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RESUMEN

Las citoquinas pertenecientes a familia de la interleuquina-1 (IL-1) estdn codificadas por
tres genes diferentes: IL-1A, IL-1B, e IL-TRN, los cuales codifican para IL-1a, IL-18, y el
antagonista enddgeno del receptor de IL-1 (IL-1ra), respectivamente. Las IL-1a e IL-18
actéian como citoquinas pro-inflamatorias, mientras que la IL-Tra se comporta como
anti-inflamatoria. Han sido reportados varios polimorfismos bialélicos en los genes de
IL-1B, incluyendo IL-1B-511(C/T) e IL-1B+3954(C/T), mientras que IL-1RN presenta en
el intrén 2 un polimorfismo VNTR penta-alélico. Los polimorfismos funcionalmente re-
levantes de estos genes han sido correlacionados con un amplio conjunto de condicio-
nes autoinmunes e inflamatorias crénicas, asi como con céncer. Con el fin de determi-
nar la distribucién de estos polimorfismos en la regién centroccidental de Venezuela, se
estudiaron 100 individuos no relacionados aparentemente sanos. Se extrajo ADN
gendémico a partir de sangre periférica, y se procedié a la tipificacién de los polimorfis-
mos IL-1B-511 e IL-1B+3954 por PCR-RFLP y VNTR de IL-1RN por PCR. Se determina-
ron las frecuencias alélicas y genotipicas con el programa Arlequin ver. 2.000. Se ob-
servé un predominio del alelo T (52%) y del alelo C (82%) en IL-1B-511 y IL-1B+3954,
respectivamente. Mientras que para IL-1RN los genotipos mads frecuente fueron el 1/1
(47%) y 1/2 (41%). Se compararon los resultados con las frecuencias poblacionales
encontradas en otros paises, destacandose diferencias significativas con poblaciones de
diferente origen étnico. Los resultados podrian proporcionar una referencia valiosa para
estudios futuros de asociacién con cancer y enfermedades inflamatorias en Venezuela.
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ABSTRACT

The cytokines belonging to the family of interleukin-1 (IL-1) are encoded by three
different genes: IL-1A, IL-1B, and IL-1RN, which encode for IL-1a, IL-18 and the
endogenous receptor antagonist for IL-1 (IL-1Ra), respectively. IL-1a and IL-18
operate as pro-inflammatory cytokines, while the IL-1Ra as anti-inflammatory. It has
been reported several biallelic polymorphisms in the genes of IL-1B, including IL-1B-
511(C/T) and IL-1B+3954(C/T), while IL-TRN presents in intron 2 a penta-allelic
VNTR polymorphism. The functionally relevant polymorphisms of these genes have
been correlated with a wide range of chronic inflammatory and autoimmune
conditions, as well as cancer. In order to determine the distribution of these
polymorphisms in the Central-Western region of Venezuela, 100 unrelated apparently
healthy individuals were studied. DNA was extracted from peripheral blood, and
proceded to the characterization of polymorphisms IL-1B-511 and IL-1B +3954 by
PCR-RFLP and VNTR IL-TRN by PCR. Allelic and genotypic frequencies were
determined awith the program Arlequin v. 2.0. There was a predominance of T allele
(52%) and the C allele (82%) for IL-1B-511 and IL-1B +3954, respectively. While for
IL-TRN the more frequent genotypes were 1/1 (47%) and 1/2 (41%). We compare the
results with the population frequencies found in other countries, highlighting differences
with significant populations of different ethnic origin. These results could provide a
valuable reference for future studies of association with cancer and inflammatory
diseases in Venezuela.

Key words: Interleukin-1, IL-1B, IL-1RN, genetic polymorphisms.
INTRODUCCION

El genoma humano revela que muchos de los genes contenidos en él, son polimér-
ficos. En las regiones codificantes y no codificantes de un gen en particular pueden
ocurrir sustituciones de un nucleétido por otro (SNPs) o variaciones en el ndimero de
repeticiones de secuencias cortas de ADN (VNTR). Las interacciones entre los genes y
el ambiente se pueden manifestar de diferentes maneras, bien por el riesgo basado en
el genotipo de cada individuo, o por riesgo originado por la exposicién al ambiente
de esos genes polimérficos (lannuzzi et al., 2002). El estudio de los polimorfismos
genéticos promete ayudar a definir los mecanismos fisiopatoldgicos, para identificar
individuos en riesgo de sufrir enfermedades y sugerir blancos novedosos para trata-
miento farmacoldgico.

