Curso 2005/06

CIENCIAS Y TECNOLOGIAS/18
I.S.B.N.: 978-84-7756-781-3

MARTIN JESUS GARCIA Y GONZALEZ

Ritmo luz/oscuridad de citocinas y otros marcadores
relacionados con la inflamacion en pacientes
con infarto agudo de miocardio en la isla de Tenerife

Directores
PEDRO ABREU Y GONZALEZ
ALBERTO DOMINGUEZ Y RODRIGUEZ

SERVICIO DE PUBLICACIONES
UNIVERSIDAD ‘l“ DE LA LAGUNA

Serie Tesis Doctorales



Para Miriam.

Para Daniel, Carlay Pablo Martin.



AGRADECIMIENTOS



Siempre consideré que la tesis doctoral debia ser como la fruta madura que, tras
una paciente y laboriosa gestacion, debe recolectarse en el momento mas apropiado:
aquél en el que tanto su color como sabor estdn en la médxima plenitud. Esta tesis
doctoral llega, pues, como un fruto pleno de madurez en el, a mi juicio, momento mas
apropiado de mi vida personal y profesional.

Visicitudes, mas personales que profesionales, han impedido por largo tiempo
que acometiera y concluyera este importante trabajo con el cual accedo al Grado de
Doctor, desde mi Licenciatura en Medicina y Cirugia hace casi veinte afios. El hecho de
haberlo realizado ha significado para mi un reto personal y el saldo de una antigua
deuda.

El reto personal supone, en mi caso, concluir una carrera académica al alcanzar
el Grado de Doctor. Confieso que en alguna ocasion he manifestado que un médico “se
doctora” todas y cada una de las veces que atiende a sus pacientes. En este grado de
excelencia profesional he intentado refugiar, durante estos afos, “mi complejo de
inferioridad” -si se me permite la expresion- frente al resto de mis compafieros que ya
eran Doctores en Medicina.

El saldo de la deuda nunca pagada proviene del compromiso personal contraido
con la persona que, mas alld de las luces y las sombras de su personalidad, fue mi
Maestro en Cardiologia: el Profesor Dr. D. Diego de Armas Trujillo, creador de una
auténtica Escuela de Cardiologia en el Hospital Universitario de Canarias, sembrd en mi
la inquietud por el conocimiento de la Cardiologia y de su mano inicié el aprendizaje de
esta disciplina médica, con la curiosidad cientifica, la excelencia en el ejercicio y la
responsabilidad profesional que siempre lo caracterizaron. Nunca pudo ver realizado
este trabajo, el cual a titulo péstumo le dedico. A €l mi més profundo reconocimiento y
mi mas sincero agradecimiento. Que en paz descanse.

Esta tesis doctoral no hubiera sido posible realizarla sin la inmensurable ayuda
de dos personas a las que quiero distinguir con mi mayor agradecimiento: El Profesor
Dr. D. Pedro Abreu Gonzalez y el, para mi querido, entrafiable amigo y compaiero, Dr.
D. Alberto Dominguez Rodriguez.

Pedro Abreu Gonzilez, excelente profesional y ain mejor persona, tiene las
poco frecuentes cualidades de la discrecion, la sencillez y la proximidad en el trato
personal. Sobre sus innumerables méritos académicos sobresalen, a mi juicio, otros que
quizds no constan en su “curriculum vitae”: aprovechando nuestra curiosidad e

inquietud por la investigacion cientifica, se ha convertido en el promotor de la misma y



ha llegado a ser un “verdadero catalizador” en la formacion de nuestro grupo de
investigacion. Su constante e incondicional apoyo, su desinteresada amistad y su calidad
humana son, para mi, sus mejores cualidades.

Pocas veces te encuentras en la vida profesional con una persona que trasciende
de lo puramente laboral y se convierte en tu verdadero amigo. A mi me sucedié con
Alberto Dominguez Rodriguez. Yo no podia ni de lejos sospechar, cuando lo conoci
siendo ambos estudiantes de Medicina, -creo que yo andaba por el 5° 6 6° curso y ¢l
iniciaba los estudios- que llegariamos a ser como el “ying/yang” de la filosofia oriental.
A Don Diego de Armas le debemos la prevision de aunar nuestro destino profesional en
la Unidad de Coronarias del Hospital Universitario de Canarias. De mi mano, Alberto
dio algunos de sus “primeros pasos” en el area de los Cuidados Intensivos
Cardiologicos. De la suya, sincera, llana, y entrafiable, junto a la de Pedro, accedo al
Doctorado.

Quiero manifestar mi agradecimiento a todo el Personal Médico del Servicio de
Cardiologia del Hospital Universitario de Canarias, por poder compartir con ellos la
tarea de atender a aquellos que son la principal razon de nuestro esfuerzo, los enfermos
cardioldgicos, y representar para mi un continuo estimulo de superacion profesional. No
quisiera olvidar a todo el Personal de Enfermeria del Servicio de Cardiologia, en
especial al que desempefia su labor en la Unidad de Coronarias del Hospital
Universitario de Canarias, quienes con exquisita profesionalidad han colaborado de
forma trascendental, a través de la recogida de las muestras sanguineas de los sujetos
del estudio, a la realizacion de este trabajo.

Finalmente, quiero hacer mi especial reconocimiento y agradecimiento a la
persona que con su sacrificio personal, su incondicional apoyo, su inmensa paciencia y
su gran Amor ha estado a mi lado, como dicen los votos matrimoniales “en la salud y en
la enfermedad, en la riqueza y en la pobreza, todos los dias de mi vida”: Miriam Dorta
Martin no solo es la solicita esposa con la que todo hombre suefia sino que, ademas, en
una heroica y excelente maternidad, me ha hecho el mejor regalo que puede hacerse a
un ser humano: Daniel, Carla y Pablo Martin, quienes encarnan no sélo el fruto de

nuestro Amor sino una vibrante promesa de futuro.

S. Cristobal de La Laguna, invierno de 2006



ABREVIATURAS



Al
CD40 L, CD154
CK-MB
ECA
HDL-colesterol
ICAM-1
IFN-a
IFN-B
IFN-y
IL-1
IL-2
IL-3
IL-4
IL-6
IL-8
IL-10
IL-12
IL-15
IL-18
IL-26

kp — NF
LDL-colesterol
MCP-1
MMP-9
MPO
MS
M-SCF
NO
NOS
OxLDL
PAPP-A
PCR
PDGF-B
PGI;

angiotensina II

CD40 Ligando

isoenzima MB de la creatincinasa

enzima convertidora de la angiotensina
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
molécula de adhesion intercelular-1
interferon-alfa

interferon-beta

interferon—gamma

interleucina—1

interleucina-2

interleucina—-3

interleucina-4

interleucina—6

interleucina—8

interleucina-10

interleucina-12

interleucina-15

interleucina-18

interleucina-26

factor de transcripcion nuclear kff

colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
proteina quimiotactica de monocitos
metaloproteinasa de la matriz - 9
mieloperoxidasa

muerte subita

factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos
oxido nitrico

oxido nitrico sintetasa

particulas de LDL-colesterol Oxidadas

proteina plasmatica tipo A asociada al embarazo.
proteina C reactiva

factor de crecimiento derivado de plaquetas de cadena beta

prostaciclina



SCA sindrome coronario agudo

sCD40L fraccion soluble del CD40 Ligando

sVCAM-1 fraccion soluble de la molécula de adhesion vascular-1
TF factor tisular

TXA, tromboxano A,

TXB, tromboxano B,

TNF-a factor de necrosis tumoral alfa

t-PA activador tisular del plasminégeno

VCAM-1 molécula de adhesion vascular-1



INDICE



INDICE

L. Agradecimientos. .....ooviineiiiniiiniiiiniiiniiiieroinreiencsentosnesssssosnsssnnsoonss 1A%
I1. ADreviaturas.....coeeiieiiieiiiiiiiiiiiniiiieiiieieieeiiisteistciesccssccsnscsnsscnces VII
TIL INAICE...eviiiiiiiiiiiiiiiiiicciirtcert e saaaessasaeens X
IV, PresentaciOn......ccccoeiiuiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieiieiineeeessemmnes 1
V. INtroducCion....coveeeiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiietetieeneieeetaetaetacnennen 5
Etiopatogenia y fisiopatologia de la aterosclerosis coronaria............ 6
Aterosclerosis e iInflamacion........c.ccceveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiena. 6
Funcion que desempeiia la proteina C reactiva en la aterosclerosis.... 7
Funcion que desempeiian las citocinas en la aterosclerosis............... 8
Disfuncion endotelial: fendmeno inicial en la aterosclerosis.............. 9
Desencadenantes de la inflamacion en la aterogénesis............cc.eueee. 13
Hipercolesterolemia, LDL-colesterol e inflamacion................ccceueee. 13
Diabetes e INflamacion.........ccoeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicnnee, 14
Obesidad e Inflamacion.......c..ccoeeiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicnenen 14
Hiperhomocisteinemia e inflamacion.........cccccevviiiiiiiiniiiiiiiieiennnnn 14
Hipertension arterial e inflamacion..........c.ccocoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiinninn 14
Infeccion e INflamacion.........o.oovvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaene, 15
Funcion que desempeiia la inflamacion en la rotura de la placa......... 15

Bases anatomicas y fisiologicas de los ritmos bioldgicos:

la glandula Pineal... 16

Fenomenos desencadenantes y ritmos circadianos de presentacion de
la enfermedad aterosclerotica.........ccoevvieiiniiiiiiiiniiieiiniiiiiieiinnn 19
Variaciones circadianas de las citocinas y otros mediadores

de 12 INTIaMACION. ....iiieereeeiiiieeereeeneeseeeseesssesessesessssssssssssssssnns 21

VI ODjJetivos..coueiieiiieiiiiiiiiniiiiiiieieieteiieteestesssesestossscssssssssossscsnssones 23



VII. Sujetos de estudio, material y métodos........cccouveeeieiieiiiniininiiinnnenne

Protocolo experimental.........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinien

Métodos de 1aboratorio. . ... ieeeeeeeeeniiieeeeeeeeneeseeeereesssesssocsssannsnne

Analisis estadiStiCO...oveeureirreereeennneeeeenenes

VIIL. ReSultados..cooeeeeeiereiereiereiereeereeereeenecennns

Caracteristicas clinicas y analiticas basales de los sujetos del

XY 11 (o ) T Y

Niveles séricos de melatonina, citocinas y otros mediadores de la

inflamacion en las fases de luz y oscuridad..........ccccvvvuiiiniiiiniininnn.

Niveles séricos luz / oscuridad de neopterina y melatonina..............

Niveles séricos luz / oscuridad de IL-1§ y melatonina......................

Niveles séricos luz / oscuridad de IL-6 y melatonina.........c.ccccvvveune

Niveles séricos luz / oscuridad de IL - 8 y melatonina.....................

Niveles séricos luz / oscuridad de IL - 10 y melatonina....................

Niveles séricos luz / oscuridad de MMP-9 y

melatonina..................

Niveles séricos luz / oscuridad de PCR y melatonina.....................

Niveles séricos luz / oscuridad de OxLDL y

melatonina.......c..oeeenee.

Niveles séricos luz / oscuridad de PAPP-A y melatonina................

Niveles séricos luz / oscuridad de sCD40L y

melatonina.........ccoeveeeee

Niveles séricos luz / oscuridad de s-VCAM-1 y melatonina..............

Niveles séricos luz / oscuridad de MPO y melatonina .............ccu.ee.

| D, O D ) M ) K 1) 1 P
Niveles séricos luz /oscuridad de melatonina

Niveles séricos luz /oscuridad de IL-1§.......

Niveles séricos luz /oscuridad de IL-6.........

Niveles séricos luz /oscuridad de IL-8.........

Niveles séricos luz /oscuridad de IL-10.......

Niveles séricos luz /oscuridad de Neopterina

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

26
27
27
28
28
28
31

32

33

34
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

50
53
54
55
57
58
59



Niveles séricos luz /oscuridad de SVCAM-1...ceuuiiiieererenieeeeeceennnnes 61

Niveles séricos luz /oscuridad de OXLDL.....cccuuiiieiirenniiieeeerennnnns 63
Niveles séricos luz /oscuridad de MPO.....cccveeeeriireereeennnnereeeceennes 65
Niveles séricos luz /oscuridad de MMP-=9.....cceuuuiiiierreenneereeeeeeennnns 68
Niveles séricos luz /oscuridad de SCD40L......ccvueiiiieereerneeeeeenennnns 70
Niveles séricos luz /oscuridad de PAPP-A.....cuiiiiiireniiiieeereennnnnnens 73
Niveles séricos luz /oscuridad de PCR...ccuuuiiiiieeeenniiieeereeeenensenenens 75
B, GO0 1 16 11103 1) 1 <L 77
X, R O CINCIAS. e eeeeeernnereeeeeeeenseseeeeseesssssssesssssssssssosssssssssssosssssssssesses 80

XTI, AR CXOS . eeeueeereeeeereeeeeresesesasesesssssesssssesssssesssssesssssesssssasssssosanssons 102



“Pues quien conoce los cambios de las estaciones y la salida y el
ocaso de los astros, a la vista de como ocurre cada uno de esos
hechos, podra prever como va a ser e afo. Al reflexionar y
prever de este modo, conocera perfectamente la ocasion
oportuna de cada caso, conseguira curar en la mayor parte de
las ocasiones y obtendra un éxito grandismo en la ciencia
médica.

Si alguien pensara que esos datos son propios de la
meteorologia, en caso de cambiar de criterio, sabra que la
astronomia contribuye a la medicina, no en poquisima, sino en
grandisima medida. En efecto, os 6rganos internos les cambian

a los hombres juntamente con las estaciones.”

SOBRE LOS AIRES, AGUAS Y LUGARES (2).
Corpus Hippocraticum.



PRESENTACION



Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de mortalidad
en Espana, siendo -dentro de ellas- la cardiopatia isquémica coronaria la que ocasiona,
globalmente, el mayor nimero de muertes (I.N.E. 2002). El infarto agudo de miocardio,
en méas del 50% de los casos, es la causa més frecuente en ambos sexos (Villar Alvarez
F, et al. Informe SEA 2003). A pesar de la reduccion que desde 1975 se ha observado
en la tasa de mortalidad por enfermedades cardiovasculares, en Espafa globalmente y
en cada una de sus comunidades autonomas, el numero de muertes por cardiopatia
isquémica ha ido aumentado. Esto se debe, fundamentalmente, al progresivo
envejecimiento que ha experimentado la poblacion espafiola en este periodo. Por ello, el
impacto demografico, sanitario y social de estas enfermedades aumentara a lo largo de
las proximas décadas. Se estima que, entre 1997 y 2005, el nimero absoluto de infartos
de miocardio habra aumentado un 2,28 % anualmente en la poblacion espafiola
(Marrugat J et al, 2002). Es previsible, pues, mayores cargas asistenciales en el futuro,
lo que representa un problema sanitario de primera magnitud.

El proceso histopatologico fundamental subyacente en la cardiopatia isquémica
es la aterosclerosis. La aterosclerosis, conceptualmente, se concibe hoy dia como un
proceso de naturaleza bdasicamente inflamatoria. La aterotrombosis representa el
fenomeno anatomo-clinico clave en la progresion de las lesiones ateroscleroticas y el
desencadenamiento de los sindromes coronarios agudos. Su mayor expresion -la
oclusion trombdtica completa y abrupta de un vaso arterial coronario- provoca el
infarto agudo de miocardio. Existe un complejo entramado de relaciones entre ambos
procesos, que se influyen de forma reciproca (Gawaz M et al, 2005). En ambos procesos
interviene un componente celular variado, entre los que se cuentan células endoteliales,
células musculares lisas de la pared vascular, células inflamatorias del tipo monocitico—
macrofagico, linfocitos y plaquetas, asi como también un variado componente humoral
en el que se incluyen particulas de LDL-colesterol modificadas, citocinas, moléculas de
adhesion y otras sustancias mediadoras de la inflamacion de muy diversa naturaleza
(Libby P et al, 2002).

En los ultimos 40 afios un conjunto de evidencias ha contribuido a establecer la
existencia de una distribucidon no uniforme, un ritmo circadiano, del momento de inicio
de las manifestaciones clinicas de los accidentes cardiovasculares. Observaciones
realizadas en la década de los 60 y, mas tarde, en la de los 80 del pasado siglo (Muller
JE et al, 1985; Willich SN et al, 1989; Tofler GH et al, 1992), encontraron una

tendencia a la concentracion matutina de esta patologia y confirmaron, de forma



irrefutable, la existencia de un ritmo circadiano, con un evidente pico matutino, en la
presentacion del infarto agudo de miocardio. Estudios posteriores demostraron también
la existencia de ritmos circadianos en la presentacion de otras patologias
cardiovasculares como la muerte subita (Willich SN et al, 1987), los accidentes
isquémicos cerebrovasculares (Marler JR et al, 1989) y la isquemia coronaria clinica o
silente (Rocco MB et al, 1987). De momento, no estdn completamente claros y
comprendidos los mecanismos fisiopatologicos que subyacen a esta desigual
distribucion de los accidentes cardiovasculares isquémicos.

El desencadenamiento de los sindromes isquémicos coronarios agudos se
relaciona con la rotura de una placa aterosclerdtica complicada. La génesis de este
hecho fisiopatologico se ha relacionado con el aumento de factores neuro-humorales, el
aumento de la presion arterial, el incremento de la actividad del sistema nervioso
autonomo y del nivel plasmatico de catecolaminas, asi como el aumento del tono
coronario. Observaciones recientes han demostrado variaciones circadianas en la
incidencia de la ruptura de la placa aterosclerdtica como fendmeno que provoca el
infarto agudo de miocardio (Tanaka A et al, 2004). El aumento en la coagulabilidad de
la sangre, la disminucién en la actividad fibrinolitica del plasma y el aumento en la
agregabilidad plaquetaria contribuyen, en gran manera, al desencadenamiento de los
sindromes coronarios agudos. Se ha demostrado que estos fenomenos también presentan
variaciones diurnas en su actividad (Andreotti F, Kluftt C, 1991) y que este hecho tiene
gran influencia sobre la efectividad de determinadas terapias como la trombolisis
(Becker RC, Corrao JM, 1989).

Se ha sugerido que la desigual distribucion en la presentacion circadiana de los
procesos isquémicos coronarios agudos podria estar, de forma alguna, asociada a, o
desencadenada por fendmenos que muestran una organizacion temporal similar, por
ritmos fisioldgicos que presentan un pico de actividad en un determinado momento del
dia o de la noche (Hernandes Fernandes E et al, 2000). Este conocimiento tendria no
s6lo importancia fundamental para la mejor comprension de los mecanismos
patogénicos asociados a la enfermedad coronaria sino que, ademads, pudiera tener un
hipotético beneficio clinico adicional con implicaciones terapéuticas, tales como el
disefio de estrategias de intervencion dirigidas a poder proveer de mayor proteccion en
los momentos de mayor riesgo, ante picos en los ritmos de actividad de estos

fendmenos, en un determinado momento del dia o de la noche.



El estudio de las variaciones diurnas de la actividad de los diversos tipos
celulares, marcadores y mediadores de inflamacion implicados en los sindromes
coronarios agudos abre pues, a nuestro juicio, un intrigante y desconocido campo del
conocimiento de la fisiopatologia de los mismos, cuya proyeccion clinica estd aun por

descubrir.
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ETIOPATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA DE LA
ATEROSCLEROSIS CORONARIA.

La aterosclerosis es una entidad patologica caracterizada por una respuesta
inflamatoria y proliferativa, ante diversos agentes lesivos, que afecta a la capa intima de
la pared vascular de arterias de grande y mediano calibre. Progresa de forma
asintomatica durante muchos afios a lo largo de la vida y puede producir, de forma
tardia, sintomatologia clinica derivada de la isquemia que provoca la reduccion de
calibre de la luz arterial en el territorio que irriga. La aterotrombosis representa la
ruptura o erosion aguda de una placa aterosclerdtica sobre la que se desencadena el
proceso de trombosis intravascular, mas o menos oclusivo. Este es el fendmeno
histopatologico involucrado en la génesis de la mayoria de los casos de sindrome
coronario agudo, cuyas principales manifestaciones clinicas son la angina inestable, el
infarto agudo de miocardio, y la muerte subita (Ross R, 1993).

