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PALABRAS CLAVE Resumen

IL-18; Antecedentes: La arteriosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria crénica influen-
Resistencia a la ciada por multiples factores de riesgo. Diferentes estudios prospectivos han mostrado que los
insulina; niveles plasmaticos de moléculas inflamatorias se relacionan con la presencia de arteriosclerosis
SNP y el desarrollo de enfermedad cardiovascular.

Objetivo: Evaluar si los valores plasmaticos de interleucina 18 (IL-18) estan modulados por sin-
gle nucleotide polymorphisms (SNP) del gen de IL-18 y su posible asociacion con los niveles de
insulina y otros factores de riesgo cardiovascular.

Materiales y métodos: Se estudiaron 746 individuos, seleccionados de forma oportunistica
entre los pacientes que acudieron a diversas consultas del area metropolitana de Valencia
durante 2 afos. Se determinaron mediante metodologia estandar parametros del metabolismo
lipidico e hidrocarbonado. La IL-18 se determind mediante ELISA.

Resultados: Los sujetos con resistencia a la insulina (RI) presentaron niveles de IL-18 significa-
tivamente superiores que los individuos sin RI. Los niveles de IL-18 se correlacionaron de forma
significativa con los niveles de insulina y con otros factores de riesgo cardiovascular. El genotipo
CC del SNP rs1834481 se asocio de forma significativa con menores niveles plasmaticos de IL-
18. Por el contrario, el genotipo GG del SNP rs7559479 se asocio6 con niveles significativamente
superiores de IL-18.
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Conclusiones: Los niveles de IL-18 se relacionan con la presencia de Rl y otros factores de riesgo
cardiovascular, estando modulados dichos niveles genéticamente.

© 2015 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

Plasma IL-18 levels are related to insulin and are modulated by IL-18 gene
polymorphisms

Abstract

Introduction: Atherosclerosis is an inflammatory chronic disease influenced by multiple factors.
Different prospective studies have shown that plasmatic levels of inflammatory markers were
related to atherosclerosis and cardiovascular disease.

Objective: To evaluate whether plasmatic levels of interleukin 18 (IL-18) are modulated by SNPs
(single nucleotide polymorphisms) of the IL 18 gene and its possible association with insulin
levels and other cardiovascular risk factors.

Methods: 746 individuals were studied for a period of two years by opportunistic selection in
the metropolitan area of Valencia. Parameters of lipid and glucose metabolism were analyzed
by standard methodology. IL-18 was measured by ELISA.

Results: Individuals with insulin resistance showed significant higher levels of IL-18. IL 18 was
significantly correlated with insulin levels and other cardiovascular risk factors. The CC genotype
of the rs1834481 SNP was significantly associated with lower levels of IL-18. However, the GG
genotype of the rs7559479 was associated with significant higher levels of IL-18.

Conclusion: IL-18 is associated with insulin resistance and other cardiovascular risk factors,
being those levels genetically regulated.

© 2015 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

La arteriosclerosis se considera una enfermedad inflamato-
ria cronica influenciada por multiples factores de riesgo’.
Diferentes estudios prospectivos han mostrado que los nive-
les plasmaticos de moléculas inflamatorias se relacionan con
la presencia de arteriosclerosis y el desarrollo de enfer-
medad cardiovascular’*. También se ha demostrado una
estrecha asociacion entre los procesos inflamatorios y el des-
arrollo de resistencia a la insulina (Rl). Hotamisligil et al.®
mostraron por primera vez que la citoquina proinflamato-
ria factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) era capaz de
inducir RI. Posteriormente, diferentes estudios han eviden-
ciado una buena correlacion entre los niveles plasmaticos
de insulina y marcadores inflamatorios, asi como aumento
de los niveles de moléculas inflamatorias en individuos con
Rl 'y diabetes®. Ademas, estudios prospectivos han mostrado
que un incremento de los niveles plasmaticos de marcadores
inflamatorios y reactantes de fase aguda se asocian con el
desarrollo de diabetes tipo2, Rl y sindrome metabdlico”8.
En los Gltimos anos se ha sugerido que la presencia de dis-
tintos factores, como los ambientales, o la predisposicion
genética podrian influir en el desarrollo de arteriosclero-
sis. De hecho, la regulacion de la inflamacion por factores
genéticos podria explicar la extraordinaria variabilidad exis-
tente en la respuesta inflamatoria. Ademas, se ha asociado
el desarrollo de RI a algunos single nucleotide polymorp-
hisms (SNP) presentes en genes relacionados con moléculas

inflamatorias®'®. Sin embargo, el conocimiento sobre el
papel que desempeia la expresion de distintos genes rela-
cionados con la inflamacion en el desarrollo de Rl y en el
desarrollo de arteriosclerosis es reducido. Nuestro objetivo
fue evaluar si los valores plasmaticos de interleucina 18 (IL-
18) se relacionan con los niveles plasmaticos de insulina, asi
como con otros factores de riesgo cardiovascular, y si dichos
niveles estan modulados por SNP del gen de IL-18.