Las citoquinas son moléculas de sefializacién que contribuyen a la respuesta inflama-
toria, y son componentes claves en la patogénesis de muchas enfermedades como el
cancer, desérdenes metabdlicos y condiciones inflamatorias. El grupo de citoquinas
de la interleuquina-1 (IL-1) incluye tres citoquinas diferentes: Interleuquina-1a (IL-
1a), IL-18 y el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra). La IL-1B, cuyo gen (IL-1B) se
localiza en el cromosoma 2q12, es un potente agente pro-inflamatorio cuya partici-
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pacién es relevante en inmunoregulacién, inflamacién y génesis de cancer (Cantagrel
etal., 1999). Mientras que el IL-1Ra, una variante estructural de IL-1, se une al mismo
receptor que IL-1 y actda como un inhibidor competitivo de la bioactividad de IL-1.
Han sido reportados varios polimorfismos bialélicos en los genes de IL-18, incluyendo
IL-1B-511 e IL-1B+3954 (Fig. 1). Por otra parte, en el segundo intrén del gen IL-1RN,
se ubica un polimorfismo penta-alélico funcional producto de variaciones en el nime-
ro de repeticiones en tanda (VNTR), el cual se caracteriza por poseer un papel impor-
tante en la regulacién de los niveles de IL-1Ra, la respuesta inmune humana y el riesgo
de cancer (Hu et al., 2005). La IL-1 es conocida por actuar como un factor de creci-
miento tumoral al inducir factores angiogénicos (Konishi et al., 2005).
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Figura 1. Representacién esquemdtica del mapa de los genes de IL-1 analizados en este trabajo. Las
flechas indican el sentido de la transcripcién.

La variacién genética en el genoma humano es un recurso emergente para el estudio del
cancer, un grupo complejo de enfermedades caracterizadas por contribuciones tanto
genéticas como ambientales en su origen. El riesgo de cancer estd claramente influen-
ciado por polimorfismos en genes involucrados en metabolismo de carcinégenos vy el
sistema inmune.

Sin embargo, la distribucién de la frecuencia de los polimorfismos de ADN puede
variar seglin el componente étnico de cada poblacién humana, asf entonces se puede
explicar, en parte, la mayor predisposicién de algunas poblaciones a ciertas enferme-
dades. Por ejemplo, varios investigadores han mostrado en diferentes grupos étnicos
de todo el mundo, una fuerte asociacién entre los polimorfismos pro-inflamatorios
de IL-1y el incremento del riesgo de desarrollar cancer gastrico (Machado et al., 2001;
El-Omar et al., 2003; Perez-Perez et al., 2005). Sin embargo, varios reportes muestran
diferencias en las correlaciones y resultados contradictorios, probablemente debido a
la diversidad en el componente genético de las poblaciones humanas (Perez-Perez et
al., 2005; Wang et al., 2006).

Este trabajo representa un estudio piloto en el andlisis de variaciones de secuencias
de ADN que son segregadas a una poblacién y tienen una conexién casual con
enfermedades complejas como el cédncer. Debido a que no hay muchos reportes de
las variaciones alélicas del grupo de genes de IL-1 en nuestro pais y, en particular, en
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la region centroccidental del mismo, el presente estudio fue realizado para evaluar las
frecuencias e iniciar la construccién de una base de datos de tres polimorfismos
genéticos de IL-1 en esta regién de Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

El estudio incluyé 100 individuos aparentemente sanos no relacionados (39 hombres y
61 mujeres) con un promedio de edad de 21,5 afios (16-40 afios) procedentes de los
estados de la regién centroccidental de Venezuela: Estados Lara, Portuguesa o Yaracuy.
El estudio reunié los requerimientos éticos del comité del Decanato de Ciencias de la
Salud-UCLA, y todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito.
A cada uno de los individuos, con las caracteristicas mencionadas, se le tomé aproxi-
madamente 5 mL de sangre periférica, la cual fue recolectada en vacutainers que
contenfan EDTA como anticoagulante.

EXTRACCION DE ADN

La extraccién se realiz6 a partir de 300 pL de sangre periférica mediante el Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega). La concentracién del ADN de las muestras fue
estimada por espectrofotometria a 260/280 nm de longitud de onda empleando un
equipo GeneQuant pro (Amersham-Pharmacia).

ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE IL-1

Todos los individuos fueron genotipificados para tres polimorfismos del grupo de
genes de interleuquina-1: -511 en la regién promotora de IL-1B, +3954 en el exén 5
de IL-1B, y el VNTR en el intrén 2 de IL-1RN. Algunos detalles de la metodologia em-
pleada en los andlisis se presentan en la tabla 1. Para las amplificaciones por PCR se
emplearon los iniciadores y condiciones descritas por Nemetz et al., 2001, con algu-
nas modificaciones (Tabla 1). Las reacciones de PCR contenfan en un volumen de 25
pL, Buffer 1X, 1,5 mM de MgCl2, 200 pM de dNTPs, 1 uM de cada primer y 1,25 U
de Tag DNA Polymerase (Invitrogen).

IL-1B (regi6n promotora) IL-1B (exdn 5) IL-1RN
Tipo de polimorfismo Sustitucién de base C/T Sustitucién de base C/T VNTR, 86 pb
Sitio del polimorfismo -511 +3954 Intrén 2
Iniciadores para PCR
Forward GGCATTTGATCTGGTTCATC | GTTGTCATCAGACTTTGACC | CCCCTCAGCAACACTCC
Reverso GTTTAGGAATCTTCCCACTT | TTCAGTTCATATGGACCAGA | GGTCAGAAGGGCAGAGA
Condiciones de PCR
Desnaturalizacién 94 °C, 45” 94 °C, 45” 94 °C, 30”
Anillamiento 57 °C, 45” 57 °C, 457 57°C, 30”
Extension 72 °C, 45" 72 °C, 45" 72 °C, 20"
Numero de ciclos 35 35 35
Digestién Aval Taql -
Tamafo de alelos (pb) C: 199 + 106 C:135+114 1: 410, 2: 240, 3: 530,
T: 305 T: 249 4:325,5: 595

Tabla 1. Principales caracteristicas de los polimorfismos de IL-1f3 e IL-1RN estudiados y metodologia

para su andlisis.
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Los polimorfismos de IL-1B-511 y +3954 fueron determinados por PCR-RFLP. Los
genotipos fueron asignados seguin el tamafio del producto de PCR (IL-1RN) o de los
fragmentos de restriccién generados al incubar con las enzimas de restriccién (IL-1B-
511y +3954; Tabla 1), determinado por electroforesis en geles de agarosa al 2%, los
cuales fueron tefiidos con bromuro de etidio (1 mg/mL) y visualizados con luz ultra-
violeta en un equipo KODAK Gel Logic 200 Imaging System.

ANALISIS ESTADISTICO

Se evalu el equilibrio Hardy-Weinberg, y el pardmetro D’ del desequilibrio de ligamien-
to empleando el programa Arlequin ver. 2.000. Se utilizé la prueba de Chi-cuadrado
para comparar las frecuencias genotipicas y alélicas entre las poblaciones comparadas
mediante el paquete estadistico SSPS 11.0. Las diferencias fueron consideradas esta-
disticamente significativas para valores de p <0,05.

RESULTADOS

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismos de IL-1B-511T/C, IL-1B+3954C/T, e
IL-1RN fueron halladas en equilibrio Hardy-Weinberg. Por otra parte, no se observé
un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los alelos de los polimorfismos evaluados.
Las frecuencias de los genotipos y los alelos encontradas en los polimorfismos del gen
IL-1B (-511 y +3954) y de IL-1RN en los sujetos estudiados se presentan en las tablas
2,3 y 4. Las frecuencias alélicas fueron las siguientes: 48% vs. 52%, 82% vs. 18% y 70%,
23 %y 3%, para los alelos C vs. T de IL-1B -511, Cvs T de +3954 y 1, 2 y otros (3, 4
o 5) de IL-1RN, respectivamente. Mientras que la distribucién porcentual de la fre-
cuencia de genotipos fue: IL-1B-511, CC: 21%, CT: 55% y TT: 24%; IL-1B+3954, CC:
70%, CT: 25% y TT: 5%; e IL-1RN, 1/1: 47%, 1/2: 41%, 2/2: 5% y otros: 7%.