En la etiopatogenia de la aterosclerosis se han relacionado multiples factores que
contribuyen a la misma. Entre ellos se incluyen el tabaquismo, las alteraciones en el
metabolismo lipidico y glucémico, la disfuncion endotelial, y factores inmunologicos e

infecciosos.

ATEROSCLEROSIS E INFLAMACION.

En las ultimas dos décadas uno de los aspectos que ha suscitado mayor interés
en el campo de la investigacion cardiovascular es la relacion que existe entre
aterosclerosis e inflamacion. Ya desde las primeras descripciones histopatologicas y la
formulacion de las primeras teorias sobre el desarrollo de la aterosclerosis, se puso en
evidencia el papel clave que desempenia el proceso inflamatorio en la patogenia y el
desarrollo de la aterosclerosis (Jonasson L et al, 1986). Hoy dia se considera la
aterosclerosis una enfermedad inflamatoria en la que interviene tanto su componente
celular como humoral (Ross R. 1999). En ella concurren diversos tipos celulares como
son monocitos, macréfagos, linfocitos T y células musculares lisas, asi como una gran
variedad de factores humorales, citocinas y otros mediadores de la inflamacién, entre
los cuales se incluyen quimiocinas, moléculas de adhesion vascular e intercelular,
selectinas, factores estimulantes del crecimiento de colonias de células inflamatorias

como granulocitos y macrofagos, e interleucinas activados inicialmente por particulas



de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL-colesterol) oxidadas

(OXLDL) (Libby P et al, 2002).

Funcion que desempeiia la proteina C reactiva (PCR) en la aterosclerosis.

La mejor evidencia sobre el papel que ejerce la inflamacion en la patogénesis de
la aterosclerosis la proporciona el estudio de la asociacion existente entre diversos
marcadores de la inflamacion y el riesgo de desarrollo de aterosclerosis. En los seres
humanos el higado, en respuesta a un estimulo inflamatorio, sintetiza y secreta al
torrente sanguineo diversas proteinas denominadas reactantes de fase aguda. El
prototipo y més estudiado reactante sérico de fase aguda es la PCR. Su denominacion
proviene de su capacidad de precipitar el polisacarido C somatico del Streptococcus
pneumoniae. Se trata de una proteina de estructura pentamérica, perteneciente a la
familia de las pentraxinas que son proteinas plasmaticas fijadoras de ligandos calcio-
dependiente, otro de cuyos miembros, en humanos, es el componente amiloide sérico P.
El estimulo para la sintesis y secrecion de la PCR es mediado por citocinas,
fundamentalmente la interleucina-6 (IL-6) producida, esencialmente, por monocitos
activados. La concentracion sanguinea de PCR comienza a aumentar entre 6 y 12 horas
después de la estimulacion hepatica por IL-6 (Pepys MB, Hirschfield GM, 2003). El
mecanismo de accidn y papel exacto que desempefia la PCR como sustancia
moduladora en el proceso inflamatorio no estd bien establecido. Se le atribuyen
acciones tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias. Parece jugar un papel en la
inmunidad natural, contribuyendo a los mecanismos defensivos del huésped frente a
infecciones, facilitando la opsonizacion y el incremento de la fagocitosis de agentes
infecciosos, e incluso de células necroticas y apoptéticas (Pepys MB, Hirschfield GM,
2003).

En los ultimos afios se ha puesto en evidencia que la PCR puede desencadenar
multitud de efectos biologicos sobre la superficie endotelial que facilitan o contribuyen
a la expresion de manifestaciones proinflamatorias y proaterogénicas, al provocar una
situacion de verdadera disfuncion endotelial, induciendo a la liberacion de citocinas y la
expresion de moléculas de adhesion superficiales por parte de las células endoteliales.
La PCR inhibe la produccion endotelial de 6xido nitrico (NO), potente factor relajante
derivado del endotelio, lo cual facilita la apoptosis de las células endoteliales y bloquea
la angiogénesis; estimula la liberacion de endotelina-1 e IL-6 por parte de las células

endoteliales; activa la expresion de moléculas de adhesion como la molécula de



adhesion intercelular—1 (ICAM-1), la molécula de adhesion vascular celular-1 (VCAM-
1) y la Selectina-E; y estimula la liberacion de la proteina quimiotactica para
macrofagos—1 (MCP-1), quimiocina que facilita la transmigracion leucocitaria (Pasceri
V et al, 2000; Verma S et al, 2004). Asi mismo, la PCR regula al alza al factor de
transcripcion nuclear kp (NF-kf), factor clave en la transcripcion de numerosos genes
pro-ateroscleroticos (Verma S et al, 2003).

Varios estudios ponen de manifiesto que los niveles sanguineos de PCR son un
potente predictor de riesgo cardiovascular ante situaciones clinicas diversas: tanto en
mujeres como hombres sin franca enfermedad cardiovascular (Ridker PM et al, 2000;
Ridker PM et al, 2000 bis), en pacientes con angina estable, sindrome coronario agudo
(Biasucci LM et al, 1999), post-infarto de miocardio, sindrome metabolico (Ridker PM
et al, 2003) y sindrome X cardiaco (Kaski JC, 2004). Esta prediccion no solo se cifie a
riesgo de infarto de miocardio y muerte cardiovascular, sino que también se extiende a
riesgo de muerte subita, de ictus isquémico, de episodios vasculares periféricos, y de re-
estenosis tras intervencionismo mediante angioplastia coronaria percutanea (Blake GJ,

Ridker PM, 2002).

Funcion que desempeiian las citocinas en la aterosclerosis.

Las citocinas (del griego Cytos- "célula" y -kinein "mover") son péptidos
inmuno-moduladores, agentes responsables de la comunicacion intercelular, producidos
como respuesta a la agresion a un tejido, cuya funcién fundamental consiste en la
regulacion de la respuesta inflamatoria. Actian, en general, a través de receptores de
alta afinidad en la superficie celular, ejerciendo diversas acciones: inducen la activacion
de receptores especificos de membrana, poseen funciones de proliferacion y
diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento, y modulaciéon de la secrecion de
inmunoglobulinas. La mayoria de las citocinas son moléculas multifuncionales y tienen
acciones solapadas. Son producidas, fundamentalmente, por linfocitos y macrofagos
activados, aunque también pueden ser producidas por leucocitos polimorfonucleares,
células endoteliales, células epiteliales y del tejido conjuntivo. El término citocina
engloba a miembros de las subfamilias de las interleucinas (IL), del factor de necrosis
tumoral (TNF) y del interferon (IFN). Hay citocinas con actividad fundamentalmente
pro—inflamatoria tales como la IL-1, la IL-6, la IL-12, la IL-18, el TNF-q, la MCP-1, y
otras con actividad fundamentalmente anti—inflamatoria tales como la IL-4 y la IL-10

(Mills R, Bhatt DL, 2004).



Las IL son producidas fundamentalmente por los leucocitos, pero también por
células endoteliales y células musculares lisas las cuales pueden producir activamente y
responder a tales estimulos. Actualmente se conocen 26 miembros de ésta familia,
denominados desde IL-1 a IL-26, que abarcan un amplio espectro de funciones
efectoras tales como la activacion celular, diferenciacion, quimiotaxis y proliferacion
sobre un amplio abanico de dianas celulares. Evidencias cientificas sostienen la
implicacion de las IL-1, -4, -8, 10, -12, -15, y -18 en la patogénesis de la aterosclerosis
(Young JL et al, 2002).

También esta implicado en la aterogénesis el TNF. El TNF es una molécula pro-
inflamatoria reconocida inicialmente como factor inductor de la muerte celular en
tumores murinos. Junto al primero de los descritos, el TNF-a, la superfamilia de los
ligandos del TNF incluye al ligando del Fas (CD95L) y el ligando del CD40 (CD40L,
CD154) (Young JL et al, 2002; Blake GJ, Ridker PM, 2002 bis).

Los IFN, contemplados inicialmente como agentes antivirales no especificos,
ejercen también un papel inmunomodulador y citostatico, entre los cuales, el IFN- y el
IFN-y estan implicados en la aterosclerosis (Young JL et al, 2002; Harvey EJ, Ramji
DP, 2005).

La aterogénesis es un proceso complejo, por lo cual cualquier intento de
clasificacion categorica posiblemente incurriria en una excesiva simplificacion. No
obstante, podemos distinguir tres fases en la evolucion gradual de la placa
aterosclerotica, en cada una de las cuales las citocinas juegan un papel clave: el inicio de
la formacion de la placa, la progresion de la placa y las lesiones ateroscleroticas
avanzadas. Las lesiones caracteristicas de cada fase representan los distintos estadios del
proceso inflamatorio crénico que sucede en la pared arterial. Este proceso, cuando se
convierte en imparable y excesivo, conducird a lesiones avanzadas complicadas (Ross

R, 1999)

DISFUNCION ENDOTELIAL: FENOMENO INICIAL EN PROCESO
ATEROSCLEROTICO.

La hipotesis de respuesta a la injuria sitia a la disfuncion endotelial -mas que a
la denudacion del endotelio- en los primeros estadios de la aterogénesis. El endotelio
vascular posee una serie de funciones para mantener la homeostasis vascular. Su
superficie, no trombogénica ni adherente, permite el intercambio de numerosas

sustancias entre la sangre y los tejidos (Vane JR et al 1990). Produce y libera sustancias



vasodilatadoras como el 6xido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGI;) y sustancias
vasoconstrictoras como la endotelina, el tromboxano A, (TXA;) y la angiotensina II
(AIl), de cuyo balance depende el tono vascular (Vanhoutte PM, 2003). Modula el
crecimiento de las células musculares lisas, la coagulacion, la fibrinolisis y la adhesion
de células sanguineas a la pared vascular a través de factores promotores e inhibidores
del crecimiento, de mediadores de la inflamacién como moléculas de adhesion y de
factores hemostaticos, asi como el activador tisular del plasminogeno (t-PA) y el
inhibidor de t-PA tipo I. Sus acciones se encuentran en equilibrio en condiciones
normales (DiCorleto PE, 1993). En presencia de factores como niveles elevados de
particulas de LDL-colesterol modificadas, la formacion de radicales libres, el estrés
hemodindmico, la hipertension arterial e infecciones por ciertos agentes como Clamydia
pneumoniae o herpesvirus, o combinaciones de estos u otros factores, el endotelio
vascular se torna disfuncionante y promueve la liberacién de citocinas pro—
inflamatorias, entre ellas especialmente la IL-1 y el TNF-a, que ejercen multitud de
efectos pro—aterogénicos y provocan una respuesta arterial altamente peculiar (Ross R,
1999; Libby P et al, 2002): se produce un aumento de la expresion de moléculas de
adhesion para leucocitos y plaquetas -receptores para glicoconjugados e integrinas-
sobre la superficie endotelial (selectina-E, selectina-P, ICAM-1, VCAM-1, CD40,
CD40L); migracion y acumulacion de monocitos y linfocitos T, provocadas por
moléculas de adhesion de plaquetas y células endoteliales junto al concurso de
quimiocinas como la MCP-1, osteopontina y particulas de LDL-colesterol modificadas.
El endotelio expresa entonces propiedades pro-coagulantes en lugar de anticoagulantes;
aumento de la permeabilidad; produccion de sustancias vasoactivas; citocinas y factores
de crecimiento que promueven la proliferacion celular, contribuyen a la formacion de
especies reactivas con el oxigeno, estimulan metaloproteinasas de la matriz e inducen la
expresion del factor tisular (TF) como fendmenos caracteristicos (Ross R, 1999).

La disfuncion endotelial aparece y las lesiones aterosclerdticas se asientan, con
mayor frecuencia, en aquellas zonas de las arterias donde existe bifurcacion,
ramificacion o acodamiento. La alteracion del flujo en dichas zonas parece jugar algin
papel en este fendmeno en el cual, como consecuencia de una menor velocidad de flujo
y menor presion de rozamiento, se produciria la interrupcion del flujo sanguineo
laminar normal (Fuster V et al, 1992). El NO desempefia una funcién fundamental en
estas circunstancias. El NO es una molécula anti-aterogénica por excelencia debido a su

accion relajante, anti-proliferativa, anti-trombdtica y anti—oxidante (Cooke JP, Tsao PS,



1994; Hummel SG et al, 2006). La presion de rozamiento sobre la pared vascular es el
estimulo fisico de mayor influencia en la generacion de NO: cuanto mayor sea aquella
mayor serd la produccion de NO. El NO se genera a partir del aminoacido L-arginina
por accidn de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS). Existe tres isoenzimas de NOS,
dos isoenzimas constitutivas -la NOS-I del tejido neurologico y la NOS-III de las
células endoteliales (e-NOS)- que sintetizan pequefias cantidades de NO, y una
isoenzima inducible -la NOS II (iNOS)- que se expresa especialmente en los
macrofagos, por accion de la IL-1 y el IFN-y, y que sintetiza de forma sostenida grandes
cantidades de NO.

El NO a concentracion elevada es citotoxico (Joshi MS et al, 1999; Rachek LI et
al, 2006). Alteraciones en el metabolismo del NO pueden condicionar una situacion de
disfuncion endotelial y respuestas vasculares anormales. Asi ocurre por disminucion del
sustrato para su sintesis, la L-arginina, causada por la hipercolesterolemia (Girerd XJ et
al, 1990); o por aumento de la concentracion de peroxinitrito (ONOQO"), producto de la
oxidacion del NO con potentes acciones oxidantes, que puede iniciar la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) atrapadas en el subendotelio (White CR et al,
1994). A su vez, las LDL oxidadas (OxLDL) pueden inhibir la activacion de la sintesis
de NO e incluso reducir la expresion de la NOS. (Vidal F et al, 1998).

Las acciones del NO son antagonizadas por la liberaciéon de las células
endoteliales de All, sintetizada por accion de la enzima convertidora de la angiotensina
(ECA). Sus acciones, ejercidas a través de los receptores AT-1 son pro-trombogénicas,
oxidantes y pro-inflamatorias: vasoconstriccion, expresion de moléculas de adhesion,
estimulacion de factores de crecimiento y proliferacion celular. Del equilibrio de estas
sustancias depende, pues, la prevalencia de una situacion anti—aterogénica o de una
situacion pro-aterogénica (Weiss D et al, 2001; Saini HK et al, 2005).

En resumen, a nivel de determinadas zonas de la pared arterial condiciones
hemodindmicas peculiares son capaces de desencadenar una serie de respuestas
biomoleculares que permiten la expresion de genes que poseen, en sus regiones
promotoras, elementos que responden al estrés parietal. Tal es el caso de genes cuya
expresion aumenta ante un estrés parietal reducido como son los que codifican la
expresion de la ICAM-1 (Nagel T et al, 1994), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas de cadena beta (PDGF-B) (Resnick N et al, 1993) y el TF en las células
endoteliales (Lin MC et al 1997).
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Figura 1: Representacion esquematica de la evolucion de la placa aterosclerdtica. En respuesta a una
injuria se produce la disfuncion del endotelio. La produccién de interleucinas pro-inflamatorias provoca
la expresion de moléculas de adhesion para monocitos y linfocitos T a favor de un gradiente
quimiotactico generado por las LDL-oxidadas y quimiocinas como la MCP-1. Los monocitos se
diferencian hacia macrofagos por accion de la M-CSF, quienes expresan sus recolectores para las LDL
oxidadas y se convierten en células espumosas. Los macrofagos secretan multiples citocinas que
promueven la migracion de células musculares lisas desde la tinica media hacia la intima y promueven su
proliferacion. Las células musculares lisas sintetizan fibras colagenas, principal componente del tejido
fibroso que recubre la placa. En las fases mas avanzadas la lesion se caracteriza por un acimulo de lipidos
y escasa celularidad, debido a la apoptosis de las células musculares lisas y macréfagos, formando un
nucleo compuesto por contenido lipidico y tejido necrotico. EC: células endoteliales; IEL: lamina
elastica interna; SMC: células musculares lisas; LDL: particulas de LDL-colesterol; “Trapped” LDL:
particulas de LDL-colesterol atrapadas en la pared vascular; Lipid oxidation: oxidacién lipidica; MM-
LDL: particulas de LDL-colesterol modificadas; Ox-LDL: particulas de LDL-colesterol oxidadas; ROS:
especies reactivas de oxigeno; Modified LDL uptake: captacion de particulas de LDL-colesterol
modificadas; Macrophage: macrofagos; MCP-1: proteina quimiotactica para monocitos-1; M-CSF:
factor estimulante de colonias de macrofagos; X-LAM: moléculas de adhesion celular; Monocyte:
monocitos; T lymphocyte: linfocitos T; Foam Cell: células espumosas; Smooth muscle cells: células
musculares lisas; Fibrous Cap: capsula fibrosa; Necrotic core: niicleo necrdtico. (modificado de
Berliner and Haberland)

El aumento en la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio y
leucocitos facilita la rotacion y adhesion de monocitos y células T en estas zonas.
Diversas quimiocinas provocan la migracién de monocitos y macréfagos. Estos, junto a
la acumulacién de particulas de LDL-colesterol, proteinas, y la activacion de fendmenos
inflamatorios en la pared arterial, dan lugar a la estria grasa que es la lesion precursora
en la formacion de la placa aterosclerdtica. La respuesta inflamatoria en la pared
vascular estimula la migracion y proliferacion de células musculares lisas. Las células

musculares lisas se entremezclan con monocitos, macrofagos y linfocitos en las zonas



de inflamacion. La activacion de estos tipos celulares provoca la liberacion de enzimas
proteoliticas, citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que inducen mas dafio y
necrosis focal. La sucesiva repeticion en la pared arterial de estos fendmenos de
acumulaciéon mononuclear y macrofagica, migracion y proliferacion de células
musculares lisas y formacion de tejido fibroso producird la progresion de la lesion
aterosclerotica (Figura 1). La progresion de la lesion da lugar a la formacion de una
lesion avanzada, que albergando en su interior un nucleo lipidico y tejido necrético,
protruye hacia el interior de la luz vascular y limita el flujo sanguineo (Stary HC, 1996;

Libby P & Ross R, 1996; Raines EW et al, 1996).

DESENCADENANTES DE LA INFLAMACION EN LA ATEROGENESIS.
Hipercolesterolemia, LDL-colesterol e inflamacion.

Observaciones experimentales en animales han demostrado la asociacion entre
la presencia de aterosclerosis acelerada y dietas ricas en colesterol. De igual manera,
estudios epidemioldgicos en humanos han puesto de manifiesto la incidencia creciente
de aterosclerosis cuando los niveles de colesterol exceden de 150 mg/dl (NCEP II.
Second report of the Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment of High
Blood Cholesterol in Adults. 1993). La presencia de particulas de LDL-colesterol,
modificadas por oxidacion, glicacion, agregacidon, asociacion con proteoglicanos, o
incorporadas a inmunocomplejos provocan lesion del endotelio y de las fibras
musculares lisas subyacentes. Atrapadas en la pared arterial sufren un proceso de
oxidacion, son captadas por macrofagos, que las internalizan, convirtiéndose en células
espumosas. Esta fase inicial "protectora" de la respuesta inflamatoria intenta limitar la
accion lesiva de las particulas de LDL-colesterol (Steinberg D, 1997). Por otro lado, las
particulas de LDL-colesterol modificadas tienen propiedades quimiotacticas para otros
monocitos, regulan al alza la expresion de genes que codifican la sintesis del M—CSF y
MCP-1 derivada del endotelio, sefiales que tienden a expandir la respuesta inflamatoria
(Leonard EJ, Yoshimura T, 1990). La respuesta inflamatoria, por si misma, tiene un
profundo efecto sobre el movimiento de las lipoproteinas a través de la pared vascular,
puesto que mediadores de inflamacion como el TNF-q, la IL-1 y el M-SCF aumentan la
captacion de particulas de LDL-colesterol por el endotelio y las fibras musculares lisas,
e incrementan la transcripcion del gen del receptor de las LDL. La union de las
particulas de LDL-colesterol modificadas a sus recolectores (scavengers) provoca, a su

vez, induccion de urocinasa e interleucinas proinflamatorias como la IL-1. Se crea,



pues, un circulo vicioso de inflamacion - modificacion de LDL - mas inflamacion (Ross

R, 1999).

