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A Deficiéncia de Vitamina D esta Associada com Niveis Aumentados
de IL-17 e TNFa em Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca Cronica

Vitamin D Deficiency is Associated with Increased IL-17 and TNFo. Levels in Patients with Chronic Heart Failure
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Resumo
Fundamento: Estudos recentes revelaram uma forte associacao entre o estado de vitamina D (VD) e a insuficiéncia

cardiaca cronica (ICC). Hoje, é normalmente aceito que a resposta imune pré-inflamatéria é subjacente ao
desenvolvimento de ICC.

Objetivo: Uma vez que a VD possui propriedades anti-inflamatdrias, pesquisamos o seu impacto sobre as citocinas
envolvidas na ICC, como TNFa e IL-17, em pacientes portadores de ICC.

Métodos: Foi extraido sangue de quarenta pacientes com ICC secundaria a hipertensao arterial e/ou doenca coronariana.
Os niveis de VD status, IL-17 e TNFo, foram avaliados através de 25-hidroxi VD3 EIA e ELISA de citocinas. Também foram
realizadas avaliacao clinica e ecocardiograma.

Resultados: Pacientes idosos com ICC em Nis (Sudeste da Europa, latitude 43°N) apresentaram niveis de 25-hidroxi VD3
abaixo do normal. Nossos dados demonstraram que pacientes com ICC secundaria a hipertensao arterial tém niveis
significativamente menores de 25-hidroxi VD3, e maiores de TNFa e IL-17A, se comparados com os niveis de pacientes
com ICC secundaria a doenca coronariana.

Conclusao: E demonstrado aqui que, mesmo em regides com muitos dias ensolarados a deficiéncia de VD é motivo
de preocupacdo. Os dados sugerem que o déficit de VD contribui para os elevados niveis de IL-17 e TNFa e, assim,
contribuir ao desenvolvimento de ICC. (Arq Bras Cardiol 2012;98(3):259-265)
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Abstract
Background: Recent studies revealed a strong association between vitamin D (VD) status and chronic heart failure (CHF). It is now commonly
considered that proinflammatory immune response underlies CHF development.

Objective: Since VD expresses anti-inflammatory properties, we investigated its impact on cytokines implicated in CHF, such as TNFa.and IL-17,
in patients suffering from CHF.

Methods: Blood was obtained from forty patients with CHF secondary to hypertension and/or coronary heart disease. VD status, IL-17 and TNFa.
levels were assessed using 25-hydroxy VD3 EIA and cytokine ELISAs. Clinical assessment and echocardiography was also performed.

Results: Elderly patients with CHF in Nis (Southeast Europe, latitude 43°N) exhibited 25-hydroxy VD3 levels below normal. Our data identified
that patients with CHF secondary to hypertension have significantly lower 25-hydroxy VD3, increased TNFo. and IL-17A levels in comparison to
donors with CHF secondary to coronary disease.

Conclusion: This study reveals that even in regions with a lot of sunny days VD deficiency represents a concerning issue. Data suggest that impaired
VD status contributes to high IL-17 and TNFa. levels and thereby may support CHF development. (Arq Bras Cardiol 2012;98(3):259-265)
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Introducao

Estudos recentes revelaram uma forte associacao entre
o estado de vitamina D (VD) e doencas cardiovasculares
(DCV)™.  Nos ultimos anos, a incidéncia de deficiéncia de
VC e a insuficiéncia cardiaca cronica (ICC) tém aumentado
substancialmente no mundo todo*. Em geral, a ICC representa
o estagio final de DCV de natureza valvular, coronariana e
hipertensiva®. Hoje, € normalmente aceito que a resposta imune
pré-inflamatéria é subjacente ao seu desenvolvimento*®. Tém
sido sugeridos varios mecanismos de protecdo do calcitriol
(1,25-dihidroxi VD3; forma biologicamente ativa da VD) para
o desenvolvimento da ICC, a regulagdo da inflamacao, o efeito
sobre a hipertrofia de células miocardicas e proliferagdo, e a
regulagdo do sistema SRAA®.

