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Introduccion y objetivos. Determinadas citocinas
proinflamatorias se han encontrado elevadas en pacien-
tes con sindrome coronario agudo. En algunos estudios
ha podido comprobarse que la distribucién de los acci-
dentes isquémicos coronarios a lo largo del dia no es uni-
forme, sino que experimenta variaciones ritmicas. El ob-
jetivo de este estudio es determinar si existe un ritmo de
luz/oscuridad de las citocinas proinflamatorias en los pa-
cientes con infarto agudo de miocardio.

Pacientes y método. Se incluyeron 40 pacientes con
infarto agudo de miocardio y 40 controles. Se determina-
ron los valores de interleucina 6 y 1p en las primeras 24 h
del episodio isquémico coronario agudo. Las muestras de
sangre se extrajeron a las 03.00 (periodo oscuridad) y a
las 10.00 h (periodo luz).

Resultados. Ambos grupos fueron similares en edad,
sexo y factores de riesgo coronario. Las concentraciones
de la interleucina 6 demostraron un ritmo luz/oscuridad
significativo, tanto en los pacientes con infarto agudo de
miocardio como en los controles (41,93 £ 5,90/100,39 +
13,60 frente a 25,76 + 4,45/52,67 + 7,73 pg/ml). Ademas,
la interleucina 6 fue significativamente mayor en los pa-
cientes con infarto agudo de miocardio que en los contro-
les. La interleucina 1B no demostré un ritmo luz/oscuri-
dad.

Conclusiones. Tanto en el grupo control como en el
de infarto agudo de miocardio, la interleucina 6 demostré
un ritmo de luz/oscuridad. Los pacientes con infarto agu-
do de miocardio presentan concentraciones de interleuci-
na 6 mas altas, secundarias a una respuesta fisiolégica a
la lesion tisular. El ritmo luz/oscuridad puede afectar a di-
ferentes parametros fisiol6gicos y bioquimicos.
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Circadian Variations in Proinflammatory Cytokine
Concentrations in Acute Myocardial Infarction

Introduction and objectives. The concentration of cer-
tain proinflammatory cytokines has been found to be ele-
vated in patients with acute coronary syndrome. Many
studies have shown that coronary ischemic accidents do
not show a uniform distribution throughout the day, but
instead exhibit rhythmic variations. The objective of this
study is to determine whether there is a circadian pattern
of variation in the concentrations of proinflammatory cyto-
kines in patients with acute myocardial infarction.

Patients and method. The sample included 40 pa-
tients with acute myocardial infarction and 40 controls.
Levels of interleukin 6 and 1P were determined in the first
24 hours after the acute coronary ischemic episode.
Blood samples were extracted at 3:00 a.m. (period of
darkness) and at 10:00 a.m. (period of daylight).

Results. Both groups were similar in age, sex distribu-
tion, and coronary risk factors. Interleukin 6 levels sho-
wed a significant variation between daylight and nighttime
concentrations in patients with acute myocardial infarction
and controls (41.93 + 5.90/100.39 + 13.60 vs 25.76 +
4.45/52.67 + 7.73 pg/ml). However, interleukin 6 concen-
trations were higher in the acute myocardial infarction
group than in the control group. Interleukin 13 concentra-
tions did not vary between daylight and darkness.

Conclusions. In both the control group and acute myo-
cardial infarction group, interleukin 6 concentrations varied
between daylight and darkness. Patients with acute myo-
cardial infarction shown a higher concentration of interleu-
kin 6 secondary to the physiological response to tissue da-
mage. Circadian variations can affect the measurements
obtained for different physiological and biochemical para-
meters.

Key words: Interleukins. Myocardial infarction.
Inflammation. Circadian rhythm. Basic research.
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INTRODUCCION

En los tltimos afios se ha observado que la inflama-
cién es un mecanismo clave de la aterogénesis y de la
progresién rapida de la enfermedad arterial coronaria'.
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ABREVIATURAS

CIT: citocinas.

IAM: infarto agudo de miocardio.
SCA: sindrome coronario agudo.
L/O: luz/oscuridad.

IL: interleucina.