Sujetos y métodos

Sujetos

Los sujetos participantes en el presente estudio procedian
del estudio VALencian CArdiovascular Risk (VALCAR). El estu-
dio VALCAR es un estudio transversal que fue disenado
para evaluar los factores de riesgo cardiovascular clasicos
y emergentes presentes en poblacion urbana, asi como su
asociacion con el desarrollo de arteriosclerosis determinado
mediante la realizacion de ecografia carotidea. Se incluye-
ron durante 2 anos, de forma consecutiva, por el método
oportunistico, 746 individuos de edades comprendidas entre
18 y 78 anos procedentes de diferentes centros de nuestro
departamento de salud en el area metropolitana de Valen-
cia. Para el presente estudio se excluy6 a los sujetos con
proteina C reactiva de alta sensibilidad (PCRas)>10mg/l y
a los que presentaron en las 2semanas previas algun epi-
sodio de tipo infeccioso o inflamatorio. El estudio recibio la
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aprobacion del Comité Etico de nuestro hospital y los sujetos
dieron su consentimiento por escrito para participar en él.

Parametros clinicos

Se realizé una anamnesis detallada recogiendo el habito
tabaquico (nimero de cigarrillos/dia), consumo de alco-
hol (gramos de alcohol/dia), farmacos de consumo habitual
u ocasional que coincidiesen con el periodo de estudio, y
episodios cardiovasculares presentados hasta la fecha de
inclusion en el estudio. Se realiz6 la determinacion de la
presion arterial tras 10min de reposo en decubito supino,
utilizando el valor medio de 3 determinaciones separadas
5min.

Parametros antropométricos

Los parametros recogidos fueron: peso en kilogramos (kg),
talla en metros (m), indice de masa corporal (IMC) en kg/m?
y perimetro de la cintura (medido en el punto medio entre
la espina iliaca anterosuperior y el margen costal inferior,
con el sujeto en bipedestacién y los brazos en posicién ana-
tomica; la medida se obtuvo con una cinta métrica graduada
en centimetros).

Parametros bioquimicos

Tras 12 h de ayuno nocturno se procedio a la extraccion de
una muestra de sangre para la determinacion de las con-
centraciones plasmaticas de los parametros estudiados. La
metodologia fue la previamente descrita''. El colesterol
total (CT) y los triglicéridos (TG) se determinaron por méto-
dos enzimaticos. El colesterol HDL (cHDL) tras precipitacion
con acido fosfotungstico cloruro de magnesio. El coleste-
rol LDL (cLDL) fue calculado por la formula de Friedewald.
La determinacion de glucosa se realizé por método enzima-
tico. La presencia de Rl se definié como un valor de insulina
plasmatica > 14 uU/ml'2.

Los niveles de IL-18 en plasma se analizaron mediante
la técnica ELISA con «Human IL-18 ELISA Kit» (Medical &
BiologicalLaboratoriesCo. Ltd.) y fueron cuantificados pos-
teriormente por medicion de absorbancia con el aparato
GloMax®-Multi+ DetectionSystem (Promega).

Ecografia carotidea

La exploracion ecografica se realizo mediante un equipo Sie-
mens Sonoline G40. Se utilizé un transductor lineal de alta
resolucion de 8 MHz de frecuencia. La prueba se realizd con
los pacientes en posicion de decubito supino con la cabeza
girada 45° hacia el lado contrario del lado explorado. Se
examinaron 3 segmentos predeterminados de las arterias de
ambos lados: carotida comdn (1 cm proximal al bulbo caroti-
deo), bulbo carotideo (1-2 cm) y carétida interna (1 cm distal
ala bifurcacion)'?. Se realizaron 6 medidas a intervalos regu-
lares de forma bilateral en 3 proyecciones diferentes (ACCD:
90, 120 y 150°; ACCI: 210, 240 y 270°). Para el analisis esta-
distico se utilizaron todas las mediciones. El grosor intima
media (GIM), definido como la distancia existente entre la
interfaz luz carotidea-intima y la interfaz media-adventicia

de la pared distal, se determiné en seccion longitudinal en
la region previa a la bifurcacion de la arteria carotida comun
(1cm).

