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Resumen

Fundamento: Estudios recientes revelaron una fuerte asociacién entre el estado de la vitamina D (VD) y la insuficiencia
cardiaca crénica (ICC). Hoy, es normalmente aceptado que la respuesta inmune pro-inflamatoria es subyacente al
desarrollo de ICC.

Objetivo: Una vez que la VD posee propiedades antiinflamatorias, investigamos su impacto sobre las citocinas envueltas
en la ICC, como TNFa y IL-17, en pacientes portadores de ICC.

Métodos: Fue extraida sangre de cuarenta pacientes con ICC secundaria a la hipertension arterial y/o enfermedad
coronaria. Los niveles de VD status, IL-17 y TNFo fueron evaluados a través de 25-hidroxi VD3 EIA 'y ELISA de citocinas.
También fueron realizadas evaluacion clinica y ecocardiograma.

Resultados: Pacientes afiosos con ICC en Nis (Sudeste de Europa, latitud 43°N) presentaron niveles de 25-hidroxi VD3
debajo de lo normal. Nuestros datos demostraron que pacientes con ICC secundaria a la hipertensién arterial tienen
niveles significativamente menores de 25-hidroxi VD3, y mayores de TNFa y IL-17A, si son comparados con los niveles
de pacientes con ICC secundaria a la enfermedad coronaria.

Conclusiones: Es demostrado aqui que, aun en regiones con muchos dias de sol la deficiencia de VD es motivo de
preocupacion. Los datos sugieren que el déficit de VD contribuye para los elevados niveles de IL-17 y TNFa v, asi, al
desarrollo de ICC. (Arq Bras Cardiol 2012;98(3):259-265)
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Introduccion

Estudios recientes revelaron una fuerte asociacién entre el
estado de vitamina D (VD) y enfermedades cardiovasculares

El calcitriol es un regulador bien conocido de la homeostasis
del calcio y tiene un papel importante en la inflamacién®. Eso
es importante, una vez que ciertas citocinas pro-inflamatorias
presentan niveles elevados en pacientes con ICC>”. El papel

(ECV)'™. En los Gltimos anos, la incidencia de deficiencia de
VC y la insuficiencia cardiaca crénica (ICC) han aumentado
substancialmente en todo el mundo*. En general, la ICC
representa el nivel final de ECV de naturaleza valvular,
coronaria y hipertensiva®. Hoy, es normalmente aceptado
que la respuesta inmune pro-inflamatoria es subyacente
a su desarrollo**. Han sido sugeridos varios mecanismos
de proteccion del calcitriol (1,25-dihidroxi VD3; forma
biol6gicamente activa de la VD) para el desarrollo de la ICC,
la regulacion de la inflamacién, el efecto sobre la hipertrofia
de células miocardicas y proliferacién, y la regulacién del
sistema SRAA’,
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del factor de necrosis tumoral o (TNF o) en la ECV ha sido bien
descrito®. El TNFo esta intimamente relacionado con la disfuncion
ventricular izquierda, remodelacion, apoptosis de los miocitos
cardiacos, atenuacion de la respuesta de los 3 adrenérgicos, y
activacion del 6xido nitrico sintasa inducible’. Por otro lado,
cada vez mds pruebas estan enfatizando el impacto de la nueva
citocina interleucina -17A (IL-17) en la patogénesis de la ICC5°.
La neutralizacién de la IL-17 reduce la gravedad de la miocarditis®
y tiene un papel esencial en el desarrollo de cardiomiopatia
dilatada™. Células Th17 se infiltran en el corazén inflamado y son
responsables por la suprarregulacion cardiaca especifica de IL-6,
TNFo, IL-1B, que pueden promover, directa o indirectamente,
fibrosis por induccién de las metaloproteasas de matriz 1, 2, 3y
91017 Ademas de eso, la TNFa y la IL-17 actdan sinérgicamente
para generar un ambiente pro-inflamatorio’. Importante, el
calcitriol regula directamente la expresion de TNFa, IL-6, IL-17,
IL-10""y la diferenciacién de las células Th17 pro-inflamatorias,
principal fuente de IL-171.

A pesar de haber sido demostrada la conexion entre IL-

17, TNFa y citocinas en el desarrollo y evolucién de ECV,
la relaciéon de IL-17 con niveles VD en la ICC no ha sido
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considerada, hasta donde sabemos. Por esa razén nosotros
investigamos el estado de la VD y su impacto sobre el estado
de IL-17 y TNFa en esos pacientes'.

