emergentes y biomarcadores de
inflamacion y aterosclerosis antes mencionados, cabe destacar a la IL-6 por la
diversidad de actividades que puede llevar a cabo. De hecho, la IL-6 es una citoquina
pleiotropica implicada en la regulacion de la reaccién inflamatoria de fase aguda, en la
respuesta inmune y en la hematopoyesis. Es una glicoproteina producida
principalmente por macréfagos, leucocitos y, en algunos casos, por células
endoteliales, del estroma del timo o de la médula ésea (24, 25). La IL-6 es considerada
la citoquina més importante con efectos a distancia u hormonales y sus tres focos de
mayor interés en la respuesta sistémica a la inflamacion son el sistema nervioso, el
higado y la médula 6sea, aunque no son los Unicos.

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

citosina en la posicion -174 (26). En este estudio llevado a cabo en pacientes con



artritis reumatoidea juvenil, se observé que la variante C producia menos IL-6 que la
variante G, proponiendo asi la existencia de un genotipo de proteccién contra el inicio
sistémico de esta enfermedad (26).

Multiples estudios han sido 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 asociacibn entre estos polimorfismos, y la presencia y
caracteristicas de diferentes enfermedades. Con respecto al desarrollo de patologias
cronicas, 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 (26-30).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el polimorfismo del promotor del gen
de la IL-6 y su interaccion con los parametros ferrocinéticos, las alteraciones
metabdlicas, los marcadores de inflamacion y los factores de riesgo y biomarcadores

de ECV en pacientes con SH primaria y controles.



2. Materiales y Métodos.

2.1. Diseiio del estudio.
Estudio transversal en pacientes con SH primaria y sujetos controles de sexo

masculino.

2.2. Sujetos.

Se estudiaron 37 pacientes con SH primaria provenientes del Servicio (lugar no
mencionado para mantener el anonimato del trabajo) y 37 sujetos controles. Todos
los participantes del estudio fueron adultos (> 20 afios) de sexo masculino. Para el
diagnostico de SH primaria, se utilizé la técnica gold standard, la cual implica la
visualizacién directa de un aumento de los depédsitos de hierro con distribuciéon
hepatocelular en una muestra de tejido obtenida en la biopsia hepética. Ademas, los
pacientes con SH presentaron alteraciones en los pardmetros ferrocinéticos
[saturacion de transferrina (Tf) > 50 % o concentracion sérica de ferritina > 300
ng/ml]. Se excluyeron del estudio aquellos pacientes que presentaban: a)
diagndstico previo de diabetes, b) hepatitis virales agudas o croénicas, c) serologia
positiva para HIV, d) neoplasias, e) enfermedades tiroideas o renales, f) cirrosis, Q)
cualquier enfermedad para la que se encontrase contraindicado el tratamiento por
flebotomia, h) cancer, i) consumo excesivo de tabaco (> 10 cigarrillos/dia) o alcohol
(>40 g/dia), y j) tratamiento con beta-bloqueantes, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, diuréticos tiazidicos, antioxidantes, u otras drogas que
pudiesen afectar el metabolismo glucidico o lipidico.También, se incluyeron sujetos
sanos voluntarios como grupo control. El responsable médico fue (nombre no

mencionado para mantener el anonimato del trabajo). Se obtuvo el consentimiento
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informado escrito de todos los individuos ingresados al estudio. El presente proyecto
fue aprobado por 2 Comités de Etica (nombres no mencionados para mantener el

anonimato del trabajo).

2.3. Protocolo de estudio y muestras.

Se extrajo sangre de la vena antecubital entre las 08:00 y 11:00 hs, luego de 12
horas de ayuno. Las mismas fueron colocadas en tubos secos y con Na,EDTA. Para la
obtencién de suero y plasma, los tubos fueron centrifugados a 3.500 rpm durante 15
minutos a 4° C. Se guardaron alicuotas a 4° C para las determinaciones bioquimicas
generales que fueron realizadas en un periodo menor a 24 horas, y a —70° C para la
evaluacion de los otros pardmetros estudiados. Asimismo, se empled sangre entera
anticoagulada con NA,EDTA para la determinacion del hemograma, la genotipificacion

del gen HFE y la evaluacion del SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-6.