O calcitriol € um regulador bem conhecido da homeostase
do célcio e tem um papel importante na inflamagao®. Isso é
importante, uma vez que certas citocinas pré-inflamatérias
apresentam niveis elevados em pacientes com ICC>”. O papel
do fator de necrose tumoral a (TNF a) na DCV tem sido bem
descrito®. O TNFa estd intimamente relacionado com a disfungao
ventricular esquerda, remodelagdo, apoptose dos midcitos
cardiacos, atenuagao da resposta dos {3 adrenérgicos, e ativagao
do 6xido nitrico sintase induzivel”. Por outro lado, cada vez mais
provas estao enfatizando o impacto da nova citocina interleucina
-17A (IL-17) na patogénese da ICC?®. A neutralizagdo da IL-17
reduz a gravidade da miocardite’ e tem um papel essencial no
desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada™. Células Th17
infiltram-se no coracao inflamado e sao responsaveis pela
suprarregulagao cardiaca especifica de 1L-6, TNFo, IL-1B, que
podem promover, direta ou indiretamente, fibrose por indugao
das metaloproteases de matriz 1, 2, 3 e 9. Além disso, a
TNFo e a IL-17 atuam sinergicamente para gerar um ambiente
pré-inflamatério’. Importante, o calcitriol regula diretamente a
expressao de TNFao, IL-6, IL-17, IL-10"*' e a diferenciagdo das
células Th17 pré-inflamatérias, principal fonte de IL-17"3.

Apesar de ter sido demonstrada a conexao entre IL-17, TNFa.
e citocinas no desenvolvimento e evolucao de DCV, a relagao
de IL-17 com niveis VD na ICC nao tem sido considerada, até
onde sabemos. Por essa razao nés investigamos o estado da VD
e seu impacto sobre o estado de IL-17 e TNFa. nesses pacientes'.

Métodos

Populacao do estudo

Quarenta pacientes portadores de ICC secunddria a
hipertensdo arterial e/ou doenca coronariana (de acordo com
as diretrizes da Sociedade Europeia de Cardiologia' foram
admitidos, para estudo, no Instituto de Cardiologja “Niska Banja”
em Nis (Sérvia, Sudeste da Europa, coordenadas geogréficas de
latitude 43°N e longitude 22°L). As caracteristicas dos pacientes
estao na Tabela 1. Foi considerada hipertensao arterial, a pressao
arterial sistolica superior a 140 mmHg, pressao arterial diastélica
acima de 90 mmHg, ou uso de terapia anti-hipertensiva. A
doenca coronariana incluia histérico de infarto do miocardio,
insuficiéncia coronariana ou angina. Das condigdes que
influenciam o estado da VD, foram considerados como critérios
de exclusao: gastrectomia anterior, absorgao intestinal deficiente,
histérico de doenga hepética cronica, elevacao significativa das

enzimas hepaticas, ou evidéncias bioquimicas de disfuncao
hepatica, uso atual de drogas antiepilépticas ou suplementos
contendo vitamina D. O estudo foi aprovado pelo comité de
ética do Instituto de Cardiologia e Reabilitagdo “Niska Banja”,
conduzido de acordo com a Declaracdo de Helsinki e todos
os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Avaliacao clinica e bioquimica

Amostras de sangue periférico foram coletadas de manhg,
em jejum, e imediatamente processadas. Os niveis lipidicos
foram determinados pelo laboratério de diagnéstico de rotina
A classe de NYHA foi determinada pelo mesmo pesquisador,
através da observacao de cada paciente em repouso, se vestindo,
caminhando e subindo as escadas. Os escores de NYHA variam
de 1 (sem limitagGes para atividade fisica) a 4 (incapaz de realizar
qualquer atividade fisica)'.

ELISA de IL-17 e TNFa

Os niveis séricos de IL-17 e TNFa foram medidos pelos kits de
ensaio enzyme-linked immunosorbent (ELISA), respectivamente,
seguindo as instrugdes do fabricante (ambos da Biolegend, Fell,
Alemanha). As concentragbes minimas detectaveis eram 8 pg/
ml para TNFo e 2 pg/ml para IL-17. Todas as amostras foram
medidas em duplicata.

EIA de 25-hidroxi vitamina D3

Os niveis séricos de 25-hidroxi vitamina D3 foram medidos
com o kit Enzymeimmunoassay (EIA), de acordo com as

Caracterizagao dos pacientes e voluntarios saudaveis

Pacientes (n = 40)

Caracteristicas clinicas

Mulheres/Homens 6/34
Idade(anos)' 58 (44-66)
Historico de hipertenséo 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
Triglicerideos (mmol/l)? 1,40 £0,15
Medicagao

Inibidores da ECA 77,5% (31/40)

Betabloqueadores 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)

"medliana (faixa); 2média + EPM; ECA - Enzima conversora da angiotensina
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instrugoes do fabricante (v, Frankfurt am Main, Alemanha).
O limite de deteccao do kit é 5 nmol/ml. Todas as amostras
foram medidas em duplicata. Naquele momento, os valores
foram interpretados da forma seguinte: <20 ng/ml (<50
nmol/l) deficiente; 21-29 ng/ml (51-74 nmol/l) insuficiente;
e >30 (>75 nmol/l) suficiente'®”.