Métodos

Poblacion del estudio

Cuarenta pacientes portadores de ICC secundaria a la
hipertension arterial y/o enfermedad coronaria (de acuerdo
con las directrices de la Sociedad Europea de Cardiologia'®
fueron admitidos, para estudio, en el Instituto de Cardiologia
“Niska Banja” en Nis (Servia, Sudeste de Europa, coordenadas
geogréficas; latitud 43°N'y longitud 22°E). Las caracteristicas de
los pacientes estan en la Tabla 1. Fue considerada hipertension
arterial, la presién arterial sistélica superior a 140 mmHg,
presion arterial diastélica encima de 90 mmHg, o uso de
terapia antihipertensiva. La enfermedad coronaria inclufa
historia de infarto de miocardio, insuficiencia coronaria o
angina. De las condiciones que influencian el estado de
la VD, fueron considerados como criterios de exclusion:
gastrectomia anterior, absorcion intestinal deficiente, historia
de enfermedad hepatica crénica, elevacion significativa de las
enzimas hepaticas, o evidencias bioquimicas de disfuncién
hepatica, uso actual de drogas antiepilépticas o suplementos
conteniendo vitamina D. El estudio fue aprobado por el comité
de ética del Instituto de Cardiologia y Rehabilitacién “Niska
Banja”, conducido de acuerdo con la Declaracion de Helsinki
y todos los pacientes firmaron el Término de Consentimiento
Libre y Aclarado.

Evaluacion clinica y bioquimica

Muestras de sangre periférico fueron colectadas de
manana, en ayunas, e inmediatamente procesadas. Los niveles
lipidicos fueron determinados por el laboratorio de diagnéstico
de rutina. La clase de NYHA fue determinada por el mismo
investigador, a través de la observacién de cada paciente en
reposo, vistiéndose, caminando y subiendo la escalera. Los
escores de NYHA varfan de 1 (sin limitaciones para actividad
fisica) a 4 (incapaz de realizar cualquier actividad fisica)>.

ELISA de IL-17 y TNFa

Los niveles séricos de IL-17 y TNFa fueron medidos por
los kits de ensayo enzyme-linked immunosorbent (ELISA),
respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante
(ambos de la Biolegend, Fell, Alemania). Las concentraciones
minimas detectables eran 8 pg/ml para TNFa y 2 pg/ml para
IL-17. Todas las muestras fueron medidas por duplicado.

EIA de 25-hidroxi vitamina D3

Los niveles séricos de 25-hidroxi vitamina D3 fueron
medidos con el kit Enzymeimmunoassay (EIA), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (v, Frankfurt am Main,
Alemania). El [imite de deteccion del kites 5 nmol/ml. Todas las
muestras fueron medidas por duplicado. En aquel momento,
los valores fueron interpretados de la forma siguiente: <20
ng/ml (<50 nmol/l) deficiente; 21-29 ng/ml (51-74 nmol/l)
insuficiente; y >30 (>75 nmol/l) suficiente'®"’.

Ecocardiograma

En cada paciente fue realizado ecocardiograma
transtoracico. Los siguientes parametros lineales fueron
medidos con aparato Vivid 3 (Healthcare, Chalfont St. Giles,
Reino Unido): didmetros diastdlico final (DDF) y sistdlico final
(DSF), y didmetro de atrio izquierdo (DAI).

Analisis estadistico

Las variables categéricas son presentadas como porcentajes,
y las cuantitativas como media +/- DEM. Fue utilizado el test
bicaudal de Mann-Whitney para comparar los resultados entre
los grupos. La significacién estadistica fue establecida en p <
0,05. Los calculos estadisticos fueron realizados utilizando el
GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA).

Resultados

Pacientes portadores de insuficiencia cardiaca crénica con
deficiencia o insuficiencia de vitamina D

Visto que una disminucién de los niveles de 25-hidroxi
VD3 fue encontrada en pacientes portadores de insuficiencia
cardfaca crénica (ICC) en las regiones de Europa Central y
del Norte'?, testeamos si pacientes con ICC en Nis (Servia,
Sudeste de Europa, 43°N, 22°E) podrian presentar disminucién
en los niveles de 25-hidroxi VD3. Pacientes con ICC son
caracterizados en la Tabla 1. Pacientes portadores de ICC
presentaron niveles de 25-hidroxi VD3 inferiores a 75 nmol/
ml (Fig. 1), lo que es considerado abajo de la franja normal™.