Diabetes e inflamacion.

La hiperglucemia que caracteriza a la diabetes mellitus provoca la modificacién
de macromoléculas, como la formacion de productos finales de glicacion avanzados,
que unidos a receptores de superficie incrementan la produccién de citocinas
proinflamatorias y otras vias de inflamacion en las células endoteliales vasculares.
Ademas, la diabetes promueve un estado de estrés oxidativo mediatizado por especies

reactivas de oxigeno y grupos carbonilo (Libby P et al, 2002).

Obesidad e inflamacion.

La obesidad predispone a resistencia insulinica, diabetes y dislipemia. Ademas,
el tejido adiposo puede sintetizar citocinas como IL-6 y el TNF-a. De esta forma la
obesidad, por si misma, promueve la inflamacién y potencia la aterogénesis de forma
independiente a su efecto sobre la resistencia insulinica o las lipoproteinas (Yudkin JS

et al, 1999).

Hiperhomocisteinemia e inflamacion.

Estudios de autopsia en pacientes con defectos homocigéticos en enzimas
necesarias en el metabolismo de la homocisteina pusieron en evidencia su relacion con
aterosclerosis avanzada en edades tempranas de la vida. La hiperhomocisteinemia es
toxica para el endotelio, es protrombdtica, aumenta la produccion de colageno y

disminuye la disponibilidad de oxido nitrico (Nehler MR et al, 1997).

Hipertension arterial e inflamacion.

En pacientes con hipertension arterial, a menudo estan presentes concentraciones
elevadas de A II. La A II es un potente vasoconstrictor, estimula el crecimiento del
musculo liso vascular, a través de la activacion de la fosfolipasa C que provoca aumento
en las concentraciones de calcio intracelular, favorece la contraccion muscular lisa, el
aumento de sintesis proteica y la hipertrofia del musculo liso. Incrementa la actividad de
la lipooxigenasa, promoviendo la inflamacion y la oxidacion de las particulas de LDL-
colesterol (Weiss A et al, 2001). La hipertension arterial promueve también acciones

proinflamatorias, aumentando la formacion de perdxido de hidrégeno y de radicales



libres, que reducen la formacion de NO endotelial, aumenta la adhesividad de los
leucocitos promoviendo la expresion de VCAM-1 en la superficie endotelial,
incrementa la expresion de citocinas proinflamatorias como la IL-6 y MCP-1 por las

células musculares lisas vasculares e incrementa las resistencias periféricas (Chobanian

AV & Dzau VJ, 1996).

Infeccion e inflamacion

Algunas observaciones han relacionado a agentes infecciosos como Clamydia
pneumoniae y herpesvirus con la patogenia de la aterosclerosis, identificandose ambos
microorganismos en lesiones ateromatosas. Sin embargo no existen evidencias directas
de que los mismos pudieran ser agentes causales de las lesiones, por lo que su papel
permanece en cuestion. Es posible que, en algunos pacientes, este tipo de infecciones,
combinadas con otros factores pudieran ser responsables de la génesis de las lesiones

ateroscleroticas (Libby P, et al, 1997).

FUNCION QUE DESEMPENA LA INFLAMACION EN LA ROTURA DE LA
PLACA ATEROSCLEROTICA.

El proceso inflamatorio no sélo inicia y promueve la aterogénesis. También
contribuye, de forma decisiva, al desencadenamiento de la trombosis y las consiguientes
manifestaciones clinicas que la caracterizan: los sindromes coronarios agudos.
Numerosas células macrofagicas presentes en las placas, al activarse, producen enzimas
proteoliticas capaces de degradar las fibras de coldgeno que confieren robustez a la fina
capa fibrosa que recubre el nucleo lipidico de las mismas. Esta capa fibrosa se torna,
pues, fina, débil, y propensa a la ruptura. Los linfocitos T activados producen IFN-y
que, su vez, frena la produccion de nuevo colageno por parte de las células musculares
lisas presentes en las placas de ateroma. Estos procesos limitan, como es obvio, la
renovacion del coldgeno de la capa fibrosa y el reforzamiento de la placa. De forma
adicional, los macrofagos producen TF, la sustancia con mayor efecto pro-coagulante y
promotor de trombosis encontrado en las placas, cuya expresion estd también regulada

por mediadores de la inflamacién (Libby P, Simon DI, 2001).



BASES ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE LOS
RITMOS BIOLOGICOS: LA GLANDULA PINEAL.

Ya desde la Antigliedad las doctrinas médicas se ocuparon, en gran medida, del
tiempo y de las variaciones periddicas de los fendmenos bioldgicos en la salud y en la
enfermedad. Asi, desde tiempos de Aristoteles y luego Galeno, se describen la
periodicidad del suefio y la vigilia como expresiones de un ritmo generado por relojes
bioldgicos internos. Desde el siglo XVII se conocen las variaciones de la frecuencia
cardiaca y la presion arterial a lo largo del dia y de la noche. Los ritmos bioldgicos no
constituyen un fenémeno casual ni pasivo, sino que forman parte de una adaptacion al
entorno, fundamental para la supervivencia de las especies. Su persistencia en
situaciones de condiciones ambientales constantes implica la existencia de un “reloj
endogeno” que genera los ritmos y controla la periodicidad de ciertas variables. En el
hombre, las funciones de este “reloj enddgeno” las desarrolla el nucleo
supraquiasmatico que se encuentra en las paredes del tercer ventriculo cerebral, por
debajo del hipotdlamo y detrds del quiasma Optico. La glandula Pineal es su
"transductor" neuroendocrino. (Cassone VM, Natesan AK, 1997).

La glandula Pineal, descrita por Ren¢ Descartes hace 300 anos como el lugar
donde asienta el "alma", es un 6rgano evolutivo antiguo situado en el centro del cerebro,
en la pared dorsal del diencéfalo, detras del tercer ventriculo, que en los mamiferos ha
perdido su conexion neural directa con el cerebro. Esta compuesta por dos tipos
celulares: pinealocitos, predominantemente, que sintetizan y secretan indolaminas
(principalmente melatonina), otros péptidos y aminas biogénicas; y células de la
neuroglia. La glandula Pineal estd altamente vascularizada (Brzezinski A, 1997).

A finales de los afios 50 del siglo pasado, partiendo de extractos de Pineal
bovina, se identificé la melatonina, que se denomin6 asi debido a su capacidad para
provocar la agregacion de los granulos de melanina y asi aclarar el color de la piel de las
ranas. (Lerner AB et al, 1958). La biosintesis de la melatonina se realiza a partir del
aminodcido triptofano, que por accion de una triptéfanohidroxilasa pasa a 5-
hidroxitriptéfano, que es decarboxilado, formandose serotonina. La serotonina, por
accion de dos enzimas (arilalquilamina N-acetiltransferasa e hidroxiindol-O-
metiltransferasa) se transforma en melatonina. A parte de la glandula Pineal, la

melatonina se sintetiza en concentraciones muy diversas en otros lugares, cuyo papel en



estos es todavia objeto de estudio (Reiter RJ, 1991; Kvetnoy I, 2002). La melatonina se
metaboliza por hidroxilacion en el higado donde es conjugada a derivados sulfatados
(70-80%) o glucuronizados (5%) (Cardinali DP, 1981). Estos conjugados se eliminan en
orina en forma de 6-sufatoximelatonina (Markey SP et al, 1985). Existe un metabolismo
no enzimatico a 3-hidroximelatonina ciclica cuando capta radicales hidroxilos (Tan DX
et al, 1998).

En la glandula Pineal, tanto la sintesis como la secreciéon masiva de melatonina
se produce durante la noche. La luz es el principal factor ambiental que regula la
secrecion de melatonina (Reiter RJ 1993; Brzezinski A, 1997). El estimulo luminico
procedente de la retina se transmite, a través del tracto retino—hipotalamico, al ntcleo
supraquiasmatico del hipotalamo (“reloj biolégico”) y de aqui al sistema nervioso
simpatico a través de fibras procedentes de los ganglios simpdticos cervicales. Los
estimulos adrenérgicos (noradrenalina) alcanzan la glandula Pineal estimulando
mayoritarimante  receptores - adrenérgicos en los pinealocitos. Esto estimula la
produccion de melatonina a través de un aumento intracelular del AMP ciclico.
Estimulos a;-adrenérgicos también contribuyen a estimular su secrecion (Pangerl B et
al, 1990; Rubio A et al, 1993). La sintesis y liberacion se estimulan por la oscuridad y
se inhiben por la luz siguiendo un ritmo circadiano. Durante las horas de luz las células
fotorreceptoras retinianas estan hiperpolarizadas, situacion que inhibe la liberacion de
noradrenalina (NA): el sistema retino—hipotaldmico-pineal esta quiescente. En la
oscuridad los fotorreceptores liberan noradrenalina -que activa el sistema- y se produce
el aumento en la actividad glandular. La melatonina se libera a la corriente sanguinea
por difusion pasiva, a medida que aumenta la sintesis. Su liberacion tiene lugar pronto
tras el comienzo de la oscuridad, produciéndose el pico de concentracion sérica (60 -
200 pg/mL) en medio de la noche, entre las 02 y 04 horas a.m. Posteriormente cae de
forma gradual, siendo menores sus concentraciones séricas durante el dia (10 - 20
pg/mL) (Brzezinski A, 1997). Las concentraciones séricas de melatonina varian
considerablemente de acuerdo a la edad de los individuos: menor en nifios menores de 3
meses; mayor y con ritmo circadiano posteriormente, con los mayores picos nocturnos
en individuos entre los 1 y 3 afos; luego declina gradualmente. La mayor parte de la
melatonina se encuentra en plasma unida a proteinas, con una cuarta parte circulando

libre (Cardinali DP et al, 1972).
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Figura 2: representacion grafica esquematica de la anatomia de la via retino-hipotalamico-pineal
(modificado de Brzezinski A, 1997).

La melatonina regula diversas funciones fisioldgicas y neuroendocrinas y lo
hace a través de receptores especificos MT); (alta afinidad) y MT, (baja afinidad) y
también intracelularmente. Inicialmente se describieron sus acciones en relacion con el
eje neuroendocrino—reproductivo (Reiter RJ, 1980). No obstante, numerosas
observaciones realizadas posteriormente han puesto en evidencia sus multiples
funciones inmunomoduladoras, antioxidantes, oncostiticas y antienvejecimiento
(Guerrero JM, Reiter RJ, 2002; Reiter RJ, 2003; Carrillo-Vico A et al, 2003; Macchi
MM, Bruce JN, 2004).

En los dultimos afios se han descrito las interesantes funciones
inmunomoduladoras que ejerce la melatonina, tanto en la vertiente celular como
humoral. Se ha puesto en evidencia su capacidad para incrementar de peso el timo y el
bazo, incrementar la capacidad proliferativa de los linfocitos, promover el aumento del
nimero de células “natural killer” y monocitos en la médula 6sea, e incrementar el
numero y respuesta de las células productoras de anticuerpos (Maestroni GJ, 1993;
Guerrero JM, Reiter RJ, 2002). También se ha demostrado que tiene la capacidad de

regular la expresion génica y produccion de multiples mediadores de la inmunidad,



aumentar la capacidad de los macréfagos de presentacion de antigenos a las células T,
incrementar la expresion de las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad de
clase II, aumentar produccion de IL-1 y TNF—a, y regular al alza la expresion génica de
M-CSF, TNF-q, el factor transformador del crecimiento de tipo B (TGF—), asi como
IL-1pB e INFy, entre otras (Carrillo-Vico A et al, 2005).

De igual manera, especial interés suscita la actividad antioxidante de la
melatonina, la cual ejerce a través de la capacidad que tiene para captar directamente
especies reactivas de oxigeno -sustancias altamente toxicas — actuando como recolector
(scavenger) de radicales libres. A través de esta actividad tiene la capacidad de proteger
del dafio oxidativo, sobre todo al DNA celular, ante ciertas circunstancias (Cuzzocrea S,

Reiter RJ, 2001; Reiter RJ, Tan DX. 2003).

RITMOS CIRCADIANOS DE PRESENTACION DE LA ENFERMEDAD
ATEROSCLEROTICA Y FENOMENOS DESENCADENANTES.

En los ultimos 20 afios un conjunto de evidencias han contribuido a establecer la
idea de la importancia de los desencadenantes como factores de riesgo transitorios que,
a corto plazo, pudieran dar lugar al inicio de las manifestaciones agudas de la
enfermedad coronaria: la comprobacion de la existencia de una distribucion no
uniforme, un patron circadiano, del momento de inicio de las manifestaciones clinicas
de los accidentes cardiovasculares sugirié que podian estar, de forma alguna, asociados
a o desencadenados por fendémenos que muestran una organizacion temporal similar:
por ritmos fisioldgicos que presentan un pico de actividad en un determinado momento
del dia o de la noche. Este conocimiento no sélo tiene trascendencia en la mejor
comprension de la patogenia de la enfermedad coronaria, sino que pudiera tener,
ademads, un beneficio clinico con potenciales implicaciones terapéuticas: el disefio de
estrategias de intervencion dirigidas a romper el enlace entre un agente desencadenante
y el desarrollo de las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

En uno de los primeros articulos publicados, en el que se abordaron estos
aspectos, Obraztsov y Strazhesko, en 1910, sugirieron que sucesos identificables como
subir escaleras, discusiones desagradables y estrés emocional podian preceder al inicio
de la enfermedad coronaria aguda (Obraztsov VP, Strazhesko ND, 1910). Estas
impresiones iniciales fueron luego confirmadas por otros (Phipps C, 1936).
Posteriormente Master cuestiona estas teorias al no encontrar tal relacion (Master AM,

1960). Observaciones realizadas posteriormente revitalizaron de nuevo estos conceptos,



al encontrarse una tendencia a la frecuencia matutina de esta patologia y confirmaron,
de forma irrefutable, la existencia de un ritmo circadiano, con un evidente pico
matutino, en la presentacion del infarto agudo de miocardio (Muller JE et al, 1985;
Willich SN et al, 1989; Tofler GH et al, 1992), asi como en la presentacion de otras
manifestaciones de la patologia cardiovascular como la muerte subita (Willich SN et al,
1987), los accidentes isquémicos cerebro-vasculares (Marler JR et al, 1989), y 1la
isquemia coronaria clinica o silente (Rocco MB et al, 1987). No esta completamente
claro y comprendido el mecanismo fisiopatolégico que subyace tras esta desigual
distribucion de los accidentes cardiovasculares isquémicos. Se apunta al papel que
pudieran jugar el sistema nervioso simpdtico y factores neuro-humorales con
propiedades vaso-activas. La frecuencia cardiaca, la presion sanguinea, los niveles
plasmaticos de norepinefrina, la actividad de renina plasmadtica, y, probablemente
también, la contractilidad presentan variaciones diurnas, estando aumentados a primeras
horas de la mafiana (Hernandes Fernandes E et al, 2000). Ello indica que el incremento
en las demandas miocardicas de oxigeno contribuye, de forma importante, en el
aumento de la incidencia de los ataques isquémicos a determinadas horas del dia y ante
determinadas situaciones. A ello hay que sumar factores que muestran variaciones
circadianas como es la expresion de la endotelina-1, la agregabilidad plaquetaria, y
niveles elevados de cortisol que facilitan las acciones de las catecolaminas (Li JJ, 2003),
que directa o indirectamente aumentan el tono vasomotor, provocando la incapacidad de
aumentar el aporte sanguineo coronario, o incluso la disminucién del mismo, por una
respuesta vasoconstrictora paraddjica del endotelio aterosclerdtico.

El desencadenamiento de los sindromes coronarios agudos se encuentra en
intima relacion con la rotura de una placa aterosclerdtica. Este fenomeno se ha ligado
con el aumento de factores neuro-humorales, el aumento de la presion arterial y el
aumento del tono coronario, en ocasiones provocados por fenomenos desencadenantes
como el estrés mental, el ejercicio fisico, y la tension emocional. Observaciones
recientes han demostrado, de forma fehaciente, variaciones circadianas en la incidencia
de la ruptura de placa como fenémeno que provoca el infarto agudo de miocardio
(Tanaka A et al. 2004). Existen variaciones diurnas en la respuesta vasodilatadora
dependiente del endotelio en sujetos sanos (Otto ME et al, 2004; Gaenzer H et al, 2000).
Este fendmeno podria ejercer un papel protector o contrarrestar los efectos
potencialmente adversos de las variaciones diurnas de factores hemodindmicos u otros

parametros. En pacientes con enfermedad arterial coronaria, este tipo de respuesta se



encuentra ausente, como expresion de disfuncion endotelial. Ello pudiera contribuir
también al desigual patrén de presentacion clinica de los sindromes coronarios agudos
(Shaw JA et al, 2001).

El aumento en la coagulabilidad de la sangre, la disminucioén en la actividad
fibrinolitica del plasma, y el aumento en la agregabilidad plaquetaria contribuyen, en
gran manera, al desencadenamiento de los sindromes coronarios agudos. Se ha
demostrado que estos fenomenos también presentan variaciones diurnas en su actividad
(Andreotti F, Kluftt C, 1991) y que este hecho tiene gran influencia sobre la efectividad
de determinadas terapias empleadas en el infarto agudo de miocardio como la

trombolisis (Becker RC, Corrao JM, 1989).

VARIACIONES CIRCADIANAS DE LAS CITOCINAS Y OTROS
MEDIADORES DE LA INFLAMACION.

El estudio de la actividad, tipos celulares, marcadores y mediadores de
inflamacion en sujetos sanos ha demostrado que determinados parametros en el plasma
siguen variaciones diurnas (Haus E et al, 1990; Kanikowska D et al, 2001). Se ha
documentado variaciones circadianas en los niveles circulantes de diferentes
subpoblaciones de linfocitos T: linfocitos T totales, linfocitos T helper y del cociente
linfocitos T helper / linfocitos T supresores—citotoxicos, con acmé a las 04:30 h a.m
(Levi F et al, 1988). Algunos estudios han demostrado la existencia, en sujetos sanos, de
variaciones diurnas en los niveles de citocinas pro—inflamatorias tales como el TNF—aq,
la IL-1pB, la IL-6, y la IL-12 con mayores niveles a ultima hora de la noche y primera
hora de la mafiana (Gudewill S et al, 1992; Sothern RB et al, 1995; Petrovsky N,
Harrison LC, 1998; Petrovsky N et al, 1998; Kanabrocki EL et al, 1999). De la misma
manera, deberia encontrarse la misma ritmicidad diurna en las proteinas reactantes de
fase aguda y otros marcadores inflamatorios, cuya produccion es estimulada por estas
citocinas. Se ha demostrado, en sujetos sanos, variaciones diurnas bajo la influencia de
diferentes intensidades de luz, en los niveles de algunas proteinas reactantes de fase
aguda como la transferrina, la ap—macroglobulina y la haptoglobina (Kanikowska D et
al, 2001). Sin embargo, no se ha encontrado en los mismos variaciones diurnas en las
concentraciones de PCR (Meier-Ewert HK et al, 2001).