Ecocardiograma

Em cada paciente foi realizado ecocardiograma
transtordacico. Os seguintes parametros lineares foram medidos
com aparelho Vivid 3 (Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino
Unido): didmetros diast6lico final (DDF) e sistélico final (DSF),
e didmetro de atrio esquerdo (DAE).

Analise estatistica

As varidveis categéricas sao apresentadas como porcentagens,
e as quantitativas como média +/- EPM. Foi utilizado o teste
bicaudal de Mann-Whitney para comparar os resultados

Medidas ecocardiograficas em pacientes com ICC

entre os grupos. A significancia estatistica foi estabelecida em
p < 0,05. Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o
GraphPad Prism (La Jolla, CA, USA).

Resultados

Pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca cronica
com deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D

Visto vez que uma diminuigao dos niveis de 25-hidroxi
VD3 foi achada em pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca cronica (ICC) nas regides de Europa Central e do
Norte'?, testamos se pacientes com ICC em Nis (Sérvia,
Sudeste da Europa, 43°N, 22°L) poderiam apresentar
diminuicao nos niveis de 25-hidroxi VD3. Pacientes com ICC
sao caracterizados na Tabela 1. Pacientes portadores de ICC
apresentaram niveis de 25-hidroxi VD3 inferiores a 75 nmol/
ml (Fig. 1), o que é considerado abaixo da faixa normal'®.
Uma vez que a hipertensao arterial é um dos principais

Todos os individuos com ICC

pacientes com insuficiéncia de VD pacientes com deficiéncia de VD

FE' (%) 33,33+1,34 34,10 + 1,61 31,46 +2,28
DDF' (mm) 60,63 +1,16 59,48 + 1,88 61,72+ 1,40
DSF'(mm) 4591+ 1,55 4571 +£213 46,09 £2,31
DAE' (mm) 44,56 0,93 43,55 £1,12 4544 144

" média £ EPM. ICC - insuficiéncia cardiaca crénica; VD - Vitamina D; FE — Fragéo de eje¢édo; DDF - Didmetro diastélico final; DSF — Didmetro sistolico final; DAE -

Diémetro de atrio esquerdo.
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Estado de VD em pacientes portadores de ICC secundaria a doenga coronariana ou hipertensdo arterial. Foram determinados niveis séricos de 25-hidroxi
niveis VD3 em pacientes com ICC secundaria a doenga coronariana (n=13) e pacientes com ICC secundaria a hipertenséo arterial (n=27) usando EIA. Os dados sdo

apresentados como valores (nicos com média; * p <0,08.
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fatores responséveis para o desenvolvimento e evolugao
da ICC?, esta foi recentemente associada a deficiéncia da
VD'. Portanto, examinamos de perto pacientes portadores
de ICC secundaria a hipertensdo arterial, em relagao a sua
resposta inflamatéria. Nossos resultados demonstram que
pacientes com hipertensao e ICC tém deficiéncia de VD
(33,35+/-1,57) se comparados com aqueles com doenga
coronariana, que tém predominantemente insuficiéncia de
VD (50,95+/-4,48) (Fig. 1).

Pacientes com ICC tem niveis elevados de TNFa e IL-17

A seguir, investigamos os niveis de IL-17 e TNFa e sua
relacdo com a 25-hidroxi VD3. Os niveis de ambas as
citocinas proé-inflamatérias, TNFa (55,21 +/-2,71) e IL-17
(47,22 +/-4,40) eram elevados em pacientes com ICC
secundaria a hipertensao arterial, se comparados com
pacientes com ICC secundéria a doenga coronariana (49,33
+/-4,46 e 34,91 +/-3,22, respectivamente) (Fig. 2) e as
diferengas alcangaram significancia estatistica. Estes dados
sugerem que a VD pode ser o fator regulador de TNFa e IL-
17 subjacentes ao desenvolvimento da hipertensdo arterial,
e consequentemente da ICC.

Pacientes portadores de ICC com deficiéncia de VD
apresentam piores achados ecocardiograficos e maiores
escores de NYHA

A deficiéncia de VD, bem como o aumento de TNFa
e IL-17 tém sido relacionados a dilatacdo ventricular®'019,
Portanto, comparamos os achados ecocardiogréficos em
pacientes portadores de ICC com deficiéncia e insuficiéncia
de VD.

Pacientes portadores de ICC com deficiéncia de VD
apresentaram valores mais altos, de DDF, DSF, DAE e mais

baixos de FE. Contudo, as diferengas nao alcancaram
significancia estatistica, provavelmente devido ao pequeno
tamanho da amostra (Tabela 2).