2.4. Caracteristicas clinicas.

En todos los pacientes, se evaluaron signos y sintomas tipicos de la patologia en
estudio. Tanto a los pacientes como a los controles, se les efectu6 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 / altura®>. También, se midi6 la
circunferencia de la cintura a nivel de la zona umbilical con una cinta métrica no
flexible. La presion arterial diastélica y sistélica fue medida en 3 oportunidades luego de
5 minutos de reposo con un esfigmomandémetro certificado (Welch-Allyn, NY, EEUU),
desinflado a un ritmo de 2 mm/Hg por segundo. Se considero valido el promedio de las

dos Ultimas determinaciones.

11



2.5. Determinaciones bioguimicas generales.

Se analiz6 el hemograma completo en un autoanalizador Coulter GEN S®
(BeckmanCoulter, Fullerton, CA, EEUU). Se midieron las concentraciones de Tf, apo A-l
y apo B por inmunonefelometria (IMMAGE®, BeckmanCoulter, Fullerton, CA, EEUU) y
la concentracion sérica de ferritina mediante un ensayo automatizado de
electroquimioluminiscencia (VITROS® ECIiQ, Ortho-Clinical Diagnostics, Raritan City,
NJ, EEUU). Se determinaron los niveles de hierro, glucosa, urea, creatinina, acido urico,
triglicéridos (TG), colesterol total (TC) y el hepatograma completo por métodos
estandarizados (Wiener lab Group, Rosario, Argentina). La saturacion de Tf se
determind por calculo. Se midié la concentracién de insulina por un radioinmunoensayo
(RIA) comercial (DPC, Los Angeles, CA, EEUU). Se determin6 el colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) aisladas en el sobrenadante obtenido luego de la
precipitacion selectiva de las lipoproteinas con apoproteina (apo) B utilizando reactivo
precipitante 0,44 mmol/l acido fosfotingstico en presencia de iones magnesio (Wiener
lab Group, Rosario, Argentina). Se evalud el nivel de C-LDL como la diferencia entre el
CT vy el colesterol contenido en el sobrenadante obtenido después de la precipitacion
selectiva de LDL con 10 g/l polivinil sulfato en polietilenglicol (600 Da; 2,5% P/V; pH 6,7)

(Wiener lab Group, Rosario, Argentina).

2.6. Marcadores de inflamacion.
La concentracion de PCRus se midid6 por un ensayo inmunoturbidimétrico
ultrasensible (Wiener lab Group, Rosario, Argentina) 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
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muestras de los pacientes y controles fueron evaluadas en un solo ensayo con la

finalidad de evitar la variabilidad interensayo.

2.7. Hepcidina.

La concentracion de hepcidina fue medida en todas las muestras provenientes
de los pacientes por cromatografia liquida con detector de espectrometria de masa en
tandem (ACQUITY UPLC System, Xevo TQ-MS, Waters, MA, EEUU). Para la
extraccion y concentracién de la hepcidina a partir del suero, se empled un equipo

comercial (Hepcidin 25 LC-MS/MS Kit, Inmunodiagnostik, MA, EEUU).

2.8. Genotipificacion del gen HFE.

En los pacientes con SH, a partir de sangre entera periférica, se purific6 ADN
genomico por el método bromuro de cetil-trimetilamonio (CTAB) (31). La
genotipificacion se llevdo a cabo mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa y andlisis de la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) (8).
La reaccion de amplificacion se realiz6 con un volumen final de 25 pl usando la
siguiente mezcla: 4,5 ul de buffer 10X (Promega, CA, EEUU), 2,2 ul de dNTPs
(Promega, CA, EEUU), 0,4 ul de primers (Invitrogen, NY, EEUU), 1,2 ul de ADN
TaqgPolimerasa (Promega, CA, EEUU), 10,7 pl de agua Milli-Q, y 6 pl de ADN
gendémico. Los primers utilizados contra los exones 2 y 4 del gen HFE fueron: para
C282Y, forward 5-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3 y reverse 5-
CTCAGGCACTCCTCTCAACC-3; y para H63D, forward 5-
ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3 y reverse 5-GCCACATCTGGCTTGAAATT-3 (33). El
ciclado (Axygen® MaxyGene™ |l ThermalCycler, CA, EEUU) consisti6 en una

