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n el presente estudio evaluamos si los niveles

de IL-18, IL-17, IL-10, PCR y ADMA estan al-

terados en los pacientes con IC y si la etiolo-
gia de la IC (isquémica o no-isquémica) determina alguna
diferencia. Se incluyeron 113 pacientes con IC isquémi-
ca, hipertensiva o idiopatica, junto con 97 sujetos sanos.
Hubo aprobacion por Comité de Bioética y se obtuvie-
ron consentimientos informados. Se cuantificaron nive-
les plasméaticos de mediadores y se realizaron ecografia
en reposo y en esfuerzo, angiografia coronaria y prueba
de caminata 6min. Los sintomas de IC se categorizaron
mediante la escala NYHA. Los pacientes con IC tuvie-
ron mayor concentraciéon sanguinea de IL-18, IL-17, PCR
(p<0.0001) y menor concentracién de IL-10 (p<0.001).
Observamos diferencias significativas en niveles de IL-17 y
PCR entre pacientes con IC-Isquémica vs. aquellos con IC-
No Isquémica. Conclusién: Los pacientes con IC tienen
un balance inflamatorio incrementado; la etiologia isqué-
mica de la IC se asocié con mayores niveles de algunas
citocinas inflamatorias.
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Abstract
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n the present study we assessed whether the levels

of IL-18, IL-17, IL-10, RCP and ADMA are altered in

patients with HF and if the etiology of HF (ischemic
or non-ischemic) could induce difference. We included
113 patients with ischemic, hypertensive or idiopathic HF,
along with 97 healthy subjects. The study was approved
by the Bioethics Committee and informed consents were
obtained. We quantified plasma levels of mediators and
an ultrasound test was performed at rest and under
stress, a coronary angiography and a 6min-walk test. The
symptoms of HF were categorized using the NYHA scale.
Patients with HF had higher blood concentration of IL-
18, IL-17, RCP (p <0.0001) and lower concentration of
IL-10 (p <0.001). We observed significant differences in
levels of IL-17 and RCP in patients with Ischemic-HF vs.
Non-ischemic-HF. Conclusion: Patients with HF have an
increased inflammatory balance; the ischemic etiology of
HF was associated with higher levels of some inflamma-
tory cytokines.
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a insuficiencia cardiaca (IC) ya no es concebi-

da como una condicién en donde solo existe

una falla en la capacidad del corazén de bom-
bear sangre; actualmente es considerada una enfermedad
compleja, donde existe un continuo desequilibrio entre el
sistema neurohormonal y el inmunoldgico’2. Entre los mar-
cadores inmunoldgicos mas estudiados se encuentran las
citocinas; algunas de las cuales han sido implicadas en la
patogénesis de la IC, con acciones que incluyen depresion
miocardica, hipertrofia cardiaca y apoptosis de miocitos?.
Se ha hipotetizado que la IC progresa, al menos en parte,
como consecuencia de los efectos deletéreos ejercidos por
citocinas enddgenas sobre el corazén vy la circulacion peri-
férica®. Algunos estudios han analizado el valor predictivo
de diferentes marcadores inflamatorios en diversas condi-
ciones cardiovasculares*®; sin embargo, la utilidad clinica
de estos marcadores en pacientes con IC cronica estable,
y su relacién con la etiologia, con el estado funcional y
con la fraccion de eyeccion han sido poco estudiados. En
el caso especifico de la IC de origen isquémico, la misma
estd asociada a ateroesclerosis e inflamacion, y diversas
citocinas inflamatorias han sido encontradas significativa-
mente elevadas®.