Caracterizacion de los pacientes y voluntarios sanos

Pacientes (n = 40)

Caracteristicas clinicas

Mujeres/Hombres 6/34
Edad(afios)’ 58 (44-66)
Historia de hipertension 27

Parametros bioquimicos

Colesterol total (mmol/l)? 4,45+0,20
LDL (mmol/l)? 2,69 £0,17
HDL(mmol/l)2 1,07 £0,05
Triglicéridos (mmol/l)? 1,40 £0,15
Medicacion

Inhibidores de la ECA 77,5% (31/40)
Betabloqueantes 100% (40/40)
Diuréticos 47,5% (19/40)
Nitratos 32,5% (13/40)
Espironolactona 40% (16/40)
Digital 17,5% (7/40)
Antiarritmicos 27,5% (11/40)
Estatinas 80% (32/40)

" mediana (franja); ? media + DEM; ECA - enzima conversora de la angiotensina.
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Una vez que la hipertension arterial es uno de los principales
factores responsables para el desarrollo y evolucién de la ICC?,
esta fue recientemente asociada a la deficiencia de la VD'™. Por
lo tanto, examinamos de cerca pacientes portadores de ICC
secundaria a la hipertensién arterial, en relacion a su respuesta
inflamatoria. Nuestros resultados demuestran que pacientes con
hipertension y ICC tienen deficiencia de VD (33,35+/-1,57) si son
comparados con aquellos con enfermedad coronaria, que tienen
predominantemente insuficiencia de VD (50,95 +/-4,48) (Fig. 1).

Pacientes con ICC tienen niveles elevados de TNFa y IL-17

A continuacién, investigamos los niveles de IL-17 y
TNFa y su relacion con la 25-hidroxi VD3. Los niveles de
ambas citocinas pro-inflamatorias, TNFa (55,21 +/-2,71) y
IL-17 (47,22 +/-4,40) eran elevados en pacientes con ICC
secundaria a la hipertension arterial, si eran comparados con
pacientes con ICC secundaria a la enfermedad coronaria
(49,33 +/-4,46 y 34,91 +/-3,22, respectivamente) (Fig. 2) y
las diferencias alcanzaron significacion estadistica. Estos datos

sugieren que la VD puede ser el factor regulador de TNFa y
IL-17 subyacentes al desarrollo de la hipertensién arterial, y
consecuentemente de la ICC.

Pacientes portadores de ICC con deficiencia de VD
presentan peores hallazgos ecocardiograficos y mayores
escores de NYHA

La deficiencia de VD, asi como el aumento de TNFa y IL-17
han sido relacionados a la dilatacién ventricular®'*'. Por lo
tanto, comparamos los hallazgos ecocardiograficos en pacientes
portadores de ICC con deficiencia e insuficiencia de VD.

Pacientes portadores de ICC con deficiencia de VD
presentaron valores mas altos, de DDF, DSF, DAl y mas bajos
de FE. Con todo, las diferencias no alcanzaron significacién
estadistica, probablemente debido al pequefio tamafo de la
muestra (Tabla 2).

Los escores de NYHA de nuestros pacientes variaron
de 1 (sin limitaciones para actividad fisica) a 3 (importantes
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Estado de VD en pacientes portadores de ICC secundaria a la enfermedad coronaria o hipertension arterial. Fueron determinados niveles séricos de
25-hidroxi niveles VD3 en pacientes con ICC secundaria a la enfermedad coronaria (n=13) y pacientes con ICC secundaria a la hipertension arterial (n=27) usando EIA.

Los datos son presentados como valores tinicos con media; * p <0,05.

Medidas ecocardiograficas en pacientes con ICC

Todos los individuos con ICC

pacientes con insuficiencia de VD

pacientes con deficiencia de VD

FE1 (%) 33,33+1,34 34,10 + 1,61 31,46 +2,28
DDF1 (mm) 60,63 + 1,16 59,48 £ 1,88 61,72 £ 1,40
DSF1 (mm) 4591+ 1,55 45,71 +2,13 46,09 + 2,31
DAI1 (mm) 44,56 0,93 43,55+ 1,12 45,44 +1,44

"media + DEM. ICC - insuficiencia cardiaca crénica; VD - Vitamina D; FE - Fraccién de eyeccion; DDF - Didmetro diastélico final; DSF - Didmetro sistélico final;

DAI - Diametro de atrio izquierdo.

Arq Bras Cardiol 2012;98(3):259-265
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limitaciones para actividad fisica). Las porcentajes de individuos
con NYHA clase 1, 2 o 3 fueron de 7,5% (3/40), 42,5% (17/40),
y 50% (20/40), respectivamente. Pacientes portadores de ICC
con deficiencia de VD tienen mayores escores de NYHA que
los pacientes con insuficiencia de VD. (Fig. 3).

