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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son responsables en promedio de 17.8 millones de
muertes en todo el mundo. La enfermedad arterial coronaria (EAC) cuya causa subyacente es la
aterosclerosis, es una enfermedad cronica y multifactorial con fuerte componente inflamatorio. En
su desencadenamiento participan factores genéticos y ambientales. Desde el punto de vista
genético, diversos estudios han investigado la asociacion entre la EAC y polimorfismos en genes
que codifican para citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. A pesar de mas de 20 afios de
esfuerzos con respecto a las asociaciones de polimorfismos genéticos de citocinas con EAC, queda
mucho trabajo por hacer para aclarar la interaccion entre polimorfismos genéticos y la EAC. El
objetivo del presente trabajo fue establecer, si los polimorfismos de los genes que codifican para
las subunidades p40 y p19 de las interleucinas 12 y 23 se asocian con el desarrollo de EAC o con
algun parametro clinico o metabdlico relacionado con esta patologia. Lo anterior se evaluo en
individuos perteneciente a la poblacion mestizo-mexicana del estudio GEA del Instituto Nacional de

Cardiologia Ignacio Chavez.

Para el estudio de los polimorfismos del gen IL-12B, se incluy6é a 2163 personas (1133
pacientes con EAC prematura y 1030 controles sin EAC). Se genotipardn siete polimorfismos de IL-
12B (rs1363670, rs3212220, rs3212227, rs6887695, rs1433048, rs2853694 y rs1368439) mediante
ensayos TagMan. Las asociaciones se evaluaron mediante regresion logistica utilizando diferentes
modelos de herencia ajustados por variables de confusién. El rs1363670 se asocio
significativamente con un riesgo bajo de EACp (OR = 0,718, pdominante = 0,034; OR = 0,701, Pheterocigoto
=0,024; OR =0,702, pcodominante1 = 0,025). La asociacion de los polimorfismos con factores de riesgo
cardiovascular se evalué de forma independiente en cada grupo. En los controles, los polimorfismos
rs3212227, rs3212220 y rs6887695 se asociaron con grasa abdominal subcutanea > p75, mientras
que rs6887695 se asocié con un alto riesgo de obesidad central. En pacientes con EACp, el
rs2853694 se asocio con un bajo riesgo de resistencia a la insulina; y se encontré asociacion de
rs3212227 y rs3212220 con un riesgo bajo de sindrome metabdlico, y el polimorfismo rs6887695
se asocid nominalmente con un riesgo alto de hiperuricemia. En conclusiéon, el polimorfismo
rs1363670 del gen IL-12B se asoci6 con un riesgo bajo de EACp, y tanto en pacientes con EACp
como en controles sanos, algunos polimorfismos del gen IL-12B se asociaron con factores de riesgo

cardiovascular.

Para el gen IL-23A se evalué la asociacion de dos polimorfismos. El rs11171806 (ubicado en
el exon 3) y rs2066808 (ubicado en la regién 3'UTR) con la presencia de EACp y con parametros

cardiometabdlicos. El estudio incluyd 2249 individuos mexicanos (1160 con EACp y 1089 controles
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sanos sin EAC). Utilizando modelos recesivos y codominantes, ajustados por variables de
confusién, encontramos que el polimorfismo rs2066808 aumenta el riesgo genético de EAC
prematura (OR = 4.567, IC 95%: 1.03-20.24, Precesivo = 0.046 y OR = 4,606, IC 95%: 1,039-20,43,
Pcodominantez = 0,044). La asociacion de los polimorfismos con factores de riesgo cardiovascular se
evalu6 por separado en pacientes con EAC prematura y controles sin EAC. En los pacientes, el
polimorfismo rs2066808 disminuy6 el riesgo genético de hiperinsulinemia, resistencia a la insulina
e hipoalfalipoproteinemia, y aumenté el riesgo genético de hiperuricemia, mientras que el
polimorfismo rs11171806 disminuyd el riesgo genético de hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina. En controles sanos sin EAC, el polimorfismo rs11171806 disminuyé el riesgo genético de
hiperinsulinemia. Estos hallazgos sugieren que el polimorfismo rs2066808 localizado cerca del gen
IL-23A podria incrementar el riesgo genético de EACp y ambos polimorfismos estudiados podrian
estar asociados con algunos parametros cardiometabdlicos en pacientes con EACp y en controles

sanos.
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Abstract

Cardiovascular diseases cause an average of 17.8 million deaths worldwide. Coronary artery
disease (CAD) is an inflammatory disease that is the underlying cause of atherosclerosis.
Epidemiological studies have investigated the association between CAD and genetic polymorphisms
of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, but despite more than 20 years of efforts
regarding the associations of genetic cytokine polymorphisms with CAD, much work remains to be
done to clarify the interaction between genetic polymorphisms and CAD. The aim of this work was
to assess whether the polymorphisms of the genes that encode for the subunits p40 and p19 of
interleukins 12 and 23 are associated with CAD development or with some clinical or metabolic
parameter related with CAD. The study was performed in individuals belonging to the Mexican

mestizo population of the GEA study of the National Institute of Cardiology Ignacio Chavez.

For the polymorphisms of the IL-12B gene, the study included 2,163 people (1,133 patients with
pCAD and 1,030 healthy controls without CAD). Seven IL-12B polymorphisms (rs1363670,
rs3212220, rs3212227, rs6887695, rs1433048, rs2853694, and rs1368439) were genotyping by
TagMan assays, and associations were evaluated by logistic regression using inheritance models
adjusted for confounding variables. The polymorphism rs1363670 was significantly associated with
a low risk of pCAD (OR = 0.718, pdominant = 0.034; OR = 0.701, Preterozygote = 0.024; OR = 0.702,
Pcodominants = 0.025). The association of polymorphisms with cardiovascular risk factors was evaluated
independently in each group. In controls, the polymorphisms rs3212227, rs3212220, and rs6887695
were associated with subcutaneous abdominal fat > p75, while rs6887695 was associated with a
high risk of central obesity. In patients with pCAD, rs2853694 was associated with a low risk of insulin
resistance; rs3212227 and rs3212220 were associated with a low risk of metabolic syndrome, and
the rs6887695 polymorphism was nominally associated with a high risk of hyperuricemia. In
conclusion, the polymorphism rs1363670 of the IL-12B gene was associated with a low risk of pCAD
in patients with pCAD and in healthy controls, some polymorphisms of the IL-12B gene were

associated with cardiovascular risk factors.

For the IL-23A gene, the association of two polymorphisms was evaluated. The rs11171806 (in
exon 3) and rs2066808 (in the 3'UTR region) with the presence of pCAD and cardiometabolic
parameters were also evaluated. The study included 2,249 Mexican individuals (1,160 with pCAD
and 1,089 healthy controls without pCAD). Using recessive and codominant models adjusted for
confounding variables, we found that the rs2066808 polymorphism increase the genetic risk of pCAD
(OR =4.567, 95% CI: 1.03-20.24, precessive = 0.046 and OR = 4.606, 95% CI: 1.039-20.43, pcodominant2

= 0.044). The association of polymorphisms with cardiovascular risk factors was evaluated
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separately in patients with pCAD and healthy controls without pCAD. In patients, the rs2066808
polymorphism decreases the genetic risk of hyperinsulinemia, insulin resistance, and
hypoalphalipoproteinemia, and increase the genetic risk of hyperuricemia, while the rs11171806
polymorphism decreases the genetic risk of hyperinsulinemia and insulin resistance. In healthy
controls, the rs11171806 polymorphism decreases the genetic risk of hyperinsulinemia. These
findings suggest that the rs2066808 polymorphism located near the IL-23A gene can increase the
genetic risk of pCAD and both polymorphisms studied could be associated with some

cardiometabolic parameters in patients with pCAD and in healthy controls.
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Introduccion

. MARCO TEORICO

Enfermedad arterial coronaria.

Las enfermedades cardiovasculares consisten en un grupo de enfermedades que afectan a las
arterias que suministran sangre al corazén, cerebro y regiones periféricas del cuerpo (1). La
enfermedad arterial coronaria (EAC) es un importante subgrupo de enfermedades cardiovasculares

gue requiere un diagndstico oportuno y preciso.

1. Epidemiologia

Se estima que las enfermedades cardiovasculares son responsables de 17.8 millones de
muertes a nivel mundial, de las cuales, el 75% suceden en paises de ingresos medios y bajos (2),
correspondiendo a 330 millones de afios de vida perdidos y otros 35,6 millones de afios vividos con
discapacidad (3). En México, segun los datos mas recientes del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia la EAC fue la principal causa de muerte en 2019 por enfermedades cardiovasculares con
un total 195,266 defunciones (4). Dentro del universo de las enfermedades cardiovasculares estan
las enfermedades isquémicas del corazén, que son un grupo de sindromes clinicos caracterizados
por una isquemia cardiaca que conlleva a un desbalance entre el suministro de sangre al miocardio
y la demanda de éste (5). En México, las muertes por enfermedades isquémicas fueron 113,653 en
2019 correspondientes al 58.2% del total de enfermedades del sistema circulatorio (4), por lo que

representaron, por si solas, la segunda causa de muerte en México.

La causa principal de la isquemia al miocardio es la reduccion de flujo sanguineo debido a la
EAC, una enfermedad isquémica del corazén (6). La EAC, es una enfermedad ampliamente
estudiada tanto a nivel mundial como en México ya que es una enfermedad que acarrea un costo
elevado tanto social como econdémico (7). Esta enfermedad se desarrolla cuando las arterias
coronarias que proveen de sangre, oxigeno y nutrientes al corazén se obstruyen por depésitos de
colesterol y otros detritos celulares, esto hace que se estrechen, disminuyendo el flujo sanguineo al
corazén (8). Eventualmente, este decremento en el flujo sanguineo causa condiciones clinicas que
son manifestadas como dolor de pecho, conocido como angina, falta de aire u otros signos y

sintomas de la enfermedad (9).

2. Etiologia e inmunologia de la enfermedad arterial coronaria
El mecanismo subyacente de la EAC es la aterosclerosis, la cual esta caracterizada por la
acumulacion de lipidos y elementos fibrosos en los grandes vasos (10). La aterosclerosis ha sido

reconocida como una enfermedad inflamatoria progresiva crénica, que sucede en la pared arterial
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(11) y que involucra mecanismos de inmunidad celular y humoral e incluye el infiltrado de leucocitos
y proliferacién de fibroblastos. La consecuencia final de la aterosclerosis incluye el infarto agudo de
miocardio, la angina inestable, la muerte cardiaca repentina, el accidente cerebrovascular y

trombosis periféricas (12).

Hay varias hipotesis acerca de cédmo se inicia el proceso ateroscleroso que en su mayor parte
es un proceso inmunometabdlico (13). Una de las mas aceptadas en la actualidad es la hipotesis
del estrés oxidativo seguido de una inflamacién crénica (14). De acuerdo con esta hipétesis, bajo
condiciones fisiolégicas normales las células mantienen una homeostasis oxido reduccién que
utiliza moléculas oxido reductoras, llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO), como
sefializadoras en muchos procesos celulares (15). En estas mismas condiciones, las lipoproteinas
de baja densidad o LDL (por sus siglas en inglés de Low Density Lipoproteins) estan compuestas
de triglicéridos y ésteres de colesterol con una capa externa compuesta de fosfolipidos, colesterol
libre y apolipoproteina B (ApoB) que acarrea colesterol a través de la sangre (16). Sin embargo, se
ha observado que al presentarse un desbalance homeostatico de ERO (17) como de LDL (18) se
desencadenan una serie de eventos generadores de disfuncién endotelial (19). Con el endotelio
disfuncional, las particulas de LDLs penetran hacia la intima media y son oxidadas por ERO (20).
En los lipidos de las lipoproteinas, la oxidacién ocurre mediante el proceso de lipoperoxidacion de
los fosfolipidos principalmente, esto es por ser los de mayor abundancia (21). Asi, la retencién de
las LDL en el subendotelio y su posterior modificacion a Ox-LDL (LDL oxidadas y/o modificadas)
induce el reclutamiento de monocitos/macréfagos, que son parte de la respuesta inmune innata,
hacia la tdnica intima, donde se diferencian en macrofagos (22). La disfuncién endotelial también
permite la expresion de moléculas de adhesién como PECAM1/CD31 (por las siglas en inglés
platelet endotelial cell adhesion molecule) (23,24), ICAM1 (intercelular adhesion molecule o
molécula de adhesién intercelular 1) (25), VCAM (vascular cell adhesion molecule) (26) y
quimiocinas como MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1 o proteina quimioatrayente de
monocitos 1), esta ultima molécula produce interaccién entre los monocitos circulantes y las células
endoteliales (27). Posteriormente, los monocitos se diferencian a macréfagos en la intima en
respuesta al M-CSF (del inglés macrophage colony-stimulating factor) y al GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), un evento que junto con la modificacion y/o oxidacion de las
LDL, favorece el desarrollo del llamado nucleo necrético en la fase crénica de la aterosclerosis (28).
Dentro de la respuesta inmune innata también intervienen neutroéfilos y células asesinas naturales
o células NK (del inglés Natural Killer) (29). Las Ox-LDL son ligandos fuertes para los receptores
carrofieros (scavenger receptors en inglés) CD-36, SR-Al/ll y SR-BI, que facilitan la entrada a los
macroéfagos (30). La fagocitosis mediada por macrofagos de estas Ox-LDL empiezan a producir
diversos mediadores inflamatorios entre los que destacan el factor de necrosis tumoral (TNF por

sus siglas en inglés de Tumor Necrosis Factor) que media la quimiotaxis de células By T asi como
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mas macrofagos dentro o cerca de la lesion, la interleucina 6, MCP-1, ICAM-1 y las selectinas

endoteliales (31).
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Fig. 1. llustracién esquematica de la progresién de la aterosclerosis. A.- Las LDL en el flujo
sanguineo pasan a través del endotelio dafiado; causado por factores como hipertensién, colesterol
elevado, hipertrigliceridemia y habitos como fumar; hacia la tdnica intima. B.- Las células
endoteliales dafiadas expresan moléculas de adhesion que capturan monocitos. C.- Los monocitos
entran dentro de la tunica intima produciendo radicales libres que oxidan a las LDL presentes. D.-
Las LDL oxidadas y/o modificadas, atraen mas monocitos y mas células inmunes al sitio. E.- los
macréfagos derivados de monocitos engullen las particulas de Ox-LDL sobrecargdndose y
convirtiéndose en células espumosas. Las células espumosas mueren liberando su contenido que
perpetua el ciclo de consumo por parte de los macrofagos lo que resultara, eventualmente, en el
desarrollo de un area lesionada grande. F.- Una vez llegados a este punto, la lesién se convierte en
lo que se llama placa aterosclerosa que gradualmente acumula sales de calcio, células musculares
lisas (proveniente de la tunica media), colageno y las células espumosas. G.- La placa es estable
debajo del endotelio vascular hasta que este Ultimo se ve comprometido. Entonces, el endotelio
dafiado no puede producir mas inhibidores de la coagulacién haciéndolo mas susceptible a la
generacion de un coagulo. H.- Al desencadenarse la generacion de un codgulo sanguineo en la
zona de la placa, se puede desarrollar un trombo en el vaso dafiado causando, en consecuencia,
un infarto cardiaco. CML, célula muscular lisa; ERO, especies reactivas de oxigeno; LDL,
lipoproteina de baja densidad (por las siglas en inglés de Low Density Lipoprotein); Ox-LDL, LDL
oxidadas y/o modificadas; MA, molécula de adhesion; MEE, membrana elastica externa; MEI,
membrana eldstica interna. Modificado de (32).

Es importante sefalar que la acumulacion de las Ox-LDL dentro de los macrofagos les confiere
la apariencia morfoldgica parecido a burbujas de jab6én denominadas células espumosas que son
el sello distintivo de la fase temprana de la aterosclerosis (Fig. 1) (33). Aunque la diversidad de
macrofagos constituyen la porcidn mas grande de células inflamatorias en la placa ateromatosa
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(34), los linfocitos T y B, células consideradas como parte de la respuesta inmunitaria adaptativa,
tienen un papel crucial en el desarrollo de la placa aterosclerosa (35). Se ha observado que todos
los subtipos de células T, que son los CD4*, CD8*, NK y las foliculares cooperadores T, han sido

identificadas en placas ateromatosas humanas (36).

En las lesiones aterosclerosas tempranas, la fase de respuesta inmune innata en la EAC es
rapidamente seguida de una respuesta inmune adaptativa y la generacion de antigenos que seran
procesados por las células presentadoras de antigenos y presentados a linfocitos T efectores (37).
Las células T CD4" virgenes se pueden diferenciar en varios subtipos de células T cooperadoras
(Th por las siglas en inglés de T helper) incluidas las Thl, Th2, Th9 Thl7 y T reguladoras (Treg)
(38). La variedad de citocinas expresadas en el ambiente de la placa aterosclerosa contribuye a la
polarizacién de las células Th en los diversos subtipos. Los linfocitos Th1l son mas abundantes que
los linfocitos Th2 en las placas aterosclerosas (39). La diferenciacién de las células Th1l ocurre como
resultado de la activaciéon del factor de transcripcion T box expresado en células T (T-bet) bajo la
influencia de diferentes estimulos, incluidos los estimulos mediados por las interleucinas (IL)-12 e
IL-18, que son producidas por macréfagos activados (40). Interferén y (INFy), una citocina expresada
por las células Th1l puede promover el desarrollo y progresion de las placas aterosclerosas (41). Se
ha mostrado que se puede promover la progresion de aterosclerosis mediante la estimulacién de la

produccion de IFNy mediada por IL-12 junto con IL-18 (42).

Se ha establecido que los linfocitos Th2 tienen un papel anti ateroscleroso, este papel lo llevan
a cabo neutralizando los efectos del IFNy mediante produccion de las citocinas IL-5, IL-13 e IL-14
(43). Hay estudios especificos que muestran que la IL-4 reduce la expresion de CD36 (grupo de
diferenciacion o cluster of differentiation por sus siglas en inglés) (44), VCAM-1 (45), MCP-1 (46),
MMP-1 (metaloproteinasa de matriz 1 por sus siglas en inglés de matrix metalloproteinase 1) (47),
y la clase A de receptores carrofieros (48), inhibiendo asi el desarrollo de aterosclerosis. También
se ha reportado que la IL-5 puede estimular a los linfocitos B para producir anticuerpos IgM contra
las Ox-LDL (49).

La expresion de IL-6, TGF-B (factor de crecimiento transformante o Transforming Growth
Factor B por sus siglas en inglés), IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-23, STAT3 (transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3 o Signal Transducer and Activator of Transcription 3 por sus siglas
en inglés) y el receptor huérfano yT relacionado con el acido retinoico ROR yT (por sus siglas en
inglés de retinoic acid-related orphan receptor yT) polariza los linfocitos Th al fenotipo Th17 (50).
Los seis diferentes miembros de la familia de la interleucina 17 (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-
17E e IL-17F) activan las rutas de sefializacion ERK1/2, NF-kB, C/EBP (por sus siglas en inglés

de CCAAT/enhancer-binding protein ) y C/EBPS en varias células que son blanco de su accién,
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tales como células endoteliales, células musculares lisas, macrofagos y células Thl (51), teniendo
como consecuencia la produccion de citocinas proinflamatorias como IFNy (52), IL-18, TNF y el
factor estimulante de las colonias de granulocitos (G-CSF por sus siglas en inglés de Granulocyte

colony-stimulating factor) (53,54).