Todas las exploraciones fueron realizadas por un Unico
investigador entrenado en la realizacion de ecografias caro-
tideas y siguiendo siempre el mismo protocolo estandarizado
previamente descrito. El coeficiente de variabilidad se estu-
di6 en 20 sujetos, y fue del 5,2% para el GIM medio de ambas
carétidas comunes.

Seleccion de SNP y genotipado

Las muestras de sangre venosa fueron recogidas en tubos
con EDTA para obtener ADN gendmico. Este fue aislado a
partir de células sanguineas utilizando el sistema Chemagic
(Chemagen, Baesweiler, Alemania). El ADN fue cuantificado
y diluido hasta una concentracion final de 100 ng/p.l.

Los SNP de IL-18 para el genotipado fueron selecciona-
dos en base a una conjuncion de diferentes parametros:
heterocigosidad (>10% para el alelo de menor frecuen-
cia) en poblacion caucasica, posicion y espaciado a lo
largo del gen y posible efecto funcional (http://www.
ensembl.org/index.html). Cuatro de ellos fueron selec-
cionados finalmente: rs1834481, rs549908, rs2270297 y
rs7559479. Los SNP fueron genotipados usando un ensayo
de SNPlex (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Métodos estadisticos

Las variables cuantitativas han sido expresadas como
media + desviacion estandar y las cualitativas como porcen-
tajes o nUmero total. Para la comparacion de las variables
cuantitativas entre grupos se ha utilizado el test t de
Student, y la prueba de ANOVA (2 o mas variables respecti-
vamente) para las variables de distribucion normal. Para las
variables de distribucion no normal se utilizaron el test de
Mann-Whitney y el test de Kruskal-Wallis (2 o mas variables,
respectivamente). Para corregir factores de confusion en
algunos estudios de comparacion se ha utilizado el analisis
por ANCOVA. Para la comparacion de las variables cualita-
tivas entre grupos se ha utilizado el test de Chicuadrado,
o el test de Fisher cuando el nimero era inferior a 5. Las
correlaciones bivariadas entre variables se estudiaron con
la prueba de Pearson para variables con distribucion normal
y prueba de Spearman para variables sin distribucion nor-
mal. Se considerd que las diferencias eran estadisticamente
significativas si el valor de p era inferior a 0,05. Se utilizé el
paquete estadistico SPSS para Windows version 15.0 (SPSS,
Chicago, IL, EE. UU.).

Las frecuencias de los alelos y los genotipos fue-
ron calculadas para cada SNP utilizando SPSS y SNPstats
(http://bioinfo.iconcologia.net/index.php)'. El equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) fue calculado mediante el test de
Chi cuadrado con un grado de libertad utilizando el software
SNPstat. Los desequilibrios de ligamiento fueron calculados
usando la estadistica de R2. La asociacion entre los poli-
morfismos y los niveles de IL-18 fue analizada usando un
modelo de herencia codominante mediante spss y SNPstat.
Para la comparacion de las variables cuantitativas entre
genotipos se ha utilizado la prueba de ANOVA. La edad y el
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Tabla 1 Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacion estudiada y estudio en funcion de la presencia o ausencia de

resistencia a la insulina

Grupo completo No RI RI p

(n=746) (n=488) (n=258)
Edad (anos) 45,3 + 14,3 43,8 + 14,5 48,7 + 13,8 < 0,001
IMC (kg/m?) 27,4 + 4,8 25,8 + 3,9 30,8 + 4,5 < 0,001
PC (cm) 91,7 + 13,1 87,0 + 11,3 100,9 + 31,2 < 0,001
PAS (mmHg) 125,4 + 16,2 122,3 + 15,8 131,5 + 15,7 < 0,001
PAD (mmHg) 77,3 + 10,4 75,2 + 9,8 81,5 + 10,5 < 0,001
Glucosa (mg/dl) 99,1 + 24,7 92,8 + 16,9 109,0 + 31,2 < 0,001
Insulina (pU/ml) 11,3+ 7,3 7,2 +£2,6 20,5 + 12,7 < 0,001
CT (mg/dl) 226,0 + 63,1 224,8 + 59,1 231,0 + 69,0 0,251
cHDL (mg/dl) 56,0 + 14,6 118,6 + 110,5 246,1 + 409,1 < 0,001
cLDL (mg/dl) 144,1 &+ 55,5 60,1 + 14,2 49,6 + 12,4 < 0,001
TG (mg/dl) 164,7 + 259,4 143,4 + 51,9 146,6 + 60,7 0,5
GIM carotida comun (mm) 0,569 + 0,181 0,575 + 0,196 0,664 + 0,217 < 0,001
IL-18 (pg/ml) 431,0 + 200,4 405,8 + 175,9 500,8 + 221,5 < 0,001

cHDL: colesterol HDL; cLDL: colesterol LDL; CT: colesterol total; GIM: grosor intima-media; IL-18: interleucina 18; IMC: indice de masa
corporal; PAD: presion arterial diastolica; PAS: presion arterial sistdlica; PC: perimetro de cintura; RI: resistencia a la insulina; TG:

triglicéridos.