desnaturalizacién inicial a 95° C durante 5 minutos y en 30 ciclos de desnaturalizacion
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a 95° C durante 30 segundos, annealing a 58° C durante 30 segundos, y elongacién a
72° C durante 1 minuto. El producto amplificado de la PCR present6 dos sitios de corte
con el empleo de las enzimas Rsa | (mutacién C282Y, Promega, WI, EEUU) y Bcl |
(mutacién H63D, Promega, WI, EEUU). Los productos de la digestién se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 3 % P/V durante 1 hora, luego se tifié el gel con
bromuro de etidio y se visualizé con un transiluminador UV. El genotipo fue asignado

acorde a los patrones de corte observados.

2.9. Genotipificacion del SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-6.

A partir de sangre entera periférica, se purific6 ADN genomico por el método
CTAB (31). ElI SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-6 se genotipifico por PCR-
RFLP con el empleo de un termociclador Axygen® MaxyGene™ Il (CA, EEUU). La
reaccion de amplificacion se realiz6 en un volumen total de 15 pl conteniendo: 500 ng
de ADN gendmico, 3 ul de buffer 5X (Promega, CA, EEUU), 200 uM de dNTPs
(Promega, CA, EEUU), 10 pmoles de cada primer (Invitrogen, NY, EEUU), 1 U de
GoTaqgPolimerasa (Promega, CA, EEUU), y agua destilada. Se disefié un juego de
primers especificos para la secuencia del SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-
6: forward 5-TGAAGTAACTGCACGAAATTTGAGG-3' y reverse 5'-
TGCAATGTGACGTCCTTTAGCAT-3" (32). ElI ciclado consisti6 en una
desnaturalizacién inicial a 94° C durante 3 minutos y en 30 ciclos de desnaturalizacion
a 94° C durante 1 minuto, annealing a 50° C durante 30 minutos, y elongacion a 72° C
durante 1 minuto con una extensién final de 10 minutos a 72° C. El alelo G presenta un
sitio de corte para la enzima SfaNI (30). La digestion se realizé en un volumen total de
15 pl que contenia 1,5 pl de buffer 10X (BioLabs, NE, EEUU), 0,1 U de SfaNI (BioLabs,

NE, EEUU), 8,4 ul de agua Milli-Q, y 5 ul de producto de PCR a 37° C overnight. Los
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productos de la digestién se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % P/V
durante 2 horas, luego se tifid el gel con bromuro de etidio durante 10 minutos y se
visualizé con un transiluminador UV.EIl genotipo fue asignado acorde a los patrones de

corte observados.

2.10. Analisis estadistico.

Se analiz6 la distribucion de las distintas variables por el método de Shapiro-
Wilks. Las variables con distribucién normal fueron expresadas como mediatdesvio
estandar (DE) y las de distribucion no paramétrica como mediana (quartilo 1 — quartilo
3). Las frecuencias alélicas y génicas fueron analizadas mediante el test Chi cuadrado
(x®). Las diferencias entre variables continuas con distribucién paramétrica fueron
analizadas con el test T de Student para muestras independientes. 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 distribucién de las variables. En los
casos en los que se evaluaron diferencias de grupos ajustadas, correlaciones parciales
y regresiones lineales, se normalizaron las variables no paramétricas antes de ser
incluidas en los analisis. Las diferencias ajustadas fueron analizadas por ANCOVA. Se
empled ademas andlisis de regresion logistica maltiple. En todos los casos, las pruebas
se consideraron significativas con un p < 0,05 en la situacion bilateral. Para los analisis
estadisticos se utilizaron los programas INFOSTAT (Grupo INFOSTAT, Universidad

Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina) y SPSS 17.0 (IBM, Chicago, lll, EEUU).
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3. Resultados.

En un grupo de 37 pacientes de sexo masculino con SH primaria y en 37
controles pareados por sexo y edad, se evaluaron pardmetros bioquimicos generales,
indicadores del metabolismo del hierro, perfil de lipidos y lipoproteinas, marcadores del
estado inflamatorio, presencia de diferentes mutaciones en el gen HFE y el SNP -174

G/C del promotor gen de la IL-6.