Entre las citocinas mas estudiadas como posibles marca-
dores de severidad y prondéstico cardiovascular encontra-
mos a la PCR. Se considera que niveles moderadamente
elevados de PCR (3-10 mg/dl), sostenidos en el tiempo,
son un signo inequivoco de la activacién del sistemas in-
flamatorio’. Sin embargo, debido a la inconsistencia en
los resultados clinicos obtenidos en estudios recientes, su
valor predictivo especifico de riesgo cardiovascular ha sido
puesto en duda, por lo cual mas estudios son necesarios®.
Otra de las citocinas involucradas en diversas patologias
cardiacas es la interleucina 18 (IL-18), un mediador soluble
de la familia de la IL-1, capaz de estimular la respuesta in-
mune mediada por linfocitos Th1°. En pacientes con IC se
han reportado niveles elevados de IL-18, los cuales se han
correlacionado con la clase funcional de la patologia'™.
Recientemente, gran interés se ha sido dirigido hacia una
familia de citocinas inflamatorias e inmunomodulatorias,
la familia de la IL-17, asociandola a un papel relevante en
diversas enfermedades cardiovasculares y, autoinmunes,
entre otras''. Se ha demostrado que la IL-17 es capaz de
estimular macréfagos y células estromales para secretar
otras citocinas proinflamatorias, tales como la proteina C
reactiva (PCR), la IL-6 y la IL-8"°. La mayoria de los miem-
bros de la familia de la IL-17 se expresan en diferentes
tejidos, a menudo se correlacionan con un aumento de
la respuesta inmune y del estado inflamatorio™. En un
modelo animal de IC inducida por isoproterenol, se de-
mostré que la IL-17 es capaz de inducir fibrosis mediante
la induccion de sistemas de proteinas intermediarias y de
segundos mensajeros tales como el RANKL/OPG (Recep-
tor Activador del ligando para el Factor Nuclear kB), y el
MMP/TIMP, (métaloproteasas de la matriz/inhibidor de

métaloproteasas de tejido). Para el primer sistema se han
descrito funciones en el sistema inmune y se expresa en
las células T cooperadoras y para el sequndo, actividad
para procesar moléculas bioactivas y en la liberacién de
quimiocinas y citocinas, jugando un papel fundamental en
adhesion, proliferacion celular, angiogénesis y apoptosis.
Su valor predictivo en IC no ha sido establecido.

En contraposiciéon, ciertas citocinas anti-inflamatorias,
como IL-10, también han demostrado tener un rol en el
sistema cardiovascular. La reduccién de los niveles séricos
de IL-10 se ha asociado con mal pronéstico después de
un evento isquémico, asociado o no con IC'*. Ademas, el
aumento de los niveles sericos de IL-10 se asocia con un
mejor sistema de vasoreactividad endotelial en pacientes
con niveles elevados de PCR, lo que sugiere la importancia
del equilibrio pro/anti-inflamatorio en la funcion endote-
lial'>. Este equilibrio pro/antiinflamatorio se ha asociado
con la severidad y la evolucion de diferentes enfermeda-
des cardiovasculares, incluyendo sindromes coronarios
agudos, donde el aumento de los niveles séricos de IL-18
y la reduccion de las concentraciones de IL-10 han estado
asociados a una peor evolucion'®, reforzando el concepto
establecido a partir de datos experimentales que el equili-
brio entre las citocinas pro- y anti-inflamatorias es un mar-
cador importante de la salud cardiovascular.

Junto con las citocinas, otros mediadores también han
demostrado una funcién reguladora en el sistema car-
diovascular, entre ellos el 6xido nitrico (NO). El NO sin-
tetizado por el endotelio por accion de la dxido nitrico
sintasa (eNOS) media muchas funciones de proteccion,
tales como la reduccion de la expresion de moléculas de
adhesién y de citocinas proinflamatorias. Se ha descrito
que la vasodilatacién dependiente del NO esta alterada en
pacientes con IC, colaborando con el aumento de la resis-
tencia periférica'. La produccién alterada de NO puede
deberse a diversos factores, entre los que se han descri-
to la supresion de la eNOS™8, o como consecuencia de la
sintesis incrementada de antagonistas de dicha enzima,
como la NG, NG'-dimetilarginina o dimetilarginina asimé-
trica (ADMA, en inglés)™. El ADMA puede actuar como
un inhibidor enddgeno de la enzima y contribuyendo sig-
nificativamente a la produccién de disfuncion endotelial?.
La evidencia experimental indica que, en pacientes con
factores de riesgo cardiovascular y renal, los niveles cir-
culantes de ADMA se encuentran elevados y se asocian
con la presencia de disfuncién endotelial?'. Varios ensayos
clinicos demuestran que el ADMA debe ser considerado
como un poderoso factor de riesgo cardiovascular??.