Los datos se presentan como media & desviacion estandar. p valor entre grupos con y sin resistencia a la insulina.
Se considerd la presencia de resistencia a la insulina si el nivel de insulina plasmatica era > 14 pU/ml.

sexo, como 2 potenciales factores de confusion, se utiliza-
ron como covariables. Se considero que las diferencias eran
estadisticamente significativas si el valor de p era inferior a
0,05.

Resultados

IL-18 no siguid distribucion normal, por lo que se emplea-
ron para su analisis métodos no paramétricoas. En la tabla
1 se describen las caracteristicas generales de la poblacion
estudiada. Se ha incluido a 746 individuos (48,52% hombres
y 51,48% mujeres). Ademas, se muestran las caracteris-
ticas de los participantes en el estudio en funcion de la
presencia o ausencia de Rl. Encontramos diferencias signifi-
cativas, logicamente, en todos los parametros relacionados
con la presencia de RI. Los sujetos con niveles mas elevados
de IL-18 presentaron valores incrementados de GIM caro-
tideo. Ademas, los sujetos con RI presentaron niveles mas
elevados de IL-18 (405,8+175,9 vs 488,3 +£221,5pg/ml,
p <0,001).

Al analizar la correlacion de Pearson entre los niveles
plasmaticos de IL-18 y los parametros estudiados obser-
vamos asociacion significativa con los niveles de insulina,
asi como con otros factores de riesgo cardiovascular, como
todos los incluidos en la definicién de sindrome metabdlico
(tabla 2).

Por ultimo, en la tabla 3 se recoge la influencia de dife-
rentes SNP sobre los niveles plasmaticos de IL-18. El HWE
se mantuvo para todos los polimorfismos analizados. Los
portadores en homocigosis del alelo menor de rs1834481
presentaron niveles plasmaticos significativamente inferio-
res de IL-18, mientras que los portadores en homocigosis del
alelo menor de rs7559479 presentaron niveles plasmaticos
significativamente superiores de IL-18.

Discusion

En este estudio poblacional se ha observado que los niveles
circulantes de IL-18 se asocian de forma significativa con la
presencia de Rl. Ademas, dichos niveles estaban modulados
genéticamente por variaciones en el gen de IL-18.

La presencia de Rl y sindrome metabdlico son facto-
res de riesgo cardiovascular independientes'®. Diferentes
moléculas inflamatorias han sido asociadas con el desarro-
llo de enfermedad cardiovascular (ECV). En este sentido,

Tabla 2 Correlacion de Pearson entre los niveles plasma-
ticos de IL-18 y los parametros analizados para el grupo
completo

IL-18 (pg/ml)

Coeficiente de p

correlacion (r)
Edad (anos) 0,212 < 0,001
IMC (kg/m?) 0,280 < 0,001
PC (cm) 0,302 < 0,001
PAS (mmHg) 0,167 < 0,001
PAD (mmHg) 0,129 < 0,001
Glucosa (mg/dl) 0,225 < 0,001
Insulina (mcU/ml) 0,206 < 0,001
CT (mg/dl) 0,022 0,570
cHDL (mg/dl) —0,267 < 0,001
cLDL (mg/dl) 0,031 0,434
TG (mg/dl) 0,151 < 0,001

CHDL: colesterol HDL; CLDL: colesterol LDL; CT: colesterol
total; IL-18: interleucina 18; IMC: indice de masa corporal; PAD:
presion arterial diastolica; PAS: presion arterial sistdlica; PC:
perimetro de cintura; TG: triglicéridos.