La aterosclerosis es un proceso complejo que implica
a diferentes tipos de células y numerosas familias de
citocinas (CIT) y factores de crecimiento®. Las CIT
son péptidos sefializadores, mediadores quimicos, que
se producen como respuesta a una agresion a un tejido,
causando la respuesta inflamatoria®. La mayoria de las
CIT son moléculas multifuncionales que ejercen dife-
rentes acciones en las diferentes células sobre las que
actdan®*. Asi mismo, durante los dltimos afios se ha po-
dido comprobar que la distribucién de los sindromes
coronarios a lo largo del dia no es uniforme, sino que
experimenta variaciones ritmicas. Se ha demostrado
con claridad que el comienzo del infarto agudo de
miocardio (IAM) sucede con mayor frecuencia en las
primeras horas de la mafiana, dando lugar a muchas
investigaciones en las que se intenta averiguar las cau-
sas de la distribucién circadiana, asi como sus implica-
ciones clinicas y terapéuticas®®.

Se han apreciado modificaciones diarias de factores
humorales, como el aumento de la agregabilidad pla-
quetaria en las primeras horas de la mafana’, dismi-
nucién de la actividad de t-PA3 y aumento de las ca-
tecolaminas’, que podrian desencadenar fenémenos
trombdticos. Existe un vinculo claro entre inflamacién
y trombosis, influyéndose de forma reciproca'®. Las
células endoteliales estimuladas por CIT producen
sustancias procoagulantes, y las células inflamatorias
activadas sintetizan moléculas que modulan la cascada
trombdtica. En pacientes con sindrome coronario agu-
do (SCA) se ha objetivado la existencia de valores au-
mentados de CIT proinflamatorias'!. En el momento
actual existen pocos datos acerca del ritmo luz/oscuri-
dad (L/O) de las CIT proinflamatorias en pacientes
con SCA.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el ritmo
luz/oscuridad (L/0) de las CIT proinflamatorias utili-
zando valores en suero de interleucina (IL) 6 y 1P. Las
mediciones obtenidas se comparan con la realizada en
pacientes con IAM y con las de un grupo de sujetos
sanos.

PACIENTES Y METODO
Pacientes

Desde mayo de 2001 hasta diciembre de 2001, 75
pacientes afectados de IAM fueron atendidos en la
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unidad de cuidados intensivos cardiologicos del
Hospital Universitario de Canarias. De esta poblacion,
40 pacientes (53%) presentaban SCA con elevacion
prolongada del segmento ST, a los cuales se les realizé
tratamiento de reperfusién. Asi mismo, se selecciond
un grupo control compuesto por 40 sujetos sanos, de
similares edad y sexo. Se controld la diabetes, introdu-
ciendo entre los criterios de inclusién sélo sujetos no
diabéticos. El estudio fue aprobado por el comité ético
y cientifico del Hospital Universitario de Canarias.
Los sujetos fueron estudiados bajo unas condiciones
ambientales cuidadosamente controladas en la unidad
de cuidados intensivos cardiolégicos. El periodo L/O
en la unidad de cuidados intensivos cardiolégicos fue
de 14 h (1.745 £ 33 1ux)/10 h (1,33 £ 0,3 1ux); el en-
cendido y apagado de las luces se produjo a las 07.00
y las 21.00 h, respectivamente.

Todos los sujetos del estudio, antes de ser incluidos,
fueron evaluados mediante anamnesis, exploracién fi-
sica, radiografia de térax y analitica de sangre. Los
criterios de exclusién'? para los sujetos del estudio
fueron: infecciones especificas y no especificas, enfer-
medades autoinmunes y del tejido coldgeno, enferme-
dades malignas, adiccién a drogas, tratamiento con
radioterapia, insuficiencia renal aguda o crénica, en-
fermedades hepadticas, tratamiento inmunodepresor o
quimioterapia.

Casos

El presente estudio incluyé a 40 pacientes (23 varo-
nes y 17 mujeres, con una edad media de 59 + 3.4
afnos) diagnosticados de TAM definido segin los si-
guientes criterios'>!'*: aumento caracteristico y dismi-
nucién progresiva (troponina) o aumento y disminu-
cibn mds rdpida (CK-MB masa) de marcadores
biolégicos de necrosis miocardica, acompafiados de al
menos uno de los siguientes: a) sintomas de isquemia;
b) aparicion de nuevas ondas Q de necrosis en el elec-
trocardiograma; ¢) cambios en el electrocardiograma
sugestivos de isquemia (elevacién o depresion del seg-
mento ST), y d) intervencion coronaria (p. ej., angio-
plastia coronaria).