Os escores de NYHA dos nossos pacientes variaram de
1 (sem limitagOes para atividade fisica) a 3 (importantes
limitagbes para atividade fisica). As percentagens de
individuos com NYHA classe 1, 2 ou 3 foram de 7,5% (3/40),
42,5% (17/40), e 50% (20/40), respectivamente. Pacientes
portadores de ICC com deficiéncia de VD tém maiores
escores de NYHA que os pacientes com insuficiéncia de
VD. (Fig. 3).

Discussao

E mostrado aqui que pacientes idosos portadores de ICC
no Nis (Sérvia, Sudeste da Europa) tém niveis de 25-hidroxi
VD3 inferiores aos valores normais. Também identificamos que
pacientes com ICC secunddria a hipertensao arterial tém niveis
significativamente menores de 25-hidroxi VD3, e maiores de
TNFa e IL-17A, se comparados com os niveis de pacientes com
ICC secundaria a doenga coronariana. Isto sugere que a VD
dé suporte ao desenvolvimento e evolugdo de DCV através da
promocao da hipertensao arterial e sua inflamacao subjacente.
Além disso, pacientes com deficiéncia de VD apresentaram
maiores escores de NYHA e achados ecocardiograficos se
comparados com pacientes com insuficiéncia de VD.

Niveis drasticamente reduzidos de 25-hidroxi VD3 na
populagao idosa encontrados neste estudo indicaram que
mesmo as regides com muitos dias ensolarados ao longo do
ano, como as do Sudeste da Europa, ndo foram poupadas
da deficiéncia “epidémica” de VD. A radiacdo solar anual
de acordo com o servico hidrometeorolégico da Republica
da Sérvia situa-se entre 1500-2200 h por ano, mais do que
a maioria dos paises europeus. Achados semelhantes foram
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Diferencas em (a) TNFa. e (b) IL-17 entre pacientes portadores de ICC secundaria a ou doenga coronariana (n=13) e a hipertenséo arterial (n=27). Os niveis
séricos da 25-hidroxi VD3, TNFa. e IL-17 foram determinadas através de ELISA. Os dados sdo apresentados como valores tnicos com média; * p <0,05.
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Classe NYHA

3 e |

CHF patients

Escores de NYHA em pacientes portadores de ICC com deficiéncia e insuficiéncia de VD. A classe de NYHA foi determinada através da observagéo de cada
paciente em repouso, se vestindo, caminhando e subindo as escadas. Os dados séo apresentados como média +/- EPM; * p <0,05; pacientes com deficiéncia de VD

n=31; pacientes com insuficiéncia de VD n=9.

observados na populacao idosa na Crodcia e Grécia, também
localizadas no Sudeste da Europa?**'. Como a hipertensao
arterial representa um importante fator responsavel pelo
desenvolvimento da ICC3, pesquisamos pacientes com
ICC secunddria a hipertensao com mais detalhe. Os dados
revelaram que os pacientes que sofrem de hipertensao
arterial tém estados de VD significativamente menores, o
que estd em conformidade com os achados anteriores de
Anderson et al. demonstrando que a deficiéncia de VD esta
altamente correlacionada com a prevaléncia de hipertensao?®.
Curiosamente, esses pacientes portadores de ICC tinham
niveis séricos drasticamente elevados de IL-17 e TNFa.
Podemos observar também que os pacientes em terapia
com estatina antilipémica exibido niveis estatisticamente
mais elevados de 25-hidroxi VD3, porém estes niveis
permaneceram insuficientes (dados nao mostrados). Este
achado suporta os varios relatérios anteriores que sugeriam
que as estatinas podem aumentar a sintese do calcitriol através
da inducdo da enzima 7 - dehidrocolesterol?*2+,

O papel do TNFa na DCV tem sido bem estabelecida®.
Ratos com sobre-expressao do TNFa ou tratados com TNFa
desenvolvem hipertensao arterial, disfungao ventricular
esquerda e remodelacao, e morrem de ICC*?¢. De fato,
nossa observacdo de que pacientes com ICC secundaria
a hipertensao arterial tém niveis mais elevados de TNFa
apoiam esses achados. A nova citocina pré-inflamatérias IL-
17 foi recentemente implicada na ICC'™. Modelos animais
demonstraram que a IL-17 é essencial para o desenvolvimento
de miocardiopatia dilatada, provavelmente por estimulagao
da fibrose através da inducdo direta e/ou indireta de
MMP1/2/3/9"". A IL-17 também é necessdria para a
expressao sustentada da IL-6 durante a miocardite’”. A IL-6
cardiaca elevada foi associada com o desenvolvimento da
miocardiopatia dilatada, provavelmente através da promogao
da fibrose do miocardio. Esta opinido é corroborada pelo fato
de que a neutralizagdo da IL-6 melhora a fibrose e a fungao
cardiaca durante a rejeicao crénica do enxerto cardiaco”. No