Pais o etnia N.° Genotipo (%) Alelo (%)

cc|cr|[TrT | P | C| T | p | Referencia
Venezuela 100 [ 21 | 55 | 24 | Ref | 48 | 52 | Ref | Este trabajo
Portugal 218 |46 | 40 | 14 [*** | 66 | 34| ** | Machado etal., 2001
Norte de la India 206|124 | 61 | 15 | NS | 55 | 45| NS | Manchanda etal., 2005
Espafa 81 |32 149 | 19 | NS | 57 | 43| NS | Pastoretal., 2005
China 36134 |48 |18 | * | 58| 42| NS | Zengetal., 2003
Taiwan 103129 |47 | 24 | NS | 53 | 47 | NS | Tsaietal., 2004
Corea 126 126 | 56 | 18 | NS | 54 | 46 | NS | Leeetal., 2004
Holanda 256 |58 |36 | 6 |***| 76 | 24 | *** | Stokkersetal., 1998
Japén 160 | 27 | 49 | 24 | NS | 52 | 48 | NS | Nishimura etal., 2002
Egipto 72 |37 |41 122 | * | 58| 42| NS | Hegab etal., 2005
Afroamericanos 294120 | 53 | 27 | NS | 47 | 53 | NS | Zabaleta etal., 2008
Estados Unidos (Caucésicos) | 124 1 35 | 50 | 15 | * | 66 | 34| ** | Cantagrel etal., 1999

Tabla 2. Comparacién (p) de la distribucién de la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo IL-1B-
511 en este trabajo y en varias poblaciones. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. NS: no significativo.
Ref: referente.
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Pais o etnia N.° Genotipo (%) Alelo (%)

cc|cr|Tr | P | C| T | p | Referencia
Venezuela 100 (70 | 25 | 5 | Ref | 82 | 18 | Ref | Este trabajo
Gran Bretafa 54 | 61 | 35 4 NS |79 | 21| NS | Carteretal., 2004
Norte de la India 206172122 ]| 6 |NS |84 | 16| NS | Manchanda etal., 2005
Espafa 81 |61 |37 | 2 |NS |79 | 21| NS | Pastoretal., 2005
China 36188 |12 | O | ** |94 | 6 | ** | Zengetal., 2003
Taiwan 116 97 | 3 0 [***]99 | 1 | ***| Hangetal., 2003
Turbia 163139 |42 | 19 |***| 60 | 40 | ** | Coskun etal., 2005
Holanda 13115537 | 8 * | 74 | 26 | NS | Meulenbeltetal., 2004
Japén 160193 | 7 0 | ** |97 | 3 | ** | Nishimuraetal., 2002
Egipto 72 |52 |41 7 | ** |73 | 27 | NS | Hegab etal., 2005
Afroamericanos 294177 120 | 3 |NS |87 | 13| NS | Zabaleta etal., 2008
Estados Unidos (Caucésicos) | 299 | 64 [ 32 | 4 | NS | 80 | 20 | NS | Zabaleta et al., 2008

Tabla 3. Comparacién (p) de la distribucién de la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo
IL-1B+3954 en este trabajo y en varias poblaciones. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. NS: no
significativo. Ref: referente.

Pais o etnia N.° Genotipo (%) Alelo (%)
1/1 1/212/2|Otros | p 112 |3]| p |Referencia

Venezuela 100|147 41| 5 7 Ref |70 [27 | 3 | Ref | Este trabajo

Gran Bretafa 54 61 32| 7 0 * |77 123 | 0| NS | Carteretal., 2004
Norte de la India 206 | 52 18 | 24 6 **% 166 |30 | 4| NS | Manchandaetal., 2005
Portugal 220 | 51 37| 9 3 NS |70 127 | 3| NS | Machado et al., 2001
China 361 | 93 4 2 | *** |95 2 | *** | Zeng et al., 2003
Taiwan 103|186 10 | 1 3 | *x* |91 3 | *** | Tsai et al., 2004

México 215 | 41 44 |12 3 NS |63 |34 | 3| NS | Garza etal., 2005
Holanda 130 | 55 37| 8 0 NS |74 |26 NS | Meulenbelt et al., 2004
Japon 160 | 91 6 0 3 ** 194 | 3 | 3| *** | Nishimura etal., 2002
Egipto 72 | 69 21110 O ** 180 [20 | O [ NS | Hegab et al., 2005
Alemania 234 | 46 41| 6 7 NS |69 |27 | 4| NS | Hackeretal., 1997
Tabla 4. Comparacién (p) de la distribucién de 1d frecuencid gerotipica y alélica del polimorfismo

IL-1RN (intrén 2) en este trabajo y en varias poblaciones.*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. NS:
no significativo. Ref: referente.