Los datos se presentan como media + desviacion estandar.
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Tabla 3  Asociacion entre los niveles plasmaticos de IL-18 y los SNP del gen de IL-18 ajustado por edad y género

dbSNP Genotipo n IL-18 (pg/ml) IC 95%
rs1834481

HWE: p=0,73; MAF: 0,22 GG +GC 564 438 + 8,7 0

p=0,0096 cc 28 336,3 + 26,2 —97,9 (—171,7 a —24,0)
rs2270297

HWE: p=0,12; MAF: 0,25 GG +GA 548 426,9 + 8,5 0

p=0,064 AA 45 479,9 + 40,2 55,9 (-3,1a 127,1)
rs549908

HWE: p=0,2; MAF: 0,32 TT+TG 543 433,4 + 8,9 0

p=0,072 GG 51 397,4 £+ 23,2 —51,1 (—106,6 a 4,5)
rs7559479

HWE: p=0,12; MAF: 0,26 AA+AG 547 428,3 £+ 8,5 0

p=0,025 GG 45 493,0 + 41,5 67,9 (8,69 a 127,13)

HWE: Hardy-Weinberg equilibrium; IL-18: interleucina 18; MAF: minor allele frequency; SNP: single-nucleotide polymorphism.

Los datos se presentan como media + desviacion estandar.

IL-18 tiene interés dado que es una citoquina proinflama-
toria que desempena un importante papel en la cascada
inflamatoria'®. En una poblacion mediterranea los suje-
tos con RI presentan niveles significativamente superiores
de IL-18 comparados con sujetos sin alteraciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono. Los resultados
encontrados son consistentes con los aportados previamente
por otros autores, que han demostrado que IL-18 esta estre-
chamente relacionada con la presencia de Rl y sindrome
metabdlico'”>'®. Asi mismo, en modelos animales se ha
demostrado que la sobreexpresion de IL-18 empeoraba la
situacion de RI'?, ademas de predecir el desarrollo de diabe-
tes tipo 22°. En la misma linea, estudios previos sugieren que
los cambios en los niveles plasmaticos de IL-18 se relacionan
con la presencia de RI, y no con los cambios en la situacion
de obesidad per se, dado que los niveles de IL-18 no se vieron
afectados por la pérdida de peso?'. En este sentido, IL-18 se
ha implicado en el desarrollo de RI. El incremento de aci-
dos grasos libres presente en los estados de hiperinsulinemia
induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias, entre las
que se incluye IL-18, y estas citoquinas, a su vez, producen
una alteracion de la sensibilidad a la insulina??.

Estudios previos demostraron que IL-18 era un predictor
independiente de enfermedad cardiovascular en sujetos con
sindrome metabdlico?. En el presente estudio, los sujetos
con niveles mas elevados de IL-18 presentan valores incre-
mentados de GIM carotideo (tabla 1). En esta linea, se ha
sugerido que IL-18 tiene un papel proaterogénico?*?>. Mode-
los animales deficientes en IL-18 mostraron una reduccion
del desarrollo de arteriosclerosis?®. Ademas, en humanos,
los niveles circulantes de IL-18 se han asociado con el riesgo
de enfermedad coronaria de forma independiente??°. De
hecho, la expresion de IL-18 y de su receptor esta incre-
mentada en arterias arterioscleréticas, comparadas con
segmentos arteriales normales®*3".

Como hemos comentado previamente, los niveles de
IL-18 se asocian con el desarrollo de enfermedad cardiovas-
cular. Sin embargo, los niveles circulantes son muy variables
de unos individuos a otros. Diferentes polimorfismos en el
gen de IL-18 se han asociado con los niveles circulantes

de esta citoquina’*3*. En nuestra poblacion el genotipo
CC del SNP rs1834481 se asocia con menores niveles plas-
maticos de IL-18. Por el contrario, el genotipo GG del
SNP rs7559479 se asocia con niveles mas elevados (tabla
3). Estudios previos han asociado la presencia del alelo
menor del SNP rs1834481 con menores niveles de IL-18%.
Sin embargo, no existen estudios previos relacionando varia-
ciones en el SNP rs7559479 con las concentraciones de
IL-18.

En conclusion, este estudio llevado a cabo en poblacion
mediterranea apoya la hipotesis de que los valores plasma-
ticos de IL-18 se relacionan con la presencia de Rl y otros
factores de riesgo cardiovascular, como son los componen-
tes del sindrome metabolico. Ademas, existen variaciones
genéticas que explicarian la variabilidad existente en los
niveles plasmaticos de las moléculas inflamatorias, como es
IL-18. Sin embargo, este estudio presenta una serie de limi-
taciones. Se trata de un estudio transversal, y por tanto,
no podemos establecer relaciones de causalidad. Por otro
lado, aunque se ha analizado en un nimero considerable
de individuos, no se han replicado los resultados obtenidos
en otra poblacion. No obstante, nuestros resultados apoyan
la influencia de las moléculas inflamatorias como factor de
riesgo cardiovascular.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacion humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre la
publicacion de datos de pacientes y que todos los pacientes
incluidos en el estudio han recibido informacion suficiente
y han dado su consentimiento informado por escrito para
participar en dicho estudio.
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