El objetivo del presente estudio prospectivo abierto fue
analizar si los niveles de diversas citocinas (IL-18, IL-17, IL-
10 y PCR), y del marcador de funcién endotelial, ADMA,
estan alterados en los pacientes con IC crénica, en com-
paracién con un grupo de sujetos sanos. También se eva-
luaron posibles diferencias en los niveles de dichos media-
dores dependiendo de la etiologia IC (etiologia isquémica
0 no-isquémica), y se correlacionaron con la fraccion de
eyeccion vy la sintomatologia de los pacientes.
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Pacientes: Ciento trece pacientes, edad media 67.7+ 6
anos (87 varones) con IC congestiva de origen isquémi-
co (n=65), hipertensivo (n=44) o idiopatico (n=4), y con
una fraccién de eyecciéon de ventriculo izquierdo (FEVI)
<45% fueron consecutivamente seleccionados al mo-
mento de su diagnostico, en la consulta de Insuficien-
cia Cardiaca en el Hospital San Raffaele, Milan, Italia. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de la
mencionada institucién.

Los criterios de exclusion de los pacientes fueron angina
de pecho inestable, infarto agudo de miocardio o revascu-
larizacion miocérdica dentro de los tres meses anteriores,
historia del abuso del alcohol dentro de los seis meses an-
teriores, IC congestiva descompensada, insuficiencia renal
(creatinina sérica>2,2 mg/dl), lesiones coronarias adecua-
das para la revascularizacion, aneurisma de ventriculo iz-
quierdo, enfermedad neopléasica, inflamatoria o infecciosa
activa, trastornos ortopédicos o cualquier enfermedad
neuroldgica que limitara al paciente para hacer ejercicio.

Con la finalidad de establecer el diagnostico de la IC y su
etiologia, a todos los sujetos se les realizd una ecografia
en reposo y en esfuerzo; en caso de resultados positivos,
se realizd una angiografia coronaria, y esto permitio es-
tablecer con claridad el origen isquémico o no isquémico
de la IC. Después de obtener la firma del consentimiento
informado, a los pacientes se les tomd una muestra de
sangre venosa, se les realizé una ecocardiografia Doppler
transtoracica y una prueba de caminata 6 minutos. Se
utilizo la clasificacion de la New York Heart Association
(NYHA) para la categorizar los sintomas de la IC.

En el estudio también fueron incluidos como controles
97 sujetos sanos (79 varones), con una edad media de
64.5+5. Los criterios de inclusién para los controles fueron
los siguientes: ECG normal, presion arterial, perfil lipidico
y de creatinina normales, asi como también la ausencia
de antecedentes cardiovasculares familiares. Los criterios
de exclusion fueron historia del abuso del alcohol o haber
sido fumador durante de los seis meses previos, presencia
de enfermedad cardiovascular, insuficiencia renal (creati-
nina sérica> 2,2 mg/dl), o patologia neoplasica, inflama-
toria o infecciosa activa.

Ensayos plasmaticos. A cada sujeto del estudio (pacien-
tes y controles) se le extrajo de la vena antecubital una
muestra de sangre de 16 ml, utilizando tubos con acido
etilendiaminotetracético o heparinizados. El plasma fue
separado de inmediato mediante centrifugacion, se divi-
dio6 en alicuotas y se almaceno a -70°C hasta el momento
del ensayo.

Los niveles plasmaticos de PCR, IL-18 y de ADMA fueron
medidos usando kits inmunoenzimaticos de Bender Med-
System (Austria) para las citocinas y de DLD Diagnostika
(Alemania) para el ADMA; lalL-10y la IL-17 se analizaron
utilizando un sistema Bio-plex para multiples citocinas (la-
boratorios BioRad, Hercules, Ca , USA). En todos los en-
sayos, las muestras fueron procesadas por duplicado y de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Resultados