La diferenciacion de las células Th hacia células Treg esta regulado por la IL-10, TGF-B (55) y
por las células dendriticas activadas via TLR CDiic+ CDigz+ (CD) (56). Las células Treg son
consideradas como directoras negativas de las células inmunes efectoras. Diferentes fenotipos de

células Treg tienen varios papeles criticos en la aterosclerosis.

Las células Treg naturales (nTreg) expresan CD25 (IL-2R), CD4 y FOXP3 (por sus siglas en
inglés de forkhead box P3 o la proteina P3 de la caja cabeza de tenedor). Las células nTreg poseen
TCR (por las siglas en inglés de T cell receptor o receptor de células T) con gran afinidad para auto
antigenos y son capaces de controlar negativamente la respuesta inmune a través de la expresion
de las citocinas IL-10 y TGF-p (57).

Las células Treg inducibles (iTreg) comprenden reguladores de células T de tipo 1 (Trl) y
células Th3. Las células iTreg son CD4+ CD25+ y no necesitan la expresiéon de FOXP3 para ser
funcionales. Se originan a partir de células T efectoras justo después de su exposicién a antigenos
(58). Las células Trl normalmente secretan IL-10, mientras que las células Th3 producen TGF-p.
Las células iTreg y nTreg pueden restringir la autoinmunidad mediante la estimulacién de la
expresion del receptor inhibidor CTLA-4 (por sus siglas en inglés de Cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4 o antigeno 4 del linfocito citotoxico) al competir con otros subtipos de células T por el
conjunto de antigenos y el MHC (por sus siglas en inglés de Major Histocompatibility Complex o
complejo principal de histocompatibilidad) de clase Il (MHC II) en células presentadoras de antigeno
(o APC por sus siglas en inglés de Antigen Presenting Cells o células presentadoras de antigeno),
por sus efectos citotdxicos y/o inhibidores directos sobre otras células efectoras, y regulando
negativamente la expresién de moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) (57). La expresién de IL-
10 por las células Treg es ateroprotectora y disminuye la progresion de las lesiones ateroscleréticas
(59).

Las células NK representan una subclase particular de células T. Las células NK invariantes
(iNK) con una colecciéon definida de TCR, una vez estimuladas, pueden liberar una cantidad
significativa de citocinas antiinflamatorias, como IL-10, IL-4 e IL-13, junto con citocinas
proinflamatorias, incluido IFN-y (60). Las células iNK se consideran células autorreguladoras con la
capacidad de promover la tolerancia al cooperar con las células Treg (61). Se han detectado células

iNK en placas ateroscleréticas humanas de la aorta abdominal y las arterias carétidas, sin embargo,
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los autores Getz and Reardon sugieren mayor investigacion para clarificar la participacion de las

células iNK en la aterosclerosis (62—64).

Los linfocitos B pueden ejercer una funcion de proteccién o de dafio en la enfermedad
aterosclerética. Se han identificado dos subconjuntos principales de células B en arterias
ateroscleréticas humanas: células B1 y B2 (65). Las células Bl se derivan de células madre
hematopoyéticas fetales, tienen una vida media prolongada, se mantienen en la periferia por
autorrenovacién dentro del bazo y producen anticuerpos naturales independientes de las sefales
provenientes de las células Th (66,67). Las células B1 se dividen en células Bla, que expresan
células CD5 y B1b. Las células Bla pueden producir anticuerpos IgM naturales contra Ox-LDL y
determinantes antigénicos en la superficie de las células apoptéticas, inhibiendo la captacion de Ox-
LDL y la formacién de células espumosas y promoviendo la eliminacion de células apoptéticas
dentro de las lesiones ateroscleréticas. En general, los datos experimentales disponibles sugieren

gue las células Bla ejercen una accién ateroprotectora (68—70).

Las células B2 comprenden células B foliculares y de la zona marginal. A diferencia de las
células B1, las células B2 tienen una vida media corta y las células madre hematopoyéticas de la
médula 6sea las renuevan continuamente. Ademas, las células B2 producen inmunoglobulinas en
respuesta a las sefiales Th y su supervivencia depende de la sefalizacion del receptor del factor
activador de células B (o BAFFR por sus siglas en inglés de B-cell activating factor receptor). En

general, las células B2 parecen ejercer una accion proaterogénica (71,72).

La evidencia reportada en la literatura sugiere que la aterosclerosis es una enfermedad

inflamatoria con un fuerte componente del sistema inmunolégico.

3. Factores deriesgo de la enfermedad arterial coronaria

Los factores desencadenantes del dafio endotelial se han denominado factores de riesgo y se
han clasificado en factores de riesgo modificables y no modificables (73). Los factores de riesgo
modificables, se definieron en los estudios de la cohorte de Framingham en los inicios de los afios
60 (74) e incluyen a la hipertensién arterial, la hiperlipidemia, la diabetes mellitus, la obesidad, el
tabaquismo, los malos hébitos alimenticios y el estilo de vida sedentario (73,75). Estos factores
conducen al deterioro del endotelio vascular originando una disfuncién endotelial que es la primera

alteracion fisiologica en la EAC (76).

Los factores de riesgo no modificables son la edad, el género, el grupo étnico y la historia
familiar (73). Se ha descrito recientemente, que los factores de riesgo no modificables incluyen entre
un 63% a un 80% del pronéstico en los modelos de riesgo cardiovascular (77). Se sabe gue el riesgo
de EAC aumenta después de los 35 afios en ambos géneros. Sin embargo, hay sélida evidencia de
que los factores de riesgo de la EAC, incluida la obesidad, los elevados niveles séricos de LDL y el
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estilo de vida estan asociados con la formacion de estrias grasas y progresion a placa ateromatosa
desde etapas tempranas de la infancia y la adolescencia (78—80). Sumado a lo anterior, los estudios
de seguimiento a largo plazo han establecido que las placas aterosclerosas en las arterias
coronarias se desarrollan por mas de 40 afios (81). Asi, pasados los 40 afios de edad, el porcentaje
de hombres que desarrollan EAC es del 49% y de mujeres es del 32% (82). Se sabe que la
incidencia de enfermedades cardiovasculares es mayor en hombres que en mujeres de edad similar
(83-85), y esta diferencia de género es mas prominente a una edad mas joven (86), y se explica en
parte por los efectos protectores de las hormonas sexuales en las mujeres (87,88). Sin embargo,
las mujeres postmenopdausicas y en edad avanzada tienen mas probabilidades de tener un peor
desenlace de la enfermedad (89-93). Con base en lo anterior y por los resultados obtenidos a partir
del estudio de Framingham, se ha definido un estadio previo de la EAC que es llamado EAC
prematura. La EAC prematura es definida como la aparicion de lesiones aterotrombéticas coronarias

obstructivas sintomaticas antes de los 55 afios en hombres y 65 afios para mujeres (74,94).

Cabe destacar que los estudios de historia familiar de EAC revelaron otro factor de riesgo
implicito en la misma historia familiar, que son los factores genéticos (95). Ya desde la década de
1950 aparecieron los primeros articulos que evaluaban el desarrollo de EAC en familiares, los
cuales apoyaban la nocion de que el riesgo de presentar EAC tiene un importante componente
hereditario (96).

4. Genética de la enfermedad arterial coronaria

La EAC es cronica y multifactorial, es decir en su desencadenamiento participan tanto factores
ambientales como genéticos. Las estimaciones de la contribucidon de la variacion genética,
estudiadas en la herencia entre padres e hijos en las civilizaciones occidentales, estan en el rango
de 40% a 50% (97-99). Por estudios en gemelos monocig6ticos se ha recabado evidencia
importante que respalda las estimaciones genéticas que contribuyen a las causas del desarrollo de
EAC, donde los hallazgos sugieren que a edades mas tempranas, la muerte por EAC esta
influenciada por factores genéticos tanto en mujeres como en hombres (97,100,101). Pero, a
diferencia de las enfermedades cardiovasculares monogénicas, como las miocardiopatias
hereditarias de las que son responsables las variantes raras de ADN con grandes efectos, se ha
observado que la EAC, como enfermedad compleja, esta influenciada por polimorfismos de ADN

comunes y raros en numerosos loci distribuidos por todo el genoma (102).

Una variedad importante de polimorfismos son los polimorfismos de un solo nucleé6tido o SNPs
(por las siglas en inglés de Single Nucleotide Polymorphisms) definidos como un loci con alelos que
difieren en una sola base, teniendo el alelo mas raro una frecuencia de al menos 1% en un conjunto
aleatorio de individuos en una poblacion (103). Los SNPs se localizan tanto en regiones codificantes

como en regiones no codificantes. Los SNPs en regiones codificantes tienen gran importancia en
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las actividades biol6gicas y moleculares de las proteinas, asi como en su estabilidad (104), nivel de
expresion (105) y funcién, esto dependiendo de donde estén ubicados estos polimorfismos
(106,107). Los SNPs en las regiones codificantes se clasifican seguin sus efectos. Un SNP sin6nimo
es un SNP que no cambia la secuencia de aminoacidos de una proteina, mientras que un SNP no
sinénimo si la altera (108). Un SNP no sinénimo puede ser con cambio de sentido (del inglés
missense) o sin sentido (del inglés nonsense). Asi, un SNP no sin6nimo que tenga cambio de
sentido se traducird a un aminoacido diferente. Un SNP no sin6bnimo sin sentido resultara en un
coddén de paro prematuro. Ademas, un SNP no sinénimo con cambio de sentido puede dar un
cambio conservado o un cambio no conservado. Desde el punto de vista de los aminoacidos que
son codificados por los transcritos que han sufrido un cambio no sinénimo conservado tendra como
consecuencia un residuo de aminoéacido con propiedades fisicoquimicas similares al residuo de
aminoacido que estaba originalmente. En cambio, un cambio no sinbnimo no conservado se
traducira en un residuo de aminoacido con propiedades fisicoquimicas sustancialmente diferentes
al aminoacido codificado originalmente (109-111). Se ha demostrado que los SNPs estan
localizados con mayor frecuencia en regiones no codificantes (96%) comparado con los SNPs
localizado en las regiones codificantes (4%) (112). Por estudios de asociacion de genoma completo
0 GWAS (del inglés Genome-Wide Association Study) se ha observado que los SNPs asociados
con enfermedades se encuentran en mas del 90% en regiones no codificantes como regiones
promotoras, potenciadores activos o enhancers e incluso en genes de ARN no codificante
(113,114). Estos SNP en regiones no codificantes pueden afectar actividades como el corte y
empalme de genes, la expresion génica y las secuencias de ADN no codificante (115,116). Se ha
observado que los SNPs que residen dentro de regiones reguladoras cercanas a genes,
contribuyeron en un rango de entre el 59% al 71% de la heredabilidad del infarto de miocardio y la
EAC. Ademas, los SNPs asociados a EAC residen en elementos funcionales del genoma, como
enhancers y regiones promotoras (98). Es importante sefialar que hay varios tipos de estudios que
han dado luz para comprender las bases genéticas de la EAC, entre los que estan los estudios
basados en familias, los estudios de asociacion de casos y controles, los GWAS y los estudios de
asociacion de variantes raras (95). Los GWAS, segun lo revisado por Musunuru y Kathiresan en
2019, habian identificado mas de 150 loci en el umbral de significancia estadistica cominmente
aceptado para este tipo de estudios con un valor p <5x10® (102). A pesar de tal esfuerzo, solo la
citocina CXCL12 se ha asociado significativamente con EAC en los GWAS (117,118). Pero la
investigacion continda y estan surgiendo mas herramientas, como estudios in silico, estudios de
aleatorizacion mendeliana y puntajes genéticos. Dicho esfuerzo consiste en identificar, desde las
sefiales genéticas hasta su efecto bioldgico y establecer, la compleja relacién entre las variantes

genéticas y la EAC.
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[I.  ANTECEDENTES

La respuesta inmune en la EAC se caracteriza por la expresidbn de citocinas pro y
antiinflamatorias que regulan el desarrollo, la progresion y las complicaciones de la enfermedad
(119). Las citocinas son una familia diversa de glicoproteinas de bajo peso molecular que son
activas en una amplia gama de tejidos y se agrupan en varias clases, como quimiocinas,
interleucinas, factores de necrosis tumoral, interferones y factores de crecimiento transformantes
(120,121).

Las interleucinas (ILs) son un tipo de citocinas que originalmente se pensaba que eran
expresadas solo por los leucocitos, pero que actualmente se sabe son producidas por otros tipos
de células del cuerpo. Las ILs juegan un papel crucial en la comunicacion intercelular para la
activacion y diferenciacién de las células inmunes, asi como la proliferacion, maduracién, migracion
y adhesion (122). Dadas sus propiedades proinflamatorias y antiinflamatorias, las ILs se han

investigado ampliamente en la EAC.

1. Familiade lainterleucina 12

La familia de la interleucina-12 (IL-12) tiene cuatro miembros, que incluyen IL-12, IL-23, IL-27
e IL-35. Esta familia esta ligada a la superfamilia de citocinas IL-6, un grupo de citocinas que consta
de moléculas pleiotrépicas que forman un complejo receptor con al menos una molécula de la
subunidad del receptor de sefalizacién gp130 (123). Ademas, las citocinas de la superfamilia IL-6
tienen actividades biolégicas superpuestas y estan involucradas en la regulacion del equilibrio entre
las células T reguladoras y efectoras, en la regulacién metabdlica y en muchas funciones neuronales
(124). La familia de la IL-12 consta de proteinas heterodiméricas compuestas por subunidades a
(p19, p28 y p35) y B (p40 y proteina 3 inducida por el virus de Epstein-Barr o EBI3) (125). Los
miembros de la familia IL-12 son las interleucinas 12, 23 y 27 producidas predominantemente por
linfocitos T efectores, macréfagos y células dendriticas (126), mientras que el otro miembro que es
la IL-35 es secretada por células T reguladoras, células dendriticas activadas y células B
reguladoras (127). La IL-12 y la IL-23 se consideran factores proinflamatorios que amplifican las
sefiales inflamatorias. La IL-27 tiene una funcién dual con caracteristicas proinflamatorias y
antiinflamatorias dependiente del microambiente donde se encuentre; mientras que la IL-35 es una
citocina antiinflamatoria. Debido a su participacion en el proceso inflamatorio, estas citocinas se han
asociado también con el desarrollo de los eventos cerebrovasculares (ECV), utilizando modelos
humanos y animales (128). Se ha observado que las concentraciones plasmaticas de las
interleucinas de la familia de la IL-12 aumentan significativamente en muchos tipos de aterosclerosis
y enfermedad cardiovascular aterosclerotica. En el caso de la IL-12 se ha observado incrementos
en las concentraciones plasméticas en la angina de pecho estable, angina de pecho progresiva,

angina de pecho inestable, el infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST, el infarto de
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miocardio con elevacion del ST e infarto agudo de miocardio. Las concentraciones plasméticas de
la IL-12 estan en el orden de picogramos en las diferente poblaciones en las que se ha medido
(129-133). En el caso de la IL-23 se ha observado que los pacientes con EAC presentan niveles
mas altos de IL-23 circulante (131,134). Se ha observado que la expresion de IL-27 es del orden de
nanogramos y estd aumentada en plasma y en placas ateromatosas presentes en las arterias
coronaria y la arteria carétida de pacientes con EAC (131,135). Se observé que la expresion de la

IL-35 (que es del orden de picogramos) se redujo significativamente en pacientes con EAC (131).

a. Interleucina 12

La interleucina-12 (IL-12) es una citocina heterodimérica que consta de una cadena ligera de
35 kDa (p35) codificada por el gen IL-12A ubicado en el cromosoma 3q y una cadena pesada de 40
kDa (p40) codificada por el gen IL-12B ubicado en cromosoma 5q (136). Esta citocina se descubrié
durante el andlisis de factores secretados por la linea celular linfoblastoide B humana transformada
por el virus de Epstein-Barr como factor estimulante de las células NK (137). La IL-12, producida
principalmente por macréfagos, juega un papel clave en la induccién de la respuesta celular
inmunitaria Thl (138). Se demostré una alta expresion de ARNm y proteina de IL-12 en lesiones
ateroscleréticas humanas (139). Dado que la IL-12 se expresa en placas ateroscleréticas, dos
grupos de investigacién independientes determinaron los niveles séricos de esta citocina en
pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM) y EAC. Ambos grupos encontraron que los niveles
séricos elevados de IL-12 se asociaron significativamente con resultados adversos de IAM y peor
pronéstico de EAC (133,140). En el caso de la subunidad 8 o p40 del gen IL-12B tanto en la IL-12
como en la IL-23, la informacion sobre la asociacién de polimorfismos presentes en este gen con
EAC es escasa. Un estudio japonés en una pequefa cohorte no logré6 mostrar una asociacion entre
el polimorfismo rs3212227 C/A del gende laIL-12B y la presencia o gravedad de EAC diagnosticada
por angiografia (141). Estos resultados concuerdan con los informados por Mangino et al., en una

cohorte britanica (142).

b. Interleucina 23
La interleucina-23 (IL-23) se describi6 como una citocina heterodimérica conformada por las
subunidades p19 y p40. La subunidad p19 tiene cuatro hélices a, consta de 189 aminoacidos con
un peso molecular de 20.7 kDa, un péptido sefial de 19 aminoacidos y un péptido maduro de 170
aminoacidos con 18.7 kDa. El gen IL-23A ubicado en el cromosoma 12q esta compuesto por cuatro
exones y tres intrones (143). La subunidad p19 es cosecretada con la subunidad p40 (comun con
IL-12) formando un heterodimero llamado Interleucina 23 (144,145). Este complejo heterodimero

p19p40 se expresa predominantemente en células dendriticas y células fagociticas.
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La IL-23 estimula la proliferacion de células T de memoria, el desarrollo de células Th17
proinflamatorias y la diferenciacién de células Thl (146). Se ha observado que la IL-23 regula la
actividad de las células T ya que induce la diferenciacién de linfocitos T CD4+ en células Th17; por
lo tanto, la IL-23 no solo es un factor necesario para la activacion de las células Thl7, sino que
también juega un papel importante en las enfermedades autoinmunes e inflamatorias (147). La IL-
23 se ha asociado con la aterosclerosis tanto en humanos como en modelos animales con
resultados contradictorios. Se observo una expresion mas baja del gen IL-23A en linfocitos de
sangre periférica (PBMC) no estimulados de pacientes con EAC en comparacion con controles
sanos (148). Sin embargo, en otro estudio, se detectaron niveles elevados del heterodimero IL-23
en pacientes con aterosclerosis carotidea en comparacion con controles sanos y estos niveles se
asociaron con progresion de la enfermedad y aumento de la mortalidad (134). Por otro lado, los
polimorfismos de la subunidad a o p19 se han asociado con la presencia de varias enfermedades
(149-151). La IL-23 patrticipa en las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas a través del
receptor de IL-23 (IL-23R) y el receptor compartido IL-12Rp1 (152-154). En un modelo de ratones
IL-23p19-/- con infarto de miocardio, la deficiencia de IL-23 produjo inflamacién miocardica, menor
activacion de fibroblastos cardiacos, ruptura ventricular y aumento de la mortalidad (155). Otro
experimento con ratones transgénicos que sobre expresaron pl9 revel6 que la regulacion de su
produccién en células hematopoyéticas fue fundamental (156—159). Hasta donde sabemos, ningan
estudio ha evaluado la asociacion de los polimorfismos del gen IL-23A con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, hay estudios clinicos que han indicado un aumento
significativo en los niveles de IL-23 en individuos con aterosclerosis y, de notable importancia, en

placas carotideas ateroscleréticas (134).
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JUSTIFICACION

La EAC es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Segun datos de la Secretaria
de Salud, en México se registran mas de 70 mil muertes al afio por algin evento cardiovascular a
causa de la aterosclerosis. Este padecimiento es de origen multifactorial, en su inicio y progresién
participan tanto factores genéticos como ambientales. Evidencia reciente sefiala que la inflamacion
e inmunidad, interaccionan con factores de riesgo cardiometabdlico, para mediar todas las etapas
de aterosclerosis, desde la acumulacion de las LDL dentro del espacio subendotelial hasta la
progresion de la placa aterosclerosa, la ruptura y la trombosis. El estudio de los genes que codifican
para moléculas relevantes en la patogénesis de la aterosclerosis, tales como las citocinas, es
importante para definir marcadores de susceptibilidad y/o resistencia a este padecimiento. Estas
consideraciones sustentan el interés y la importancia de realizar el presente estudio para identificar
marcadores genéticos asociados con el desarrollo de la EAC prematura en nuestra poblacion. Los
resultados del estudio tienen el potencial de permitir eventualmente, el establecimiento de
tratamientos preventivos y mejor dirigidos considerando las caracteristicas genéticas individuales.
En la actualidad, no existen estudios en la literatura internacional que hayan evaluado la asociacion
de la EAC prematura con polimorfismos de los genes que codifican para las subunidades p40 y p19
delalL-12 e IL-23.
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HIPOTESIS

Los polimorfismos rs1368439, rs3212227, rs1433048, rs2853694, rs3212220, rs1363670 y
rs6887695 del gen que codifica para la subunidad p40 y rs11171806, rs2066808 del gen que
codifica para la subunidad p19 de las interleucinas 12 y 23 se asocian con el desarrollo de la

enfermedad arterial coronaria prematura (EACp).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer si los polimorfismos de los genes que codifican para las subunidades p40 y p19 de las
interleucinas 12 y 23 se asocian con el desarrollo de EACp o con algin parametro clinico o

metabdlico en estos individuos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos de los genes que codifican
para las subunidades p40 y pl19 de las interleucinas 12 y 23 en pacientes con EACp e
individuos control.