Controles

El grupo control estaba compuesto de 40 volunta-
rios sanos, de los cuales 22 eran varones y 18 mujeres,
con una edad media de 53 + 4,6 afios. Todos ellos esta-
ban asintomadticos, sin antecedentes de enfermedad y
con un examen fisico normal.

Protocolo experimental

A los sujetos del estudio, una vez ingresados en la
unidad de cuidados intensivos cardiolégicos, se les im-
plant6 un catéter en el antebrazo para la extraccién de
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sangre. Las muestras de sangre para determinar la IL. 6
y 1B fueron extraidas en las primeras 24 h del comien-
zo de los sintomas, en los casos. El tiempo medio de
evolucién de los sintomas en los pacientes en el mo-
mento de la extraccién diurna y nocturna fue de 13,6 +
1,0y 7,6 £ 1,2 h, respectivamente.

Las muestras de sangre para determinar las IL fue-
ron obtenidas a las 10.00 h (periodo luz) y 03.00 h
(periodo oscuridad). Cuando las muestras de sangre
fueron tomadas durante el periodo de oscuridad, los
sujetos estaban durmiendo. Para ello, la enfermera usé
una tenue luz de linterna roja (< 100 lux), que utilizé
s6lo para acceder a la boca del catéter enfocando pun-
tualmente, en un tiempo lo mds corto posible, dicha
zona y evitando en todo momento dirigir la linterna
hacia los ojos del paciente. Todos los sujetos permane-
cieron en reposo durante el estudio. Las muestras de
suero procedente de la sangre fueron alicuotadas en
varios tubos y almacenadas a —80 °C hasta su andlisis.

Métodos de laboratorio

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de
glucosa, colesterol total, colesterol unido a lipoprotei-
nas de alta densidad (cHDL) y triglicéridos por méto-
dos enzimaticocolorimétricos. El colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) se calculé me-
diante la férmula de Friedewald.

Para determinar la isoenzima MB de la creatincina-
sa (CK-MB) se utiliz6 el método inmunolégico de
CK-MB NAC activado, donde las subunidades de la
CK-M son inhibidas por un anticuerpo especifico sin
influir en las CK-B. La troponina I se determin6é me-
diante el método inmunoenzimatico, basado en una
técnica de ELISA de sandwich (Boehringer
Mannheim). Los valores séricos de las IL fueron deter-
minadas por ELISA, siguiendo las especificaciones de
la casa suministradora de los kits (DRG International,
Marburg, Alemania).

Analisis estadistico

Se utilizo el programa estadistico SPSS versiéon 10.0
para Windows para el andlisis de los datos. Las varia-
bles cualitativas se expresan como porcentajes, y las
cuantitativas se expresan como media + desviacion es-
tdndar. Se comprobé la proximidad a la normalidad de
las distribuciones mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Para comparar dos variables cualitativas se
utilizé el test de la %% Las diferencias de medias entre
variables cuantitativas con distribucién normal se ana-
lizaron con el test de la t de Student. Se realiz6 un ané-
lisis de regresion logistica con el método introducir,
para la estimacién de las odds ratio (OR) de las varia-
bles confundentes. Las OR se expresan con su interva-
lo de confianza (IC) del 95%. Se consider6 significati-
vo un valor de p < 0,05.
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TABLA 1. Caracteristicas basales del grupo
de estudio

Casos (n = 40) Controles (n = 40) p
Tabaquismo 44,0 40,0 NS
Hipertension arterial 33,3 22,0 NS
Hipercolesterolemia 32,0 14,0 NS
Hipertrigliceridemia 4,0 1,0 NS

Los datos se expresan en porcentaje.
NS: no significativo.