Algunas moléculas de adhesion celular también muestran, en sujetos sanos,
variaciones circadianas. Asi se ha demostrado con los niveles de selectina-E y con los

niveles de ICAM-1 (Maple C et al, 1998), y de selectina-P en sujetos sanos y pacientes



con enfermedad coronaria (Osmancik P et al, 2004). También se ha documentado
variaciones diurnas de los niveles de NO, del inhibidor total de la via del factor tisular
(T-TFPI) (Kanabrocki EL et al 2001), de los niveles séricos del M-CSF (Dingol D et al
2000) y de otros marcadores séricos de activacion plaquetaria, como lo es la p—

trombomodulina, que presenta variaciones diurnas con nadir a las 07:00 h a.m. y acm¢ a

las 03:00 h p.m.



OBJETIVOS



Es conocido que la glandula Pineal ejerce un papel fundamental en la
modulacion del sistema neuroendocrino, funcionando como un verdadero “transductor
biologico”, a través de la sintesis y secrecion de su principal producto hormonal, la
melatonina. La sintesis y liberacion de melatonina se estimulan, aumentando su
concentracion sanguinea, en la fase de oscuridad y se inhiben, disminuyendo su
concentracion sanguinea, en la fase de luz, durante el dia, siguiendo un ritmo
circadiano. Varios estados patologicos pueden afectar a este ritmo circadiano de la
melatonina. Concretamente, diversas situaciones de isquemia coronaria se han asociado
con un déficit sérico nocturno de melatonina (Brugger P et al , 1995; Altun A et al,
2002). Recientemente se ha descrito que el infarto agudo de miocardio también se
asocia con un déficit sérico nocturno de esta hormona pineal (Dominguez Rodriguez A
et al, 2002). Hasta el momento actual se desconoce si éste déficit o reduccion de los
niveles endégenos nocturnos de melatonina, en estas condiciones patoldgicas, es causa
o efecto de las mismas; o incluso si el déficit de melatonina pudiera estar en relacion
con el compromiso de la funcién cardiovascular que generan.

En los tltimos afios numerosos estudios han focalizado su atencion en el papel
que juega la inflamacion en la patogénesis de la aterosclerosis y la intervencion en la
misma de diversos tipos celulares del sistema inmunitario, citocinas y otros mediadores
de la inflamacion. A pesar de la clara relacion que existe entre los sistemas
neuroendocrino e inmunitario y la establecida ritmicidad circadiana del sistema
neuroendocrino, la posibilidad de que el sistema inmunitario también fluctie
ritmicamente no ha sido ampliamente estudiada en pacientes con infarto agudo de
miocardio. Observaciones recientes han documentado la existencia de variaciones
diurnas en los niveles séricos de algunos de estos mediadores de inflamacion en
pacientes con infarto agudo de miocardio (Dominguez-Rodriguez A et al, 2003), con
especial mencion a la IL-6. Estas variaciones pueden estar influenciadas, al menos en
parte, por la propia ritmicidad de la melatonina en dichos pacientes (Dominguez-
Rodriguez A et al, 2004).

Los principales objetivos de esta tesis han sido estudiar, en pacientes con infarto
agudo de miocardio en la Isla de Tenerife:

1°) las variaciones diurnas de diversas citocinas pro—inflamatorias, citocinas
anti—inflamatorias, y otros mediadores relacionados con la inflamacion, a través de la
determinacion de sus niveles séricos en las fases de luz y oscuridad durante el dia. Se

analizaron, especificamente, la IL-1p, la IL-6, la IL-8, la IL-10, la PCR, la neopterina,



la MPO, metaloproteinasas como la MMP-9 y el PAPP-A, las OxLDL, y moléculas
adhesion como la s-VCAM-1 y el sCD40L.

2°) estudiar la relacion que pudiera existir entre los niveles séricos de estas
citocinas y mediadores de la inflamacion, en las fases de luz y de oscuridad durante el
dia, con los niveles séricos de melatonina durante las mismas fases en pacientes con

infarto agudo de miocardio y en controles sanos.



SUJETOS DE ESTUDIO, MATERIAL Y METODOS



SUJETOS DE ESTUDIO.

Desde Enero de 2001 a Diciembre de 2002 fueron atendidos en la Unidad de
Coronarias del Hospital Universitario de Canarias 155 pacientes con infarto agudo de
miocardio con elevacion del segmento ST. De estos 155 pacientes se excluyeron 59 por
presentar diabetes mellitus, quedando como muestra total de poblacién de estudio 96
pacientes. Todos los pacientes de la poblacién de estudio recibieron tratamiento de
revascularizacion coronaria mediante intervencionismo coronario percutaneo con
angioplastia primaria.

Se selecciond, asi mismo, un grupo control compuesto por 84 sujetos sanos, de
similar edad y sexo. El estudio se realizé de acuerdo a los principios de la Declaracion
de Helsinki y de la Asamblea Médica Mundial, y se obtuvo previamente el
consentimiento informado de los participantes.

Los sujetos fueron estudiados bajo unas condiciones ambientales
cuidadosamente controladas en la Unidad de Coronarias. El periodo Luz / Oscuridad en
la misma fue de 14 horas (1.745 £ 33 lux) / 10 horas (1,33 £ 0,3 lux); el encendido y
apagado de las luces se produjo a las 07:00 horas y a las 21:00 horas, respectivamente.

Todos los sujetos del estudio, antes de ser incluidos, fueron evaluados mediante
anamnesis, exploracion fisica, radiografia de torax y analitica de sangre. Los criterios de
exclusion para los sujetos del estudio fueron: presencia de diabetes mellitus, infecciones
especificas y no especificas, enfermedades autoinmunes y del tejido colageno,
enfermedades malignas, alteraciones psiquidtricas, trastornos del suefio, tratamiento
previo con sedantes, antiepilépticos, antidepresivos triciclicos, betabloqueantes,
adiccion a drogas, tratamiento inmunosupresor, quimioterapia, o radioterapia,
insuficiencia renal aguda o crdnica, enfermedades hepaticas, trabajadores nocturnos o

de turno rotatorio y sujetos con sindrome de yet - lag.

Casos

El estudio incluy6 a 96 pacientes (52 hombres y 44 mujeres con una edad media
de 57 + 12 anos) diagnosticados de infarto agudo de miocardio de acuerdo a los criterios
definidos en el documento del comité conjunto de la European Society of Cardiology /
American College of Cardiology (Alpert JS et al, 2000), como aumento caracteristico y
disminucién progresiva (troponina) o aumento y disminucién mas répida (fraccion MB
de la creatinfosfocinasa - CK-MB masa) de marcadores bioldgicos de necrosis

miocardica, acompanado de al menos uno de los siguientes: a) sintomas de isquemia; b)



aparicion de nuevas ondas Q de necrosis en el electrocardiograma; ¢) cambios en el
electrocardiograma sugestivos de isquemia (elevacion o depresion del segmento ST); y

d) intervencionismo coronario (v.gr. angioplastia coronaria).

Controles.
El grupo control estuvo compuesto por 84 voluntarios sanos, de los cuales 44
fueron hombres y 40 mujeres, con una edad media de 55 + 18 afos. Todos ellos estaban

asintomaticos, sin antecedentes de enfermedad y con un examen fisico normal.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

A los sujetos del estudio, una vez ingresados en la Unidad de Coronarias, se les
implanté un catéter en la vena antecubital del antebrazo, para la extraccion de sangre.
En los casos, las muestras de sangre para las determinaciones analiticas especificas del
estudio, se extrajeron en las primeras 24 horas del comienzo de los sintomas.

Se obtuvo dos muestras de sangre: una a las 10:00 horas (periodo de luz) y otra a
las 03:00 horas (periodo de oscuridad). Las muestras de sangre durante el periodo de
oscuridad se extrajeron mientras los sujetos estaban durmiendo. Para ello una
enfermera, especialmente entrenada, usé una linterna de tenue luz roja (< 100 lux), que
utilizd6 Unicamente para acceder a la embocadura del catéter endovenoso, enfocando
puntualmente, en el tiempo lo mas corto posible, dicha zona y evitando, en todo
momento, dirigir la luz de la linterna hacia los ojos del paciente. En los casos, el tiempo
medio de evolucion desde el inicio de los sintomas hasta el momento de la extraccion
diurna y nocturna fue de 13,6 = 1,0 y de 7,6 = 1,2 horas, respectivamente. Todos los
sujetos permanecieron en reposo durante el estudio. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas para obtener el suero, que tras ser distribuido en alicuotas en varios tubos,

fue almacenado a - 80° C hasta su posterior analisis.

METODOS DE LABORATORIO.

Se determind las concentraciones plasmaticas de glucosa, colesterol total, HDL-
colesterol y triglicéridos por métodos enzimatico-colorimétricos. EI LDL-colesterol se
calculé mediante la férmula de Friedewald.

Se utiliz6 como marcador biolégico de necrosis miocardica la determinacion
sérica de troponina I. Para su determinacion se utilizo el método inmunoenzimatico

basado en una técnica de ELISA de sandwich (Boehringer Mannheim, Espafia).



Determinacion analitica de melatonina.

La concentracion de melatonina en las muestras de suero se determind mediante
ELISA, tras haber extraido las muestras con cloroformo y siguiendo las especificaciones
de la casa suministradora de los kits (DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany). En
este test de ELISA el limite de deteccion de melatonina fue de 3,0 pg/ml. Los
coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo fueron de 7,53

%y de 11,3 %, respectivamente.

Determinacion analitica de IL-1p.

La concentracion sérica de IL-1p fue determinada mediante un ELISA (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Germany), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de IL-1P fue 2
pg/ml. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo

fueron 2,8 % y 4,5 %, respectivamente.

Determinacion analitica de IL-6.

La concentracion sérica de IL-6 fue determinada mediante un ELISA (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Germany), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de IL-6 fue 2,0
pg/ml. Los coeficientes de variaciéon para la variabilidad intraensayo e interensayo

fueron 5,15 %y 4,84 %, respectivamente.

Determinacion analitica de IL-8.

La concentracion sérica de IL-8 fue determinada mediante un ELISA (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Germany), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de IL-8 fue 0,7
pg/ml. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo

fueron 4,2 %y 3,65 %, respectivamente.

Determinacion analitica de IL-10.
La concentracion sérica de IL-10 fue determinada mediante un ELISA (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Germany), siguiendo las especificaciones de la casa

suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de IL-10 fue 1



pg/ml. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo

fueron 3,2 % y 2,8 %, respectivamente.

Determinacion analitica de PCR.

La concentracion sérica de PCR fue determinada  mediante  un  ELISA
ultrasensible, siguiendo las especificaciones de la casa suministradora de los kits (DRG
Instruments GMBH, Marburg, Germany). En este test de ELISA el limite de deteccion
de la PCR fue de 0,010 mg/l. Los coeficientes de variacion para la variabilidad

intraensayo e interensayo fueron 5,12 %y 11,6 %, respectivamente.

Determinacion analitica de neopterina.

La concentracion sérica de neopterina fue determinada mediante un ELISA
(DRG Instruments, GmbH, Marburg, Gerrmany) siguiendo las especificaciones de la
casa suministradora de los kits. En este test de ELISA el limite de deteccion de
neopterina fue de 0,7 nmol/l. Los coeficientes de variaciéon para la variabilidad

intraensayo e interensayo fueron 5,3 %y 9,0 %, respectivamente.

Determinacion analitica de MPO.

La concentracion sérica de MPO fue determinada mediante un ELISA (Oxis
Research, Portland, OR, USA), siguiendo las especificaciones de la casa suministradora
de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de MPO fue 1,02 ng/ml. Los
coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo fueron 2,5 % y

4,3 %, respectivamente.

Determinacion analitica de MMP-9.

La concentracion sérica de MMP-9 fue determinada mediante un ELISA
(Calbiochem, San Diego, CA, USA), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de MMP-9 fue
de 0,1 ng/ml. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e

interensayo fueron 11,5 % y 8,4 %, respectivamente.

Determinacion analitica de PAPP-A.
La concentracion sérica de PAPP-A fue determinada mediante un ELISA

ultrasensible (DRG Instruments, GmbH, Marburg, Germany), siguiendo las



especificaciones de la casa suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite
inferior de deteccion de PAPP-A fue de 0,418 mUI/L. Los coeficientes de variacion

para la variabilidad intraensayo e interensayo fueron 3,5 % y 5,5 %, respectivamente.

Determinacion analitica de OxLDL.

La concentracion sérica de OxLDL fue determinada mediante un ELISA (DRG
Instruments, GmbH, Marburg, Germany), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de OxLDL fue
< 1 U/L. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo

fueron 6,3 % y 4,73 %, respectivamente.

Determinacion analitica de sCD40L.

La concentracion sérica de sCD40L fue determinada mediante un ELISA
(BenderMedSystems, Viena, Austria), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de sCD40L fue
7,2 pg/ml. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e interensayo

fueron 5,5 %y 7,0 %, respectivamente.

Determinacion analitica de sVCAM-1.

La concentracion sérica de sVCAM-1 fue determinada mediante un ELISA
(BenderMedSystems, Viena, Austria), siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora de los kits. En este test de ELISA, el limite de deteccion de sVCAM-1
fue 0,59 ng/ml. Los coeficientes de variacion para la variabilidad intraensayo e

interensayo fueron 3,1 %y 5,2 %, respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizo el programa estadistico para PC SPSS
version 10.0.1 (Analytical Software, Chicago, Illinois, USA). Las variables cualitativas
se expresan como porcentajes y las variables cuantitativas se expresan como media +
desviacion estandar. Se comprob6 la normalidad de las distribuciones de las variables
mediante la prueba de Kolmogorov — Smirnof. Para la comparacion de dos variables
cualitativas se utilizo el test de la y°. Para el analisis de las variables cuantitativas en los
periodos de luz y oscuridad se realizé un ANOVA general, seguido del test de ¢-Student.

Se considero estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.



RESULTADOS



CARACTERISTICAS CLINICAS Y ANALITICAS BASALES DE LOS
SUJETOS DEL ESTUDIO

El estudio incluy6 a 96 pacientes (52 hombres y 44 mujeres), diagnosticados de
infarto agudo de miocardio y 84 voluntarios sanos (44 hombres y 40 mujeres). Las
caracteristicas clinicas y analiticas basales de los sujetos del estudio (casos y controles)
se exponen, de forma resumida, en las tablas 1 y 2. Como puede apreciarse en la tabla 1,
ambos grupos fueron similares en cuanto a edad, sexo y factores de riesgo para

enfermedad arterial coronaria.

Variable IAM (n=96) Controles (n=384) Valor de P
Edad (afios) 57+12 55118 0,37
Varones 52 (54,1 %) 44 (52,3%) 0,44
Hipercolesterolemia 55 (57,2%) 51 (60,7%) 0,59
Tabaquismo 75 (78,1%) 62 (73,8%) 0,89
Hipertension arterial 35 (36,4%) 26 (30,9%) 0,72

Tabla 1: Caracteristicas basales y factores de riesgo de los sujetos incluidos en el estudio.

IAM: infarto agudo de miocardio.

En todos los pacientes con infarto agudo de miocardio se realizd
revascularizacion coronaria percutdnea, mediante angioplastia primaria, con
reestablecimiento de un flujo TIMI 3 y una estenosis residual menor del 30% en la
arteria responsable del infarto. El procedimiento fue realizado por un operador experto,
de acuerdo a la practica clinica estandar, a través de un abordaje femoral. Todos los
pacientes recibieron 300 mg. de acido acetilsalicilico via oral y nitroglicerina
intravenosa a razébn de 10 pg/min antes del procedimiento de angioplastia. Se
administr6é un bolo de 5.000 U de heparina sodica intravenosa antes del procedimiento,
seguida de bolos adicionales necesarios para mantener un tiempo de coagulacion
activado (ACT) > de 300 seg. Se administrd, ademas, un bolo intravenoso de abciximab
(inhibidores de los receptores de glicoproteina IIb - Illa) durante el procedimiento y una

infusioén continua, ajustados seglin el peso corporal, durante y hasta 12 horas después



del mismo. Posteriormente se administré 300 mg de acido acetilsalicilico y 75 mg de
clopidogrel via oral diariamente.

En la tabla 2 se exponen las concentraciones séricas de colesterol total y sus
diferentes fracciones, triglicéridos, glucosa y troponina I de los casos comparado con los
controles. No se encontrd diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto a
estos parametros excepto, como era de esperar, en los niveles de troponina I que fueron

significativamente mas altos en los pacientes con infarto agudo de miocardio.

Variables IAM (n=96) Controles (n=84) v.a10r de P
Colesterol total (mg/dl) 198 + 12.4 200 + 10,1 0,34
LDL colesterol (mg/dl) 117+12 119 £ 10,1 0,23
HDL colesterol (mg/dl) 58 +4.4 56 +12 0,13
Triglicéridos (mg/dl) 155 £16 153 £20 0,45
Glucosa (mg/dl) 105 £33 99 + 28 0,19
Troponina I (mg/dl) 10+1 0,01 + 0,003 <0,0001

Tabla 2: parametros analiticos basales de los sujetos incluidos en el estudio. IAM: infarto

agudo de miocardio.

NIVELES SERICOS DE MELATONINA, CITOCINAS Y OTROS
MEDIADORES DE LA INFLAMACION EN LAS FASES DE LUZ Y
OSCURIDAD.

Los niveles séricos de melatonina, neopterina, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, MMP-9,
PCR, OxLDL, PAPP-A, sCD40L, s-VCAM-1 y MPO, en las fases de luz y oscuridad
durante el dia, en sujetos control y en pacientes con infarto agudo de miocardio se

muestran en forma resumida en las tablas 3 y 4, respectivamente.



Variables Controles (n=84) Valor P

Luz Oscuridad

Melatonina (pg/ml) 19,30 + 3,48 53,19+ 1,84 <0,0001
Neopterina (nM/L) 6,98 + 1,96 5,87 £2,00 0,0004
IL-1B (pg/ml) 37,20+ 5.4 38,13 + 5,12 0,25
IL-6 (pg/ml) 35,86+ 5,2 63,14 + 7,79 <0,0001
IL-8 (pg/ml) 26+ 8,2 20,22 +34 0,004
IL-10 (pg/ml) 26,30 £ 11,01 24,48 + 7,59 0,21
MMP-9 (ng/ml) 159,6 £ 55,7 150,4 +£40,8 0,22
PCR (mgr/L) 0,5+0,2 0,4+0,1 0,10
OxLDL (U/L) 71,45+ 17,80 73,09 £+ 19,45 0,56
PAPP-A (mUI/L) 0,61 £0,14 0,63+0,14 0,35
s-CD40 L (pg/ml) 113,41 + 47,71 109,90 + 29,87 0,56
s-VCAM (ng/ml) 1039,43 + 390,14 1067, 32+ 360,71 0,63
MPO (ng/ml) 43,89 + 25,40 51,35 +£27,3 0,06

Tabla 3: Niveles séricos de melatonina, neopterina, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, MMP-9, PCR, OxLDL,
PAPP-A, sCD40 L, s-VCAM-1 y MPO, en las fases de luz y de oscuridad en sujetos control. Los valores

representan la media = desviacion estandar.

En los sujetos control, como era de esperar, se encontraron variaciones diurnas
en las concentraciones séricas de melatonina, con niveles en fase de oscuridad
significativamente mayores que los niveles en fase de luz (p< 0,0001). De igual manera,
se encontraron en los mismos sujetos variaciones diurnas en las concentraciones séricas
de neopterina, IL-6 e IL-8. La IL-6 mostr6 concentraciones séricas en fase de
oscuridad significativamente mayores que en fase de luz (p< 0,0001). Por el contrario,
las concentraciones séricas en fase de luz fueron significativamente mas altas que en
fase de oscuridad para la neopterina (p= 0,0004) y la IL-8 (p= 0,004). Respecto a la
MPO hubo tendencia hacia valores mas altos en las concentraciones séricas en fase de
oscuridad respecto a las de en fase de luz, pero sin llegar a la significacion estadistica

(p= 0,06). El resto de los parametros analizados no mostraron diferencias significativas



en las concentraciones séricas en fase de luz respecto a las concentraciones séricas en

fase de oscuridad.