2. Definir si alguno de estos polimorfismos se asocia con el desarrollo de la EAC.

3. Definir si estos polimorfismos se asocian con algin o algunos factores de riesgo
cardiovascular y/o pardmetros metabdlicos en pacientes con EACp e individuos control.

4. Analizar el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos estudiados.

Construir haplotipos y definir si alguno de éstos pudiera asociarse al desarrollo de la EACp.
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Materiales y Métodos

1. Poblacion de estudio

El presente estudio es parte del proyecto Genética de la Enfermedad Aterosclerosa (GEA), que
es un estudio transversal que se realizé entre junio del 2008 a febrero de 2013. El estudio GEA se
lleva a cabo en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez en una colaboracién de los
Departamentos de Endocrinologia y Biologia Molecular (160-162). Fue disefiado para estudiar las
bases genéticas y metabdlicas que se asocian al desarrollo de la EACp en poblaciéon mexicana (160).
Los participantes del estudio GEA son individuos mestizos mexicanos con por lo menos 3
generaciones nacidas en la republica mexicana (160). Teniendo en cuenta que la poblacién mexicana
es una mezcla de genes caucasicos, amerindios y africanos, se evaluaron previamente en el estudio
(163) estos componentes utlizando 265 marcadores de ascendencia. Usando el software
ADMIXTURE (164) se determinaron los origenes caucasicos, amerindios y africanos. Se encontro
gue la ascendencia global no fue significativamente diferente (p > 0.05) entre los pacientes con EACp
y los controles sanos (55.8% vs 54.0% en la ancestria amerindia, 34.3% vs 35.8% en la ancestria
caucasica y 9.8% vs 10.1% en la ancestria africana para casos y controles respectivamente) (163).
Esto sugiere que la estratificacion de la poblacion no fue un sesgo o factor de confusién en este

estudio.

Al inicio del estudio, se incluyeron un total de 1500 individuos sanos y 1240 individuos con EACp

de entre 30 y 75 afios de edad.

El grupo de pacientes se conform6 con sujetos provenientes de la consulta externa, del
departamento de hemodinamia y clinica ambulatoria del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chévez. Se incluyeron sujetos con diagnéstico de EACp, definida por historial personal de infarto al
miocardio, angioplastia o cirugia de revascularizacion o estenosis coronaria >50% en la angiografia,
diagnosticados antes de los 55 afios en hombres y antes de los 65 afios en mujeres. Se excluyeron
pacientes que hubieran tenido eventos cardiovasculares agudos 3 meses antes del estudio,
insuficiencia cardiaca congestiva, diabetes mellitus, enfermedad hepatica, enfermedad renal,

enfermedad oncoldgica, distiroidismo no tratado o tratamiento con corticosteroides.

Los sujetos aparentemente sanos fueron reclutados de la poblacion abierta de donantes del
banco de sangre y a través de invitacién directa o publicada en centros de servicio social. Se
incluyeron sujetos control sin antecedentes familiares de EACp y sin evidencia de aterosclerosis
subclinica. Se excluy6 aquellos sujetos que presentaron insuficiencia cardiaca congestiva,

enfermedad hepdtica, renal, tiroidea u oncoldégica.
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2. Recoleccion de datos demograficos
Todos los participantes del estudio GEA, respondieron cuestionarios estandarizados y
validados para obtener informacion sobre antecedentes familiares y médicos, consumo de alcohol y

tabaco, habitos dietéticos y de actividad fisica (165,166).

3. Mediciones antropométricas

Los parametros antropomeétricos fueron medidos por personal capacitado. El peso se midié en
una bascula calibrada y para la talla se usé un estadimetro de pared SECA 222 (Hamburgo,
Alemania). La circunferencia de la cintura se midi6é con una cinta métrica de fibra de vidrio en el punto

medio de la distancia entre la parte inferior de la costilla y la cresta iliaca. El indice de masa corporal

Peso (kg)

(IMC) se calculo mediante la formula .
Talla (m?2)

La obesidad fue definida como un IMC = 30 kg/m?

(167). La obesidad abdominal se definié con valores de circunferencia de cintura = 80 cm en mujeres
y 2 90 cm en hombres (168). La presion arterial se midié en posicion sedente por triplicado, se us6
un esfigmomandmetro digital Welch Allyn series 5200 (Skaneateies Fails, NY, EUA) y se promediaron
e informaron las dos Ultimas mediciones. La hipertension arterial se definié con valores de tension
sistolica y diastélica de 140/90 mmHg respectivamente, o por el uso de un tratamiento
antihipertensivo (163,169).

4. Andlisis biogquimico

La toma de muestra fue en ayuno de 10 a 12 horas y después de 15 min de reposo en posicién
sedente, se colectaron 45 mL de sangre venosa en tubos con etilen diamino tetraacético dipotasico
(K2EDTA, 1.8mg/mL) y en tubos sin anticoagulante. Se centrifugé la sangre obtenida a 4°C. El plasma
y el suero obtenidos se dividieron en 16 alicuotas. A las alicuotas de plasma se afadieron inhibidores
de proteasas (Aprotinina 100 KUI/mL, Benzamidina 1 mM). Todas las alicuotas se almacenaron a -

70°C hasta su uso.

Las concentraciones de glucosa, colesterol total (CT), triglicéridos (TG) y colesterol unido a
proteinas de alta densidad (C-HDL) se midieron en plasma fresco. Se utilizaron reactivos enzimatico-
colorimétricos (Roche/Hitachi, Alemania), en un analizador quimico Hitachi 902 (Hitachi LTD, Tokio,
Japon), utilizando estuches enzimaticos comerciales (Roche Diagnostics, Mannheim Alemania y
Wako Chemicals, EUA). EI C-HDL se determindé mediante un método enziméatico homogéneo (Roche
Diagnostics, Mannheim Alemania) (170). El colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (C-LDL)
fue estimado utilizando la férmula de DelLong (171). La apolipoproteina Al (ApoAl), alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y acido Urico se midieron en suero con
métodos enzimatico-colorimétricos (Roche/Hitachi, Alemania) en un analizador quimico Hitachi 902
(Hitachi LTD, Tokio, Japon). El colesterol no-HDL (C no HDL) se estimé restando el valor del C-HDL
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del colesterol total. En el laboratorio de endocrinologia del Instituto, la reproducibilidad y precision de
las determinaciones de lipidos son evaluadas periddicamente por el Centro de Control y Prevencién
de Enfermedades (Centers for Disease Control, CDC por sus siglas en inglés) de Atlanta, EUA. Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron menores al 3%.

Se defini6 como hipercolesterolemia a individuos con un colesterol total = 200 mg/dL, la
hipoalfalipoproteinemia y la hipertrigliceridemia se definieron utilizando los criterios de la Declaracion
Cientifica de la American Heart Association, National Heart, Lung, and Blood Institute (172). La
hiperuricemia se definié como acido Urico en suero > 6 mg/dL en mujeres y > 7mg/dL en hombres.

La concentracién de insulina en suero se determind por radioinmunoanalisis (Millipore RIA kit ST,
Missouri, EUA). Los coeficientes de variacidbn para este ensayo fueron del 2.1% al 6.8%,
respectivamente. La resistencia a la insulina (RI) fue estimada con el modelo homeostatico (HOMA-
RI). La presencia de resistencia a la insulina fue considerada cuando los valores de HOMA-RI =
percentil 75 que en mujeres fue = 3.66 y en hombres = 3.38 (173). La hiperinsulinemia fue definida
como una concentracion superior al percentil 75 que en mujeres fue = 16.97 ylU/mL y en hombres
15.20 plU/mL. La hipoadiponectinemia se definio a una concentracion de adiponectina por debajo del
percentil 25 que en mujeres fue < 8.67 pg/mL y en hombre fue < 5.30 pg/mL.

La concentracion de proteina C reactiva (PCR) de alta sensibilidad se determind mediante
inmunonefelometria en un BN Pro Spec Nefelometer (Dade Behring, Marburg, Alemania). Los
coeficientes de variacién intra e inter-ensayo fueron menores del 6%. Se consider6 una PCR elevada
cuando el valor fue PCR = 3.0 mg/L. La concentracion de adiponectina en suero se determind por
inmunoensayo enzimatico (R&D Systems, Minneapolis, EUA). Los coeficientes de variacion intra e

inter-ensayo fueron menores al 10%.

Estudio de tomografia axial computarizada

Las tomografias computadas de térax y abdomen se realizaron utilizando un sistema de
tomografia computarizada helicoidal multidetector de 64 canales (Somatom Sensation, Siemens,
Forcheim, Alemania). Las imagenes tomogréficas fueron interpretadas por radi6logos
experimentados. Las lecturas se leyeron para evaluar y cuantificar lo siguiente: (1) puntaje de
calcificacion de la arteria coronaria (CAC) usando el método Agatston (174) y (2) tejido adiposo

visceral (175) Para el presente estudio, el grupo control solo incluyé individuos con CAC = 0.

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se definié con glucosa en ayunas = 126 mg / dL y también se
considerd cuando los participantes informaron un tratamiento para reducir la glucosa o un diagndstico
médico de DM2.
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Anélisis genético

La seleccién de los sitios polimérficos de los genes IL-12b e IL-23a se realizé mediante un
analisis bioinformatico que permitié definir cuales sitios polimérficos podrian tener algun efecto
funcional. Asi, para aquellos sitios polimérficos localizados en la regiébn promotora, se seleccionaron
aquellos que fueran sitios probables de union para factores de transcripcion. En el caso de los sitios
polimérficos localizados en exones se seleccioné aquellos que pudieran dar como resultado un
cambio de aminoacido. La seleccién de los sitios polimérficos se hizo mediante los programas
informaticos: FastSNP, SplicePort:  An Interactive  Splice  Site  Analysis  Tool
(http://www.spliceport.cbch.umd.edu/), SNPs3D (http://www.snps3d.org/), PESX: Putative Exonic

Splicing enharcers/Silencers (http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx/), y ESEfinder release 3.0

(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home). Una vez identificados vy

seleccionados los probables sitios polimérficos funcionales, se evaluaron las frecuencias reportadas
en otras poblaciones. Las frecuencias en otras poblaciones se obtuvieron utilizando los datos del Hap
Map. Asi, un criterio extra para la seleccion de los sitios polimorficos fue seleccionar los que tuvieran
una frecuencia del alelo menor (MAF del inglés, minor allele frequency) mayor a 5%. Con base en lo
anterior, el presente proyecto incluyé 9 polimorfismos, los cuales fueron:

Tabla 1. Sitios polimérficos del gen IL-23A (p19) que seran analizados por discriminacion alélica
utilizando PCR en tiempo real

o Cambio de Tipo de »
IL23A (p19) Posicién o Region | MAF
(C:Pb) base sustitucion
rs11171806 | 12:56339747 AIG Transicion Exén 3 | 0.0565
rs2066808 12:56344189 G/A Transicion 3’'UTR | 0.0807

MAF es la frecuencia del alelo menor. MAF a menudo se informa en el contexto de las frecuencias alélicas

establecidas por 1000 Genomes y otros grandes proyectos de secuenciacion.

Dentro del andlisis genético, una vez seleccionados los sitios polimérficos, se aislé ADN
gendmico de sangre completa que contenia EDTA usando técnicas estandar. Los sitios polimorficos
se genotiparén usando ensayos TagMan de exonucleasa 5' en un sistema de PCR en tiempo real
ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). La tasa de llamadas de
genotipado super6 el 95% para todos los SNP probados, sin genotipos discordantes en el 10% de

las muestras duplicadas. Nos adherimos a las instrucciones del fabricante para realizar los ensayos.
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Tabla 2.Sitios polimérficos del gen IL-12B (p40) que seran analizados por discriminacion alélica
utilizando PCR en tiempo real.

uzm e | Pestn | TR | ton | oo | e

rs1368439 5:159315006 GIT Transversion 3 UTR 0.1593
rs3212227 5:159315942 GIT Transversion 3J'UTR 0.2153
rs1433048 5:159328837 AIG Transicion Intron 1 0.1640
rs2853694 5:159322080 GIT Transversion Intrén 4 0.4756
rs3212220 5:159327187 AIC Transversion Intrén 1 0.2223
rs1363670 5:159357103 C/IG Transversion RAC 5 UTR 0.1367
rs6887695 5:159395637 C/IG Transversion RAC 5 UTR 0.3218

MAF es la frecuencia del alelo menor. MAF a menudo se informa en el contexto de las frecuencias alélicas

establecidas por 1000 Genomes y otros grandes proyectos de secuenciacion.

Aspectos éticos

El estudio cumple con la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, sobre los
Principios Eticos para la Investigacion Médica que involucra sujetos humanos, adoptada por la 182
Asamblea Médica Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Jap6n 1975. Fue aprobado
por el comité de ética del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INCICH, namero 19-
1104). Todos los pacientes firmaron una hoja de consentimiento informado de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki. Los datos personales y los resultados de los participantes son resguardados
como estrictamente confidenciales. No ha habido divulgacion de los mismos o intercambio de datos.
Se explicé a cada individuo participante del estudio, y en forma detallada, los pasos del procedimiento
para la elaboracion del protocolo y, por ningln motivo, se afecté o modificé su tratamiento en caso
de no aceptar su inclusion. El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion y Bioética del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INCICH, proyecto numero 18-1085-Anexo 1).
Todos los participantes fueron invitados y aceptaron participar, para el caso firmaron una carta de

consentimiento al momento de su inclusion.

Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS software v15.0 (SPSS Chicago, IL) Para la estimacion
estadistica de medias = DE y frecuencias de las caracteristicas basales. Comparamos frecuencias
usando pruebas de Chi-cuadrado, y medios usando el ANOVA y la prueba t de Student. Para

determinar la asociacion entre los polimorfismos y las variables metabdlicas, utilizamos ANCOVA y
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ajustamos por edad, sexo, IMC, tabaquismo actual, LDL, DT2 y apoA. La asociacion de los
polimorfismos con EACp se analizd por regresion logistica bajo modelos de herencia dominante,
recesivo, aditivo, heterocigoto, codominante 1 y codominante 2. El poder estadistico para detectar la
asociacion con EACp fue de 0.80 segun lo estimado con el software QUANTO
[biostats.usc.edu/Quanto.html]. Las frecuencias observadas de los genotipos no se desviaron de lo
esperado segun el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, P> 0.05). Se uso6 el programa Haploview
versién 4.1 (Broad Institute of Massachusetts Institute of Technology y Universidad de Harvard,
Cambridge, MA, EE. UU. Disponible en: https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview) para

calcular el desequilibrio de ligamiento por parejas (D", r2) y construir los haplotipos.
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Resultados

Resultados del gen IL-23A (subunidad p19)

Caracteristicas demogréaficas, bioquimicas y factores de riesgo cardiovascular.

Se estudiaron 1,089 individuos sin la presencia de EACp y 1,160 individuos con la presencia de la
enfermedad. En la poblacion de individuos sin la presencia de EACp, denominado como grupo control,
el 41% correspondié a hombres y en la poblacion con EACp, denominado como pacientes, hubo la
presencia de 81% de hombres. La edad promedio fue de 51 + 9 afios en el caso de los controles y 54
+ 8 afios en pacientes. EI IMC para controles fue de 27.9 kg/m? el cual fue significativamente diferente
al IMC de 28.3 kg/m? de los pacientes. Las caracteristicas demogréficas, bioquimicas y los factores de
riesgo cardiovascular de los grupos estudiados se muestran en la Tabla 3. En los pacientes con EACp
la edad, el sexo, el IMC, la circunferencia de cintura, la tension arterial sistélica, la tensién arterial
diastodlica, la grasa abdominal visceral, la alanina aminotransferasa, la aspartato aminotransferasa, asi
como los porcentajes de hipoalfalipoproteinemia, hipertrigliceridemia, obesidad, diabetes mellitus tipo
2, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipertensibn e hipoadiponectinemia fueron
significativamente mayores en pacientes. Por otro lado, los pacientes con EACp presentaron una
disminucion significativa de los niveles de colesterol total (<200 mg/dL), C-LDL (=130 mg/dL), PCR de
alta sensibilidad (=3 mg/L), asi como en el habito de fumar al comparar con el grupo control. Es
importante mencionar que, todas las variables clinico-demogréaficas medidas en pacientes fue posterior
a que fueran diagnosticados con EACp. Por tanto, en el presente estudio, el decremento en los valores
de estas variables en pacientes con respecto a los controles pudo deberse al tratamiento con estatinas

y al cambio en el estilo de vida por recomendacion médica.
Asociacion de los polimorfismos con la EACp

La distribucion de los polimorfismos estudiados en los pacientes con EACp y los controles se
muestra en la Tabla 4. La distribucién del polimorfismo rs11171806 fue similar en los pacientes y los
controles. En contraste, bajo los modelos recesivo (razén de momios [RM] = 4.567, Precesivo = 0.046) y
codominante 2 (RM = 4.567, Pcodiminantez = 0.044) el polimorfismo rs2066808 se asocié con un
incremento en el riesgo de presentar EACp. Los modelos fueron ajustados por edad, genero, IMC,
tabaquismo actual, C-LDL, C-HDL y HOMA-RI. El poder estadistico para detectar la asociacion del
polimorfismo rs2066808 con EACp fue estimada en >90% por el programa QUANTO.
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Tabla 3. Caracteristicas demograficas, clinicas y prevalencia de factores de riesgo cardiovascular de
los sujetos estudiados.