3.1. Parametros bioquimicos generales y marcadores de inflamaciéon en
pacientes con SHy sujetos controles.

Los pacientes con SH presentaron mayor IMC que los controles. Por lo tanto, 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 respecto a los controles, como asi también los
marcadores de dafio hepatico (Tabla ).

De acuerdo al rol del hierro en las alteraciones del hepatograma, la saturacion
de Tf correlacion6 con los niveles de bilirrubina total (r=0,49; p=0,0002) y las
actividades de ASAT (r=0,42; p=0,002) y ALAT (r=0,26; p=0,0059), mientras que no
hubo correlacion con los niveles de ferritina. En general, estas asociaciones evidencian
el efecto deletéreo de la SH a nivel hepético.

El perfil de lipidos y lipoproteinas de los pacientes con SH y los sujetos controles
se muestra en la tabla Il. En comparacion con los controles, se observé que los
pacientes con SH se caracterizaron por una tendencia hacia valores mas altos de TG y
mas bajos de C-HDL, aunque no se alcanz6 significancia estadistica. También, se

detect6 una leve disminucién del C-LDL en pacientes con SH.

16



Ademas, se observd que los niveles de los marcadores de inflamacion croénica,
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; IC95%=0,51-4,95; p<0,05) en pacientes con SH (Figura 1).

3.2. Analisis del gen HFE en pacientes con SH.

Del grupo de pacientes (n=37), 27 (73%) presentaron alguna de las mutaciones
evaluadas en el gen HFE. Once de estos 27 pacientes con SH fueron homocigotas y 2
heterocigotas para la mutacién C282Y. Por otro lado, 2 pacientes fueron homocigotas y
9 heterocigotas para la mutacion H63D del mismo gen, mientras que solo 3 pacientes
fueron doble heterocigotas H63D/C282Y y 10 pacientes no presentaron ninguna
mutacion (Figura 2).

La hepcidina, hormona de crucial importancia en la regulacion de la homeostasis
del hierro, fue evaluada en el grupo de pacientes con SH. Sus niveles plasmaticos
resultaron estar significativamente disminuidos en los portadores de la mutacion C282Y
con respecto a los que carecian de dicha mutacion [21 (16 — 24) vs. 34 (19 — 58) ng/ml,

respectivamente; p=0,0058].

3.3. Analisis del SNP -174 G/C del promotor del gen de la IL-6 en pacientes
con SHy sujetos controles.

La distribucion de los genotipos y de los alelos del SNP -174 G/C del promotor
del gen de la IL-6 se muestra en la tabla Ill. Los genotipos del polimorfismo -174 G/C se
encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg (p=0,17). Las frecuencias genotipicas fueron
43% CC, 43% CG y 14% GG en pacientes con SH, y 10% CC, 41% CG y 49% GG en

sujetos controles. Con respecto a la frecuencia alélica, la variante C tuvo una mayor
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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 una determinada variante alélica se
podria asociar al desarrollo de la SH, méas alla de las caracteristicas del gen HFE, se
realiz6 un analisis de regresion logistica mdultiple incluyendo a ésta como variable
dependiente. Para el mismo, se tomdé como referencia al genotipo ancestral
(homocigosis GG). Ademas de la presencia de homocigosis CC y heterocigosis CG, se
incluyeron a las siguientes variables como independientes. ferremia, ferritina,
saturacion Tf, PCRus e IL-6. Este andlisis revelé que la SH se asociaba de manera
independiente y significativa principalmente a la presencia de homocigosis CC del
polimorfismo de la IL-6 y, en menor grado, a la saturacion de Tf y a la ferritina (Tabla

IV).

18



4. Discusion.

Este estudio permitié la descripcién de distintas alteraciones metabolicas en el
grupo de pacientes con SH primaria en comparacion con los controles sanos. Como
era esperado, los indicadores del metabolismo del hierro se encontraron alterados en
los pacientes, corroborando asi el diagndstico inicial de SH. A su vez, los pacientes
mostraron aumento de los niveles plasmaticos de glucosa y de los marcadores de dafio
hepatico, siendo la resistencia insulinica y las alteraciones hepaticas caracteristicas de
las condiciones asociadas a acumulacién de hierro (34). Ademas, en el grupo de
pacientes, se observo un estado proinflamatorio caracterizado por un incremento de los
niveles de PCRus.