Estudio Ecocardiografico: El ecocardiograma fue realizado
a los pacientes con IC utilizando un equipo HP SONOS
5500 (Hewlett Packard, Andover, Ma, USA) y se utilizd
transductor de frecuencia de 12 MHz, con las imagenes
obtenidas con profundidad de 2 cm. Las imagenes fueron
grabadas en cintas de video para su posterior analisis. Se
utilizaron las ventanas paraesternal izquierda (corte longi-
tudinal y transversal) y apical (4 y 2 cdmaras). Las medicio-
nes lineares, realizadas en las imagenes obtenidas por el
modo-M, fueron las siguientes: didmetros del ventriculo
izquierdo (VI) al final de la diastole y luego de la sistole, y
el diametro anteroposterior de la auricula izquierda (Al). La
funcién sistélica se evalud por la fraccion de eyeccion (FE).
Los volumenes ventriculares diastolico y sistolico del VI se
obtuvieron por el método de Simpsom biplano (apical, 4
y 2 cdmaras). Por su parte, la funcién diastolica se analizé
por medio de los indices derivados de la curva de veloci-
dad de flujo diastolico mitral obtenidos por la técnica del
Doppler pulsatil. La curva de velocidad del flujo diastolico
se obtuvo a partir de la imagen apical 4 camaras.

Prueba de la caminata de seis minutos: Esta prueba se rea-
lizb en los pacientes con IC usando una ruta plana de 108
m de longitud. Los pacientes utilizaron sus ayudas habi-
tuales para deambular (bastones, andaderas) y recibieron
estimulos verbales periédicos para completar la prueba.
Se registraron la distancia total recorrida, el ritmo cardiaco
y la presion arterial basal, al pico del ejercicio y a los 5
minutos después de finalizada la prueba.

Etiologfa de la IC: La causa de la IC fue establecida me-
diante la historia clinica, la ecocardiografia y la corro-
bacién angiografica de aquellos casos positivos en el
ecocardiograma. Con base a esto, se conformaron 2
subgrupos: aquellos con IC isquémica (IC-I) y aquellos
con IC no-isquémica (IC-NI) (hipertensivas e idiopaticas).
Estadistica: Los datos se muestran como porcentaje (%)
para las variables categéricas o como media + desviacion
estandar (DE) para las variables continuas. Las diferencias
entre los grupos fueron evaluadas mediante pruebas de t
de Student, pareadas y no pareadas. Para las variables con
distribucién no normal, se utilizaron la prueba de Mann-
Whitney o la prueba de Wilcoxon, segun el caso. Las com-
paraciones de variables categoricas entre las diferentes
clases de pacientes se realizaron por medio de la prueba
de Chi cuadrado. Un valor de p de 0,05 se considerd esta-
disticamente significativo.

e 113 pacientes estudiados, 65 tenia una
etiologia isquémica (60%), determinada
mediante estudio ecocardiografico y an-
giografia. En la Tabla 1 se muestran datos de los pacien-
tes con IC y de los sujetos controles sanos. Los pacientes
con IC, en comparacion con los controles sanos, tuvieron
mayor concentracién sanguinea de IL-18, IL-17, PCR (p
<0.0001) y menor concentracion de la citosina anti-infla-
matoria IL-10 (p <0.001) (Tabla 1); no se detectaron dife-




rencias significativas en los niveles plasmaticos de ADMA
entre sanos y pacientes.

Cuando los pacientes fueron sub-clasificados segun la
etiologia de su IC, se pudo observar una diferencia sig-
nificativa en los niveles de IL-17 y PCR entre los pacien-
tes con IC-l vs aquellos con IC-NI (Tabla 2). Los niveles
de IL-17 mostraron una fuerte correlacion positiva con
la PCR (R?2=0.47). No se observaron diferencias entre los
dos sub-grupos en cuanto a la capacidad de deambular
(evaluado por la prueba de la caminata de 6 min), en la
FEVI y la sintomatologia asociada (evaluada mediante la
escala de la NYHA).

n los ultimos anos ha habido un creciente in-

terés por estudiar el posible papel de diversos

mediadores de inflamacién en la IC; a pesar
de esto, existen poco estudios sobre el rol de diferentes
citocinas inflamatorias en dicha patologia, en particular la
de origen isquémico, en la cual existen lesiones ateroes-
clerdticas en coronarias, lo cual se asociaria a una mayor
actividad inflamatoria'*.

En el presente estudio, demostramos que, en compara-
cion con sujetos sanos de similar edad, los pacientes con

Tabla 1: Mediciones funcionales y sanguineas en pacientes con
ICy en controles cardiovascularmente sanos.

Controles sanos
(N=97)

Pacientes con IC
(N=113)

FEVI: Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo; ADMA:

Los valores son media+ ES

***P<0.001 **p<0.005 *p<0.05 vs controles sanos

Tabla 2: Mediciones funcionales y sanguineas en pacientes con
IC de origen isquémico y de origen no-isquémico

Pacientes con

Dimetilarginina asimétrica.