Control EACp p
(n=1089) (n=1160)

Edad (afios) 519 54+ 8 <0.001
Sexo (% hombres) 41.0 81.0 <0.001
indice de masa corporal (kg/m?) 27.9 [25.4-30.8] 28.3[25.9-31.1] 0.004
Circunferencia de cintura (cm) 94 + 11 98+ 10 <0.001
Tension arterial sistolica (mmHg) 112 [104-123] 116 [106-127] <0.001
Tension arterial diastdlica (mmHg) 70.5[65.0-76.0] 71.0[65.5-77.9] 0.011
Grasa abdominal visceral (cm?) 139 [105-181] 168 [129-215] <0.001
Alanina aminotransferasa (UI/L) 24 [18 - 34] 26 [19 - 36] 0.025

Aspartato aminotransferasa (UI/L) 25[21-30] 26 [22 - 31] 0.001

Colesterol total > 200mg/dl (%) 36.4 20.3 <0.001
C-LDL = 130 mg/dL (%) 29.6 16.1 <0.001
Hipoalfalipoproteinemia (%) 521 67.1 <0.001
C no HDL>160 mg/dL (%) 279 19.5 <0.001
Hipertrigliceridemia (%) 47.3 56.2 <0.001
Obesidad (%) 30.3 35.1 0.009

Obesidad abdominal (%) 81.2 83.7 0.067

Diabetes mellitus tipo 2 (%) 9.6 35.5 <0.001
Hiperinsulinemia (%) 52.2 66.1 <0.001
Resistencia a la insulina (%) 54.2 72.8 <0.001
Hipertension (%) 18.9 68.1 <0.001
GAV elevada (%) 54.7 64.7 <0.001
Tabaquismo actual (%) 22.6 11.6 <0.001
Hipoadiponectinemia (%) 42.9 57.6 <0.001
PCR>3 mg/L (%) 26.7 20.5 0.002
Hiperuricemia (%) 20.5 36.1 <0.001

Los datos se muestran como media + desviacion estandar, mediana [rango intercuartil] o porcentaje. Las
comparaciones se hicieron usando la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney para variables
continuas y la prueba de chi-cuadrada para variables categéricas. C-LDL, colesterol en lipoproteinas de baja
densidad; C no HDL, colesterol no HDL; HDL, lipoproteinas de alta densidad; PCR, proteina C reactiva de alta

sensibilidad; GAV, grasa abdominal visceral; Ul, unidades internacionales.
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Tabla 4. Asociacion de los polimorfismos del gen IL-23A con EACPp.

Polimorfismo Frecuencia del genotipo FAM Modelo RM [IC 95%)] p
rs2066808 AA AG GG
Control (n=1089) 0.851 0.146 0.003 0.076 Aditivo 1.179[0.906-1.535]  0.221
Dominante 1.125[0.848-1.491]  0.414
EACp (n=1160) 0.848 0.142 0.009 0.081 Recesivo 4567 [1.030-20.24]  0.046
Heterocigoto 1.04910.787-1.397]  0.787

Codominante 1 1.060 [0.796-1.413]  0.689
Codominante 2 4,606 [1.039-20.43]  0.044

rs1117806 GG GA AA
Control (n=1089) 0.896 0.102 0.002 0.053 Aditivo 1.163 [0.848-1.595]  0.349
Dominante 1.176 [0.846-1.635]  0.334
EACp (n=1160) 0.896 0.101 0.003 0.063 Recesivo 1.070[0.175-6.539]  0.942

Heterocigoto 1.179[0.844-1.645] 0.334
Codominante 1 1.179[0.845-1.646]  0.333
Codominante 2 1.089 [0.178-6.666] 0.926
Todos los modelos se ajustaron por edad, sexo, IMC, tabaquismo actual, C-LDL, C-HDL, HOMA-RI. FAM,

frecuencia del alelo menor; RM, razén de momios; IC, intervalo de confianza; HOMA-RI, modelo homeostatico

para evaluar la resistencia a la insulina.
Asociacion de los polimorfismos con factores de riesgo cardiovascular

La evaluacion de la asociacion de los polimorfismos con factores de riesgo cardiovascular se hizo
de forma separada en los pacientes con EACp y los individuos control. En los pacientes (Tabla 5) bajo
diferentes modelos de herencia, el polimorfismo rs2066808 se asocié con disminucién de riesgo de
presentar hiperinsulinemia (RM = 0.271, Precesivo = 0.048; RM = 0.268, Pcodominante2 = 0.046), resistencia
alainsulina (RM =0.276, precesivo= 0.043; RM = 0.270, pcodgiminante2 = 0.040), hipoalfalipoproteinemia (RM
=0.269, Precesivo=0.042; RM = 0.274, Pcodominantez = 0.045), y un incremento en el riesgo de hiperuricemia
(RM = 1.459, paditivo = 0.015; RM = 1.486, Pdominante = 0.021; RM = 1.412, Pheterocigoto = 0.045; RM = 1.436,
Pcodominanter = 0.039). Por otro lado, el polimorfismo rs11171806 se asocié con disminucién de riesgo de
presentar hiperinsulinemia (RM = 0.677, Padiivo = 0.043; RM = 0.645, pdominante = 0.031; RM = 0.632,
Pheterocigoto = 0.026; RM = 0.632, Pcodominanter = 0.026) y resistencia a la insulina (RM = 0.659, paditivo =
0.037; RM = 0.632, pdominante = 0.029; RM = 0.625, pheterocigoto = 0.027; RM = 0.625, pcodiminante1 = 0.027).
En los individuos control (Tabla 6) el polimorfismo rs11171806 se asocid con disminucién del riesgo de

presentar hiperinsulinemia (RM = 0.645, paditvo = 0.049).
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Tabla 5. Asociacion de los polimorfismos del gen IL-23A con la presencia de parametros
cardiometabolicos en pacientes con EACp.

Frecuencia del genotipo FAM Modelo RM [IC 95%] P

Hiperinsulinemia

rs2066808 AA AG GG

No(n=393) 0.835 0.147 0.018 0.092 Recesivo 0.271[0.075-0.987] 0.048

Si (n=767) 0.856 0.139 0.005 0.075 Codominante2  0.268[0.074-0.976] 0.046

rs1117806 GG GA AA Aditivo 0.677 [0.464-0.988] 0.043

No (n=393) 0869 0.129 0.003 0.066 Dominante 0.645 [0.433-0.960] 0.031

Si (n=767) 0.909 0.087 0.004 0.048 Heterocigoto 0.632 [0.422-0.946] 0.026
Codominante 1 0.632 [0.422-0.947] 0.026

Resistencia a la insulina

rs2066808 AA AG GG Recesivo 0.276 [0.079-0.963] 0.043

No(n=316) 0.827 0.154 0.019  0.097 Codominante2  0.270[0.077-0.942] 0.040

Si (n=844) 0.857  0.137 0.006  0.075

rs1117806 GG GA AA Aditivo 0.659 [0.446-0.974] 0.037

No (n=316) 0.862 0.135 0.003 0.071 Dominante 0.632[0.419-0.954] 0.029

Si (n=844) 0.908 0.089 0.004 0.048 Heterocigoto 0.625 [0.412-0.949] 0.027
Codominante 1 0.625 [0.412-0.948] 0.027

Hipoalfalipoproteinemia

rs2066808 AA AG GG Recesivo 0.269 [0.076-0.951] 0.042

No(n=382) 0.851 0.131  0.018 0.084 Codominante2  0.274[0.077-0.971] 0.045

Si (n=778) 0.847 0.148 0.005 0.079

Hiperuricemia

rs2066808 AA AG GG Aditivo 1.459 [1.076-1.979] 0.015

No(n=741) 0.867 0.126  0.007 0.070 Dominante 1.482 [1.061-2.070] 0.021

Si (n=419) 0.817 0.168 0.014  0.099 Heterocigoto 1.412[1.008-2.003] 0.045
Codominante 1 1.436 [1.018-2.025] 0.039

Todos los modelos se ajustaron por edad, sexo, IMC, tabaquismo actual, C-LDL, C-HDL y HOMA-RI. FAM,
frecuencia del alelo menor; RM, razén de momios; IC, intervalo de confianza; HOMA-RI, modelo homeostatico

para evaluar la resistencia a la insulina; IMC, indice de masa corporal.
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Tabla 6. Asociacion del polimorfismo rs11171806 del gen IL-23A con la presencia de parametros
cardiometabdlicos en individuos control.

Frecuencia del genotipo  FAM Modelo RM[IC 95%] p
Hiperinsulinemia
rs11171806 GG GA AA
No (n=519) 0.882 0.114 0.004 0.061 Aditivo 0.6451[0.418-0.997] 0.049
Si (n=570) 0.908 0.092 0 0.046

Todos los modelos se ajustaron por edad, sexo e IMC. FAM, frecuencia del alelo menor; IC, intervalo de

confianza; RM, razén de momios; IC, intervalo de confianza; IMC, indice de masa corporal.
Analisis de haplotipos

Se encontré que los polimorfismos rs2066808 y rs11171806 estuvieron en alto desequilibrio de
ligamiento (D’ = 0.98, r* = 0.64) (Figura 2). Sin embargo, la distribucién de los haplotipos generados

fue similar en pacientes con EACp e individuos control (Tabla 7).
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Fig. 2. Desequilibrio de ligamiento (D’ y r2) del gen IL-23A (subunidad pl19). Se muestran los dos
polimorfismos de un solo nucleétido genotipados del gen de la IL-23A. Figura creada en Haploview
4.2. La parte superior de la figura muestra donde se encuentran localizados los polimorfismos dentro
del gen IL-23A, la parte inferior muestra los valores de desequilibrio de ligamiento (D’) y razén de
recombinacion (r?) calculados.
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Tabla 7. Asociacion de los haplotipos del gen IL-23A con la presencia de EACp.

Haplotipos Bloque EACp RM[IC 95%] P
Si No
H1 GA 0.920 0.924 0.938 [0.754-1.166] 0.564
H2 AG 0.052 0.053 0.989 [0.761-1.287] 0.939
H3 GG 0.028 0.023 1.230 [0.847-1.787] 0.277

El orden de los polimorfismos en el haplotipo esta en funcién de su posicién en el cromosoma (rs11171806,
rs2066808). RM, razén de momios; IC, intervalo de confianza.

Resultados del gen IL-12B (subunidad p40)

Factores de riesgo clinico y cardiovascular

Se estudiaron 1,030 individuos sin la presencia de EACp y 1,133 individuos con la presencia de la
enfermedad. Las caracteristicas demograficas, bioquimicas y los factores de riesgo cardiovascular de
los grupos estudiados se muestran en la Tabla 8. En los pacientes con EACp la edad, el sexo, el IMC,
la circunferencia de cintura, la tension arterial sistdlica, la tension arterial diastdlica, la grasa abdominal
visceral, la alanina aminotransferasa, la aspartato aminotransferasa, asi como los porcentajes de
hipoalfalipoproteinemia, hipertrigliceridemia, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hiperinsulinemia,
resistencia a la insulina, hipertension e hipoadiponectinemia fueron significativamente mayores en
pacientes. Por otro lado, los pacientes con EACp presentaron una disminucién significativa de los
niveles de colesterol total (<200 mg/dL), C-LDL (2130 mg/dL), PCR de alta sensibilidad (=3 mg/L), asi
como en el habito de fumar al comparar con el grupo control. Es importante mencionar que, todas las
variables clinico-demogréaficas medidas en pacientes fue posterior a que fueran diagnosticados con
EACp. Por tanto, en el presente estudio, el decremento en los valores de estas variables en pacientes
con respecto a los controles pudo deberse al tratamiento con estatinas y al cambio en el estilo de vida

por recomendacion médica.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas y prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en los sujetos
estudiados.

Control EACp p
(n=1030) (n=1133)
Edad (afios) 519 54+ 8 <0.001
Sexo (% hombres) 41.0 81.0 <0.001
indice de masa corporal (kg/m?) 27.9 [25.4-30.8] 28.3[25.9-31.1] 0.004
Circunferencia de cintura (cm) 94 + 11 98+ 10 <0.001
Tension arterial sistolica (mmHg) 112 [104-123] 116 [106-127] <0.001
Tension arterial diastdlica (mmHg) 70.5[65.0-76.0] 71.0[65.5-77.9] 0.011
Grasa abdominal visceral (cm?) 139 [105-181] 168 [129-215] <0.001
Alanina aminotransferasa (UI/L) 24 [18 - 34] 26 [19 - 36] 0.025
Aspartato aminotransferasa (UI/L) 25[21-30] 26 [22 - 31] 0.001
Colesterol total < 200mg/dI (%) 36.4 20.3 <0.001
C-LDL = 130 mg/dL (%) 29.6 16.1 <0.001
Hipoalfalipoproteinemia (%) 521 67.1 <0.001
C no HDL>160 mg/dL (%) 279 19.5 <0.001
Hipertrigliceridemia (%) 47.3 56.2 <0.001
Obesidad (%) 30.3 35.1 0.009
Obesidad abdominal (%) 81.2 83.7 0.067
Diabetes mellitus tipo 2 (%) 9.6 35.5 <0.001
Hiperinsulinemia (%) 52.2 66.1 <0.001
Resistencia a la insulina (%) 54.2 72.8 <0.001
Hipertension (%) 18.9 68.1 <0.001
GAV elevada (%) 54.7 64.7 <0.001
Tabaquismo actual (%) 22.6 11.6 <0.001
Hipoadiponectinemia (%) 42.9 57.6 <0.001
PCR>3 mg/L (%) 26.7 20.5 0.002
Hiperuricemia (%) 20.5 36.1 <0.001

Los datos se muestran como media + desviacion estandar, mediana [rango intercuartil] o porcentaje. Las
comparaciones se hicieron usando la prueba t de Student o la prueba U de Mann-Whitney para variables
continuas y la prueba de chi-cuadrada para variables categéricas. C-LDL, colesterol en lipoproteinas de baja
densidad; C no HDL, colesterol no HDL; HDL, lipoproteinas de alta densidad; PCR, proteina C reactiva de alta

sensibilidad; GAV, grasa abdominal visceral; Ul, unidades internacionales.
Asociacion de polimorfismos de IL-12B con EACp

La distribucién de los polimorfismos rs3212220, rs3212227, rs6887695, rs1433048, rs2853694 vy
rs1368439 fue similar en pacientes con EACp e individuos control. Por otro lado, bajo diferentes
modelos de herencia, el polimorfismo rs1363670 se asocié con bajo riesgo de EACp (RM = 0.718,
Pdominante = 0.034; RM = 0.701, Preterocigoto = 0.024; RM = 0.702, Pcodominanter = 0.025) (Tabla 9).

Pagina | 27



Tabla 9. Asociacion de los polimorfismos del gen IL-12B y la EACp.

Polimorfismo Frecuencia genotipica FAM  Modelo RM [95% Cl] p
rs1368439 T TG GG Aditivo 0.906 [0.680-1.208]  0.503
Control (n=1030) 0.856 0.137  0.007  0.075 Dominante 0.890[0.655-1.209]  0.456
Recesivo 1.104[0.281-4.342]  0.888
EACp (n=1133) 0.867 0.129  0.005 0.069 Codominante 1  0.882[0.646-1.206]  0.431
Codominante 2 1.086 [0.276-4.275]  0.906
Heterocigoto 0.882[0.646-1.204]  0.429
rs3212227 T TG GG Aditivo 0.917 [0.786-1.070]  0.270
Control (n=1030) 0.336 0498 0.166  0.415 Dominante 0.876 [0.702-1.093]  0.242
Recesivo 0.923[0.692-1.231]  0.586
EACp (n=1133) 0.351 0499  0.150 0.399 Codominante 1  0.896 [0.711-1.129]  0.352
Codominante 2 0.852[0.621-1.168]  0.319
Heterocigoto 0.926 [0.750-1.143] 0475
rs2853694 T TG GG Aditivo 1.111[0.945-1.305]  0.202
Control (n=1030) 0.498 0405 0.097 0.300 Dominante 1.1480.939-1.416]  0.199
Recesivo 1.127 [0.786-1.615]  0.517
EACp (n=1133) 0468 0436 0.096  0.314 Codominante 1 1.137[0.912-1.418]  0.255
Codominante 2~ 1.197 [0.823-1.742]  0.347
Heterocigoto 1.104[0.893-1.365]  0.361
rs3212220 cc CA AA Aditivo 0.914[0.785-1.065]  0.249
Control (n=1030) 0.332 0492 0.176  0.422 Dominante 0.87410.699-1.092]  0.235
Recesivo 0.914 [0.690-1.210]  0.529
EACp (n=1133) 0.347 0495 0158 0406 Codominante1  0.882[0.697-1.117]  0.298
Codominante 2 0.848 [0.620-1.161]  0.305
Heterocigoto 0.932[0.755-1.151]  0.513
rs1433048 AA AG GG Aditivo 0.770[0.578-1.025]  0.074
Control (n=1030) 0.843 0.150  0.008  0.082 Dominante 0.74510.551-1.008]  0.057
Recesivo 1.016[0.253-4.080]  0.982
EACp (n=1133) 0.872 0.124  0.004 0.066 Codominante 1  0.737[0.542-1.003]  0.052
Codominante 2~ 0.975[0.243-3.918]  0.971
Heterocigoto 0.73710.542-1.003]  0.052
rs1363670 GG GC cc Aditivo 0.74510.553-1.003]  0.053
Control (n=1030) 0.846 0.151 0.003  0.079 Dominante 0.7181[0.528-0.976]  0.034
Recesivo 2.035[0.298-13.87]  0.468
EACp (n=1133) 0877 0.120  0.003  0.063 Codominante1  0.701[0.515-0.958]  0.025
Codominante 2 1.941[0.284-13.25]  0.499
Heterocigoto 0.701[0.514-0.955]  0.024
rs6887695 GG GC ccC Aditivo 0.965[0.823-1.131]  0.658
Control (n=1030) 0.417 0459  0.123  0.353 Dominante 0.998 [0.807-1.235]  0.987
Recesivo 0.857[0.614-1.197]  0.365
EACp (n=1133)  0.351 0499  0.150 0.344 Codominante 1 1.032[0.825-1.290]  0.785
Codominante 2 0.871[0.612-1.240]  0.445
Heterocigoto 1.062[0.860-1.311]  0.578

Los modelos fueron ajustados por edad, sexo, IMC, tabaquismo actual, colesterol LDL, DM2 y apoA. FAM =

frecuencia de alelo menor, IC = intervalo de confianza, OR = razén de momios.
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Los modelos de herencia fueron ajustados por edad, sexo, IMC, tabaquismo, C-LDL, DM2 y apoA.