Discusion

Es mostrado aqui que pacientes afiosos portadores de ICC
en Nis (Servia, Sudeste de Europa) tienen niveles de 25-hidroxi
VD3 inferiores a los valores normales. También identificamos
que pacientes con ICC secundaria a la hipertension arterial
tienen niveles significativamente menores de 25-hidroxi VD3,

y mayores de TNFa y IL-17A, si son comparados con los niveles
de pacientes con ICC secundaria a la enfermedad coronaria.
Esto sugiere que la VD da soporte al desarrollo y evolucion
de ECV a través de la promocién de la hipertensién arterial
y su inflamacién subyacente. Ademads de eso, pacientes con
deficiencia de VD presentaron mayores escores de NYHA y
hallazgos ecocardiograficos si eran comparados con pacientes
con insuficiencia de VD.

Niveles drasticamente reducidos de 25-hidroxi VD3 en la
poblacién anosa encontrados en este estudio indicaron que
aun las regiones con muchos dias de sol a lo largo del afo,
como las del Sudeste de Europa, no evitaron la deficiencia
“epidémica” de VD. La radiacion solar anual de acuerdo
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Diferencias en (a) TNFa. y (b) IL-17 entre pacientes portadores de ICC secundaria a la o0 enfermedad coronaria (n=13) y a la hipertension arterial (n=27). Los
niveles séricos de la 25-hidroxi VD3, TNFa. y IL-17 fueron determinados a través de ELISA. Los datos son presentados como valores tnicos con media; * p <0,05.

Clase NYHA

Pacientes con ICC

Escores de NYHA en pacientes portadores de ICC con deficiencia y insuficiencia de VD. La clase de NYHA fue determinada a través de la observacion
de cada paciente en reposo, vistiéndose, caminando y subiendo escaleras. Los datos son presentados como media +/- DEM; * p <0,05; pacientes con deficiencia
de VD n=31; pacientes con insuficiencia de VD n=9.
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con el servicio hidrometeorolégico de la Republica de Servia
se sitGa entre 1500-2200 h por afo, mas que la mayorfa de
los paises europeos. Hallazgos semejantes fueron observados
en la poblacién anosa en Croacia y Grecia, también ubicadas
en el Sudeste de Europa20,21. Como la hipertension arterial
representa un importante factor responsable por el desarrollo
de la ICC?, investigamos pacientes con ICC secundaria a
hipertension con més detalle. Los datos revelaron que los
pacientes que sufren de hipertensién arterial tienen estados
de VD significativamente menores, lo que estd en conformidad
con los hallazgos anteriores de Anderson et al. demostrando
que la deficiencia de VD esta altamente correlacionada con la
prevalencia de hipertensién®:. Curiosamente, esos pacientes
portadores de ICC tenfan niveles séricos drasticamente
elevados de IL-17 y TNFa. Podemos observar también que los
pacientes en terapia con estatina antilipidémica exhibian niveles
estadisticamente mas elevados de 25-hidroxi VD3, sin embargo
estos niveles permanecieron insuficientes (datos no mostrados).
Este hallazgo apoya los varios informes anteriores que sugirieron
que las estatinas pueden aumentar la sintesis del calcitriol a
través de la induccién de la enzima 7 - dehidrocolesterol24.

El papel del TNFo en la ECV ha sido bien establecido®.
Ratones con sobre-expresion del TNFa o tratados con TNFa
desarrollan hipertension arterial, disfuncién ventricular
izquierda y remodelado, y mueren de ICC*2°. De hecho,
nuestra observacion de que pacientes con ICC secundaria a
la hipertension arterial tienen niveles mas elevados de TNFa
apoya esos hallazgos. La nueva citocina pro-inflamatoria
IL-17 fue recientemente implicada en la ICC'". Modelos
animales demostraron que la IL-17 es esencial para el
desarrollo de miocardiopatia dilatada, probablemente por
estimulacion de la fibrosis a través de la induccién directa
y/o indirecta de MMP1/2/3/9"%"". La IL-17 también es
necesaria para la expresion sostenida de la IL-6 durante la
miocarditis”’. La IL-6 cardiaca elevada fue asociada con
el desarrollo de la miocardiopatia dilatada, probablemente
a través de la promocién de la fibrosis del miocardio. Esta
opinion es corroborada por el hecho de que la neutralizacién
de la IL-6 mejora la fibrosis y la funcién cardiaca durante
el rechazo crénico del injerto cardiaco?”. Mientras tanto,
nuevos experimentos son necesarios para confirmar el papel
especifico de la IL-6, como sefal hacia adelante de la IL-17 en
la ICC. Ha sido sugerido también el papel de otras substancias
bioquimicas, como el factor de diferenciacién de crecimiento
-15, IL-1, IL-2 y IL-10 en la ICC7?%2°. Diversos estudios
encontraron niveles opuestos de IL-1 y IL-2; curiosamente,
la citocina antiinflamatoria IL-10 fue encontrada en niveles
elevados en pacientes con ICC, cuando comparada con
controles sanos. Mientras tanto, la elevacion en los niveles de
citocinas antiinflamatorias no es adecuadamente proporcional
al aumento de los niveles de citocinas pro-inflamatorias, a fin
de ser benéfico para pacientes con ICC'®.