Variables IAM (n=96) Valor P
Luz Oscuridad

Melatonina (pg/ml) 16,40 + 5,01 30,84 £ 5,10 <0,001
Neopterina (nM/L) 10,20 + 3,80 8,84 +2,22 0,0027
IL-1B (pg/ml) 41,85 £8,20 39,52 +6,2 0,20
IL-6 (pg/ml) 51,93 + 6,2 111,50 + 14,01 <0,0001
IL-8 (pg/ml) 26,52 + 8,64 30,3 £ 17,06 0,052
IL-10 (pg/ml) 34,01 £12,13 30,40 £ 8,7 0,29
MMP-9 (ng/ml) 301,4+62,6 270,3+ 59,4 0,0005
PCR (mgr/L) 6,5+ 0,9 47408 <0,0001
OxLDL (U/L) 95,00 £22,14 98,54 + 32,45 0,37
PAPP-A (mUI/L) 0,58 + 0,08 0,59 + 0,09 0,41
s-CD40 L (pg/ml) 167,30 £63.23 98,88 + 48,34 <0,0001
s-VCAM (ng/ml) 1231, 76 £ 300,38 1396,64 + 427,98 0,002
MPO (ng/ml) 61,94 £ 28,21 78,79 £ 30,01 <0,0001

Tabla 4: Niveles séricos de melatonina, neopterina, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, MMP-9, PCR, OxLDL,
PAPP-A, sCD40 L, s-VCAM-1 y MPO, en las fases de luz y de oscuridad en pacientes con IAM. Los

valores representan la media + desviacion estandar. IAM: pacientes con infarto agudo de miocardio.

En los pacientes con infarto agudo de miocardio se encontraron, igualmente,
variaciones diurnas en las concentraciones séricas de melatonina, con niveles en fase de
oscuridad significativamente mayores que los niveles en fase de luz (p< 0,0001), pero
con una significativa menor amplitud en relacion a sus respectivos controles sanos tanto
en la fase de luz como en la de oscuridad (ver figuras). Se encontr6, ademas, en los
pacientes con infarto agudo de miocardio variaciones diurnas en las concentraciones
séricas de neopterina, IL-6, MMP-9, PCR, s-CD40 L, s-VCAM-1 y MPO. De estas

moléculas, mostraron concentraciones séricas en fase de oscuridad significativamente



mayores que en fase de luz la IL-6 (p<0,0001), la s-VCAM (p=0,002), y la MPO
(p<0,0001). Por el contrario, las concentraciones séricas en fase de luz fueron
significativamente mas altas que en fase de oscuridad para la neopterina (p= 0,0027), la
MMP-9 (p=0,0005), la PCR (p< 0,0001) y el s-CD40L (p< 0,0001). Respecto a la IL-8
hubo tendencia hacia valores mas altos en las concentraciones séricas en fase de
oscuridad respecto a las de en fase de luz, pero sin llegar a la significacion estadistica
(p=0,052). El resto de los parametros analizados no mostraron diferencias significativas
en las concentraciones séricas en fase de luz respecto a las concentraciones séricas en
fase de oscuridad.

Los niveles séricos de neopterina, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, MMP-9, PCR,
OxLDL, PAPP-A, s-CD40L, s-VCAM-1 y MPO, en relacion con los de melatonina, en
las fases de luz y oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control como en los
pacientes con infarto agudo de miocardio, se ilustran en forma de diagrama de barras

desde la figura 1 ala 12, respectivamente.



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE NEOPTERINA Y MELATONINA
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Figura 1: Niveles séricos de neopterina (1.1) en relacion con los de melatonina (1.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (lIAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE IL - 1 Y MELATONINA
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Figura 2: Niveles séricos de IL — 1 § (2.1) en relacion con los de melatonina (2.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE IL -6 Y MELATONINA
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Figura 3: Niveles séricos de IL -6 (3.1) en relacion con los de melatonina (3.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de

B oscuriDAD

miocardio (lIAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).




NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE IL - 8 Y MELATONINA
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Figura 4: Niveles séricos de IL — 8 (4.1) en relacion con los de melatonina (4.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE IL - 10 Y MELATONINA
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Figura 5: Niveles séricos de IL — 10 (5.1) en relacion con los de melatonina (5.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE MMP-9 Y MELATONINA
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Figura 6: Niveles séricos de MMP — 9 (6.1) en relacion con los de melatonina (6.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (lIAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE PCR Y MELATONINA
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Figura 7: Niveles séricos de PCR (7.1) en relacion con los de melatonina (7.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE OxLDL Y MELATONINA
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Figura 8: Niveles séricos de Ox-LDL (8.1) en relacion con los de melatonina (8.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE PAPP-A Y MELATONINA
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Figura 9: Niveles séricos de PAPP — A (9.1) en relacion con los de melatonina (9.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (lIAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE sCD40L Y MELATONINA
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Figura 10: Niveles séricos de s-CD 40 L (10.1) en relacién con los de melatonina (10.2), en las fases de
luz y oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto
agudo de miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE s-VCAM-1 Y MELATONINA
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Figura 11: Niveles séricos de s-VCAM — 1 (11.1) en relacioén con los de melatonina (11.2), en las fases
de luz y oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto
agudo de miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



NIVELES SERICOS LUZ / OSCURIDAD DE MPO Y MELATONINA
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Figura 12: Niveles séricos de MPO (12.1) en relacion con los de melatonina (12.2), en las fases de luz y
oscuridad durante el dia, tanto en los sujetos control (CON) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (IAM). Las barras representan los valores medios + desviacion estandar (DE).



DISCUSION



La adhesion de monocitos y linfocitos T a la superficie endotelial y la liberacion
de diversas citocinas, asi como otras moléculas mediadoras de la inflamacién, por parte
de células endoteliales y por las propias células del sistema inmunitario, son los
fenémenos histopatologicos y biomoleculares mas destacados de la respuesta
inflamatoria que desencadena el proceso de lesion de la pared vascular y el desarrollo de
la aterosclerosis (Hansson GK, 2005). Estudios experimentales han puesto de
manifiesto que tanto el nimero como las funciones de las células del sistema inmune,
pueden variar en el periodo circadiano de 24 horas (Haus E, Smolensky MH, 1999).
Ejemplo de ello es la variabilidad de los efectos bioldgicos de la administracion
exodgena de citocinas durante el ciclo luz / oscuridad (Abo T et al, 1981; Lévi F et al
1988). Existe un control neuroendocrino central sobre la secrecion y actividad de estos
mediadores del sistema inmunitario (Jankovic BD, 1994).

El inicio del infarto agudo de miocardio, con frecuencia, ocurre en las primeras
horas de la mafiana. Diversos estudios han intentado establecer la causa de este ritmo
circadiano, asi como sus implicaciones clinicas y terapéuticas (Muller JE et al, 1985;
Thompson DR et al, 1985; Willich SN et al, 1989; Tofler GH et al, 1992).
Recientemente se ha demostrado variaciones circadianas en la incidencia de la ruptura
de la placa aterosclerdtica, fenomeno que provoca el infarto agudo de miocardio
(Tanaka A et al, 2004). Por ello, se ha sugerido que la desigual distribucion en la
presentacion circadiana del mismo podria estar, de forma alguna, asociada o
desencadenada por fendmenos que muestran una organizacion temporal similar, por
ritmos fisioldgicos que presentan un pico de actividad en un determinado momento del
dia o de la noche (Hernandes Fernandes E et al, 2000). Resulta plausible, pues, la
hipotesis de que exista algun tipo de relacion entre las variaciones diurnas en las
funciones del sistema inmunitario y el patron de presentacion del infarto agudo de
miocardio.

El proceso inflamatorio vascular que produce la aterosclerosis y sus
complicaciones es, indudablemente, muy complejo. En el presente estudio se ha
analizado las variaciones diurnas de las concentraciones séricas de diversas citocinas y
otros mediadores de la inflamacién, en relacion con la melatonina, en pacientes con
infarto agudo de miocardio y se han comparado las mismas con las de sujetos control.
Se ha seguido un “perfil bioquimico” que abarca diversos estadios de la enfermedad
aterosclerotica (Naghavi M et al, 2003), en cada uno de los cuales intervendrian “de

forma predominante” diferentes moléculas (figura 3), tales como: marcadores de la



actividad inmunitaria celular como la neopterina; citocinas pro-inflamatorias como la
IL-1B, la IL-6, la IL-8; citocinas anti—inflamatorias como la IL-10; mediadores en el
inicio, progresion y desestabilizacion de la placa como la sVCAM-1, la OxLDL, la
MPO, y la MMP-9; marcadores inflamatorios involucrados en la ruptura de la placa

como el sCD40L y la PAPP-A; y reactantes de fase aguda como la PCR.

Desestabilizacion
de la Placa:

Neopterina sVCAM Ruptura de Reactantes de
IL-1B, IL-6, IL- OxLDL Placa: sCD40L fase aguda:
8, IL-10 MPO, PAPP-A PCR
MMP-9

Figura 3: Secuencia fisiopatologica o perfil bioquimico de los marcadores biologicos en los diversos
estadios de la enfermedad aterosclerdtica, desde la inflamacion vascular hasta la ruptura de placa y sus
complicaciones trombdticas, con referencia a las citocinas y otros mediadores de la inflamacion objeto de
nuestro estudio. (Modificado de Libby P, 2001)



Niveles séricos luz /oscuridad de melatonina.

Los niveles séricos de melatonina, mostraron variaciones diurnas, con niveles
nocturnos significativamente mas altos que durante el dia, tanto en el grupo de sujetos
control como en el grupo de pacientes con infarto agudo de miocardio. Sin embargo, en
¢éste ultimo con una significativa menor amplitud. Este hallazgo concuerda con lo
previamente publicado en pacientes con infarto agudo de miocardio (Dominguez
Rodriguez A et al, 2002) y, de forma similar, en pacientes con enfermedad arterial
coronaria (Brugger P et al, 1995; Sakotnik A et al, 1999). Se ha sugerido la posibilidad
de que la deplecion en los niveles nocturnos de melatonina que observamos en los
pacientes con infarto agudo de miocardio sea debido, al menos en parte, a su capacidad
como recolector de radicales libres (radical scavenger) generados en las primeras 24
horas del infarto agudo de miocardio (Dominguez Rodriguez A et al, 2002). Dos
posibles mecanismos podrian explicar los efectos antioxidantes de la melatonina en los
pacientes con infarto agudo de miocardio: 1) por accidon directa de la melatonina como
recolector de radicales libres, ya que tiene la capacidad de detoxificar especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno por vias no enzimaticas, que resultan en la formacion de otro
potente antioxidante: N(1)-acetil-N(2)-formil-5-metoxikinurenamina (Tan DX, et al,
2001); y 2) mediante un mecanismo de accion indirecto a través de la estimulacion de
varias enzimas antioxidantes y la estabilizacion de la fluidez de las membranas (Reiter
RJ et al, 2001).

Por otro lado, Ekmekcioglu C et al, han encontrado, por técnicas de RT-PCR y
western blot, receptores de melatonina (MT; Y MT>) en las arterias coronarias humanas,
cuyo significado, en el momento actual, es incierto (Ekmekcioglu C et al, 2001;

Ekmekcioglu C et al, 2003).



Niveles séricos luz /oscuridad de IL-1p.

Los niveles séricos de IL-1f no mostraron en nuestro estudio variaciones
diurnas, tanto en los sujetos control como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio. Sin embargo, los pacientes con infarto agudo de miocardio mostraron
niveles de IL-1p significativamente superiores a los de sus correspondientes controles
solo en la fase de luz (p<0,001). Estos hallazgos son comparables y concuerdan con lo
previamente publicado (Dominguez Rodriguez et al, 2003). Sin embargo, se ha
demostrado en un estudio previo en sujetos sanos la existencia de ritmicidad diurna de
algunas citocinas pro-inflamatorias, entre ellas la IL-1, con unos mayores niveles al
final y principio del periodo de 24 horas. (Petrovsky N et al, 1998).

Las citocinas pro—inflamatorias intervienen en el proceso aterosclerdtico desde
estadios muy precoces de la enfermedad (Young JL et al, 2002). En nuestro estudio, la
IL-1p no presentd cambios significativos con respecto al patron luminico,
probablemente por 2 motivos: 1)la IL-6 es una citocina con potentes propiedades pro-
inflamatorias que regula la expresion de moléculas de adhesion y de otras citocinas,
como la IL-1 (Schieffer B et al, 2000), sobre la cual la actuacion de la IL-6 presenta un
desfase temporal, y 2) la IL-6 induce la migracion y diferenciacién de los macrofagos

activados, quienes son los principales productores de IL-1[ (Giri JG et al, 1985).



Niveles séricos luz /oscuridad de IL-6.

Los niveles séricos de IL-6, mostraron variaciones diurnas siendo
significativamente mayores los valores en la fase de oscuridad respecto a los de la fase
de luz, tanto en los sujetos control (p<0,001) como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio (p<0,001). En los pacientes con infarto agudo de miocardio los valores
obtenidos fueron significativamente superiores respecto a sus correspondientes
controles, tanto en la fase de luz (p<0,001) como en la fase de oscuridad (p<0,001).
Hallazgos similares han sido comunicados en otros estudios (Dominguez Rodriguez et
al, 2003; Dominguez Rodriguez et al 2004).

La IL-6 es una citocina con potentes propiedades pro—inflamatorias. Leucocitos
y células endoteliales liberan IL-6 en respuesta a la lesion de la pared vascular. La
liberacion de IL-6 induce la expresion de reactantes de fase aguda, asi como la
migracion y diferenciacion de los macréfagos (Schieffer B et al, 2000). Facilita,
ademas, la liberacién de quimiocinas como la MCP-1, la expresion de receptores para
las LDL modificadas, su captacion por los macréfagos y la sintesis de
metaloproteinasas, por lo que contribuye en gran manera al desencadenamiento de los
sindromes coronarios agudos. Regula, asi mismo, la expresion de moléculas de
adhesion y citocinas como la IL-1B y el TNF-a quienes amplifican la reaccion
inflamatoria (Schieffer B et al, 2000). EI aumento de los niveles de IL-6 en los pacientes
con infarto agudo de miocardio es producido por la necrosis tisular que genera el propio
infarto, y por la activacion de células inflamatorias y miocitos (Ikeda U et al, 2001). Sin
embargo, la lesion de la pared vascular también provoca la liberacion de IL-6 por parte
de las células endoteliales y los leucocitos que se adhieren a la pared vascular (Le J,
Vilcek J, 1989).

Por otro lado, se sabe que la secrecion y actividad de las citocinas se encuentra
bajo control neuroendocrino central (Jankovic BD 1994), en concreto de la glandula
pineal, a través de la secrecion circadiana de melatonina (Guerrero JM, Reiter RJ,
2002). En nuestro estudio el déficit de melatonina nocturna puede contribuir, al menos
en parte, al incremento nocturno de la IL-6. Aunque las variaciones diurnas de la IL-6
parecen estar controladas principalmente por la secrecion de melatonina de la glandula
pineal, esta hormona es también sintetizada por las células inmunocompetentes, y esta

sintesis no esta asociada a la produccion nictameral (Carrillo-Vico et al, 2004).



El reclutamiento de células inflamatorias en el area lesionada y la formacion de
radicales libres por el propio infarto genera mediadores inflamatorios y activacion de
factores nucleares, particularmente el NF—p. Este cumple una importante funcién en la
sintesis de las citocinas pro—inflamatorias (Barnes PJ, Karin M, 1997). Se produce, de
forma adicional, la expresion de moléculas de adhesion cuya mision serd fijar mas
leucocitos, generandose una cascada inflamatoria que contribuye al dafio miocardico
(Reiter RJ, Tan DX, 2003).

La capacidad de la melatonina para reducir la expresion de las moléculas de
adhesion como la selectina-P y la ICAM (Cuzzocrea S et al, 2001) y la inhibicion que
produce sobre la activacion del NF—«p (Lezovalc’h F et al, 1998), podrian explicar la
relacion entre los niveles de melatonina e IL-6 en pacientes con infarto agudo de
miocardio. Estas acciones producirian un efecto limitante de la respuesta inflamatoria
local en la placa aterosclerdtica, mediante la reduccion en la sintesis de citocinas pro—
inflamatorias, de moléculas de adhesion, de factores quimiotacticos y del crecimiento
celular del sistema inmune. Por ello, la melatonina jugaria un papel “anti—inflamatorio”
en nuestros pacientes. Hallazgos similares han sido reportados por otros autores

(Lissoni P et al, 1997).



Niveles séricos luz /oscuridad de IL-8.

Los niveles séricos de IL-8 en los sujetos control mostraron variaciones diurnas,
con valores en la fase de luz significativamente mayores respecto a los de la fase de
oscuridad (p=0,004). En los pacientes con infarto agudo de miocardio los niveles
séricos de IL-8 mostraron una tendencia a valores mayores en la fase de oscuridad
respecto a los de la fase de luz, aunque ésta no alcanzd significacion estadistica
(p=0,052). Los pacientes con infarto agudo de miocardio mostraron niveles de IL-8
significativamente superiores a los de sus correspondientes controles solo en la fase de
oscuridad (p<0,001).

La IL-8 es una citocina quimiotactica producida por varios tipos celulares:
monocitos, macrofagos y linfocitos T. Esta IL se libera bajo la accidon de un estimulo
inflamatorio. Los mas potentes estimulos para su liberacion son la IL-1 y el TNF-a
(Matsushima K, Oppenheim JJ, 1989). Su funcion principal es la atraccion de leucocitos
polimorfonucleares, pero también interviene en la activacién de monocitos y dirige su
reclutamiento hacia las zonas de lesion vascular (Yamagishi M et al, 2005). Se le
atribuyen propiedades pro-tromboéticas al promover el incremento de la sintesis y
expresion del TF en la superficie de los monocitos y pro-aterogénicas al facilitar la
degradacion de la capsula fibrosa por su capacidad para disminuir al inhibidor tisular de
las metaloproteinasas de tipo 1 (MPTI-1) (Moreau M, et al 1999). El NF—«f} es un factor
regulador cuya activacion provoca el incremento coordinado en la expresion de multitud
de genes entre cuyos productos se encuentran, entre otros, la IL-1, el TNF-a , IL-8 y
moléculas de adhesion (Barnes PJ, Karin M, 1997).

La capacidad de la melatonina para inhibir la activacion del NF—«f (Mohan N et
al, 1995; Gilad E et al, 1998; Lezovalc'h F et al, 1998), de reducir la expresion de las
moléculas de adhesion como la selectina-P y la ICAM (Cuzzocrea S et al, 2001), y de la
IL-1, el TNF-a e IL-8 podrian explicar, al menos en parte, la relacion entre los niveles

de melatonina e IL-8.



Niveles séricos luz /oscuridad de IL-10.

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria producida por linfocitos T helper tipo
2 activados, células B, monocitos y macréfagos. Cumple una funcion inhibitoria en el
sistema inmunitario a multiples niveles, entre los que se enumeran la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias y la activacién de los macréfagos (Moore KW et al, 1993).
Actua principalmente bloqueando la actividad del NF-xf tanto mediante la prevencion
de la degradacion de sus inhibidores como la supresion de la actividad de su unién al
DNA (Schottelius AJ et al, 1999).

En nuestro estudio, los niveles séricos de IL-10 no mostraron variaciones
diurnas tanto en los sujetos control como en los pacientes con infarto agudo de
miocardio. Resultados similares han sido previamente publicados en sujetos sanos
(Lissoni P et al, 1998). Sin embargo, los pacientes con infarto agudo de miocardio
mostraron niveles de IL-10 significativamente mayores que los de sus correspondientes
controles, tanto en la fase de luz (p<0.001) como en la fase de oscuridad (p<0,001).
Estos hallazgos concuerdan con los resultados de estudios previos (Shibata M et al,
1997; Dominguez Rodriguez et al 2005).