Asociacion de los polimorfismos de IL-12B con factores de riesgo cardiovascular

La asociacién de los polimorfismos del gen IL-12B con factores de riesgo cardiovascular se evalu6 de

forma independiente en pacientes con EACp e individuos control. En los individuos control, bajo
diferentes modelos de herencia, los polimorfismos rs3212227 (RM = 0.759, padiivo = 0.031; RM = 0.603,
Pdominante = 0.008; RM = 0.693, Preterocigoto = 0.040; RM = 0.605, pcodominans = 0.011), rs3212220 (RM =
0.770, Padivo = 0.041; RM = 0.585, pgominante = 0.005; RM = 0.646, Pheterocigoto = 0.015; RM = 0.558,
Pcodominante1 = 0.004), y rs6887695 (RM = 0.660, Preterocigoto = 0.021; RM = 0.652, pcodominanter = 0.025) se

asociaron con mayor riesgo de presentar altos niveles de grasa abdominal subcutanea (GAS > p75),

mientras que el polimorfismo rs6887695 se asocidé con un mayor riesgo de obesidad central (RM =
2272, precesi\/o = 0029, RM = 2369, pcodominamel = 0030) (Tabla 10)

Tabla 10. Asociacién de los polimorfismos del gen IL-12B con la presencia de parametros

cardiometabdlicos en individuos control.

Polimorfismo Frecuencia del genotipo FAM Modelo RM[IC 95%] p

GAS > p75

rs3212227 T TG GG

No(n=519) 0320 0.500 0.180 0.430 Aditivo 0.759[0.590-0.976] 0.031

Si (n=511) 0.359 0486 0.155 0.397 Dominante 0.603 [0.415-0.874] 0.008
Codominante 1 0.605 [0.410-0.893] 0.011
Heterocigoto 0.693 [0.489-0.984] 0.040

rs3212220 cc CA AA Aditivo 0.770 [0.600-0.990] 0.041

No (n=519) 0316 0500 0.184  0.433 Dominante 0.585 [0.402-0.850] 0.005

Si (n=511) 0.355 0476 0169 0406 Codominante1  0.558[0.375-0.829] 0.004
Heterocigoto 0.646 [0.455-0.917] 0.015

rs6887695 GG GC cc

No (n=519) 0378 0492 0129 0.375 Codominante 1 0.652 [0.448-0.947] 0.025

Si (n=511) 0458 0428 0.114  0.328 Heterocigoto 0.660 [0.465-0.938] 0.021

Obesidad central

rs6887695 GG GC cc

No(n=194) 0407 0474 0119 0.356 Recesivo 2.272 [1.090-4.736] 0.029

Si (n=836) 0420 0455 0.125 0.353 Codominante 1 2.369 [1.086-5.169] 0.030

Todos los modelos se ajustaron por edad, sexo e IMC. FAM, frecuencia del alelo menor; IC, intervalo de

confianza; RM, raz6n de momios; IC, intervalo de confianza; GAS, grasa abdominal subcutanea.
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En los pacientes con EACp, bajo diferentes modelos de herencia, el polimorfismo rs2853694 se

asocié con un menor riesgo de resistencia a la insulina (RM = 0.743, padiivo = 0.005; RM = 0.711,
Pdominante = 0.015; RM = 0.624, Precesivo = 0.034; RM = 0.543, pcodominanter = 0.009). Los polimorfismos
rs3212227 (RM = 0.757, Pheterocigoto = 0.027) y rs3212220 (RM = 0.768, Pheterocigoto = 0.038) se asociaron
con un bajo riesgo de sindrome metabdlico. El polimorfismo rs6887695 se asocié con riego alto a
hiperuricemia (RM = 1.565, precesivo = 0.025) (Tabla 11).

Tabla 11. Asociacién de los polimorfismos del gen IL-12B con la presencia de parametros
cardiometabdlicos en pacientes con EACp.

Polimorfismo Frecuencia del genotipo FAM Modelo RM[IC 95%] P

Resistencia a la insulina

rs2853694 T TG GG

No(n=309) 0410 0466 0.125 0.356 Aditivo 0.74310.605-0.913] 0.005

Si (n=824) 0490 0423 0.087 0.300 Dominante 0.711[0.541-0.935] 0.015
Recesivo 0.624 [0.404-0.964] 0.034
Codominante 2 0.543[0.343-0.860] 0.009

Sindrome metabdlico

rs3212227 T TG GG

No (n=478) 0328 0536 0136  0.404 Heterocigoto 0.757 [0.589-0.971] 0.027

Si (n=655) 0.368 0472 0160 0.396

rs3212220 cc CA AA

No (n=478) 0326 0531 0.142 0.408 Heterocigoto 0.768 [0.598-0.986] 0.038

Si (n=655) 0.362 0469 0.169  0.404

Hiperuricemia

rs6887695 GG GC cc

No(n=717) 0414 0495 0.091 0.338 Recesivo 1.565 [1.059-2.314] 0.025

Si (n=416) 0421 0446 0.133  0.356

Todos los modelos se ajustaron por edad, sexo e IMC. FAM, frecuencia del alelo menor; IC, intervalo de

confianza; RM, razén de momios; IC, intervalo de confianza.

Anélisis de haplotipos

En el andlisis de haplotipos, Unicamente los polimorfismos rs3112227 y rs3212220 estuvieron en

desequilibrio de ligamiento (D’ = 0.95 y r?> = 0.88) (Fig. 3). Se observaron siete diferentes haplotipos,

sin embargo, ninguno de estos se asoci6 con la presencia de EACp (Tabla 12).

Pagina | 30



Exones

E8 E7 E6 ES E4 E3 E2 El

Hebra antisentido

rs2853694
rs1433048
rs1363670
rs6887695
rs1368439
rs3212227
rs2853694
rs3212220
rs1433048
rs1363670
rs6887695

rs1368439
[ 53212227
13212220

(=
~
[
~

D’ 2

Fig. 3. Gréfico de desequilibrio de ligamiento de haplotipos del gen IL-12B. Los coeficientes de
desequilibrio de ligamiento pareado D’ y r? se muestran en cada celda. En el haplotipo, el orden de
los polimorfismos esta de acuerdo con su posicion en el cromosoma.

Tabla 12. Frecuencia de los haplotipos del gen IL-23A en pacientes con EACp e individuos control.

EACp
Haplotipos Bloque p
Si No
H1 TGTAAGG 0.252 0.246 0.626
H2 TTGCAGG 0.218 0.197 0.086
H3 TTTCAGCT 0.177 0.167 0.423
H4 TGTAAGC 0.135 0.148 0.228
H5 TTTCAGG 0.092 0.095 0.704
H6 GTGCGCG 0.048 0.054 0.3214
H7 TTGCAGC 0.017 0.054 0.175

El orden de los polimorfismos en el haplotipo estd en funcién de su posicién en el cromosoma.
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Discusion

Polimorfismos del gen IL-23A

La IL-23 es una citocina que forma parte de la familia de la IL-12 junto con las citocinas IL-12,
IL-27 e IL-35. Esta familia consiste de un grupo de citocinas heterodiméricas a/f compuestas de
una de tres cadenas alfa (p19 codificada por el gen IL-23A, p28 codificada por el gen IL-27p28, o
p35 codificada por el gen IL-12A) y una de dos tipos de cadena beta (p40 codificada por el gen IL-
12B y EBI3 codificada por el gen EBI3) (125).

Asi, se ha descrito a la IL-23 como una citocina heterodimérica con importantes efectos sobre
el sistema inmunolégico a través de su participacién en el proceso inflamatorio. La IL-23 se ha
asociado con el desarrollo de varios trastornos inflamatorios como la artritis reumatoide (176), lupus
eritematoso sistémico (177), psoriasis (178), colitis ulcerosa (179) y enfermedad de intestino irritable
(180).

Su funcién en el desarrollo de la aterosclerosis ha sido estudiada en modelos animales y
humanos obteniéndose resultados contradictorios (128,134,148,155). Oppmann y colaboradores
describieron que la secrecién de IL-23 esta limitada por la expresion tejido célula especifica (células
dendriticas activadas) de la subunidad p19 (144), subunidad codificada por el gen IL-23A. Se ha
sugerido que las variantes genéticas funcionales dentro del gen IL-23A pueden tener un impacto
sobre la respuesta inmune y pueden ser investigadas mediante estudios de asociacion genética
(181). Se han publicado estudios de asociacion de polimorfismos del gen IL-23A con algunas
enfermedades de naturaleza inflamatoria (149-151). Los polimorfismos IL-23A rs2066808,
rs2371494 y rs11575248 fueron asociados con esclerosis multiple en la poblacion china Han (151),
mientras que en Brasilefios el haplotipo GG de los polimorfismos rs11171806 y rs2066808 se asocio
con disminucion del riesgo de diabetes mellitus tipo 1A (150). En cambio, en cohortes alemanas y
chinas, el polimorfismo rs2066808 se asocid con susceptibilidad a psoriasis (182,183), en tanto que
en espafoles, estos polimorfismos fueron asociados con artritis psoriasica (184). Lo anterior fue
confirmado en una cohorte rumana independiente y una cohorte caucésica compuesta por
individuos britanicos e irlandeses. En ambas cohortes se confirmaron las asociaciones de los
polimorfismos rs11171806 y rs2066808 con artritis psoriasica, una enfermedad con un componente
altamente inflamatorio (185,186). Hasta donde sabemos, no hay estudios que hayan evaluado la
asociacion de polimorfismos dentro o cerca del gen IL23A con el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular. En el presente trabajo, en un grupo de 2249 individuos mexicanos (1160 pacientes

con EACp y 1089 individuos control), estudiamos la asociacién de dos polimorfismos [ex6n 3
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(rs11171806) y en la regién no traducida 3’ (rs2066808) del gen IL-23A con la presencia de la EACp.
Se encontré que el polimorfismo rs2066808 podria aumentar el riesgo genético de desarrollar EACPp.
Este resultado esta acorde con los efectos pro-inflamatorios reportados para esta interleucina. Es
importante sefialar que, este polimorfismo esta localizado cerca del gen IL-23A, en una region
intrénica del gen STAT2 y podria alterar el corte y empalme (splicing) del ARNm y de esta forma
generar una isoforma de esta molécula con una funcion alterada. La proteina STAT2 es un activador
de la transcripcion relacionado con la ruta de transduccion de sefiales del interferon tipo 1 (187), y
con funciones inmunosupresoras (188). La funcién potencial de STAT2 en la aterosclerosis se ha
descrito previamente en modelos animales (189). Se reportaron que los ratones deficientes en ApoA
y alimentados con una dieta occidental, estaban protegidos contra la aterosclerosis, sugiriendo que
esta proteccion estaba relacionada con la reduccion en la expresion del gen STAT2 (189). STAT2
junto con el factor regulador de interferon (con siglas en inglés de IRF) juegan una funcién
fundamental en los procesos celulares como en el desarrollo, apoptosis, crecimiento y diferenciaciéon
celular, respuesta inmune e inflamacion (190), todos estos procesos han sido involucrados en el

desarrollo de aterosclerosis.

En pacientes con EACp, el polimorfismo rs2066808 podria disminuir el riesgo de
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e hipoalfalipoproteinemia, y aumentar el riesgo de
hiperuricemia, mientras que el rs11171806 podria disminuir el riesgo de hiperinsulinemia vy
resistencia a la insulina. En contraste, en controles, el rs2066808 podria disminuir el riesgo de
hiperinsulinemia. Como se puede observar, la asociacion de los polimorfismos con los parametros
cardiometabdlicos fue diferente en los pacientes con EACp y en los individuos control, con el efecto
mas importante en los pacientes. En el grupo de pacientes, ambos polimorfismos podrian disminuir
el riesgo de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, dos caracteristicas relacionadas. Asi, los
pacientes con los alelos rs2066808G y rs11171806A presentaron baja resistencia a la insulina, y en
consecuencia, ellos no necesitan el binomio resistencia-a-la-insulina/compensacion-por-

hiperinsulinemia, teniendo bajo riesgo para esta condicién.

En resumen, los datos sugieren que el polimorfismo rs2066808 localizado cerca del gen IL-23A
puede incrementar el riesgo de EACp. Ambos polimorfismos estudiados se asociaron con
parametros cardiometabdlicos (hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipoalfalipoproteinemia e

hiperuricemia) principalmente en el grupo de pacientes.
Polimorfismos del gen IL-12B

En nuestro estudio reportamos la asociacion del polimorfismo IL-12B rs1363670 con bajo riesgo

de presentar EACp. En individuos control, los polimorfismos r3212227, rs321220 y rs6887695 se
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asociaron con bajo riesgo de presentar altos niveles de grasa abdominal subcutanea (> p75),
mientras que el polimorfismo rs6887695 se asocié con riesgo elevado de obesidad central. En
contraste, en pacientes con EACp, el polimorfismo rs2853694 se asocié con bajo riesgo de
resistencia a la insulina. Los polimorfismos rs3212227 y rs3212220 se asociaron con bajo riesgo de
sindrome metabdlico y el polimorfismo rs3887695 se asocio con un riesgo elevado de hiperuricemia.
Los polimorfismos rs3212227 y 3212220 se asociaron en individuos control con un bajo riesgo de
presentar altos niveles de grasa abdominal subcutaneay en pacientes con EACp con un bajo riesgo
de sindrome metabdlico. Como puede observarse los resultados en los genes IL-23A e IL-12B son
concordantes. Esto es, en pacientes con EACp, se asoci6 al polimorfismo rs2853694 con bajo riesgo
de resistencia a la insulina. El polimorfismo rs6887695 se asocié con riesgo elevado de
hiperuricemia. Se ha reportado que la resistencia a la insulina est4 asociada significativamente con
el desarrollo y progresién de la aterosclerosis coronaria (191,192). Hanley y col., analizaron la
cohorte del San Antonio Heart Study (Estudio del corazén de San Antonio) y reportaron una
asociacion independiente de la resistencia a la insulina y el riesgo de EAC (193). En el mismo
sentido, otro articulo publicado en 2009 reporté que la resistencia a la insulina fue por si sola la
causa mas frecuente de EAC (194). Otros estudios transversales y prospectivos han provisto
evidencia de que la resistencia a la insulina en sujetos no diabéticos es un importante factor de
riesgo cardiovascular, independientemente de otros factores de riesgo (195,196). Tomando en
cuenta la informacion expuesta anteriormente, proponemos que los polimorfismos de los genes IL-
12B e IL-23A estan asociados con bajo riesgo de resistencia a la insulina y en consecuencia con
bajo riesgo de desarrollo de EACp en la poblacion estudiada. Por otro lado, varios meta analisis de
estudios observacionales han encontrado que la hiperuricemia puede incrementar
significativamente el riesgo de EAC y el riesgo de eventos coronarios (197-200). La asociacion de
la hiperuricemia con EAC puede ser explicada por el hecho de que el acido urico puede estimular
la proliferacion de células musculares lisas, reducir la produccién de 6xido nitrico y disminuir la
actividad vascular del 6xido nitrico (201,202). Ademas, es bien conocido que altos niveles de acido
Urico estan asociados con altos niveles de citocinas proinflamatorias (203) y, en consecuencia, con
un riesgo elevado de enfermedad cardiovascular (204). En los pacientes con EACp del presente
estudio, el polimorfismo rs6887695 del gen IL-12B se asocid con riesgo elevado de hiperuricemia.
Basados en este resultado, y dado que el polimorfismo rs2066808 del gen IL-23A también se asocio
con riesgo elevado de hiperuricemia, sugerimos un nexo entre estos dos polimorfismos, el riesgo
elevado a hiperuricemia y el riesgo de EACp.

Los polimorfismos del gen de IL-12B para los cuales se detecté una asociacién en el presente
estudio, han sido asociados previamente con algunas enfermedades. A saber, el polimorfismo

rs1363670 fue asociado con la enfermedad de Crohn (205-207), mientras que el polimorfismo
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rs3212227 fue asociado con artritis reumatoide (208,209), tuberculosis pulmonar (210), cancer de
mama (211), diabetes mellitus tipo 1 (212) y espondilitis anquilosante (213). Por otro lado, el
polimorfismo rs3212220 mostré asociacion significativa con tuberculosis pulmonar (210,214) y
psoriasis (215). El polimorfismo rs2853694 se asoci6 con lepra (216) y la enfermedad de Crohn
(217). Ademas, se documentd una asociacion de esclerosis multiple recurrente-remitente (218) y
artritis psoriésica (211) con el polimorfismo rs6887695. Es importante hacer notar que, algunos de
estos polimorfismos fueron asociados con variaciones en los niveles/expresion de la proteina p40 e
IL-23 (209,211,212,219). El polimorfismo rs3212227 fue asociado con variacién en los niveles de
IL-12p40 y/o IL-23 en pacientes con espondilitis anquilosante, artritis reumatoide y brucelosis
(209,220,221). El polimorfismo rs3212227 también se asoci6 con la expresion de ARNm de la IL-12
en individuos sanos (222). Por otro lado, el polimorfismo rs3212220 fue asociado con variacion en
los niveles de IL-12 en pacientes con tuberculosis pulmonar (214). Estos datos apoyan la asociaciéon
de los polimorfismos rs3212227 y rs3212220 con GAS > p75 y sindrome metabdlico en nuestro
estudio. Solo dos estudios han analizado la asociacién de los polimorfismos del gen IL-12B con la
enfermedad cardiovascular, uno en pacientes con EAC (141) y el otro en pacientes con IAM (142).
Se hareportado que la IL-12B puede inducir la expresion de IFN-y teniendo un efecto importante en
la diferenciacion y proliferacion de linfocitos Thl (223). Por otro lado, se reporté que la deficiencia
de la proteina p40 tiene como resultado disminucién en la migracion de células dendriticas y en la
activacion de células T virgenes (224-226).

La subunidad beta p40 de la IL-23 también es parte de la IL-12 y, junto con las interleucinas IL-
23, IL-27 e IL-35 constituyen la familia de la citocina IL-12 (128). La interleucina IL-12 es conocida
como el controlador maestro de la respuesta Thl: Esta citocina estimula a las células Ty NK para
producir INF-y, el cual induce mdltiples procesos proaterogénicos en la lesién aterosclerosa (227).
Se ha reportado que la homodimerizacion de la subunidad p40 puede generar IL12p80, la cual anula
la sefializacién mediada por IL-12 e IL-23 a través de la unién a la subunidad IL-1232R.

En resumen, nuestros resultados para los polimorfismos del gen IL-12B indicaron que el
polimorfismo rs1363670 del gen se asocié con bajo riesgo de EACp. En controles, se encontré una
asociacion con GAS > 75 (polimorfismos rs3212227, rs3212220 y rs6887695) y con obesidad
central (rs6887695). Por otro lado, en pacientes con EACp, el polimorfismo rs2853694 se asoci6
con bajo riesgo a resistencia a la insulina, los polimorfismos rs3212227 y rs3212220 con bajo riesgo
de sindrome metabdlico y el polimorfismo rs6887695 con riesgo elevado de hiperuricemia.