De gran interés resulté el hallazgo de niveles de IL-6 significativamente
disminuidos en el grupo de pacientes con SH. La IL-6 es una citoquina pleiotropica a la
cual se le atribuyen caracteristicas y funciones similares a las hormonas que afectan a
la enfermedad vascular, el metabolismo de los lipidos, la resistencia a la insulina, las
actividades mitocondriales, el sistema neuroendocrino y el comportamiento
neuropsicolégico (35). A su vez, es considerada una citoquina proinflamatoria (25),
capaz de inducir la sintesis de la PCRus a nivel hepatico (36). 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 proinflamatorios
(37). Ademas, resulta particularmente interesante para el estudio de las alteraciones
del metabolismo del hierro el hecho que la IL-6 induce la expresion de la hepcidina y
favorece la acumulacion de hierro en los macréfagos (38).

El andlisis de los polimorfismos del promotor del gen de la IL-6 en el SNP -174

revelé que de las 2 variantes posibles, C y G, la primera fue mas prevalente (65%) en
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el grupo de pacientes que la variante G (35%), mientras que en los controles esta
relacion se hallaba invertida (30% C y 70% G). De hecho, en el grupo de pacientes
hubo igual cantidad de sujetos homocigotas CC y heterocigotas CG, siendo
significativamente menor el numero de individuos GG. Por el contrario, en el grupo de
sujetos controles, los homocigotas CC representaron la minoria 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 pacientes con SH
explicaria el hallazgo de menores niveles plasmaticos de IL-6 en el grupo de pacientes
con respecto a los controles. En primer lugar, en el afio 1998, Fishman y col. (26)
mostraron que el alelo C producia menos IL-6, atribuyéndole asi un rol protector a este
alelo frente al desarrollo de artritis reumatoidea juvenil, enfermedad inflamatoria por
excelencia. En otro estudio realizado en pacientes con resistencia insulinica, se
demostré que individuos homocigotas para el alelo C presentaban concentraciones
mas bajas de IL-6 con respecto a individuos homocigotas para el alelo G (30). Por otro
lado, también se observo que individuos portadores del alelo G tenian mayores niveles
plasmaticos de IL-6 (39). Fernandez-Real y col. (40) encontraron que individuos con el
alelo G poseian mayores niveles de IL-6 asociados a mayores concentraciones de TG
totales, TG de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de apo B, ademas de
disminucion 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 elevacion de la
concentracion plasmatica de hierro. De hecho, se ha descripto que la IL-6 esta
involucrada en el mecanismo de regulacién de la expresion de la hepcidina, llevada a
cabo en el hepatocito a través de la via de sefalizacién del transductor de sefial y

activador de la transcripcién 3 (STAT3). La unién de la IL-6 a su receptor de membrana

20



desencadena la fosforilacién de los activadores de transcripcion de las STAT3, llevada
a cabo por la kinasaJanus (JAK). La actividad JAK/STAT3 promueve la dimerizacion de
los activadores STAT3 y su migracioén al nacleo celular, donde actian como factores de
transcripcion nucleares con elevada afinidad por el promotor del gen de la hepcidina
(18), activando su expresion (41, 42). La hepcidina actla a través de la ferroportina,
una proteina transmembrana cuya funcion es permitir la salida de hierro desde las
células hacia la circulacién. Cuando la hepcidina se une a la ferroportina provoca su
internalizacién y degradacion intracelular, con lo que se reduce la capacidad de las
células de exportar hierro. Un exceso de hepcidina produce un secuestro de hierro en
las células de la mucosa intestinal, asi como en los macrofagos, reduciendo la
absorcién de hierro y la capacidad de los macréfagos de liberar el hierro producto de la
eritrofagocitosis (43). El resultado es una disminucion del hierro sérico y de la
generacion de glébulos rojos en el tejido eritropoyético. En contraste, cuando los
niveles de la hormona hepcidina disminuyen, la absorcién de hierro, asi como sus
niveles séricos y la capacidad de reciclaje de hierro aumentan. Por lo tanto, menores
niveles de IL-6 se asociarian a disminucién de la concentracion de hepcidina y éstos, a
Su vez, a aumento del hierro circulante.