Los diversos estudios realizados para conocer la relevancia de la IL-10 en la
aterosclerosis sugieren que ésta desempefia un papel protector limitando la respuesta
inflamatoria local que favorece la progresion e inestabilidad de la placa aterosclerotica,
lo cual condiciona, en ultima instancia, el desarrollo de acontecimientos coronarios

agudos (Pérez Fernandez R, Kaski JC, 2002).



Niveles séricos luz /oscuridad de Neopterina.

En nuestro estudio hemos encontrado variaciones diurnas en los niveles séricos
de neopterina: su concentracion sérica en la fase de luz fue significativamente mas alta
que en la fase de oscuridad, tanto en los sujetos sanos (p=0,0004) como en los pacientes
con infarto agudo de miocardio (p=0,0027). Sin embargo, en éstos ultimos hubo una
significativa mayor amplitud en relacion con la apreciada en los sujetos control y
ademas, la concentracion sérica de neopterina en la fase de luz alcanz6 en los pacientes
con infarto agudo de miocardio niveles significativamente mas elevados que en los
sujetos control (p<0,001).

Los mayores niveles de neopterina encontrados en los pacientes con infarto
agudo de miocardio, en comparacion con los de sujetos sanos, concuerda con lo
previamente publicado en la literatura (Schumacher M et al, 1997). Mayores niveles de
neopterina sérica se han correlacionado con el grado de actividad de la enfermedad
coronaria (Garcia-Moll X et al, 2000) y tienen, ademas, un importante significado
pronostico en los pacientes con sindrome coronario agudo (Kaski JC et al, 2003).

La existencia de variaciones diurnas de los niveles de neopterina en sujetos
sanos ha sido descrita previamente, tanto en orina (Auzéby et al, 1988), como en sangre
(Garcia Gonzélez MJ et al, 2006). Sin embargo, hasta el momento actual en la literatura
biomédica no encontramos referencias sobre la existencia de variaciones diurnas en los

niveles séricos de neopterina en los pacientes con infarto agudo de miocardio.

La neopterina es un derivado pteridinico, un subproducto de la via biosintética
de la guanosin trifosfato—biopterina (Auerbach G, Nar H, 1997). Es un excelente
marcador bioldgico de la actividad del sistema inmunitario celular (Murr C et al, 2002).
Su sintesis y liberacion se realiza principalmente por monocitos y macréfagos activados
principalmente por la estimulacion del IFN-y secretado por parte de los linfocitos T

helper tipo 1 (Huber C et al, 1984).

Se ha sugerido que las variaciones circadianas en los niveles de melatonina
pueden ser responsables, al menos en parte, de las variaciones diurnas de los niveles
séricos de neopterina (Garcia Gonzalez MJ et al, 2006). Existen dos posibles
explicaciones para este fenomeno: 1) Algunos compuestos pteridinicos ejercen una
funciéon moduladora a nivel de las enzimas que intervienen en el metabolismo de los

indoles en la glandula pineal. La biopterina es un cofactor enzimatico esencial para la



triptofano-hidroxilasa, enzima que cumple una importante funciéon en la sintesis de
neurotransmisores y constituye un punto clave en la regulacion de la via biosintética de
la melatonina (Van Benthem et al, 1985). La melatonina es un inhibidor efectivo de la
sintesis de biopterina, a través de sus efectos, tanto a nivel directo sobre la actividad
catalitica de la guanosin-trifosfato ciclohidrolasa I, asi como de su expresion génica
(Jang YJ et al, 2000). 2) La producciéon circadiana de melatonina influye en las
fluctuaciones diurnas del niimero y funciones de las células del sistema inmunitario
(Carrillo-Vico et al, 2005). Existen variaciones circadianas en los diferentes subtipos de
linfocitos T circulantes: linfocitos T totales, linfocitos T helper y del cociente T helpers
/ T supresores — citotoxicos (Lévi et al, 1988), con un patrén similar al descrito para la
melatonina y la neopterina para los sujetos sanos en este estudio. Ademds se ha
demostrado como la melatonina puede modular el nimero de linfocitos T y la

activacion de los macréfagos (Morrey KM et al, 1994).

En los pacientes con infarto agudo de miocardio, los niveles de melatonina en la
fase de oscuridad estan reducidos y los de neopterina en la fase de luz estan elevados de
forma significativa, en relacion con los correspondientes en sujetos sanos. Dos posibles
mecanismos, podrian explicar los siguientes hechos: 1) La neopterina es capaz de
inducir e incrementar la génesis de especies reactivas de oxigeno, modular su
produccion y sus efectos (Razumovitch JA et al, 2004). Ambos, neopterina y estrés
oxidativo, son mecanismos descritos capaces de activar la transcripcion celular del
factor nuclear NF-xp (Hoffmann G et al, 1996). 2) En los monocitos, neutrofilos y
linfocitos T existen receptores para la melatonina, células en las que esta hormona
contribuye a regular el pool de especies reactivas con el oxigeno a través de la
oxidacién y consumo del anién superdxido y ejerce funciones inmunomoduladoras
como algunos efectos sobre la liberacion de citocinas en los neutrofilos (Silva OS et al,

2004).

Estas acciones de la melatonina estan mediatizadas por su conocido efecto
inhibidor sobre la activacion del factor de transcripcion NF-xff (Mohan N et al, 1995;
Gilad E et al, 1998; Lezovalc’h F et al, 1998; Cuzzocrea S, Reiter RJ, 2001). Por lo

tanto, parece existir una relacion reciproca entre melatonina y neopterina



Niveles séricos luz /oscuridad de sVCAM-1.

En nuestro estudio, los niveles séricos de sVCAM-1 en los sujetos control no
mostraron variaciones diurnas. Sin embargo, en los pacientes con infarto agudo de
miocardio existen variaciones diurnas en los niveles de sVCAM-1, con la singularidad
de que los niveles en la fase de oscuridad fueron significativamente mayores que en la
fase de luz (p=0,002).

Las moléculas de adhesion celular son proteinas que regulan la fijacion y
transmigracion endotelial de los leucocitos. (Adams DH, Shaw S, 1994). La VCAM-1
pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas transmembrana de las moléculas de
adhesion celular. Mientras que la ICAM-1 es expresada por macrdofagos y celulas
endoteliales en respuesta a IL-1, TNF-a e INF-y, la VCAM-1 se expresa de forma
restringida en las células endoteliales y musculares lisas (Davies MJ et al, 1993). La
expresion de las moléculas de adhesion celular en la superficie de las células
endoteliales precede al reclutamiento de macrofagos y linfocitos T hacia la placa. Tras
ser activadas por citocinas, se desprenden de la superficie celular endotelial en una
forma soluble (sVCAM-1) y niveles circulantes pueden ser detectados en sangre
(Armstrong EJ et al, 2006).

El papel patogénico de las moléculas de adhesion celular circulantes es
desconocido, pero su presencia se considera un marcador de activacion endotelial e
inflamacion vascular (Blake GJ, Ridker PM, 2001). Sin embargo, en estudios
prospectivos en sujetos sin enfermedad coronaria manifiesta, los niveles plasmaticos
basales de sVCAM-1 no estuvieron asociados con un riesgo cardiovascular aumentado,
a diferencia de lo observado con otras moléculas de adhesion celular como sSICAM-1,
sugiriéndose que este hecho podria estar en relacion con su mas restringida expresion
(Hwang SJ et al, 1997; de Lemos et al, 2000).

En nuestro estudio los niveles séricos de sVCAM-1 en los pacientes con IAM
fueron significativamente mas elevados que en los sujetos control (p<0,001). Esta
diferencia se mantuvo tanto en la fase de luz (p<0,01) como en la de oscuridad
(p<0,001).

El estudio de las variaciones diurnas de las moléculas de adhesion es muy
limitado y sus resultados controvertidos. Se ha comunicado, en un estudio en sujetos
sanos, variaciones diurnas para la sSelectina-E y SICAM-1 (Maple C et al, 1998). Sin

embargo, otro estudio realizado en pacientes con y sin enfermedad arterial coronaria, de



forma contradictoria, no encontrd variaciones para estas moléculas y, en cambio, si
demuestra variaciones diurnas en los niveles séricos de sSelectina-P (Osmancik P et al,
2004).

El reclutamiento de células inflamatorias en el area lesionada y la formacion de
radicales libres por el infarto agudo de miocardio genera mediadores inflamatorios y
activacion de factores nucleares, particularmente el NF—«B. Este cumple una
importante funcidn en la sintesis de las citocinas pro—inflamatorias (Barnes PJ, Karin
M, 1997) y ademas interviene en la expresion de la VCAM-1, entre otras moléculas de
adhesion (Lu L et al, 2004; Min JK et al, 2005). Es conocida la capacidad de la
melatonina para reducir la expresion de las moléculas de adhesion como la selectina-P y
la ICAM (Cuzzocrea S et al, 2001) y la inhibicién que produce sobre la activacion del
NF—«f (Lezovalc'h F et al, 1998).



Niveles séricos luz /oscuridad de OxLDL.

En nuestro estudio, los niveles séricos de OxLDL no mostraron variaciones
diurnas en los pacientes con infarto agudo de miocardio ni en los sujetos control. Sin
embargo, los pacientes con infarto agudo de miocardio mostraron niveles de OxLDL
significativamente mayores que los sujetos control, tanto en la fase de luz (p<0,001)
como en la fase de oscuridad (p<0,001).

Varios estudios han sefialado la existencia de niveles de OxLDL
significativamente mayores en pacientes con sindrome coronario agudo, indicado que
las OxLDL podrian ser un interesante marcador para la aterosclerosis (Holvoet P et al,
1998; Steinberg D, 1997). Nuestros resultados en pacientes con infarto agudo de
miocardio concuerdan con estos hallazgos y confirman los que recientemente hemos
comunicado (Dominguez Rodriguez et al, 2005-bis). En éste estudio se sugiere, ademas,
una asociacion entre los niveles nocturnos de OxLDL y melatonina en los pacientes con
infarto agudo de miocardio.

La OxLDL es un factor critico en el inicio y progresion de la aterosclerosis y
contribuye a la disfuncion endotelial y la desestabilizacion de la placa aterosclerotica a
través de multiples mecanismos (Holvoet Pet al, 1994; Landmesser U, Harrison DG,
2001). La presencia de OxLDL y otros lipidos oxidados en las placas ateroscleroticas se
ha puesto de manifiesto en estudios en humanos (Witzum JL, Steinberg D, 2001). Las
particulas de LDL del plasma infiltran los espacios de la intima de las arterias y son
oxidadas por radicales libres de oxigeno (hidroxil y peroxil radicales) que inicialmente
atacan a los mas facilmente oxidables acidos grasos poliinsaturados, mediante la
sustraccion de un atomo de hidrogeno de un enlace alilico en un grupo metileno de sus
cadenas laterales. La formacion de radicales dienil lipidicos provocan el reajuste de las
cadenas, que se estabilizan con la formaciéon de conjugados dieno, productos
intermedios de la peroxidacién lipidica, los cuales tras la captura de oxigeno forman
peroxil radicales. La propagacion de la cadena reactiva prosigue, dando lugar a la
formacion de hidroxiperoxidos (Steinberg D et al, 1989).

El inicio de la peroxidacion lipidica esta intimamente relacionado con las
concentraciones de variadas sustancias antioxidantes como son la vitamina E, licopeno,
retinoides y carotenoides (Esterbauer H et al, 1989; Babiy AV et al, 1990). La
melatonina debido a sus miultiples acciones antioxidantes produciria acciones

protectoras a nivel cardiaco bajo condiciones de alto estrés oxidativo: es un potente



recolector de radicales libres y es significativamente mas eficiente con los radicales
hidroxil que el propio glutation intracelular (Stasica P et al, 1998); también lo es de los
peroxil radicales (Pieri C et al, 1994); del altamente tdxico anion peroxinitrito
(Cuzzocrea S et al, 1997); y puede inhibir la oxidacion de la LDL a través de su
capacidad como recolector de radicales alkoxil lipidicos (Esterbauer H et al 1992).

Los niveles circulantes nocturnos de melatonina fisiologica pueden ser
requeridos, junto con otros antioxidantes fisiologicos, para mantener el estatus oxidativo
total de las células tan bajo como sea posible, y de esta forma contribuir en parte, a
descender los niveles de OxLDL circulantes, comportandose la melatonina como una

hormona con probables propiedades anti-aterogénicas.



Niveles séricos luz /oscuridad de MPO.

En nuestro estudio los niveles séricos de MPO en los sujetos control no
mostraron variaciones diurnas. Se aprecié una tendencia hacia valores mas altos en las
concentraciones séricas en la fase de oscuridad respecto a las de la fase de luz, pero sin
llegar a la significacion estadistica (p=0,06). En los pacientes con infarto agudo de
miocardio encontramos valores séricos de MPO significativamente superiores a los de
los sujetos control, con el interesante hallazgo de variaciones diurnas en los niveles de
MPO: los niveles en la fase de oscuridad fueron significativamente mayores que en la
fase de luz (p< 0,0001).

Nuestros resultados en los pacientes con infarto agudo de miocardio concuerdan
con lo descrito en la literatura. La MPO juega un papel importante en la patogénesis de
los sindromes coronarios agudos a través de su participacion en la desestabilizacion y
transformacion de placas estables en inestables. Leucocitos circulantes y macrofagos
que infiltran las placas culpables de los sindromes coronarios agudos secretan MMPs y
MPO que degrada la matriz colagena de la fina capa que recubre el ateroma haciéndolo
mas propenso a la ruptura o erosion (Sugiyama S et al, 2001). Diversos estudios evalian
la actividad en sangre y leucocitos de MPO en sujetos con y sin enfermedad coronaria,
demostrando que los niveles elevados de MPO se asocian con la presencia de
enfermedad arterial coronaria (Zhang R et al, 2001). Esta asociacién se mantiene de
forma significativa incluso tras controlar los niveles de PCR y los factores de riesgo
clasicos (Zhang R et al, 2001). Ademas, los niveles circulantes de MPO son un potente
marcador de riesgo tanto en los pacientes que se presentan con dolor toracico como con
sindrome coronario agudo, demostrandose su utilidad para la estratificacion pronostica
en los mismos, encontrdndose que sus niveles son predictores de futuros eventos
cardiovasculares en los pacientes, con un mayor efecto en los pacientes con troponina T
“negativa” (Brenan ML et al, 2003; Baldus S et al, 2003).

Multitud de observaciones han puesto de relieve el papel que juega la
peroxidacion lipidica y su interaccion con el endotelio vascular en el inicio y progresion
de la arteriosclerosis (Griendling KK, FitzGeral GA, 2003; Nicholls SJ, Hazen SL,
2005). La MPO es miembro de la superfamilia de las hemoperoxidasas, que secretada
por los neutréfilos activados, monocitos y algunos macréfagos, es capaz de generar
numerosas especies reactivas de oxigeno y radicales libres. Se ha demostrado su

importante papel en la promocion de estrés oxidativo a nivel de la respuesta



inflamatoria vascular y su intervencion en la peroxidacion lipidica (Podrez EA et al,
2000; Zhang R et al 2002; Zhang R et al, 2002-bis). De acuerdo con estas evidencias,
en nuestro estudio encontramos, como ya se ha comentado, niveles de OxLDL en los
pacientes con infarto agudo de miocardio significativamente mayores que en los sujetos
control, tanto en la fase de luz como en la fase de oscuridad. Este hallazgo posiblemente
esté influenciado, al menos en parte, por unos mayores niveles de MPO en los pacientes
con infarto agudo de miocardio.

La melatonina posee potentes propiedades antioxidantes (Beyer CE et al, 1998;
Allegra M et al, 2003; Reiter RJ et al, 1994). Se ha demostrado que es un eficiente
recolector de radicales libres cuya eficacia es superior a la del glutation y la de otros
antioxidantes endégenos como la vitamina E (Beyer CE et al, 1998; Pieri C et al, 1994;
Pieri C et al 1995). La oxidacion de la melatonina da lugar a compuestos kinuraminicos
como N(1)-acetil-N(2)—formil-5—metoxikinurenamina y N(1)-acetil-5-
metoxikinurenamina que poseen también potente accion antioxidante (Silva SO et al,
2004). Varios estudios demuestran que el mecanismo de oxidacion de la melatonina por
parte de leucocitos y macrofagos depende de la MPO (Rodrigues MR et al, 2003; Silva
SO et al, 2004; Ximenes VF et al, 2005).

Es particularmente interesante el hallazgo de variaciones diurnas en los niveles
de MPO: los niveles en la fase de oscuridad fueron significativamente mayores que en
la fase de luz. Las variaciones circadianas en los niveles de melatonina pueden ser
responsables, al menos en parte, de las variaciones diurnas encontradas en la produccion
de MPO en los pacientes con infarto agudo de miocardio. En el infarto agudo de
miocardio existe un importante fenomeno de reclutamiento de células inflamatorias
hacia el area lesionada asi como la formacion de radicales libres (Granger DN, 1997). El
estrés oxidativo, al que contribuye la MPO, es capaz de promover la activacion de
factores nucleares, particularmente el NF—«f, quien promueve la transcripcion de la
sintesis de citocinas pro—inflamatorias (Barnes PJ, Karin M, 1997) y factores
quimiotacticos para leucocitos, monocitos y macrofagos (Lu L et al, 2004; Min JK et al,
2005). La capacidad de la melatonina para inhibir la activacion del NF—«f (Lezovalc’h
F et al 1998; Reiter RJ et al 2000), seria un paso limitante en el reclutamiento de las
células inflamatorias que una vez activadas producirian MPO. Estas acciones podrian
explicar la influencia que las variaciones circadianas de los niveles de melatonina
podrian ejercer, al menos en parte, sobre las variaciones diurnas de los niveles de MPO

observadas en los pacientes con infarto agudo de miocardio y hacen considerar el papel



“antiinflamatorio” que puede jugar la melatonina en los mismos, mediante un efecto

limitante de la respuesta inflamatoria.



Niveles séricos luz /oscuridad de MMP-9.

Los resultados de nuestro estudio revelan que los pacientes con infarto agudo de
miocardio presentan valores séricos de MMP-9 significativamente superiores a los de
los sujetos control. Ademas encontramos que, mientras que los sujetos control no
presentan variaciones diurnas en los niveles séricos de MMP-9, en los pacientes con
infarto agudo de miocardio los niveles séricos de MMP-9 si muestran variaciones
diurnas: los niveles en la fase de luz fueron significativamente mayores que en la fase
de oscuridad (p=0,0005).

La informacion sobre variaciones diurnas de la MMP-9 es muy limitada.
Nuestros resultados en los sujetos control concuerdan con los de un estudio reciente
(Tayebjee MH et al, 2005) en relacién a la ausencia de variaciones diurnas en los
niveles séricos de MMP-9 en sujetos sanos. Sin embargo, hasta donde conocemos, en la
literatura no existen estudios que evalten este aspecto en pacientes con infarto agudo de
miocardio.

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) pertenecen a la familia de las
endoproteinasas con las que comparten similitud estructural y funcional, a pesar de sus
diferencias en cuanto a su fuente de origen, especificidad por el sustrato e inducibilidad
(Visse R, Nagase, 2003). Estas enzimas intervienen en el remodelado vascular, la
inestabilizacion de la placa aterosclerodtica y el remodelado ventricular postisquémico
(Lu L et al, 2000). Estudios previos demuestran que los niveles séricos de MMP-9 en
pacientes con infarto agudo de miocardio y sindrome coronario agudo son mayores en
relacion con los de sujetos control (Kai H et al, 1998; Inokubo Y et al, 2001). Los
resultados de nuestro estudio coinciden con ellos.