Las fortalezas del presente trabajo son las que a continuacion se enuncian. Se incluy6 a
individuos pertenecientes a una cohorte mexicana bien analizada desde el punto de vista
demogréfico, clinico, antropométrico, bioquimico y tomogréafico. Esto nos permitié6 analizar un

importante numero de factores de riesgo cardiovascular y, al mismo tiempo, nos permitié ajustar los
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diferentes andlisis considerando posibles variables confusoras. En el grupo de individuos control,
se realizé una tomografia axial computarizada con la cual se detectaron individuos con CAC mayor
a cero y por tanto con aterosclerosis subclinica. Estos individuos no fueron incluidos en el grupo
control. Es importante sefalar que, considerando que la poblacién mexicana es una mezcla de
genes provenientes de poblaciones caucasicas, amerindias y africanas, se evalué a los individuos
control y pacientes del estudio GEA con 256 marcadores de ancestria. Los resultados de este
analisis mostraron que ambos grupos presentaron una base genética semejante evitando asi un
sesgo por estratificacién de la poblacion estudiada (228,229). Dentro de las limitaciones del trabajo
se incluyen que no fue posible medir la expresién de los genes IL-23A e IL-12B en los grupos
estudiados y, por tanto, no se pudo establecer si habia diferencias en la expresién de estos genes
en los grupos control y pacientes con EACp. Esta limitacion también nos impidié establecer si
existian asociaciones entre los genotipos de los polimorfismos aqui estudiados y la expresién de los
genes. Por otro lado, no incluimos disefios experimentales para establecer la funcionalidad de los
polimorfismos estudiados. Finalmente, no podemos hacer conclusiones sobre causalidad debido al

caracter transversal del presente estudio.
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Conclusiones

En el caso del gen IL-23A que codifica para la subunidad p19 o IL23A, el polimorfismo
rs2066808 localizado cerca del gen IL-23A puede incrementar el riesgo de EACp. Ambos
polimorfismos estudiados (rs2066808 y rs11171806) se asociaron con parametros
cardiometabdlicos (hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, hipoalfalipoproteinemia e

hiperuricemia) principalmente en el grupo de pacientes.

En el gen IL-12B, el polimorfismo rs1363670 se asocio con bajo riesgo de presentar EACp. En
controles, se encontrd6 una asociacién con GAS > 75 (polimorfismos rs3212227, rs3212220 y
rs6887695) y con obesidad central (rs6887695). Por otro lado, en pacientes con EACp, el
polimorfismo rs2853694 se asocié con bajo riesgo de resistencia a la insulina, los polimorfismos
rs3212227 y rs3212220 con bajo riesgo de sindrome metabdlico y el polimorfismo rs6887695 con

riesgo elevado de hiperuricemia.

Perspectivas

¢ Medir la expresion de los genes IL-23A e IL-12B en los grupos estudiados para establecer
si hay diferencias en la expresion de estos genes en los grupos control y pacientes con
EACp. Lo anterior mediante el uso de disefios experimentales para establecer la
funcionalidad de los polimorfismos estudiados.

e Establecer la asociacion entre los genotipos de los polimorfismos estudiados en la presente
tesis y la expresion de los genes IL-23A e IL-12B.

o Utilizando el seguimiento a 5 afios del estudio basal de proyecto GEA, evaluar si los
portadores de los polimorfismos asociados a EACp o a alguna variable metabdlica que no

presentaban la patologia la hayan desarrollado o no.
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Interleukin-23 (IL-23) has been associated with atherosclerosis in both humans and animal models with con-
tradictory results. This cytokine is conformed by an o p19 (encoded by IL-23A gene) and a B p40 subunit
(encoded by IL-12B gene). The aim of this study was to evaluate the association of two polymorphisms located
within (rs11171806) or near (rs2066808) of the IL-23A gene with the presence of premature coronary artery
disease (CAD) and with cardiometabolic parameters. The rs2066808 and rs11171806 polymorphisms were
determined in 2249 Mexican individuals (1160 with premature CAD and 1089 healthy controls). Under re-
cessive and codominant 2 models, adjusted by confounding variables, the rs2066808 polymorphism could
increase the genetic risk of premature CAD (odds ratio [OR]=4.567, 95% confidence interval [CI]: 1.03-20.24,
Precessive =0.046 and OR =4.606, 95% CI: 1.039-20.43, P.odominantz =0.044). The association of the polymor-
phisms with cardiovascular risk factors was evaluated separately in premature CAD patients and healthy
controls. In patients, the rs2066808 polymorphism could decrease the genetic risk of hyperinsulinemia, insulin
resistance, and hypoalphalipoproteinemia, and increase the genetic risk of hyperuricemia, whereas the
rs11171806 polymorphism could decrease the genetic risk of hyperinsulinemia and insulin resistance. In
healthy controls, the rs11171806 polymorphism could decrease the genetic risk of hyperinsulinemia. These
findings suggest that the rs2066808 polymorphism located near the /L-23A gene could increase the genetic risk
of premature CAD and both studied polymorphisms could be associated with some cardiometabolic parameters
in premature CAD patients and in healthy controls.

Keywords: coronary artery disease, interleukin 23, p40 subunit, p19 subunit, polymorphisms

Introduction Interleukin 23 (IL-23), a member of the interleukin 12
family, is a heterodimeric cytokine, conformed by an o p19

THEROSCLEROSIS IS A CHRONIC, progressive, and and a 8 p40 subunit (Oppmann et al., 2000). This cytokine is
multifactorial disease modulated by genetic and en- produced mainly by macrophages and dendritic cells after
vironmental factors. An important complication of the toll-like receptor activation (Aggarwal et al., 2003) and
atherosclerosis is the coronary artery disease (CAD). This plays a central role in the inflammatory process. IL-23
disease is considered the most common cause of death in  stimulates the proliferation of T memory cells, the devel-
industrialized countries, accounting for up to 40% of all opment of proinflammatory Th17 cells, and the differenti-
deaths (Lopez et al., 2006). An increasing number of ob- ation of Thl cells (Aggarwal et al., 2003). IL-23 has been
servations have shown that inflammation plays an important  associated with atherosclerosis in both humans and animal
role in the pathogenesis of atherosclerosis and its compli- models with contradictory results. Lower IL-23 gene ex-
cations. An imbalance of anti- and proinflammatory cyto- pression was observed in unstimulated peripheral blood
kines in the development and progression of atherosclerosis lymphocytes of patients with CAD when compared with
has been described in animal models (Frostegard et al., healthy controls (Khojasteh-Fard er al., 2012). However, in
1999; Tedgui and Mallat, 2006). another study, high IL-23 levels were detected in patients
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with carotid atherosclerosis when compared with healthy
controls, and these levels were associated with disease
progression and increased mortality (Abbas et al., 2015). In
contrast, in an IL-23p19—/— mice model with myocardial
infarction, the IL-23 deficiency produces myocardial in-
flammation, lower cardiac fibroblast activation, ventricular
rupture, and increased mortality (Savvatis et al., 2014).
Beta subunit p40 is encoded by /L-12B gene on chromo-
some 5. Information regarding the association of polymor-
phisms present in the IL-12B gene with CAD is scarce.
A Japanese study in a small cohort failed to show an asso-
ciation between rs3212227 IL-12B polymorphism and the
presence or severity of CAD diagnosed by angiography
(Momiyama et al., 2005). These results agree with those
reported by Mangino et al. (2008) in a British cohort. In
contrast, the o subunit p19 is encoded by the IL-23A gene
located on 12q13.3 region. Polymorphisms in this gene have
been associated with the presence of several diseases (Cata-
noso et al., 2013; Costa et al., 2013; Li et al., 2016); how-
ever, no studies have evaluated the association of the /L23A
polymorphisms with the development of cardiovascular dis-
ease. Considering this, the aim of this study was to evalu-
ate the association of two polymorphisms located within
(rs11171806) or near (rs2066808) of the IL-23A gene with
the presence of CAD in a cohort of Mexican individuals.

Materials and Methods
Subjects

The study included 2249 Mexican individuals (1160 with
premature CAD and 1089 healthy controls) belonging to the
Genetics of Atherosclerosis (GEA) Mexican study. The
premature CAD patients were diagnosed by history of
myocardial infarction, angioplasty, revascularization sur-
gery, or coronary stenosis >50% on angiography. Premature
CAD was considered when the diagnosis was made before
age 55 in men and before age 65 in women. The individuals
included in the control group were recruited from blood
bank and through brochures posted in social service centers.
All were apparently healthy asymptomatic individuals
without family history of premature CAD. To obtain family
medical history, demographic information, history of nu-
tritional habits, physical activity, alcohol consumption, and
pharmacological treatment in patients and healthy controls,
standardized questionnaires were applied. Anthropometric,
biochemical, metabolic, and cardiovascular risk factors were
evaluated in both premature CAD cases and controls and
defined as previously described (Posadas-Sanchez et al.,
2014, 2017a; Medina-Urrutia et al., 2015). Considering that
the Mexican population is an admixture of Caucasian,
Amerindian, and African genes, these components were
evaluated previously using 265 ancestry markers (Posadas-
Sanchez et al., 2017b). These results show that global an-
cestry was not significantly different between premature
CAD patients and healthy controls (55.8% vs. 54.0%
Amerindian ancestry, 34.3% vs. 35.8% Caucasian, and
9.8% vs. 10.1% African mean ancestry for patients and
controls, respectively, p>0.05). This suggests that popu-
lation stratification was not a bias or confounding factor in
this study.

The GEA study was approved by the Bioethics Committee
of the Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chévez

VAZQUEZ-VAZQUEZ ET AL.

(INCICH, number 19-1104), and aligned to the Helsinki
Declaration. All participants provided informed consent.

Computed axial tomography study

Coronary artery calcification (CAC) score (Mautner
et al., 1994), total, subcutaneous, and visceral abdominal fat
areas (Kvist et al., 1988), and hepatic to splenic attenuation
ratio (Longo et al., 1993) were determined after a computed
tomography of the chest and abdomen performed using a
64-channel multidetector helical computed tomography
system (Somatom Sensation, Siemens). The GEA study
originally included 1500 healthy controls; yet, after the
computed tomography, the CAC score of 411 subjects was
>0. They were thus considered as individuals with subclin-
ical atherosclerosis and were not included in the analysis. The
final healthy control group included 1089 individuals with a
CAC score of 0.

Genetic analysis

The rs2066808 (C__12055277_10) and rs11171806
(C__25985467_10) polymorphisms were determined using
5" exonuclease TagMan assays. The determinations were
made with an ABI Prism 7900HT Fast Real-Time PCR
system, according to manufacturer’s instructions (Applied
Biosystems, Foster City, CA). To corroborate the adequate
assignment of the genotypes in the TagMan assays, we
randomly select and repeat 10% of the samples. These
samples were 100% concordant in two independent assays.

Statistical analysis

The analysis was made using the SPSS version 15.0 statis-
tical package (SPSS, Chicago, IL). Means, medians, inter-
quartile ranges, and frequencies were calculated as the case
may be. Continuous and categorical variables were analyzed
by Student’s ¢ test, Mann—Whitney U-test, Kruskal-Wallis, and
chi-square as appropriate. The association of the polymor-
phisms with premature CAD, metabolic parameters, and car-
diovascular risk factors was analyzed by logistic regression
under the following inheritance models: additive (major allele
homozygotes vs. heterozygotes vs. minor allele homozygotes),
codominant 1 (major allele homozygotes vs. heterozygotes),
codominant 2 (major allele homozygotes vs. minor allele
homozygotes), dominant (major allele homozygotes vs.
heterozygotes+minor allele homozygotes), overdominant
(heterozygotes vs. major allele homozygotes+minor allele
homozygotes), and recessive (major allele homozygotes+het-
erozygotes vs. minor allele homozygotes). In the analysis of
association with premature CAD, the models were adjusted by
age, gender, body mass index (BMI), current smoking, low-
and high-density lipoprotein cholesterol (LDL-C and HDL-
C), and homeostasis model assessment-insulin resistance
(HOMA-IR), whereas in the associations with metabolic pa-
rameters and cardiovascular risk factors, the models were ad-
justed by age, gender and BML. p < 0.05 values were considered
statistically significant. Genotype frequencies did not devi-
ate from Hardy—Weinberg equilibrium in any case (p>0.05).
The haplotypes were constructed and analyzed using the
Haploview version 4:1 (Broad Institute of Massachusetts In-
stitute of Technology and Harvard University, Cambridge,
MA).
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Results

Demographic, biochemical, and cardiovascular
risk factors

Demographic, biochemical, and cardiovascular risk
factors of the studied groups are given in Table 1. All the
variables were increased in the patient group except the
total cholesterol <200 mg/dL, the LDL-C >130 mg/dL, non-
HDL-C >160 mg/dL, smoking habit, and high sensitivity C-
reactive protein 23 mg/L that were decreased in this group
compared with healthy controls. The decrease of these
variables in patients after diagnosis could be due to patients
received statin treatment and in addition modified their life
styles by medical recommendation.

Association of the polymorphisms with premature CAD

The distribution of the studied polymorphisms in prema-
ture CAD patients and healthy controls is given in Table 2.
The distribution of the rs11171806 polymorphism was sim-
ilar in patients and healthy controls. In contrast, under the
recessive and codominant 2 models, the rs2066808 poly-
morphism could increase the genetic risk of premature CAD
(odds ratio [OR]=4.567, 95% confidence interval [CI]:
1.03-20.24, Piecessive=0.046 and OR=4.606, 95% CI:
1.039-20.43, P.odominantz = 0.044). The models were adjusted
by age, gender, BMI, current smoking, LDL-C, HDL-C, and
HOMA-IR. The statistical power to detect association of the

rs2066808 polymorphism with premature CAD was >90%
as estimated with QUANTO software [biostats.usc.edu/-
Quanto.html].

Association of the polymorphisms
with cardiovascular risk factors

The association of the polymorphisms with cardiovascu-
lar risk factors was evaluated separately in premature CAD
patients and healthy controls. In patients (Table 3), the
rs2066808 polymorphism could decrease the genetic risk of
hyperinsulinemia (OR =0.271, Ppecegsive =0.048; OR=0.268,
P.odominant2 = 0.046), insulin resistance (OR =0.276, P ccessive =
0.043; OR=0.270, P.oqominancz=0.040), and hypoalphali-
poproteinemia (OR=0.269, P ecessive=0.042; OR=0.274,
Pcodominane =0.045), and increase the risk of hyperuricemia
(OR=1.459, P,4dgitive=0.015; OR=1.486, Pgyominanc=0.021;
OR=1.412, Pyyerdominant=0.045; OR=1.436, Pcodominant1 =
0.039). In the same way, the rs11171806 polymorphism could
decrease the genetic risk of developing hyperinsulinemia
(OR=0.677, P,4ditive=0.043; OR=0.645, Piominanc=0.031;
OR=0.632, Pgyer-dominant=0.026; OR 0.632, Pcogominant1 =
0.026) and insulin resistance (OR=0.659, P,44iive=0.037;
OR=0.632, Piominant=0.029; OR=0.625, Poyerdomi-
nant =0.027; OR=0.625, P_odgominant1 =0.027). In contrast, in
healthy controls (Table 4), the rs11171806 polymorphism
could decrease the risk of hyperinsulinemia (OR=0.645,
P aditive =0.049).

TABLE 1. DEMOGRAPHIC, BIOCHEMICAL, AND CARDIOVASCULAR RISK FACTORS PREVALENCE
OF THE STUDIED POPULATION

Controls (n=1089) Premature CAD (n=1160) P
Age (years) 51+9 54+8 <0.001
Gender (% male) 41.0 81.0 <0.001
BMI (kg/m?) 27.9 [25.4-30.8] 28.3 [25.9-31.1] 0.004
Waist circumference (cm) 94+11 98+ 10 <0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 112 [104-123] 116 [106-127] <0.001
Diastolic blood pressure (mmHg) 70.5 [65.0-76.0] 71.0 [65.5-77.5] 0.011
Visceral adipose fat (cm?) 139 [105-181] 168 [129-215] <0.001
Alanine aminotransferase (IU/L) 24[18-34] 26 [19-36] 0.025
Aspartate aminotransferase (IU/L) 25 [21-30] 26 [22-31] 0.001
Total cholesterol <200 mg/dL (%) 36.4 20.3 <0.001
LDL-C 2130 mg/dL (%) 29.6 16.1 <0.001
Hipoalphalipoproteinemia (%) 52.1 67.1 <0.001
Non-HDL-C >160 mg/dL (%) 27.9 19.5 <0.001
Hypertriglyceridemia (%) 47.3 56.2 <0.001
Obesity (%) 30.3 35.1 0.009
Abdominal obesity (%) 81.2 83.7 0.067
Type 2 diabetes mellitus (%) 9.6 35.5 <0.001
Hyperinsulinemia (%) 52.2 66.1 <0.001
Insulin resistance (%) 54.2 72.8 <0.001
Hypertension (%) 18.9 68.1 <0.001
High visceral abdominal fat (%) 54.7 64.7 <0.001
Current smoking (%) 22.6 11.6 <0.001
Hypoadiponectinemia (%) 42.9 57.6 <0.001
High sensitivity CRP 23 mg/L (%) 26.7 20.5 0.002
Hyperuricemia (%) 20.5 36.1 <0.001

Data are shown as mean * standard deviation, median [interquartile range], or percentage. Comparisons were made using Student’s ¢ test
or Mann—Whitney U-test, as appropriate, for continuous variables, and by chi-square analysis for categorical variables.
BMI, body mass index; CAD, coronary artery disease; CRP, C-reactive protein; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C,

low-density lipoprotein cholesterol.
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TABLE 2. ASSOCIATION BETWEEN INTERLEUKIN-23 A POLYMORPHISMS AND PREMATURE CORONARY DISEASE
Polymorphism Genotype frequency MAF Model OR [95% CI] p
r$2066808 AA AG GG Additive 1.179 [0.906-1.535] 0.221
Control (n=1089) 0.851 0.146 0.003 0.076 Dominant 1.125 [0.848-1.491] 0.414
Recessive 4.567 [1.030-20.24] 0.046
CAD (n=1160) 0.848 0.142 0.009 0.081 Overdominant 1.049 [0.787-1.397] 0.787
Codominant 1 1.060 [0.796-1.413] 0.689
Codominant 2 4.606 [1.039-20.43] 0.044
rs11171806 GG GA AA Additive 1.163 [0.848-1.595] 0.349
Control (n=1089) 0.896 0.102 0.002 0.053 Dominant 1.176 [0.846-1.635] 0.334
Recessive 1.070 [0.175-6.539] 0.942
CAD (n=1160) 0.896 0.101 0.003 0.053 Overdominant 1.179 [0.844-1.645] 0.334

Codominant 1
Codominant 2

1.179 [0.845-1.646] 0.333
1.089 [0.178-6.666] 0.926

Models were adjusted for age, gender, BMI, current smoking, LDL-C and HDL-C, and HOMA-IR.

Bold numbers indicate significant associations.

CI, confidence interval; HOMA-IR, homeostasis model assessment-insulin resistance; MAF, minor allele frequency; OR, odds ratio.

Haplotype analysis

The polymorphisms were in high linkage disequilibrium
(D'=0.98, r2=0.64); however, a similar distribution of the
haplotypes constructed was observed in patients and healthy
controls (data not shown).