TABLA 2. Parametros analiticos de los sujetos
del estudio

Casos (n = 40) Controles (n = 40) p
Colesterol total (mg/dl)  196,4 + 8,4 202,3+8,9 NS
cLDL (mg/dl) 115,0+ 6,6 121,04 8,2 NS
cHDL (mg/dl) 56,0 +2,2 52,0+2,9 NS
Triglicéridos (mg/dl) 137,3+ 16,2 156,6 + 17,6 NS
Glucosa (mg/dl) 113,123 100,0 £ 3,0 0,005
CK-MB (U/1) 324,6 £ 53,0 19,2+ 1,6 < 0,001
Troponina | (ng/ml) 6,0+1,0 0,01 £ 0,002 < 0,001

Valores expresados como media + DE
NS: no significativo.

TABLA 3. Asociacion de la IL-6 y la presencia
de IAM tras controlar los principales factores
de riesgo coronario

OR (IC del 95%) p
IL-6* (pg/ml) 1,04 (1,01-1,06) 0,01
Hipertension arterial 1,44 (0,35-5,88) NS
Hipercolesterolemia 5,88 (0,60-10,0) NS
Tabaquismo 2,55 (0,55-6,66) NS

*Método condicional hacia delante en la estimacién de la odds ratio.
IC: intervalo de confianza; NS: no significativo.

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas y analiticas de los suje-
tos del estudio se exponen en las tablas 1 y 2. Como
puede apreciarse en la tabla 1, los factores de riesgo
para enfermedad arterial coronaria de los casos no de-
mostrd diferencias significativas con el grupo control.
De los pacientes con IAM, el 60% recibieron trata-
miento trombolitico con reteplase y en el 40% se reali-
z0 angioplastia primaria.

En la tabla 2 se exponen las concentraciones de
glucosa, colesterol total con sus diferentes fracciones
y triglicéridos de los casos comparado con los con-
troles, no demostrando diferencias significativas,
excepto los valores de glucosa. Con respecto a los
marcadores de necrosis miocardica, si se observaron
diferencias significativas entre los pacientes con
IAM y los controles.
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En la tabla 3 se observa que, controlando los facto-
res de riesgo principales independientes, se ha encon-
trado asociacién entre los valores de IL-6 y la presen-
cia de JAM.

En la figura 1 se observa la inexistencia de un ritmo
L/O de la IL-1, tanto en los controles como en los ca-
sos. Los valores medios de la IL-1P en el ritmo L/O
fueron ligeramente mayores, pero no significativos, en
los pacientes con IAM. Los valores medios de las con-
centraciones de IL-1p durante la oscuridad fueron ma-
yores que durante la luz, tanto en los casos como en
controles, no demostrando diferencias estadisticamen-
te significativas.

En la figura 2 se expone el ritmo L/O de la IL-6,
tanto en los pacientes con IAM (p < 0,0003) como en
los controles (p < 0,005). La concentracion de IL-6 en
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la oscuridad es mayor en los pacientes con IAM que
en los controles (p < 0,001). Asi mismo, el valor de
IL-6 en la luz entre casos y controles presenta diferen-
cias significativas (p < 0,05).

DISCUSION

Se ha acumulado un significativo nimero de expe-
riencias que implican a células y a moléculas relacio-
nadas con la respuesta inmunoldgica en el proceso de
la lesion vascular con la arteriosclerosis y la ateroma-
tosis. La lesion de la pared vascular motiva, por una
parte, la adhesion de monocitos y linfocitos T a la su-
perficie endotelial y, por otra, la liberacién de IL-6
por parte tanto de las células endoteliales como de los
leucocitos'. Los resultados de nuestro estudio de-
muestran que la IL-6 estd aumentada en los pacientes
con IAM, probablemente producido por los miocitos
y células inflamatorias activadas por la necrosis tisu-
lar'®.

La IL-6 elevada en el curso de la enfermedad vascu-
lar refleja la activacién inmune in situ pero, ademds,
recientes evidencias indican que tanto el endotelio, es-
timulado por la hiperglucemia, como el tejido adiposo
puede producir esta CIT. En nuestro estudio se intro-
dujeron sélo sujetos no diabéticos, por lo que las dife-
rencias significativas existentes en los valores de glu-
cemia entre ambos grupos no explicaria el aumento de
la IL-6"7.