Arq Bras Cardiol 2012;98(3):259-265

entanto, novos experimentos sao necessarios para confirmar
o papel especifico da IL-6, como sinal a jusante da IL-17 na
ICC. Tem sido sugerido também o papel de outras substancias
bioquimicas, como o fator de diferenciagao de crescimento
-15, IL-1, IL-2 e IL-10 na ICC7?%2% Diversos estudos
encontraram niveis opostos de IL-1 e IL-2; curiosamente,
a citocina anti-inflamatéria IL-10 foi encontrada em niveis
elevados em pacientes com ICC, quando comparada com
controles sadios. No entanto, a elevacao nos niveis de citocinas
anti-inflamatérias ndo é adequadamente proporcional ao
aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias, a fim de
ser benéfico para pacientes com ICC'®.

E provavel que a VD seja subjacente a patogénese da
ICC em varios niveis (inflamacdo, homeostase do calcio,
sistema renina-angiotensina-aldosterona)®. Nossos achados
juntamente com dados anteriores obtidos in vitro de que
a VD regula a expressao da IL-17 e do TNFo em células
imunes sugerem que a acao da VD sobre as células Th17
representa pelo menos um dos mecanismos que controlam
a inflamagdo na DCV. A VD pode diminuir diretamente a
producao da IL-17, por sua principal fonte, as células Th173°
e prejudicam a sua diferenciacao®32. De forma importante,
alL-17 é um indutor de IL-6 e TNF citocina pré-inflamatéria,
especificamente no coragao’. Por outro lado, a prépria VD
diminui os niveis de citocina IL-6 e TNFa citocina'®, que
sao importantes para a diferenciagdo de Th17%. Isso sugere
que a VD poderia modular a inflamagao inicial que conduz
a diferenciacdo de Th17, que por sua vez suporta mais
inflamagao e dano tecidual. Portanto, esses achados sugerem
a importancia do subconjunto de células Th17 na DCV e a
IL-17 como alvo supostos para futuras opgoes terapéuticas.

Como os pacientes que sofrem de hipertensao arterial tém
significativamente estados mais baixos de VD e niveis séricos
aumentados de IL-17 e de TNFo, é possivel que os niveis
de VD ao longo do periodo de vida, poderiam arquitetar
a inflamacao crénica e hipertensao, e consequentemente
conduzir a ICC. Dois estudos prospectivos apoiaram essa
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possibilidade conforme revisado por Vaidya e cols.’®: O
primeiro acompanhou, por 4 anos, 1.811 participantes nao
hipertensos e demonstrou que pacientes com baixos niveis de
com 25-hidroxi VD3 tém maior risco relativo de incidéncia de
hipertensao arterial, se comparados com aqueles cujos niveis
eram elevados, o segundo estudo de caso-controle incluso
dentro de um estudo de coortes do Estudo de Satde Il de
Nurses, mostrou resultados semelhantes'®. Até agora, diversos
ensaios clinicos randomizados relataram alteragao na pressao
arterial ap6s a suplementacao com VD, no entanto, somente
em 2 ensaios de acompanhamento foi banido o uso de anti-
hipertensivos. Scragg et al. demonstraram que individuos que
receberam uma dGnica dose de 100.000 IU de colecalciferol
ndo apresentaram qualquer diferenca detectavel da pressao
sanguinea quando comparada com o grupo placebo apds 5
semanas. Em outro ensaio, mulheres receberam 800 Ul/dia
de colecalciferol ou placebo durante 8 semanas. O grupo
que recebeu verum apresentou uma redugdo significativa
da pressao arterial sistélica em comparagao com o placebo.
Devido a diversos achados opostos sobre a suplementagao
de VD e DCYV, se esta realizando atualmente um promissor
ensaio randomizado de vitamina D e 6mega-3 Trial (VITAL)
envolvendo 20.000 individuos. Um objetivo primario deste
ensaio é determinar se altas doses de suplementagao de
vitamina D de longa duragdo (5 anos) pode prevenir DCV
e cancer'®,

Uma vez que excluimos outra doenca que poderia
precipitar niveis diminuidos de VD, nossas observagoes
sugerem que o sedentdrio estilo de vida moderno levou ao
fato de que mesmo nas regides com muitos dias ensolarados,
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