De esta manera, la menor concentracion de IL-6 observada en los pacientes con
SH, consecuencia de la mayor prevalencia del alelo C del promotor del gen de la IL-6
en el SNP -174, acentuaria la acumulacion de hierro circulante caracteristica de los
pacientes con SH primaria, cuyo defecto de base seria la presencia de alguna mutacion
en el gen HFE. Esta asociacién fue también sugerida por el analisis de regresion
logistica multiple que identificé a la presencia de homocigosis CC, a la saturacion de Tf
y a los niveles de ferritina como los predictores mas potentes de la patologia. Con

respecto al gen HFE, codifica para una proteina que participa en la via de sefalizacion
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del receptor de Tf-1 y Tf-2, cuya finalidad es aumentar la expresion de hepcidina en
respuesta a elevaciones de los niveles de hierro circulante (44). Mutaciones en el gen
HFE como ser C282Y y/o H63D, que se encontraban en la mayoria de los pacientes
estudiados, afectan la capacidad de respuesta del hepatocito para aumentar la
expresion de hepcidina ante aumentos del hierro en circulacion. Por lo tanto, los
portadores de estas mutaciones se caracterizan por cursar con bajos niveles de
hepcidina y SH debido a una absorcién desregulada del hierro dietario.

Una limitacion del presente estudio consiste en que, si bien se utilizé el método
patrén de cromatografia liquida con detector de espectrometria de masa en tandem, los
niveles de hepcidina solo fueron medidos en el grupo de pacientes. Ademas, hasta la
actualidad no se cuentan con valores de referencia obtenidos empleando el método
antes mencionado. Por lo tanto, no es posible efectuar comparaciones entre los
pacientes y los sujetos controles. Sin embargo, resulta interesante el hallazgo de una
menor concentracion de hepcidina en portadores de la mutacion C282Y con respecto a
aquellos pacientes que carecian de dicha mutacién, corroborando asi los mecanismos
moleculares antes explicados.

En pacientes con SH primaria, un moderado proceso inflamatorio se suele
observar a nivel hepético fundamentalmente durante los estadios avanzados de la
enfermedad junto al desarrollo de fibrosis y cirrosis (45). Deugnier y col. (46) detectaron
un infiltrado inflamatorio, linfocitico o histiocitico, en 45% de las biopsias realizadas a
pacientes con hemocromatosis hereditaria. En estos pacientes, la inflamacion estaba
presente principalmente en las regiones portal y periportal, y se correlacionaba con los
scores histologicos de hierro, los cambios degenerativos de los hepatocitos y la fibrosis
hepatica. En el estudio de Stal y col. (47), el 27% de las biopsias realizadas a pacientes

con hemocromatosis hereditaria no tratada mostraron infiltracion por linfocitos CD3+.
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Por otro lado, Bridle y col. (48) describieron un aumento de la expresion de interferén
gamma en biopsias hepaticas de pacientes con hemocromatosis hereditaria, asi como
disminucion de la expresibn de la IL-10, interleuquina con propiedades
antiinflamatorias, independientemente de la presencia de fibrosis.

Entre los biomarcadores de inflamacion, en el presente estudio, se detectd
aumento de los niveles plasmaticos de PCRus en los pacientes con SH en
comparacién con los sujetos controles. Si bien a priori se podia haber especulado que
en estos pacientes el proceso inflamatorio podia haber estado asociado también a
aumento de IL-6, seguramente la mayor prevalencia del alelo C en el SNP -174 del
promotor del gen de la IL-6 fue determinante para que las células inflamatorias
manifestasen una capacidad limitada para sintetizar y secretar IL-6.

En conclusién, se podria postular a la triada “presencia del alelo C” — “bajos
niveles de IL-6” — “baja concentracion de hepcidina” como factor determinante o
amplificador del aumento de hierro en circulacién. Esta condicion de SH se asociaria a
un estado proinflamatorio caracterizado por niveles plasmaticos elevados de PCRus,

pero bajos de IL-6.
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6. Leyendas.
Figura 1: Concentraciones plasmaticas de PCRus (Panel A) e IL-6 (Panel B) en
pacientes con SH (n=37) y sujetos controles (n=37). PCRus, proteina C reactiva

ultrasensible; IL, interleuquina; SH, sobrecarga de hierro. * p<0,05 vs. controles.