Asi mismo, se demuestra la existencia de un patrén
de L/O, tanto en los pacientes con IAM como en los
controles. Se ha objetivado en diversos estudios que la
secrecion y actividad de las CIT estdn bajo control
neuroendocrino central, y en concreto en relacién con
la gldndula pineal a través de la secreciéon L/0 de la
hormona melatonina'®,

Por el contrario, la IL-1f no presenté cambios signi-
ficativos con respecto al patrén luminico, probable-
mente por 2 motivos: a) la IL-6 es una CIT con poten-
tes propiedades proinflamatorias donde regula la
expresion de moléculas de adhesién y de otras CIT,
como la IL-13", donde la actuacién de esta, por parte
de la IL-6, presenta un desfase temporal, y b) la IL-6
induce la migracién y diferenciacién de los macréfa-
gos activados, siendo éstos los principales productores
de IL-1B%.

La existencia de un ritmo circadiano en los pacien-
tes con IAM implica que podrian estar, de alguna ma-
nera, asociados o desencadenados por ritmos fisiol4gi-
cos que presentan un pico de actividad en un
determinado momento del dia o de la noche?!. En la
actualidad se acepta que la rotura de una placa ateros-
clerédtica y el posterior fenémeno de trombosis consti-
tuyen el sustrato fisiopatolégico de la mayoria de los
IAM. Existen diversas caracteristicas que parecen de-
finir la vulnerabilidad de las placas, entre ellos los fac-
tores directamente relacionados con las caracteristicas
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fisicas de las placas y su composicidn tisular, y facto-
res sistémicos que promueven su rotura y facilitan la
trombosis.

En un estudio realizado por Schieffer et al'® encon-
traron que la IL-6 se localizaba en la interseccion del
endotelio disfuncionante que recubre la placa con el
endotelio sano adyacente, lugar donde es mds frecuen-
te la rotura de las placas. Mehta et al*? observaron que
la inflamacién de las placas aterosclerdticas puede es-
tar desencadenada, mantenida e incrementada por
multiples factores, como linfocitos y macréfagos acti-
vados, incremento de IL-6, IL-1, interferén gamma y
lipoproteina (a). En las fases tardias de la aterosclero-
sis, la liberacién de enzimas hidroliticas y de CIT con-
tribuye a degradar el tapdn fibroso de la placa ateros-
clerética, lo cual contribuye a la rotura de la misma.
La IL-6 es una CIT con potentes propiedades proinfla-
matorias que contribuye al desencadenamiento de los
SCA, al potenciar la sintesis de metaloproteasas y la
expresion de receptores de LDL en los macréfagos, asi
como un aumento de la captacién de cLDL y la secre-
cién de sustancias quimiotécticas, como la proteina 1
quimiotdctica de monocitos?.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Entre las limitaciones de nuestro estudio se cuenta
el reducido tamafio de la muestra. Se trata de un estu-
dio de disefio de casos y controles, donde las caracte-
risticas basales del grupo de estudio son similares
(muestra de conveniencia). Este hecho, en el que el
grupo control y el de los casos sean similares en los
factores de riesgo analizados para enfermedad arterial
coronaria, hace dificil encontrar diferencias significati-
vas en el factor de exposicién analizado: la IL-6.

Reconocemos que no se pueden establecer conclu-
siones definitivas acerca de que el ritmo L/O de la IL-
6 con aumento mayor durante la oscuridad en los pa-
cientes sea un factor causal que provoque el ITAM. Son
necesarios mas estudios que nos ayuden a aclarar los
mecanismos que subyacen en la periodicidad de la
presentacion del infarto, lo que se refleja en la impor-
tancia que se puede dar a intervenciones farmacoldgi-
cas para una mejor proteccion en momentos de mayor
riesgo.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran la exis-
tencia de un ritmo L/O de la IL-6 en los controles y en
pacientes con IAM, presentando estos dltimos unas
concentraciones mds altas, secundarias a una respuesta
fisioldgica a la lesion tisular. El estudio de las varia-
ciones L/O de las CIT proinflamatorias, aunque atin
carece de relevancia clinica, abre las puertas a nuevas
investigaciones en el campo sobre los ritmos biol6gi-
cos en humanos.
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