Es probable que la VD sea subyacente a la patogénesis de
la ICC en varios niveles (inflamacién, homeostasis del calcio,
sistema renina-angiotensina-aldosterona)®. Nuestros hallazgos
juntamente con datos anteriores obtenidos in vitro de que
la VD regula la expresién de la IL-17 y del TNFa en células
inmunes sugieren que la accién de la VD sobre las células Th17
representa por lo menos uno de los mecanismos que controlan
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la inflamacién en la ECV. La VD puede disminuir directamente
la produccién de la IL-17, por su principal fuente, las células
Th173°y perjudican su diferenciacién®'2. De forma importante,
la IL-17 es un inductor de IL-6 y TNF citocina pro-inflamatoria,
especificamente en el coraz6n'. Por otro lado, la propia VD
disminuye los niveles de citocina IL-6 y TNFa citocina'®, que son
importantes para la diferenciacién de Th172°. Eso sugiere que
la VD podria modular la inflamacién inicial que conduce a la
diferenciacion de Th17, que a su vez soporta mas inflamacién y
dafo tisular. Por lo tanto, esos hallazgos sugieren la importancia
del subconjunto de células Th17 en la ECV y la IL-17 como
blanco supuestos para futuras opciones terapéuticas.

Como los pacientes que sufren de hipertensién arterial
tienen significativamente estados mas bajos de VD y niveles
séricos aumentados de IL-17 y de TNFa, es posible que los
niveles de VD a lo largo del periodo de vida, pudieran generar
la inflamacién crénica e hipertensién, y consecuentemente
conducir a la ICC. Dos estudios prospectivos apoyaron esa
posibilidad segtin lo revisado por Vaidya et al'®: El primero
controld, durante 4 afos, 1.811 participantes no hipertensos
y demostré que pacientes con bajos niveles de con 25-hidroxi
VD3 tienen mayor riesgo relativo de incidencia de hipertension
arterial, si son comparados con aquellos cuyos niveles eran
elevados, el segundo estudio de caso-control incluido dentro de
un estudio de cohortes del Estudio de Salud Il de Nurses, mostré
resultados semejantes'®. Hasta ahora, diversos ensayos clinicos
randomizados relataron alteracién en la presion arterial después
de la suplementacién con VD, mientras tanto, solamente en
2 ensayos de control fue evitado el uso de antihipertensivos.
Scragg et al. demostraron que individuos que recibieron una
Gnica dosis de 100.000 U de colecalciferol no presentaron
ninguna diferencia detectable de la presion sanguinea cuando
era comparada con el grupo placebo después de 5 semanas.
En otro ensayo, muijeres recibieron 800 Ul/dfa de colecalciferol
o placebo durante 8 semanas. El grupo que recibié verum
presenté una reduccion significativa de la presién arterial
sistolica en comparacion con el placebo. Debido a diversos
hallazgos opuestos sobre la suplementacién de VD y ECV, se
esta realizando actualmente un promisorio ensayo randomizado
de vitamina D y omega-3 Trial (VITAL) envolviendo 20.000
individuos. Un objetivo primario de este ensayo es determinar si
altas dosis de suplementacién de vitamina D de larga duracién
(5 afos) pueden prevenir ECV y cancer'®.

Una vez que excluimos otra enfermedad que podria
precipitar niveles disminuidos de VD, nuestras observaciones
sugieren que el sedentario estilo de vida moderno llevé al
hecho de que aun en las regiones con muchos dias de sol,
la deficiencia de VD representa una cuestion preocupante.
Como los pacientes portadores de hipertension arterial tienen
significativamente menor estado de VD y niveles séricos
aumentados de IL-17 y de TNFuo, es posible que la VD soporte
el desarrollo de ECV a través de la promocién de la hipertension
arterial y su inflamacién subyacente.
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