Discussion

In a group of 2249 Mexican individuals (1160 with
premature CAD and 1089 controls), we describe that the

152066808 polymorphism located near the IL-23A gene
could increase the genetic risk of developing premature
CAD. In premature CAD patients, the rs2066808 poly-
morphism could decrease the risk of hyperinsulinemia,
insulin resistance, and hypoalphalipoproteinemia, and in-
crease the risk of hyperuricemia, whereas the rs11171806
could decrease the risk of hyperinsulinemia and insulin
resistance. In contrast, in controls, the rs2066808 could
decrease the risk of hyperinsulinemia. As can be seen, the
association of the polymorphisms with cardiometabolic

TABLE 3. ASSOCIATION BETWEEN INTERLEUKIN-23A POLYMORPHISMS AND CARDIOMETABOLIC ABNORMALITIES
IN CORONARY ARTERY DISEASE PATIENTS

Genotype frequency MAF Model OR [95% CI] P
1s2066808 AA AG GG
Hyperinsulinemia
No (n=393) 0.835 0.147 0.018 0.092 Recessive 0.271 [0.075-0.987] 0.048

Yes (n=767) 0.856 0.139 0.005 0.075

Insulin resistance

No (n=316) 0.827 0.154 0.019 0.097
Yes (n=2844) 0.857 0.137 0.006 0.075

Hypoalphalipoproteinemia

Codominant 2 0.268 [0.074-0.976] 0.046

Recessive
Codominant 2

0.276 [0.079-0.963] 0.043
0.270 [0.077-0.942] 0.040

No (n=382) 0.851 0.131 0.018 0.084 Recessive 0.269 [0.076-0.951] 0.042
Yes (n=778) 0.847 0.148 0.005 0.079 Codominant 2 0.274 [0.077-0.971] 0.045
Hyperuricemia
No (n=741) 0.867 0.126 0.007 0.070 Additive 1.459 [1.076-1.979] 0.015
Yes (n=419) 0.817 0.168 0.014 0.099 Dominant 1.482 [1.061-2.070] 0.021
Overdominant 1.412 [1.008-2.003] 0.045
Codominant 1 1.436 [1.018-2.025] 0.039
rs11171806 GG GA AA
Hyperinsulinemia
No (n=393) 0.869 0.129 0.003 0.066 Additive 0.677 [0.464-0.988] 0.043
Yes (n=767) 0.909 0.087 0.004 0.048 Dominant 0.645 [0.433-0.960] 0.031
Overdominant 0.632 [0.422-0.946] 0.026
Codominant 1 0.632 [0.422-0.947] 0.026
Insulin resistance
No (n=316) 0.862 0.135 0.003 0.071 Additive 0.659 [0.446-0.974] 0.037
Yes (n=2844) 0.908 0.089 0.004 0.048 Dominant 0.632 [0.419-0.954] 0.029
Overdominant 0.625 [0.412-0.949] 0.027
Codominant 1 0.625 [0.412-0.948] 0.027

Models were adjusted for age, gender, and BMI.
All significant models are shown.
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TABLE 4. ASSOCIATION BETWEEN INTERLEUKIN-23A POLYMORPHISMS AND CARDIOMETABOLIC
ABNORMALITIES IN CONTROL SUBJECTS

Genotype frequency MAF Model OR [CI 95%] P
Hyperinsulinemia
rs11171806 GG GA AA
No (n=519) 0.882 0.114 0.004 0.061 Additive 0.645 [0.418-0.997] 0.049
Yes (n=570) 0.908 0.092 0.000 0.046

Models were adjusted for age, gender, and BMI.

parameters was different in premature CAD patients and
healthy controls, with the most important effect in patients.
In this group, both polymorphisms could decrease the risk of
hyperinsulinemia and insulin resistance, two related char-
acteristics. Thus, patients with the rs2066808G and
rs11171806A alleles have low insulin resistance, and in
consequence they do not need the insulin resistance/com-
pensatory hyperinsulinemia, having low risk for this con-
dition.

IL-23 is a heterodimeric cytokine with important effects
in the immune system through its participation in the in-
flammatory process. IL-23 has been associated with the
development of several inflammatory disorders such as
rheumatoid arthritis (Rong er al., 2012), systemic lupus er-
ythematosus (Xia et al., 2015), psoriasis (Mudigonda et al.,
2012), ulcerative colitis (Mohammadi et al., 2011), and
inflammatory bowel disease (Yen et al., 2006). Its role in the
development of atherosclerosis has been studied in animal
models and humans with contradictories results (Khojasteh-
Fard et al., 2012; Savvatis ef al., 2014; Abbas et al., 2015;
Posadas-Sanchez and Vargas-Alarcon, 2018).

It is well know that IL-23 secretion is limited by the tissue
and cell-restricted expression of pl9 subunit (Oppmann
et al., 2000), encoded by the IL-23A gene. Thus, functional
genetic variants within the IL-23A gene could have impor-
tant impact on immune response and could be candidate
gene for association studies (Tindall and Hayes, 2010).
Association studies of the IL-23A polymorphisms with some
diseases have been reported (Catanoso et al., 2013; Costa
et al.,, 2013; Li et al., 2016). The IL-23A rs2066808,
152371494, and rs11575248 polymorphisms were associated
with susceptibility to multiple sclerosis in Chinese Han
population (Li et al., 2016), whereas in Brazilians, the GG
haplotype of rs11171806 and rs2066808 polymorphisms
decreases the risk of type 1A diabetes mellitus (Costa et al.,
2013). In contrast, in German and Chinese cohorts, the
152066808 polymorphism was associated with susceptibility
to psoriasis (Nair et al., 2009; Chen et al., 2011), whereas in
Spaniards, this polymorphism was associated with psoriatic
arthritis (Eiris et al., 2012). Two independent cohorts of
Romanians and Caucasians (British and Ireland) confirm
these results (Bowes et al., 2011; Popa et al., 2013). Un-
fortunately, at the present time, there are no studies that
have evaluated the association of polymorphism within or
near the IL23A gene with the development of cardiovascular
disease. In our study, we confirm the important role of the
rs2066808 polymorphism now in a cardiovascular disease,
the premature CAD.

IL-23 is a cytokine that is included in the IL-12 family
together with IL-12, IL-27, and IL-35 cytokines. This family
consists of a single group of a/f heterodimeric cytokines

composed of one of three alpha chains (p19 encode by IL-
23A, p28 encode by IL-27p28, or p35 encode by IL-12A)
and one of two beta chains [p40 encoded by IL-12B gene or
Epstein—Barr virus-induced gene 3 (EBI3) encoded by
EBI3] (Vignali et al., 2012). Previously, in the same cohort
reported in this study, we analyzed the association of the
polymorphisms of the IL-27p28, IL-12A, and EBI3 genes
with premature CAD (Posadas-Sanchez et al, 2017b,
2017c). With the analysis of IL-23A polymorphisms, we
complete the study of polymorphisms located in genes that
encode the subunits that constitute the IL-12 family cytokine
in our cohort of patients with premature CAD.

In contrast, the association of the rs2066808 polymor-
phism located near the IL-23A gene with premature CAD
reported in this study is in accordance with the proin-
flammatory effects of this cytokine. This polymorphism is
located in an intronic region of the STAT2 (signal trans-
ducer and activator of transcription) gene and could alter
RNA splicing by disrupting splice site enhancers or silenc-
ers, resulting in an isoform of this molecule with altered
function. STAT?2 is a transcription activator related with the
signal transduction pathway of type 1 interferon (Platanias,
2005) and with immunosuppressive function (Yi et al.,
2012). The potential role of STAT2 in atherosclerosis has
been previously described in an animal model (Lagor ef al.,
2014). In this study, it was reported that ApoF-deficient
mice under Western diet are protected from atherosclerosis
and is suggested that this protection is related with a reduced
expression of STAT2 gene. STAT together with IRF (in-
terferon regulatory factor) plays an important role in fun-
damental cellular process such as development, apoptosis,
cell growth and differentiation, immune response, and in-
flammation (Levy and Darnell, 2002), all of them process
involved in the developing atherosclerosis.

It is important to consider that our control group included
only individuals without CAC evaluated by tomography.
The subjects with calcium score >0 were considered as in-
dividuals with subclinical atherosclerosis and were not in-
cluded as control individuals. The proportion of Caucasian,
Native American, and African ancestries was similar in
patients and controls, so population stratification was ruled
out as a potential confounding factor. An important number
of clinical, biochemical, and tomographic variables were
collected in the studied groups that allowed adjustment of the
analyses for a large number of potential confounders. De-
spite all of these strengths of our study, some limita-
tions should also be considered. First, we only determined
two polymorphisms that were previously associated with
inflammatory diseases in other populations. Second, due to
the transversal character of the study, conclusions on cau-
sality cannot be made. Third, the functional effect of the
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polymorphisms was not defined experimentally. Finally, the
statistical power to detect association of the rs11171806
polymorphism with premature CAD was <40%, so, the
result reported in our study of this polymorphism must be
taken with care.

In summary, our data suggest that the rs2066808 poly-
morphism located near the /L-23A gene could increase the
genetic risk of premature CAD. Both polymorphisms stud-
ied were associated with some cardiometabolic parameters
principally in the patient group. Associations with hyper-
insulinemia, insulin resistance, hypoalphalipoproteinemia,
and hyperuricemia were reported.
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IL-12B Polymorphisms Are Associated
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The aim of this study was to evaluate the association of the IL-12B polymorphisms with the presence of
premature coronary artery disease (pCAD) and with cardiovascular risk factors. The study included 2163
individuals (1133 patients with pCAD and 1030 healthy controls). Seven IL-12B polymorphisms (rs1363670,
rs3212220, rs3212227, 1s6887695, rs1433048, rs2853694, and rs1368439) were determined by TagMan assays.
The associations were evaluated by logistic regression using inheritance models adjusted for confounding
variables. The rs1363670 was associated with a low risk of pCAD (odds ratio [OR] 0.718, pgominant=0.034; OR
0.701, pheterozygote =0.024; OR 0.702, pcodominant1 =0.025). The association of the polymorphisms with car-
diovascular risk factors was evaluated independently in each group. In controls, the rs3212227, rs3212220, and
rs6887695 polymorphisms were associated with subcutaneous abdominal fat > p75, whereas the rs6887695 was
associated with a high risk of central obesity. In pCAD patients, the rs2853694 was associated with a low risk of
insulin resistance; and association of rs3212227 and rs3212220 with a low risk of metabolic syndrome was
found, and the rs6887695 polymorphism was nominally associated with a high risk of hyperuricemia. In
conclusion, the IL-12B rs1363670 polymorphism was associated with a low risk of pCAD, and in both pCAD
patients and healthy controls, some IL-12B polymorphisms were associated with cardiovascular risk factors.

Keywords: beta p40 subunit, coronary artery disease, cardiovascular risk factors, polymorphisms

Introduction erosclerosis and have a relevant influence on its pathogene-
sis. Interleukin (IL)-23 plays a central role in inflammation

CARDIOVASCULAR DISEASES ARE currently the main cause  because it promotes the Thl cell differentiation, stimulates
of death worldwide; in fact, coronary artery disease the proliferation of the T memory cells, and is critical in the
(CAD) plays a central role (Benjamin et al., 2019). CAD is  development of proinflammatory Th17 populations (Aggar-
a consequence of the atherosclerosis, which is the most wal et al., 2003). IL-23 has been related to several inflam-
important and well-known artery disease. Furthermore, ath- matory disorders, such as rheumatoid arthritis (Rong et al.,
erosclerosis has a life-long course and is initially asymp- 2012), ulcerative colitis (Mohammadi et al., 2011), psoriasis
tomatic; it is a chronic, progressive, and multifactorial (Mudigonda et al., 2012), systemic lupus erythematosus (Xia
disease modulated by genetic and environmental factors et al, 2015), and inflammatory bowel diseases (Yen et al.,
(Stein et al., 2019). In recent years, an increasing number of  2006). Some reports have suggested the participation of
observations have shown that inflammation plays an impor- IL-23 in the development of atherogenesis (Duvallet et al.,
tant role in the pathogenesis of atherosclerosis and its com-  2011). However, the results in animal models and humans are
plications; as a matter of fact, atherosclerosis is nowadays contradictory. In an animal model (IL-23p19™~ mice), Sav-
considered an inflammatory disease (Hansson, 2005). It is  vatis et al. (2014) reported that after myocardial infarction,
well known that cytokines are involved in all stages of ath- IL-23 deficiency results in myocardial inflammation, lower
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cardiac fibroblast activation, adverse remodeling, ventricular
rupture, and increased mortality; these findings suggest an
antiatherogenic effect of this cytokine. In contrast, in pe-
ripheral arterial disease patients, an increase in IL-23 serum
levels and a higher IL-23 expression in human carotid lesions
were observed (Erbel et al., 2011; David et al., 2012). Si-
milarly, high levels of IL-23 were detected in patients with
carotid atherosclerosis when compared with healthy controls.
These high levels were associated with disease progression
and increased mortality (Abbas et al., 2015). The structure of
this cytokine includes the alpha subunit (p19; encoded by
IL-23A gene) and the beta subunit (p40; encoded by IL-12B
gene). IL-23A and IL-12B genes are polymorphic. Poly-
morphisms present in the /L-12B gene have been associated
with psoriasis (Cargill et al., 2007), type 1 (Windsor et al.,
2004) and type 2 diabetes mellitus (Yaghini et al., 2012),
multiple sclerosis (van Veen et al., 2001), and ankylosing
spondylitis (Wong et al., 2012). However, information re-
garding the association of polymorphisms present in the IL-
12B gene with CAD is scarce. In a small Japanese cohort,
Momiyama et al. (2005), failed to show an association be-
tween rs3212227 IL-12B polymorphism and the presence or
severity of CAD (diagnosed by angiography). These results
are in agreement with those reported by Mangino et al.
(2008) in patients with myocardial infarction from a British
cohort. Thus, the aim of the present study was to evaluate the
association of the IL-12B polymorphisms with premature
CAD (pCAD) and with cardiovascular risk factors in a cohort
of Mexican individuals.

Materials and Methods
Subjects

We included 2163 individuals (1133 patients with pCAD
and 1030 healthy controls) from the Genetics of Athero-
sclerotic Disease (GEA) Mexican study, which was ap-
proved by Bioethics and Investigation Committee of the
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (Project
number 19-1104). pCAD was defined as a history of myo-
cardial infarction, angioplasty, revascularization surgery, or
coronary stenosis >50% on angiography, diagnosed before
age 55 in men and before age 65 in women. Controls were
apparently healthy asymptomatic individuals without a
family history of pCAD, recruited from blood bank donors
and through brochures posted in social service centers. Ex-
clusion criteria included congestive heart failure and liver,
renal, thyroid, or oncological disease. Standardized ques-
tionnaires were applied to all participants to obtain demo-
graphic information, history of nutritional habits, physical
activity, family medical history, alcohol consumption, and
pharmacological treatment. Demographic, clinical, anthro-
pometric, biochemical parameters, and cardiovascular risk
factors were evaluated in all individuals as previously de-
scribed (Medina-Urrutia et al., 2015; Posadas-Sanchez et al.,
2017a, 2017b). All participants provided informed consent.
The study was conducted in accordance with the Helsinki
Declaration.

Computed axial tomography study

All individuals underwent a computed tomography scan
of the chest and abdomen. Then, we determined (i) the
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coronary artery calcification (CAC) score using the Agat-
ston method (Mautner et al., 1994), (ii) total abdominal fat,
subcutaneous and visceral abdominal fat (SAF and VAF)
areas according to the procedure used by Kvist (Kvist et al.,
1988), and (iii) hepatic to splenic attenuation ratio as pre-
viously reported by Longo et al. (1993) were determined
after performing a computed tomography of the chest and
abdomen in all individuals. Of the 1479 control individuals
included in the GEA study, 449 had a CAC score >0 and
were considered as individuals with subclinical atheroscle-
rosis, whereas 1030 subjects had a CAC score of zero and
hence formed the group of healthy controls.

Genetic analysis

High-molecular-weight genomic DNA was extracted
from peripheral blood using the QIAamp DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN, Hilden, Germany). According to the manu-
facturer’s instructions (Applied Biosystems, Foster City,
CA), 151363670, 1s3212220, rs3212227, 136887695,
rs1433048, rs2853694, and rs1368439 IL-12B polymor-
phisms were determined using 5° exonuclease TagMan
genotyping assays on an ABI Prism 7900HT Fast Real-Time
PCR system. To corroborate the adequate assignment of the
genotypes in the TagMan assays, we randomly selected and
repeated 10% of the samples. These samples were 100%
concordant in two independent assays.

Statistical analyses

Data are expressed as the mean (standard deviation), me-
dian (interquartile range), or frequencies. Analysis of con-
tinuous and categorical variables was made using Student’s t,
Mann-Whitney U, and chi-squared tests as appropriate. As-
sociations of polymorphisms with pCAD, and cardiovascular
risk factors under codominant 1, codominant 2, heterozygote,
additive, recessive, and dominant models were evaluated
using logistic regression analysis. All models were adjusted
for confounding variables. Models were constructed using
one variable at a time; final models included variables with
biological relevance or with statistical significance, or both.
The statistical power to detect associations was estimated
with QUANTO software (biostats.usc.edu/Quanto.html). All
the study polymorphisms studied were in Hardy—Weinberg
equilibrium (p > 0.05). We used SPSS software v15.0 (SPSS,
Chicago, IL) for all analyses. A p-value <0.05 was considered
significant. Pairwise linkage disequilibrium (LD, D’) esti-
mations between polymorphisms and haplotype recon-
struction were performed with Haploview version 4.1
(Broad Institute of Massachusetts Institute of Technology
and Harvard University, Cambridge, MA)

Results
Clinical and cardiovascular risk factors

In Table 1, clinical and biochemical characteristics, as well
as demographic, lifestyle, and tomographic data of the study
population are shown. Age, percentage of male, body mass
index (BMI), waist circumference, systolic and diastolic blood
pressure, VAF, alanine aminotransferase, aspartate amino-
transferase, hypoalphalipoproteinemia, hypertriglyceridemia,
obesity, type 2 diabetes mellitus (T2DM), hyperinsulinemia,
insulin resistance (IR), hypertension, hypoadiponectinemia,
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TABLE 1. ToMOGRAPHIC DATA, DEMOGRAPHIC, LIFESTYLE, CLINICAL, AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS
IN THE STUDY GROUPS

Control (n=1030) pCAD (n=1133) P
Age (years) 519 54+8 <0.001
Sex (% men) 41.0 81.0 <0.001
BMI (kg/m?) 27.9 [25.4-30.8] 28.3 [25.9-31.1] 0.004
Waist circumference (cm) 94+11 98110 <0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 112 [104-123] 116 [106-127] <0.001
Diastolic blood pressure (mmHg) 70.5 [65.0-76.0] 71.0 [65.5-77.5] 0.011
Visceral abdominal fat (cm®) 139 [105-181] 168 [129-215] <0.001
ALT (IU/L) 24 [18-34] 26 [19-36] 0.025
AST (UI/L) 25 [21-30] 26 [22-31] 0.001
Total cholesterol <200 mg/dL (%) 36.4 20.3 <0.001
LDL-cholesterol 2130 mg/dL (%) 29.6 16.1 <0.001
Hypoalphalipoproteinemia (%) 52.1 67.1 <0.001
Non-HDL cholesterol >160 mg/dL (%) 27.9 19.5 <0.001
Hypertriglyceridemia (%) 473 56.2 <0.001
Obesity (%) 30.3 35.1 0.009
Abdominal obesity (%) 81.2 83.7 0.067
T2DM (%) 9.6 35.5 <0.001
Hyperinsulinemia (%) 52.2 66.1 <0.001
Insulin resistance (%) 54.2 72.8 <0.001
Hypertension (%) 18.9 68.1 <0.001
High visceral abdominal fat (%) 54.7 64.7 <0.001
Current smoking (%) 22.6 11.6 <0.001
Hypoadiponectinemia (%) 429 57.6 <0.001
hsCRP >3 mg/L (%) 26.7 20.5 0.002
Hyperuricemia (%) 20.5 36.1 <0.001

Data are shown as mean * standard deviation, median [interquartile range] or percentage. For continuous variables, comparisons were
made using Student’s z-test or Mann Whitney U test, as appropriate. Chi-squared analysis was performed for categorical variables.