Los radicales libres pueden modular y modificar la actividad de las MMPs.
Varios estudios demuestran que las especies reactivas de oxigeno, y por consiguiente el
estrés oxidativo, pueden activar la MMPs (Wainwright CL, 2004; Rajagopalan S et al
1996). La MMP-9 es expresada principalmente por las células inflamatorias que
infiltran los tejidos miocardicos lesionados, como neutréfilos y macrofagos (Cheung PY
et al, 2000; Lindsey M et al 2001). En el infarto agudo de miocardio existe un
importante reclutamiento de leucocitos activados hacia los tejidos lesionados (Granger
DN, 1997). Una vez alcanzado su objetivo estas células generan mediadores
inflamatorios y promueven la activacion de factores de transcripcion nuclear sensibles

al estrés oxidativo, en particular el NF-xf3. Se ha demostrado que el NF-«f es capaz de



inducir la expresion de MMP-9 (Mori N et al, 2003). La demostrada capacidad de la
melatonina de inhibir la activacion del factor de transcripcion NF-kf3 puede constituir
una posible explicacion para que las variaciones circadianas en los niveles de
melatonina sean responsables, al menos en parte, de las variaciones diurnas de la MMP-

9 en los pacientes con infarto agudo de miocardio.



Niveles séricos luz /oscuridad de sCD40L.

En los sujetos control, en nuestro estudio, los niveles séricos de sCD40L no
mostraron variaciones diurnas. Sin embargo, en los pacientes con infarto agudo de
miocardio las concentraciones séricas de sCD40L mostraron variaciones diurnas, con
niveles en la fase de luz significativamente superiores a los de la fase de oscuridad
(p<0,0001). En los pacientes con infarto agudo de miocardio s6lo los niveles de
sCD40L en la fase de luz fueron significativamente mayores que los de los sujetos
control, tanto en la fase de luz (p<0,001) como en la de oscuridad (p<0,001). El estudio
de las variaciones diurnas de las concentraciones de sCD40L es inexistente. En la
literatura no encontramos referencias sobre posibles variaciones en los niveles séricos
de sCD40L en sujetos sanos ni en pacientes con sindrome coronario agudo.

Numerosas evidencias cientificas ponen de manifiesto que el sistema CDA40-
CDA40L juega un papel central en el inicio y progresion de la aterosclerosis (Schonbeck
U, Libby P, 2001). El CD40 es una proteina integral de la membrana citoplasmica de 50
kDa perteneciente a la superfamilia de receptores del TNF que incluye TNF-R1, TNF-
R2, CD30, CD27 y Fas entre otros. El ligando del CD40, CD40L (también denominado
CD154), es también un miembro de ésta familia, de 39 kDa. El sistema CD40-CD40L
fue considerado originalmente como un sistema de intercomunicacion entre linfocitos
de tipo B y T, pero se sabe que también se expresa en otros tipos celulares como células
dendriticas, monocitos, macrofagos, células endoteliales y fibroblastos (Schonbeck U,
Libby P, 2001). La activacion del sistema CD40-CD40L mediante la uniéon del CD40L
a su receptor CD40 promueve una serie de respuestas cruciales para la expresion de
moléculas de adhesion celular, quimiocinas, citocinas proinflamatorias asi como MMPs
(Coope HIJ et al 2002; Zoog Sj et al, 2004). CD40 y CD40L estan presentes en las
placas y se expresa en macrofagos, células endoteliales, linfocitos T y células
musculares lisas en todos los estadios de la lesion aterosclerotica (March F et al, 1997).
Un amplio y creciente conjunto de datos conectan cada vez mads inflamacién y
trombosis en el inicio y desarrollo de la aterosclerosis, involucrando en ello al sistema
CD40-CD40L. Una prueba fehaciente de esta conexion en los sindromes coronarios
agudos lo aporta la formacion de agregados heterotipicos entre plaquetas y monocitos,
demostrandose que los mismos son un marcador precoz en el infarto agudo de
miocardio (Furman MI et al, 2001). El endotelio activado, leucocitos y células

musculares lisas son capaces de promover la trombosis. El sistema CD40-CD40L



induce la expresion de TF tanto en células endoteliales como células musculares lisas
(Schonbeck U et al, 2000; Bavendiek U et al, 2002), lo cual favorece un estado
procoagulante. Las plaquetas, por su parte, son capaces de promocionar la via
inflamatoria: las plaquetas activadas y el trombo fresco expresan altos niveles de
CD40L. La activacion plaquetaria produce la rapida translocacion a la superficie del
CDA40L. El CD40L expresado en la superficie plaquetaria es escindido en un periodo de
minutos a horas y genera el fragmento soluble sCD40L. Se estima que el 95% del
sCD40L circulante se deriva de las plaquetas (André P et al, 2003).

Nuestros resultados demuestran la existencia de niveles circulantes mas elevados
de sCD40L en los pacientes con infarto agudo de miocardio respecto a los sujetos
control. Se ha demostrado la presencia de niveles circulantes elevados de sCD40L en
pacientes con sindrome coronario agudo (Aukrust P et al, 1999; Lee Y et al, 1999;
Garlichs CD et al, 2001), asi como su valor predictor de riesgo de futuros eventos
cardiovasculares asociado a distintas situaciones (Garlichs CD et al, 2001; Schénbeck U
et al, 2001; Heeschen C et al, 2003).

Multiples evidencias sugieren que la actividad plaquetaria estd influenciada por
los niveles circulantes de melatonina. Se ha documentado la existencia de variaciones
circadianas en el numero de las plaquetas circulantes con un pico vespertino (Haus E et
al, 1984; Bremner WF et al, 2000) y en la agregabilidad plaquetaria con pico matutino
(Jovicic A, Mandil S, 1991; Jafri SM et al, 1992). La variabilidad circadiana en la
presentacion de los sucesos isquémicos con un pico matutino coincide con el pico
matutino de la agregabilidad plaquetaria (Toffler GE et al, 1987). Estas observaciones
coinciden con los resultados en los niveles de sSCD40L en nuestros pacientes con infarto
agudo de miocardio en los que hemos encontrado una significativa mayor concentracion
sérica de sCD40L en la fase de luz que en la fase de oscuridad.

El sCD40L modula la respuesta inflamatoria y tromboética dependiente de las
plaquetas (Henn V et al, 1998). Diversos estudios ponen de manifiesto las acciones del
estrés oxidativo en el incremento en la expresion del CD40L (Pignatelli P et al, 2004).
Se ha demostrado que la incubacion de células endoteliales humanas y células
musculares lisas con Ox-LDL incrementa la expresion del CD40 y CD40L en las
mismas (Schonbeck U et al, 2002). A su vez, se ha observado recientemente que el
CDA40L promueve la activacion y agregacion de las plaquetas y su conjugacion con
leucocitos, e incrementa en las mismas la liberacion de especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno (Chakrabarti S et al, 2005). Tanto la expresion plaquetaria del CD40L como



la liberacion de radicales libres de oxigeno por las plaquetas, pueden ser inhibidos por
sustancias con accion antioxidante (Carr AC et al, 2000; Pignatelli P et al 2005). La
melatonina posee potentes propiedades antioxidantes (Beyer CE et al, 1998; Allegra M
et al, 2003; Reiter RJ et al, 1994) cuya eficacia es superior a la del glutation y la de
otros antioxidantes endogenos como la vitamina E (Pieri C et al, 1995; Beyer CE et al,
1998). Un hecho de particular interés es la existencia de receptores en la membrana
plaquetaria para la melatonina (Vacas MI et al, 1992). Ademads, recientemente se ha
demostrado la existencia de melatonina en las propias plaquetas (Morera AL, Abreu P,
2005). La melatonina ejerce acciones a nivel plaquetario a diversos niveles: se ha
descrito su capacidad para inhibir la agregabilidad plaquetaria, inhibir los mecanismos
secretorios plaquetarios a través de la reduccién en la liberacion de serotonina y ATP e
inhibir la produccion de tromboxano B2 (Cardinali DP et al 1993; Kornblihtt LI et al,
1993; Vacas Ml et al, 1991). Por lo tanto la melatonina se mostraria como una molécula
capaz de ejercer una funcién moduladora sobre la respuesta inflamatoria y trombotica

dependiente de las plaquetas en los pacientes con infarto agudo de miocardio.



Niveles séricos luz /oscuridad de PAPP-A

PAPP-A es una metaloproteinasa de la matriz ligadora de zinc, perteneciente a la
superfamilia de las metzincin peptidasas, de 200 kDa, sintetizada por el
sincitiotrofoblasto y tipicamente determinada durante el embarazo para el screening del
sindrome de Down (Wald NJ et al, 1996). Ademas de la placenta es expresada, aunque
a mucho menor nivel, por endometrio, testiculos, rifién, colon y en multiples tejidos
proliferantes tanto adultos como fetales (Overgaard MT et al, 1999).

En nuestro estudio no se apreciaron variaciones diurnas en las concentraciones
séricas de PAPP-A en los sujetos control (p=0,35) ni en los pacientes con infarto agudo
de miocardio (p=0,41). Tampoco se apreci6 diferencias significativas en las
concentraciones séricas de PAPP-A entre pacientes con infarto agudo de miocardio y
sujetos control.

Estudios recientes ponen en relacion la existencia de niveles séricos elevados de
PAPP-A con la presencia, extension y complejidad morfolégica de la estenosis vascular
en pacientes con enfermedad arterial coronaria (Cosin-Sales J et al, 2004; Cosin-Sales J
et al, 2005). Ademas, se ha propuesto la determinacion de sus niveles circulantes como
nuevo marcador biologico en sindrome coronario agudo (Bayes-Genis A et al, 2001).
En un estudio en pacientes con sospecha de infarto agudo de miocardio y niveles de
troponina Ic negativos, la determinacioén de los niveles circulantes de PAPP-A, con un
nivel de corte de 2,9 mIU/L, se mostr6 como un potente predictor independiente de
eventos isquémicos cardiacos (Lund J et al, 2003). Estos hallazgos parecen confirmarse
en otro reciente estudio en 547 pacientes con sindrome coronario agudo, con
demostracion angiografica, que mostré que los niveles elevados de PAPP-A fueron un
indicador de mayor riesgo de muerte e infarto de miocardio respecto a una poblacion
heterogénea de pacientes con dolor toracico, discriminando incluso un grupo de mayor
riesgo entre los pacientes con valores de troponina Tc negativa. La validacion
prospectiva en pacientes con dolor tordcico confirmé que los niveles de PAPP-A
identificaron fiablemente a los pacientes de alto riesgo (Heeschen C et al, 2005). Sin
embargo, otro estudio en 346 pacientes que se presentaron con sindrome coronario
agudo en servicios de urgencia, las concentraciones circulantes de PAPP-A para
predecir eventos adversos a los 30 dias fue modesta, incluso inferior a la de la troponina

Tc (Laterza OF et al, 2004).



Nuestros hallazgos confirman los resultados recientemente publicados de un
estudio previo que pone en evidencia que los niveles de PAPP-A no son un marcador
precoz ideal para el diagndstico del infarto agudo de miocardio. Este estudio no
encontrd diferencias significativas entre los pacientes con infarto agudo de miocardio y
los sujetos control en las concentraciones séricas de PAPP-A (Dominguez Rodriguez et
al, 2005-bis 3). Las razones de estos controvertidos hallazgos en los distintos estudios se
han intentado explicar en base a la metodologia utilizada para las determinaciones de
los niveles circulantes de PAPP-A y a la propia naturaleza de esta proteina. Asi se ha
sostenido que el PAPP-A circulante asociado a los sindromes coronarios agudos es de
naturaleza sensiblemente diferente del PAPP-A relacionado con el embarazo, por lo que
requiere del concurso de inmunoensayos mas apropiados (Qin QP et al, 2005; Qin QP et
al, 2006). Ademas, la controversia se amplia sobre el exacto papel que juega el PAPP-A
en los sindromes coronarios agudos, atribuyéndosele un papel promotor de la reparacion
del dafio tisular y supresor de la inflamacion en virtud de sus acciones IGF-1-
dependientes sobre la vasculogénesis, el precondicionamiento y la supervivencia celular

y la sensibilidad insulinica (Conti E et al, 2004).



Niveles séricos luz /oscuridad de PCR.

En nuestro estudio los niveles séricos de PCR no mostraron variaciones diurnas
en los sujetos control. Sin embargo, resulta interesante el singular hallazgo de
variaciones diurnas en los niveles de PCR en los pacientes con infarto agudo de
miocardio, con la particularidad de que los niveles en la fase de luz fueron
significativamente mayores que en la fase de oscuridad (p<0,0001). Estos resultados
confirman los hallazgos de un estudio previo recientemente comunicado (Dominguez
Rodriguez et al, 2006).

Esta descrita en la literatura biomédica la existencia de variaciones circadianas
en los niveles circulantes de algunas citocinas y reactantes de fase aguda (Sothern RB et
al, 1995; Kanikowska D et al, 2001). Sin embargo, no se ha demostrado la existencia de
variaciones circadianas en los niveles circulantes de PCR en sujetos sanos (Meier-Ewert
HK et al, 2001). En nuestro estudio, los resultados obtenidos en los sujetos control en
condiciones basales, concuerdan con esta observacion. Sin embargo, en los pacientes
con infarto agudo de miocardio hemos encontrado variaciones diurnas en los niveles
séricos de PCR, los cuales fueron significativamente mayores en la fase de luz en
comparacion con los de la fase de oscuridad.

Las variaciones circadianas en los niveles de melatonina encontradas en este
estudio pueden ser responsables, al menos en parte, de las variaciones diurnas
encontradas en la produccién de PCR en los pacientes con infarto agudo de miocardio.
La PCR del plasma es producida por los hepatocitos (Pepys MB & Hirschfield GM,
2003). La sintesis hepatica de PCR esta predominantemente bajo control transcripcional
por la IL-6 y comienza, de novo, muy répidamente en respuesta a los estimulos
apropiados, como por ejemplo la isquemia miocardica, con concentraciones sé€ricas que
se elevan por encima de 5 mg/L alrededor de 6 horas después (Pepys MB & Hirschfield
GM, 2003). En este estudio, el déficit nocturno de melatonina se ha puesto en relacion
con su capacidad de actuar como recolector de radicales libres producidos durante el
infarto agudo de miocardio (Dominguez Rodriguez et al, 2002). Asi mismo, los niveles
séricos de IL-6 en los pacientes con infarto agudo de miocardio, en éste y otros estudios
(Dominguez Rodriguez et al, 2003; Dominguez Rodriguez et al 2004), muestran
variaciones diurnas. Las variaciones diurnas en los niveles de IL-6 en los pacientes con
infarto agudo de miocardio se ha relacionado con la secrecion circadiana de melatonina,

estableciéndose que el déficit nocturno de melatonina observado en los mismos puede



contribuir, al menos en parte, al incremento nocturno de IL-6 (Dominguez Rodriguez et
al, 2004). Por ello una posible razon para explicar la relacion entre los niveles de
melatonina y PCR encontrada en nuestro estudio podria ser que los niveles de
melatonina nocturnos reducidos modularian los niveles de IL-6 (Dominguez Rodriguez

et al, 2006).



CONCLUSIONES



Las conclusiones que se derivan del presente estudio pueden sintetizarse en lo

siguientes puntos:

1. En los diversos estadios de la enfermedad aterosclerdtica coronaria donde
intervienen: a) marcadores de actividad inmunitaria celular (neopterina, IL-18, IL-6,
IL-8 e IL-10), b) mediadores en el inicio, progresion y desestabilizacion de la placa
(sVCAM-1, OxLDL, MPO y MMP-9), c¢) marcadores inflamatorios involucrados en
la ruptura de la placa (sCD40L y PAPP-A) y d) reactantes de fase aguda (PCR), las
variaciones luz / oscuridad de algunas de estas moléculas durante las 24 horas del
dia permitiria, hipotéticamente, identificar los momentos del dia o de la noche en los
que “picos de actividad inflamatoria”, pudieran asociarse con una mayor incidencia

de acontecimientos cardiovasculares.

2. El sustrato inflamatorio involucrado en los sindromes coronarios agudos es
extremadamente complejo, con un gran nimero de factores implicados tanto en su
activacion como en su modulaciéon. Entre estos factores se encuentran las

variaciones diurnas de hormonas circadianas como la melatonina.

3. Parece probable que las variaciones circadianas en el equilibrio entre procesos
protrombdticos e inflamatorios en la enfermedad aterosclerotica coronaria, puedan
estar influenciadas, al menos en parte, por el reloj bioldgico localizado en el nucleo
supraquiasmatico, cuyo ritmo se encuentra determinado por la alternancia dia -

noche, es decir, por el ritmo luz / oscuridad.

4. Los pacientes con infarto agudo de miocardio conservan el ritmo circadiano de las
concentraciones séricas de melatonina. Sin embargo, y posiblemente como
consecuencia del consumo de la misma como recolector de radicales libres

generados en las primeras 24 horas del infarto, su amplitud en el ritmo es menor.

5. Los hallazgos del presente estudio abren las puertas a nuevas investigaciones en el
campo de los ritmos biologicos en humanos, en el que se hacen necesarios mas
estudios que ayuden a aclarar los mecanismos que subyacen a la periodicidad de la
presentacion de los sindromes coronarios agudos. Sin duda alguna, este estudio

representa un gran estimulo para futuros proyectos de investigacion y para el



eventual desarrollo de nuevas modalidades terapéuticas, basada en los avances que
se produzcan en el campo de la inflamacion y su relacion con variables

“ritmométricas” en la patologia cardiovascular.
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Decreased nocturnal melatonin levels during acute myocardial

infarction

Abstract: Acute myocardial infarction is accompanied by an increase in
cellular oxidative stress in the pericardial coverings of the heart. Melatonin is
a highly potent and efficient radical scavenger. Little research has been
carried out concerning the relationship between this antioxidant and acute
myocardial infarction in humans. In this work, serum levels of melatonin and
parameters of oxidative stress, such as glutathione peroxidase and lipid
peroxidation levels were examined in light/dark periods in patients with
acute myocardial infarction. Twenty-five patients diagnosed with acute
myocardial infarction were studied and 25 patients with no evidence of
coronary artery disease served as controls. Venous blood samples were
obtained from the patients and control subjects to determine melatonin,
glutathione peroxidase and lipid peroxidation; the samples were collected at
10:00 hr {light period) and 03:00 hr (dark period) in the first 24 hr after
admission to the coronary care unit. Qur results demonstrate the existence of
differences between changes in melatonin levels in control subjects and acute
myocardial infarction patients, revealing a reduced nocturnal elevation in the
acute myocardial infarction group. Glutathione peroxidase levels were lower
after acute myocardial infarction and did not show diurnal variations. In the
control group, lipid peroxidation levels presented a light/dark pattern but in
the acute myocardial infarction group diurnal variations of this parameter
were lost. Our data show that acute myocardial infarction is associated with
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Introduction

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is synthesized
by the pineal gland of vertebrates, including humans, and
released following a circadian rhythm that regulates several
physiological and neurcendocrine functions [1]. Synthesis
and release of melatonin is stimulated at night by norepi-
nephrine via f§i-adrenoceptors, and this process is further
potentiated by stimulation of o j-adrenoceptors [2]. Serum
melatonin is hydroxylated in the liver to 6-hydroxymelato-
nin, which, in turn, is conjugated to either sulphate (70~
80% ) or glucuronide (5%) derivatives. These conjugates are
then excreted in the urine [3]. Furthermore, it is also non-
enzymatically metabolized to cyclic 3-hydroxymelatonin
when it scavenges the hydroxyl radical (OH") [4].