Figura 2: Distribucién de las mutaciones del gen HFE en los 37 pacientes con SH. SH,

sobrecarga de hierro. Wt, wild type.
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Tabla I: Caracteristicas clinicas y bioquimicas generales de los pacientes con SH

y los sujetos controles.

Pacientes con SH  Sujetos controles p
(n=37) (n=37)

Edad (afos) 50 (35-61) 46 (35 - 55) NS
IMC (Kg/m?) 28,243,2 23,142 4 <0,0001
Glucosa (mg/dl) 99+14 8918 <0,005
Acido urico (mg/dl) 5,940,7 5,540,9 NS
Gr (10%cél/ml) 5,0+0,3 5,0+0,5 NS
Gb (10%cél/ml) 7+2 7+2 NS
Hematocrito (%) 45 (43 - 47) 45 (43 — 46) NS
Plaquetas (10°cel/ml) 202+75 225+37 NS
Ferremia (ug/dl) 141 (105 - 176) 86 (73 -111) <0,0001
Saturacion Tf (%) 47 (33 - 65) 26 (24 - 31) <0,0001
Ferritina (ng/ml) 246 (68 — 558) 86 (61 — 166) <0,05
ASAT (1U/) 29 (23-39) 21 (17 - 23) <0,0001
ALAT (1U/) 38 (23 -49) 19 (18 — 26) <0,0005
FAL (1U/l) 68 (55 — 87) 63 (49 — 74) NS
Bilirrubina (mg/dl) 0,9 (0,6 — 1,0) 0,6 (0,6 —0,9) NS

SH, sobrecarga de hierro; IMC, indice de masa corporal; Gr, glébulos rojos; Gb,

glébulos blancos; Tf, transferrina; ASAT, aspartatoaminotransferasa; ALAT,

alaninaaminotransferasa; FAL, fosfatasa alcalina; NS, no significativo. Los resultados
estdn expresados como mediatdesvié estandar (DE) o mediana (Q1-Q3) para

variables con distribucion paramétrica y no paramétrica, respectivamente.
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Tabla II: Perfil de lipidos y lipoproteinas de los pacientes con SH y los sujetos

controles.
Pacientes con SH  Sujetos controles p
(n=37) (n=37)

TG (mg/dl) 97 (78 — 147) 88 (70 — 117) NS
CT (mg/dl) 176+35 191429 <0,05
C-VLDL (mg/dl) 18 (16 — 26) 19 (16 — 22) NS
C-LDL (mg/dl) 109+31 123427 <0,05
C-HDL (mg/dI) 45+10 48+10 NS
CT/ C-HDL 3,8(3,3-5,0) 4,1 (3,3-5,0) NS
Apo B (mg/dl) 85+26 93+18 NS
Apo A-1 (mg/dl) 130+19 137+20 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 mediazdesvio estandar (DE) o mediana (Q1-Q3) para variables con distribucién

paramétrica y no paramétrica, respectivamente.
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Tabla Illl: 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.

Genotipos  Pacientes Sujetos X? p
con SH controles
(n=37) (n=37)
CC 16 4 14,58 0,0007*
CG 16 15
GG 5 18
Alelo C 48 (65%) 23 (31%) <0,0001*

AleloG  26(35%) 51 (69%)

PCR-RFLP, reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion; IL, interleuquina; SH, sobrecarga de hierro.

*Distribucién analizada por la prueba de X? (95%).
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Tabla IV: Andlisis de regresién logistica multiple empleando a la presencia de SH

como variable dependiente en la poblacion estudiada.

Variables B D.E. Wald gl Sig. Exp(B)
Homocigosis CC 3,114 1,367 5,189 1 0,023 22,517
SaturacionTf 0,093 0,046 4,073 1 0,044 1,098
Ferritina 0,008 0,004 4,957 1 0,026 1,008
Constante -7,493 2,525 8,810 1 0,003 0,001

SH, sobrecarga de hierro; B, coeficiente de B; D.E., desvio estandar; Wald, estadistico

de Wald; gl, grados de libertad; Exp(B), estimacion de OddsRatio; Tf, transferrina. Las

variables incluidas en el modelo como independientes fueron: homocigosis CC,

heterocigosis CG, interleuquina-6, proteina C reactiva ultrasensible, ferremia, ferritina, y

saturacion TH.
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Figura 1
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Figura 2
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