La distribucién de las frecuencias de los diferentes genotipos y alelos de IL-1 obtenidos
en este trabajo fueron tomadas como referencia para ser comparadas con diferentes
poblaciones empleando el test X* (tablas 2, 3 y 4). Para el caso de IL-1B-511, se obser-
varon diferencias significativas entre individuos de Portugal, China, Holanda, Egipto
y caucdsicos de Estados Unidos al ser comparadas con la muestra estudiada en este
trabajo (Tabla 2). También fueron observadas diferencias significativas entre las fre-
cuencias de los genotipos del polimorfismo IL-1B+3954 de estudios previamente pu-
blicados con poblaciones de China, Taiwén, Turbia, Holanda, Japén y Egipto (Tabla
3). La distribucién del genotipo IL-1RN mostré diferencias significativas con pobla-
ciones de Gran Bretafia, India, China, Taiwén, Japén, Egipto y Alemania (Tabla 4).
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Al establecer las combinaciones alélicas para IL-1B-511, IL-1B+3954 e IL-1RN los
haplotipos mds frecuentes observados en esta poblacién fueron T-C-1 y C-C-1 con
68% y 67%, respectivamente.

DISCUSION

La herencia de alelos de genes polimérficos de citoquinas estd dramdticamente influen-
ciada por el origen étnico (Hoffmann et al., 2002). Los polimorfismos en los genes de
citoquinas pueden resultar en variaciones interindividuales de la regulacién de la trans-
cripcidn, y por lo tanto en la produccién diferencial de citoquinas. Ha sido ampliamente
planteado que las variantes genéticas de citoquinas podrian tener relevancia fenotipica
e influenciar el microambiente interno de cada individuo (Sudrez et al., 2003). En el
presente estudio, se investigaron los polimorfismos de IL-1 (IL-1B-511, IL-1B+3954 e IL-
1RN) en una muestra de la poblacién de la regién centroccidental de Venezuela y fue
comparada con genotipos reportados en diferentes poblaciones de todo el mundo.

En esta poblacidn se observaron diferencias significativas de las frecuencias de los tres
polimorfismos estudiados con varias poblaciones de distinto origen étnico. Destaca
principalmente como para IL-1B+3954 e IL-1RN las diferencias significativas se pre-
sentan con las reportadas para poblaciones de varios paises asiaticos. En cuanto a IL-
1B-511, se observé un comportamiento algo diferente, en donde las diferencias més
significativas (p<0,001) se observaron con poblaciones de dos paises europeos
(Portugal y Holanda).

La variacién de esta poblacién venezolana con respecto a otras del resto del mundo
indica el impacto del origen étnico. En otros trabajos recientes se han publicado
igualmente la influencia de las variaciones étnicas en la distribucién diferencial de las
frecuencias poblaciones de los polimorfismos de genes de IL-1 (Um y Kim, 2003;
Manchanda et al., 2005; Zabaleta et al., 2008).

La poblacién venezolana, como la de otros paises latinoamericanos, ha surgido por
la confluencia de grupos de europeos, amerindios y africanos, los cuales participaron
de manera diferente por la forma en que se llevé a cabo el proceso de colonizacién en
cada regién, llevando a una gran heterogeneidad genética. Es decir, que las frecuen-
cias alélicas en poblaciones mixtas de América varian en relacién con la contribucién
genética parental.

Estudios epidemiolégicos contintan sugiriendo la contribucién significativa de la va-
riacién genética a la susceptibilidad al cancer. Aunque la participacién de numerosos
factores genéticos en la patogénesis de las neoplasias estd bien probada, la compren-
sién de los complejos mecanismos moleculares implicados en el crecimiento neopla-
sico estd todavia bastante incompleto (Loktionov et al., 2004). La mayoria de las
neoplasias malignas en humanos estdn caracterizadas por inestabilidad genémica, la
cual es el resultado de la acumulacién de miuiltiples alteraciones genéticas y del
desbalance alélico en todo el genoma. La asociacién entre los polimorfismos de IL-1
y varios tipos de cdncer, en especial de cancer géstrico, ha sido publicada extensiva-
mente (Perez-Perez et al., 2005; Wang et al., 2006). Recientemente, Zabaleta et al.,
2008, al determinar las frecuencias alélicas de varios polimorfismos de IL-1, plantean
que las diferencias entre ellas pueden contribuir a las variaciones en la respuesta
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inflamatoria y la incidencia y mortalidad por céncer entre individuos caucasicos y de
origen africano en el estado de Luisiana (EU).

Este estudio forma parte de varios proyectos involucrados en establecer bases de
datos de diferentes polimorfismos de ADN que han sido implicados en predisposicidn
a céncer y otras enfermedades. Es posible que las diferencias en la distribucién de los
polimorfismos IL-1 entre la poblacién sana de la regién centroccidental de Venezuela
y otros grupos étnicos reflejen un perfil que puede afectar la predisposicién y
prevalencia a enfermedades.
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