Pacientes con

FEVI: Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo; ADMA: Dimetilarginina asimétrica.

Los valores son media+ ES

***P<0.001 **p<0.005 *p<0.05 de IC isquémica.

IC presentan niveles significativamente menores de la ci-
tocinas anti-inflamatoria IL-10, junto con mayores niveles

Edad (afios) 64.5+5 67.6+7 de las citocinas pro-inflamatorias IL-17, IL-18, y PCR (Tabla
Hombres (%) 80 77 1). Estos resultados indican que el promedio de los pacien-
Mediciones Funcionales tes con IC, existe un balance inflamatorio incrementado.
FEVI (%) - 36+7.4 Estudios anteriores han sugerido que el incremento de la
Clase NYHA - 2.06+0.71 relacion sérica de IL-18/IL-10 es un predictor independien-
Distancia maximarecorrida 558471 te de eventos cardiovasculares adversos''®%*. Se sabe que
en caminata de6 min (m) | - la IL-18 puede agravar la respuesta proinflamatoria en el
Mediciones Plasmaticas — miocardio por su capacidad para aumentar la produccién,
:tlg Egggtg ;?365112%3 ?.6072%3?79*** en endotelio de moléculas de adhesién y otros mediado-
IL-17 (pg/mL) 10816 44020 3% res proinflamatorios; ademas, se ha demostrado que la
PCR (mg/dL) 1.8+1.3 6.9+0.98% ** expresion de ligando Fas en cardiomiocitos, esta regulada
ADMA (umol/L) 0.74+0.17 0.87+0.2 por la IL-18; la expresion de este ligando parece estar aso-

ciada a la apoptosis de cardiomiocitos. Esas importantes
observaciones podrian explicar por qué el promedio de los
pacientes con IC pueden tener niveles elevados de IL-18,
tal como describimos en el presente estudio.

Cuando los pacientes con IC de nuestro estudio fueron
agrupados segun el origen de su patologia, se observéd que
los pacientes con IC-I (corroborado por ecocardiografia y
angiografia) presentaron niveles significativamente mayo-

IC isquémica IC no-isquémica res de IL-17 y PCR en comparacion con aquellos pacientes

(N=65)(57%) (N=48)(43%) insuficientes no isquémicos. Se sabe que la IC de origen
Edad (afos) 68.6+9 65.9+9 isquémico se acompafa de aterosclerosis de coronarias, lo
Hombres (%) 78 75 cual se asocia a inflamacién y dafo endotelial; de hecho,
Mediciones Funcionales la inflamacién de la pared vascular constituye un impor-
FEVI (%) 36.9+8 37.3+10 tante factor en el desarrollo de la aterosclerosis. En este
Clase NYHA 2.3+1 2.6+1 . s o
Distancia maxima recomida en subgrupo de paqentes, Ig .concentraaon plasmatica de. la
caminata de 6 min (m) 478+30 589426 IL-17 se correlacion6 positivamente con las concentracio-
Mediciones Plasmaticas nes plasmaticas de PCR lo que sugiere, ademas, un papel
IL-18 (pg/mL) 417+294 334£123 como un potencial marcador inflamatorio en IC-I.
IL-10 (pg/mL) 1.04+ 0.73 0.90 +0.7
IL-17(pg/mL) 5.83x3.1 3.2+075%** En concordancia con nuestros resultados, otros estudios
PCR (mg/dL) 8.850.3 3.54+0.2%* han vinculado a la IL-17 con ateroesclerosis. Se ha demos-
ADMA (umol/L) 0.85+0.2 0.88+0.1 trado que la IL-17 participa en la atraccion y activacion

de macrofagos en lesiones ateroscleréticas, con un posi-
ble efecto local en la pared vascular debido a la sobreex-
presion de su receptor®. Adicionalmente, es importante
destacar que la produccién vascular de la IL-17 parece
aumentar varias veces en condiciones pro aterogénicas,
tales como el envejecimiento?®. El aumento vascular IL-17
y otros mediadores inflamatorios podrian actuar sinérgi-
camente para crear un microambiente proinflamatorio y
promover el desarrollo y la progresiéon de la enfermedad
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