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; pCAD, premature coronary artery disease;
hsCRP, high sensitivity C-reactive protein; LDL, low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; T2DM, type 2 diabetes mellitus.

and hyperuricemia were higher in pCAD patients than healthy
controls. On the other hand, controls presented high levels of
total cholesterol, low-density lipoprotein-cholesterol (LDL-
C), non-high-density lipoprotein-cholesterol, and high sensi-
tivity C-reactive protein when compared with pCAD patients.

Association of IL-12B polymorphisms with pCAD

Distribution  of rs3212220, 153212227, 1s6887695,
rs1433048, rs2853694, and rs1368439 polymorphisms was
similar in pCAD patients and healthy controls. On the other
hand, under different models, the rs1363670 polymorphism was
associated with a low risk of pCAD (odds ratio [OR]=0.718,
95% confidence interval [CI]: 0.528-0.976, pgominant = 0.034;
OR=0.701, 95% CL 0.514-0.955, Pheterozygote =0.024;
OR=0.702, 95% CI=0.515-0.958, pcodominant1 =0.025)
(Table 2). The models were adjusted for age, sex, BMI,
current smoking, LDL-C, T2DM, and apolipoprotein A.

Association of the IL-12B polymorphisms
with cardiovascular risk factors

The association of the IL-I2B polymorphisms with
cardiovascular risk factors was evaluated independently in
pCAD patients and healthy controls. In healthy controls,
under different inheritance models, the rs3212227
(OR=0.759, paaditive =0.031; OR=0.603, paominant = 0.008;
OR=0.693, pheterozygote =0.040; OR=0.605, pcodominanti =
0.011), rs3212220 (OR=0.770, paqditive=0.041; OR=0.585,
Ddominant = 0.005; OR =0.646, Ppeterozygote =0.015; OR=0.558,

Peodominant1 = 0.004), and rs6387695 (OR =0.660, Pheterozygote =
0.021; OR =0.652, pcodominant1 = 0.025) polymorphisms were
associated with SAF > p75. In the same way, rs6887695 was
associated with a high risk of central obesity (OR=2.272,
precessive=0'029; OR=23697 Pcodominant1 =0030) (Tab]e 3)
The table included only associations with statistical power
higher than 80%. Associations with a statistical power lower
than 80% are shown in Supplementary Table S1.

In pCAD patients, under different inheritance models, the
rs2853694 was associated with a low risk of IR (OR=0.743,
Padditive =0.005; OR=0.711, pygominant=0.015; OR=0.624,
Precessive=0.034; OR=0.543, pcodominant1 =0.009). In the
same way, the 1s3212227 (OR =0.757, pheterozygote = 0.027)
and rs3212220 (OR=0.768, Pheterozygote =0.038) polymor-
phisms were associated with a low risk of metabolic syn-
drome. Finally, the rs6887695 polymorphism was associated
with a high risk of hyperuricemia (OR=1.565, pecessive=
0.025) (Table 4). The table included only associations with
statistical power higher than 80%. Associations with a sta-
tistical power lower than 80% are shown in Supplementary
Table S2.

Haplotype analysis

In this analysis, only the rs3212227 and 1rs3212220
polymorphisms were in linkage disequilibrium (D’=0.88)
(Supplementary Fig. S1). Seven different haplotypes were
observed, however, none of them was associated with the
presence of pCAD (Supplementary Table S3). The clinical
data spreadsheet is included in the Supplementary Data.
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TABLE 2. ASSOCIATIONS OF [L-12B POLYMORPHISMS WITH PREMATURE CORONARY ARTERY DISEASE
Polymorphism Genotype frequency MAF Model OR [95% CI] p
rs1368439 T G GG
Control (n=1030) 0.856 0.137 0.007 0.075 Additive 0.906 [0.680-1.208] 0.503
Dominant 0.890 [0.655-1.209] 0.456
pCAD (n=1133) 0.867 0.129 0.005 0.069 Recessive 1.104 [0.281-4.342] 0.888
Heterozygote 0.882 [0.646-1.204] 0.429
Codominant 1 0.882 [0.646-1.206] 0.431
Codominant 2 1.086 [0.276-4.275] 0.906
rs3212227 T G GG
Control (n=1030) 0.336 0.498 0.166 0.415 Additive 0.917 [0.786-1.070] 0.270
Dominant 0.876 [0.702-1.093] 0.242
pCAD (n=1133) 0.351 0.499 0.150 0.399 Recessive 0.923 [0.692-1.231] 0.586
Heterozygote 0.926 [0.750-1.143] 0.475
Codominant 1 0.896 [0.711-1.129] 0.352
Codominant 2 0.852 [0.621-1.168] 0.319
1s2853694 T G GG
Control (n=1030) 0.498 0.405 0.097 0.300 Additive 1.111 [0.945-1.305] 0.202
Dominant 1.148 [0.939-1.416] 0.199
pCAD (n=1133) 0.468 0.436 0.096 0.314 Recessive 1.127 [0.786-1.615] 0.517
Heterozygote 1.104 [0.893-1.365] 0.361
Codominant 1 1.137 [0.912-1.418] 0.255
Codominant 2 1.197 [0.823-1.742] 0.347
rs3212220 cc CA AA
Control (n=1030) 0.332 0.492 0.176 0.422 Additive 0.914 [0.785-1.065] 0.249
Dominant 0.874 [0.699-1.092] 0.235
pCAD (n=1133) 0.347 0.495 0.158 0.406 Recessive 0.914 [0.690-1.210] 0.529
Heterozygote 0.932 [0.755-1.151] 0.513
Codominant 1 0.882 [0.697-1.117] 0.298
Codominant 2 0.848 [0.620-1.161] 0.305
rs1433048 AA AG GG
Control (n=1030) 0.843 0.150 0.008 0.082 Additive 0.770 [0.578-1.025] 0.074
Dominant 0.745 [0.551-1.008] 0.057
pCAD (n=1133) 0.872 0.124 0.004 0.066 Recessive 1.016 [0.253-4.080] 0.982
Heterozygote 0.737 [0.542-1.003] 0.052
Codominant 1 0.737 [0.542-1.003] 0.052
Codominant 2 0.975 [0.243-3.918] 0.971
rs1363670 GG GC T
Control (n=1030) 0.846 0.151 0.003 0.079 Additive 0.745 [0.553-1.003] 0.053
Dominant 0.718 [0.528-0.976] 0.034
pCAD (n=1133) 0.877 0.120 0.003 0.063 Recessive 2.035 [0.298-13.87] 0.468
Heterozygote 0.701 [0.514-0.955] 0.024
Codominant 1 0.702 [0.515-0.958] 0.025
Codominant 2 1.941 [0.284-13.25] 0.499
rs6887695 GG GC cc
Control (n=1030) 0.417 0.459 0.123 0.353 Additive 0.965 [0.823-1.131] 0.658
Dominant 0.998 [0.807-1.235] 0.987
pCAD (n=1133) 0.351 0.499 0.150 0.344 Recessive 0.857 [0.614-1.197] 0.365
Heterozygote 1.062 [0.860-1.311] 0.578
Codominant 1 1.032 [0.825-1.290] 0.785
Codominant 2 0.871 [0.612-1.240] 0.445

In bold are shown the significant models.

Models were adjusted for age, sex, BMI, current smoking, low-density lipoprotein cholesterol, T2DM, and apolipoprotein A.

OR, odds ratio; CI, confidence interval; MAF, minor allele frequency.

Discussion

In a cohort of Mexican individuals, we reported the asso-
ciation of the IL-12B rs1363670 polymorphism with a low
risk of pCAD. In healthy controls, the rs3212227, rs3212220,

and rs6887695 polymorphisms were associated with a low
risk of SAF > p75, while rs6887695 was associated with a
high risk of central obesity. In contrast, in pCAD patients,
rs2853694 was associated with a low risk of IR; rs3212227
and rs3212220 were additionally associated with a low risk of
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TABLE 3. ASSOCIATIONS OF THE IL-12B POLYMORPHISMS WITH CARDIOVASCULAR RISK FACTORS
IN HEALTHY CONTROLS

Polymorphisms Genotype frequency MAF Model OR [95% CI] p
SAF > p75
rs3212227 T TG GG
No (n=519) 0.320 0.500 0.180 0.430 Additive 0.759 [0.590-0.976]  0.031
Yes (n=511) 0.359 0.486 0.155 0.397 Dominant 0.603 [0.415-0.874]  0.008
Heterozygote 0.693 [0.489-0.984] 0.040
Codominant 1 ~ 0.605 [0.410-0.893] 0.011
rs3212220 cC CA AA Additive 0.770 [0.600-0.990]  0.041
No (n=519) 0.316 0.500 0.184 0.433  Dominant 0.585 [0.402-0.850]  0.005
Yes (n=511) 0.355 0.476 0.169 0.406  Heterozygote  0.646 [0.455-0.917] 0.015
Codominant 1 ~ 0.558 [0.375-0.829] 0.004
rs6887695 GG GC cc
No (n=519) 0.378 0.492 0.129 0.375 Heterozygote  0.660 [0.465-0.938] 0.021
Yes (n=511) 0.458 0.428 0.114 0.328 Codominant 1  0.652 [0.448-0.947]  0.025
Central obesity
156887695 GG GC cc
No (n=194) 79 (0.407) 92 (0.474) 23 (0.119)  0.356  Recessive 2.272 [1.090-4.736]  0.029
Yes (n=836) 351 (0.420) 380 (0.455) 105 (0.125) 0.353 Codominant 1  2.369 [1.086-5.169]  0.030

Models were adjusted for age, sex, and BMI.
SAF, subcutaneous abdominal fat.

metabolic syndrome, and the rs6887695 polymorphism was
associated with a high risk of hyperuricemia. Two polymor-
phisms (rs3212227, and rs3212220) were associated in both
groups with different conditions: in controls with a low risk
of SAF and in pCAD patients with a low risk of metabolic
syndrome.

IL-23 cytokine is composed of two subunits: the alpha p19
subunit encoded by the IL-23A gene and the beta p40 subunit
encoded by IL-12B gene. Previously, in the same cohort of
individuals, we evaluated the association of the IL-23A
polymorphisms with the presence of pCAD and cardiovas-
cular risk factors (Vazquez-Vazquez et al., 2019) and de-
tected two [L-23A polymorphisms (rs2066808, and
rs11171806) associated with a low risk of IR; in fact,

rs2066808 was associated with a high risk of hyperuricemia.
These results agree with the findings in the present study
when we analyzed the IL-12B gene polymorphisms. In pCAD
patients, we detected one polymorphism (rs2853694) asso-
ciated with a low risk of IR and another (rs6887695) with a
high risk of hyperuricemia. Previous studies have shown that
IR is significantly associated with the development and
progression of coronary atherosclerosis (An et al., 2012; Ig-
uchi et al., 2014). Hanley et al. (2002) analyzed the cohort of
the San Antonio Heart Study and reported an independent
association between IR and the risk of CAD. In the same way,
Eddy et al. (2009) reported that IR was the single most fre-
quent cause of CAD. Several cross-sectional and prospective
studies provide clinical evidence that IR, in nondiabetic

TABLE 4. ASSOCIATION OF THE IL-12B POLYMORPHISMS WITH CARDIOVASCULAR RISK FACTORS
IN PREMATURE CORONARY ARTERY DISEASE PATIENTS

Polymorphism Genotype frequency MAF Model OR [95% CI] P
Insulin resistance
152853694 T TG GG
No (n=309) 0.410 0.466 0.125 0.356 Additive 0.743 [0.605-0.913] 0.005
Yes (n=2824) 0.490 0.423 0.087 0.300 Dominant 0.711 [0.541-0.935] 0.015
Recessive 0.624 [0.404-0.964] 0.034

Metabolic syndrome
1s3212227 T TG GG

Codominant 2 0.543 [0.343-0.860] 0.009

No (n=478) 0.328 0.536 0.136 0.404 Heterozygote 0.757 [0.589-0.971] 0.027
Yes (n=655) 0.368 0.472 0.160 0.396

rs3212220 cc CA AA
No (n=478) 0.326 0.531 0.142 0.408 Heterozygote 0.768 [0.598-0.986] 0.038
Yes (n=655) 0.362 0.469 0.169 0.404

Hyperuricemia 1126

156887695 GG GC cC

No (n=717) 0.414 0.495 0.091 0.338 Recessive 1.565 [1.059-2.314] 0.025

Yes (n=416) 0.421 0.446 0.133 0.356

The models were adjusted for age, sex, and BMI.
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subjects, is a major cardiovascular risk factor, independently
of others (Tzagournis et al., 1968; Adeva-Andany et al.,
2019). Considering this information, we suggest an associa-
tion of the /L-12B and IL-23A polymorphisms with a low risk
of IR and in consequence with a low risk of the pCAD de-
velopment in our population. On the other hand, several
meta-analysis of observational studies have found that hy-
peruricemia could significantly increase the risk of coronary
heart disease and the risk of coronary events (Wheeler et al.,
2005; Kim et al., 2010; Braga et al., 2016; Li et al., 2016).
The association of hyperuricemia with CAD can be explained
by the fact that uric acid may stimulate the proliferation of
vascular smooth cells, reduce the production of nitric oxide,
and diminish the activity of vascular nitric oxide (Waring
etal.,2002; Dawson et al., 2007). Moreover, it is well known
that high levels of uric acid are associated with high levels of
proinflammatory cytokines (Ruggiero et al., 2006) and, in
consequence, with a high risk of cardiovascular diseases
(Tiong and Brieger, 2005). In pCAD patients herein, the 7L-
12B 156887695 polymorphism was associated with a high
risk of hyperuricemia. Based on this result, and the associa-
tion of the IL-23A rs2066808 polymorphism with a high risk
of hyperuricemia (previously reported in our cohort), we can
suggest a link between these polymorphisms, the risk of
hyperuricemia, and the risk of CAD.

The polymorphisms for which we detected an association
in this study, had been previously associated with some
diseases. Namely, rs1363670 has been associated with
Crohn’s disease (Henckaerts et al., 2009; Ferguson et al.,
2010; Vermeire et al., 2010), while rs3212227 has been
associated with rheumatoid arthritis (Wang et al., 2015;
Manolova et al., 2020), pulmonary tuberculosis (Morris
et al., 2011), breast cancer (Kaarvatn et al., 2012), type 1
diabetes mellitus (Morahan et al., 2009), and ankylosing
spondylitis (Wong et al., 2012) On the other hand,
rs3212220 has shown a significant association with not only
pulmonary tuberculosis (Abhimanyu et al., 2011; Morris
et al., 2011) but also psoriasis (Cargill et al., 2007). Leprosy
(Ali et al., 2013) and Crohn’s disease (McGovern et al.,
2009) have been associated with rs2853694. In addition, an
association of relapsing—remitting multiple sclerosis (Javan
et al., 2017) and psoriatic arthritis (Kaarvatn et al., 2012)
with rs6887695 has been documented. Of note, some of
these polymorphisms have been associated with variations
in the levels/expression of p40 and IL-23 (Stanilova and
Miteva, 2005; Morahan et al., 2009; Kaarvatn et al., 2012;
Manolova et al., 2020). The rs3212227 has been associated
with variations in levels of IL-12p40 and/or IL-23 in pa-
tients with ankylosing spondylitis, rheumatoid arthritis, and
brucellosis (Eskandari-Nasab et al., 2013; Ivanova et al.,
2019; Manolova et al., 2020). Also, it has been associated
with IL-12 mRNA expression in healthy individuals (Wei
et al., 2016). On the other hand, the rs3212220 has been
associated with IL-12 levels in patients with pulmonary tu-
berculosis (Abhimanyu et al., 2011). These data support the
functional effect of the rs3212227 and 3212220 polymor-
phisms, that in our study were associated with SAF > p75 and
metabolic syndrome. Only two studies have analyzed the
association of the IL-12B polymorphisms with cardiovascular
diseases: one of them in patients with CAD (Momiyama
et al., 2005) and the other in patients with myocardial in-
farction (Mangino et al., 2008). It has been reported that IL-
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12B can induce the expression of interferon (IFN)-vy, leading
to the differentiation and proliferation of Thl (Trinchieri
et al., 2003). Alternatively, it has been reported that a defi-
ciency in p40 results in a weakened migration of dendritic
cells and a decreased ability to activate naive T cells (John-
ston et al., 2013; Lim et al., 2013; Li et al., 2014).

Beta p40 subunit is also part of IL-12 and, together with
IL-23, IL-27, and IL-35, constitutes the IL-12 cytokine
family (Posadas-Sanchez and Vargas-Alarcon, 2018). IL-12,
known as the Thl-response master controller, stimulates T
and NK cells to produce IFN-y, which induces multiple
proatherogenic processes in the atherosclerotic lesion
(Hansson et al., 2006). Gunsten et al. (2009) reported that
the homodimerization of p40 could generate IL12p80,
which abrogates IL-12 and IL-23 downstream signaling
through binding to IL-122R subunit.

The strengths of the present study are the following. First,
we included individuals belonging to a Mexican cohort that
had been evaluated from the demographic, clinical, an-
thropometric, biochemical, and tomographic points of view.
This allowed us to analyze an important number of car-
diovascular risk factors and, at the same time, adjust the
study considering possible confounders. Second, in the
control group, a computer axial tomography study was
carried out, and in the genetic study, we formed a control
group of only individuals with a CAC score of zero. Third,
in the results section, we only included the associations with
a statistical power >80%. Finally, considering that the
Mexican population is an admixture of Caucasian, Amer-
indian, and African genes and to avoid the population
stratification as a bias or confounding factor, the individuals
(patients and controls) of the GEA study were evaluated
using 256 ancestry markers. These results showed that
global ancestry was not significantly different between
pCAD patients and healthy controls (Posadas-Sanchez et al.,
2017a, 2017b). The study limitations should be considered.
It was not possible to measure the /L-12B gene expression in
the study groups, and so, we could not establish if there were
differences in this expression in pCAD patients and healthy
controls. This limitation also prevented us from establishing
whether there were associations between the genotypes of
the polymorphisms studied here and the IL-12B gene ex-
pression. On the other hand, we did not include experi-
mental designs to establish the functionality of the study
polymorphisms. Finally, conclusions on causality cannot be
made because of the transversal character of the study,

In summary, our results indicate that IL-12B rs1363670
polymorphism was associated with a low risk of pCAD. In
controls, an association with SAF >75 (rs3212227, rs3212220,
and rs6887695) and with central obesity (rs6887695) was de-
tected. On the other hand, in pCAD patients, the polymor-
phisms were associated with a low risk of IR (rs2853694),
metabolic syndrome (rs3212227 and rs3212220), and high risk
of hyperuricemia (rs6887695).
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