Myocardial ischemia occurs when oxygen delivery to the
myocardium is insufficient to satisfy mitochondrial oxida-
tion. During ischemia, there is insufficient oxygen availab-
ility but oxygen free radicals are still formed from the
residual molecular oxygen [5]. Alo, the activities of the
mitochondrial electron-transport chain are reduced increas-
ing electron leakage from the respiratory chain, which
reacts with residual molecular oxygen and forms, among
other free radicals, the superoxide anion (O:7).
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a nocturnal serum melatonin deficit as well as increased oxidative stress,
suggesting that melatonin is, at least in part, depleted during the dark phase
to reduce the free radicals formed in acute myocardial infarction.
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In acute myocardial infarction, excess production of
active oxygen species such as 02~ and hydrogen peroxide
{H+(2) [6] can lead to the generation of more toxic oxidants
such as the OH" [7]. If biomembranes are near the site of
these reactive radicals, the membrane fatty acids are
peroxidized and several different aldehyde products are
generated. These aldehydes, malondialdehyde (MDA) +
4-hydroxyalkenals (4-HDA), appear to be intimately in-
volved in cell degeneration induced by oxidative stress [8B].
Glutathione peroxidase (GSH-Px) activity appears to
account for all the hydroperoxide-reducing activity in
human plasma. Considering the potentially deleterious
effects of fatty acid hydroperoxides, this peroxidase may
play an important protective role against hydroperoxide
pathology [9]. Therefore, kevels of these aldehydes and of
GSH-Px in serum, are a good index of oxidative cellular
stress.

Melatonin protects against certain pathological condi-
tions by scavenging reactive oxygen species [10] and reduces
ischemic injury in several organs, the brain [11], the liver
[12] and the heart [13].

There has been little published research, in humans,
concerning the possible relevance of melatonin and free
radical production in acute myocardial infarction. In the



present work, we studied the relationship between serum
levels of melatonin and of GSH-Px and lipid peroxidation
as marker of free radical production, in acute myocardial
infarction over a light/dark period.

Materials and methods
Subjects

In the present study, the sample consisted of 25 consecutive
patients with acute myocardial infarction and 25 healthy
subjects who served as controls. All patients and healthy
volunteers selected were given a full explanation of the
study and agreed to participate. The study was approved by
the local ethics committee on human research (University
of La Laguna). Subjects were studied under carefully
controlled conditions in the coronary care unit of HUC
(Hospital Universitario de Canarias, Canary Islands,
Spain). The light/dark period in the hospital unit was
14 hr (1745 % 33 lux):12 hr (1.33 £ 0.3 lux); lights came
on 07:00 hr. All subjects had normal kidney and liver
function. None of them took sedatives, antiepileptic drugs,
tricyclic antidepressants or any medication known to
influence melatonin metabolism. Because of their possible
effects on melatonin synthesis, subjects with psychiatric
sleeping disorders, infectious and endocrine illness (eg.,
diabetes mellitus), shift workers or subjects with jet-lag
syndrome were excluded from the study. The variables
studied were: sex, age, smoking, hypertension, hypercho-
lesterolemia and hypertriglyceridemia.

Patients

The study included 25 consecutive patients (18 men and 7
women, mean age 5% x 12 yr) diagnosed with acute
myocardial infarction as defined by the following criteria
[14]: typical rise and gradual fall ({troponin) or more rapid
rise and fall (creatine kinase M B ) of biochemical markers
of myocardial necrosis with at least one of the following: (a)
ischemic symptoms, (b} development of pathological Q
waves on the electrocardiograph, (c) electrocardiograph
changes indicative of ischemia (ST segment elevation or
depression), or (d) coronary artery intervention (e.g.
coronary angioplasty).

Control group

The control group was composed of 25 age- and sex-
matched healthy volunteers (17 men and 8 women, mean
age 533 % 13 yr) who had been recruited by the physicians
at our institution.

Experimental protocol

On admission to the coronary care unit, a catheter with a
heparin lock was implanted in the anticubital vein for blood
sample withdrawal. Venous blood samples obtained from
the patients and control subjects to determine melatonin,
GSH-Px and lipid peroxidation colleted in the first 24 hr
after admission to the coronary care unit.

Melaionin in acute myocardial infarction

The blood samples for melatonin, GSH-Px and lipid
peroxidation measurement, were collected at 10:00 hr (light
period) and 03:00 hr (dark period). When blood samples
were collected at night in the dark, the subjects were
sleeping and the nurse used a small torch with a dim red
light (intensity <100 lux) taking care not to shine it
directly on the patient’s face. Serum samples were aliquoted
into several tubes and stored at —30°C until analysis.

Laboratory measurements

Melatonin levels in serum samples were measured by an
enzyme-immunoassay kit (DRG International, Marburg,
Germany). The selenoenzyme GSH-Px activity was assayed
using an enzyme-immunoassay kit (Calbiochem, San
Diego, CA, USA). Serum lipid peroxidation, as malondi-
aldehyde (MDA) + 4-hydroxvalkenals (4-HDA), was
measured spectrophotometrically at an absorbance of 586
nm in accordance with the kit’s instructions (Calbiochem,
San Diego, CA, USA).

Serum total cholesterol, high density lipoprotein {HDL)
cholesterol and triglyceride levels were determined using
enzymatic methods [Boehringer-Mannheim, Barcelona,
Spain; in the case of HDL cholesterol after precipitation
of low density lipoprotein (LDL) cholesterol with phos-
photungstate]. Serum LDL cholesterol levels were deter-
mined by the Friedewald method. Plasma glucose levels
were determined with a glucose analyzer 11 (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA, USA). Determination of
creatine kinase MB was done by the immunological
technique NAC-activated creatine kinase MB, where the
subunits of creatine kinase M are inhibited by a specific
antibody without affecting creatine kinase B. Troponin I
was determined by an isoenzymatic method based on the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sandwich
technique (Boehringer-Mannheim, Barcelona, Spain).

Statistical analysis

Data were analyzed by the SPSS software package 10.0.1
for PC (Analytical Software, Chicago, IL, USA). All
quantitative variables are expressed as mean + S.E.M.
and the categorical variables as percentages. Light—dark
changes in melatonin, ghitathione peroxidase and lipid
peroxidation were analyzed by means of a paired r-test.
Categorical variables were done with the y2 test. An
unpaired (-test was used to compare the continuous
variables between acute myocardial infarction and controlks.
A statistical significance level of P <0.05 was chosen.

Results

The general characteristics of the study populations are
shown in Tables 1 and 2. Table 1 shows the baseline
characteristics of all participants. As expected, patients in
the acute myocardial infarction had more numerous con-
ventional risk factors than control subjects. Mean age, sex
and conventional risk factors for coronary artery disease
were not significantly different between cases and controls,
except for the variable smoking. In the acute myocardial
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Table 1. Baseline characteristics of acute
myocardial infarction patients and control

AMI (n = 25) Control subjects (n = 25) P N
subjects
Age (yr) 59 + 24 53 £ 2.6 0.10
Smoking (%) H“#0 4.0 <0.001
Hypertension (%) 333 20.0 0.29
Hypercholesterolemia (%) 20 12.0 0.08
Hypertriglycendemia (%) 4.0 ] 0.31
Sex: men/women 18/7 17/8 0.76
Data are expressed as mean + S.EM.
Table 2. Analytical parameters in acute
AMI (n = 25) Control subjects (n = 25) P m}'ocarfjlial infarction patients and con-
trol subjects
Total cholesterol (mg/dL) 1944 + 8.4 200.3 £ 89 0.63
LDL cholesterol (mg/dL) 113.0 £ 6.6 119.0 &+ B2 0.57
HDL cholesterol (mg/dL}) 540 £ 22 508 + 29 0.38
Triglycerides (mg/dL) 1353 £+ 162 154.6 + 17.6 042
Glucose (mg/dL) 1111 £ 23 100 + 3.0 0.005
CK-MB (U/L) 3216 + 53.1 202+ 16 < 0.001
Troponin I (ng/mL) 433 = 1.0 0.01+ 0.002 < 0.001

Data are expressed as mean + S EM.

infarction group, 60% of patients received thrombolytic
treatment (reteplase) and 40%, coronary angioplasty.

Table 2 shows that mean total cholesterol, HDL choles-
terol, LDL cholesterol and triglycerides were similar among
cases and control subjects, except for ghicose. As expected,
levels of creatine kinase MB and troponin I were signifi-
cantly higher in acute myocardial infarction patients than
in control subjects.

Serum melatonin levels are shown in Fig. 1A. There were
significant differences between the melatonin levek
obtained during the light phase (10:00 hr) and the dark
phase (03:00 hr) (P < 0.001). However, in the acute
myocardial infarction group the light/dark difference was
less than that seen in the controls (P < 0.05). Moreover, a
significant reduction in nocturnal melatonin levels was
observed in acute myocardial infarction patients compared
with controls and the absolute values recorded in the acute
myocardial infarction group were always lower than their
corresponding control values (P < 0.05).

Serum levels of protein GSH-Px are shown in Fig. 1B. In
contrast to melatonin, there were no significant changes in
GSH-Px with changing light/dark period. However, signi-
ficant differences were found between patients with acute
myocardial infarction and controls at both time periods.

Serum lipid peroxidation is represented in Fig. 1C as
levels of MDA + 4-HDA. In the control group, there are
significant differences between lipid peroxidation values in
the light and dark phases (P < 0.05), which are clearly lost
when the patient suffers an acute myocardial infarction.
Moreover, in acute myocardial infarction patients, noctur-
nal levels of lipid peroxidation significantly increased
relative to the corresponding controls (P < 0.05).

Discussion

In this paper, we studied the light/dark patterns of serum
levels of melatonin, GSH-Px and lipid peroxidation in
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patients with acute myocardial infarction. Levels of mela-
tonin and lipid peroxidation in human serum presented
diurnal variations in the control group. In the acute
myocardial infarction group, melatonin maintained diurnal
variations but with a significantly smaller amplitude.
However, in these patients lipid peroxidation lost this
diurnal rhythm. Serum GSH-Px did not exhibit circadian
variations either and values were lower in acute myocardial
infarction than in the controls. These results suggest that
melatonin is, at least in part, responsible for the nocturnal
reduction in serum lipid peroxidation in control subjects.

Lipid peroxidation is frequently used as an index of
oxidative stress in tissues. This is caused by free radical
damage to membrane components of the cell and results in
the activation of lysosomal enzymes and, in extreme cases,
induces cell necrosis and inflammation [15]. Using human
serum levels MDA + 4HDA as a criterion of lipid perox-
idation, we found that this peroxidation was significantly
greater at night in patients with acute myocardial infarc-
tion. Simultaneously, another parameter of lipid peroxida-
tion, serum GSH-Px, was significantly lower in acute
myocardial infarction patients, and no differences were
found in relation to the light/dark period. Comparative
data from other authors only exist in relation to the light/
dark cycle in animal models. Indeed, Pablos [16] demon-
strate, in chick brain, that physiological melatonin may act
synergically on the antioxidant defense system not only as a
direct radical scavenger, but also indirectly as a stimulator
of GSH-Px activity.

In recent years, there has been considerable interest in the
antioxidant properties of melatonin. This agent has a high
lipid solubility and readily enters the cytosol and cellular
compartments where it acts as an endogenous antioxidant
and a radical scavenger of toxic free radicals [17]. The
melatonin has been reported to be an efficient scavenger of
the hydroxyl radical [18] Human melatonin levels in blood
shows a strong circadian rhythm with high nocturnal values
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Fig. 1. Light/dark pattern in serum levels of patients with acute
myocardial infarction compared with controls : Melatonin (A).
glutathione peroxidase (GPx) (B) and lipid peroxidation products
(MDA + 4HDA) (C). Blood samples were collected at 10:00 hr
(light period) and 03:00 hr (dark period). Bars represent the
mean + S.EM. of 25 patients and 25 controls per group. (a)
P < 0.05 versus acute myocardial infarction-dark, (b) £ < 0.001
versus control dark, (c) P < 0.01 wversus acute myocardial
infarction — dark, (d) P < 0.01 versus acute myocardial infarction,
(e) P =< 0.05 versus control - dark. AMI = acute myocardial
infarction.

[19]. In our results, in both controls and in acute myocardial
infarction patients, serum melatonin showed a light/dark
pattern. Nevertheless, in spite of acute myocardial infarc-
tion cases maintaining a circadian rhythm, the nocturnal
serum melatonin was significantly lower than in the control
group. These results suggest that possibly melatonin is, at
least in part, was depleted at night because of its scavenging
action on free radicals formed during the first 24 hr of acute
myocardial infarction. It is document in humans that the

Melatonin in acute myocardial infarction

total antioxidant status of the blood exhibits a 24-hr
rhythm with a nocturnal peak. Moreover, exposure of
volunteers to light during the night resulted in a clear
decrease of both antioxidant status and melatonin levels [20].

There are two possible mechanisms for melatonin’s
antioxidant role in the acute myocardial infarction group:
(a) via a direct action as a free radical scavenger, as
melatonin has the ability to detoxify reactive oxygen and
nitrogen species by non-enzymatic pathways. This results in
the formation another potent antioxidant, N'-acetyl-N-
formyl-5-methoxykynuramine [21] or; (b) by indirect anti-
oxidant activity, via the stimulation of several antioxidant
enzymes and the stabilization of membrane fluidity [22].

There is significant controversy concerning the pineal
response to stress. Mufioz-Hoyos et al. [23] showed that
nocturnal melatonin levels were increased in a model of
human acute stress. In rats, chronic stress reduced pineal
function during the dark phase of the diurnal cycle
although the precise mechanisms responsible for this effect
are unclear. This result does imply, however, that these
effects are related to changes in sympathetic neuronal
activity and are not mediated by stress-induced elevation in
plasma catecholamines [24]. In addition, Troiani et al. [25,
26] showed, in an animal model that, neither hormones
secreted from the pituitary gland nor catecholamines
secreted from the sympathetic nerves, are involved in the
reduction in pineal melatonin level. In our opinion,
decreased nocturnal melatonin levels in the acute myocar-
dial infarction group were, at least in part, produced by the
increase in free radicals, without ruling out a possible
contribution of sympathetic stress.

In a preliminary clinical study, a relationship between
melatonin and coronary artery disease has been suggested.
Similarly, Brugger et al. [27] reported reduced levels of
plasma melatonin measured at 02:00 hr in coronary artery
disease patients and other authors have shown low levels of
urinary 6-sulfatoxymelatonin in these patients [28]. Yet, few
published data have associated melatonin and free radical
production with acute myocardial infarction.

The data obtained using this research approach provides
clear cut evidence for a reduced nocturnal melatonin
production in patients with acute myocardial infarction.
Owur results suggest that physiological levels of melatonin in
human serum may be required, along with other physio-
logical antioxidants, to maintain the total cellular oxidative
status as low as possible.

In conclusion, this study demonstrates that acute myo-
cardial infarction is associated with an antioxidant deficit as
well as an increased oxidative stress and lipid peroxidation.
Low serum melatonin levels in patients with acute myo-
cardial infarction are insufficient to protect the heart from
damage during myocardial infarction.

Clinical cardiovascular data in melatonin treatment are
very scarce in humans [29]. Tan et al. [12] studied the
protective effects of melatonin in isolated heart from
ischemia /reperfusion-induced arrhythmias. More research
is required into the effects of therapeutically modulating the
melatoninergic system on cardiovascular haemodynamics
and rhythm under varying physiopathological conditions
and the possible impact on cardiovascular morbidity and
mortality.
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Introduccién 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 & demostraron un ritmo luz/oscuridad
significativo, tanto en los pacientes con infarto agudo de
miocardio como en los controles (41,93 + 590/100,39 +
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 demastrd un ritmo luzfoscuri-
dad.

Conclusiones. Tanto en el grupo control como en el
de infarto agudo de miocardio, la interleucina 6 demostrd
un ritmo de luzfoscuridad. Los pacientes con infarto agu-
do de miocardio presentan concentraciones de interleuci-
na 6 mas altas, secundarias a una respuesta fisicldgica a
la lesién tisular. El ritmo luz/oscuridad puede afectar a di-
ferentes parametros fisiolégicos y bioquimicos.

Palabras clave: Interleucina. Infarto de miocardio.
Inflamacion. Ritmo circadiano. Investigacién basica.

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 am. (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 + 590/10039 + 1360 vs 2576 *
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 15 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 & 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: Inferfeukins. Myocardial infarction.
Inflammation. Circadian rhythm. Basic research.
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INTRODUCCION

En los nltimos afios se ha observado que la inflama-
cion es un mecanismo clave de la aterogénesis y de la
progresion rapida de la enfermedad arterial coronaria’.

Rev Esp Cardiol 2003;56(6):555-60 555
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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 unplica
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
actian®. Asi mismo, durante los ultimos afios se ha po-
dido comprobar que la distribucion 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
mvestigaciones en las que se intenta averiguar las cau-
sas de la distribucion 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 mafiana’, dismi-
nucién de la actividad de t-PA® y aumento de las ca-
tecolaminas®, que podrian desencadenar fendmenos
tromboticos. Existe un vinculo claro entre mflamacion
y trombosis, influyéndose de forma reciproca'®. Las
células endoteliales estimuladas por CIT producen
sustancias procoagulantes, v las células mflamatorias
activadas sintetizan moléculas que modulan la cascada
trombotica. 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 promnflamatorias 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 1J3. Las
mediciones obtenidas se comparan con la realizada en
pacientes con IAM vy con las de un grupo de sujetos
SAanos.

PACIENTESY METODO

Pacientes

Desde mayo de 2001 hasta diciembre de 2001, 75
pacientes afectados de IAM fueron atendidos en la

556 Rev Esp Cardiol 2003;56(6):555-50

umidad de cuidados mtensivos 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 realizo
tratamiento de reperfusion. 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 mclusion solo 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 cardiologicos. El periodo L/O
en la unidad de cuidados intensivos cardiologicos fue
de 14 h (1.745 = 33 lux)/10 h (1,33 = 0.3 lux); el en-
cendido y apagado de las luces se produjo a las 07.00
v las 21.00 h, respectivamente.

Todos los sujetos del estudio, antes de ser mnchudos,
fueron evaluados mediante anamnesis, exploracion fi-
sica, radiografia de torax vy analitica de sangre. Los
criterios de exclusion para los sujetos del estudio
fueron: infecciones especificas y no especificas, enfer-
medades autoinmunes y del tejide colageno, enferme-
dades malignas, adiccidon a drogas, tratamiento con
radioterapia, msuficiencia renal aguda o cronica, en-
fermedades hepaticas, tratamiento inmunodepresor o
quimioterapia.

Casos

El presente estudio mcluyé a 40 pacientes (23 varo-
nes v 17 mujeres, con una edad media de 59 + 3.4
afios) diagnosticados de IAM definido segin los si-
guientes criterios'>*: aumento caracteristico vy disou-
nucién progresiva (troponina) o aumento y disminu-
cion mas rapida (CK-MB masa) de marcadores
biologicos de necrosis miocardica, acompafiados de al
menos uno de los siguientes: g) sintomas de isquemia;
b) aparicién de nuevas ondas Q de necrosis en el elec-
trocardiograma; ¢) cambios en el electrocardiograma
sugestivos de 1squemia (elevacion o depresion del seg-
mento ST), y d) mnfervencion coronara (p. ej., angio-
plastia coronaria).

Controles

El grupo control estaba compuesto de 40 volunta-
1r10s sanos, de los cuales 22 eran varones v 18 mujeres,
con una edad media de 53 + 4,6 afios. Todos ellos esta-
ban asimntomaticos, 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 cardiologicos, se les im-
planté un catéter en el antebrazo para la extraccion de
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sangre. Las muestras de sangre para determinar la IL 6
v 1P fueron extraidas en las primeras 24 h del comien-
zo de los sintomas, en los casos. El tiempo medio de
evolucidn de los sintomas en los pacientes en el mo-
mento de la extraccion 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) v 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 uso
una tenue luz de linterna roja (< 100 lux), que utilizé
solo para acceder a la boca del catéter enfocando pun-
tualmente, en un tiempo lo mas corto posible, dicha
zona y evitando en todo momento dirigir la linterna
hacia los ojos del paciente. Todos los sujetos permane-
cleron 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 analisis.

Métodos de laboratorio

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

Para determuinar la 1soenzima MB de la creatineina-
sa (CK-MB) se utilizé el métode mmmunolégico de
CK-MB NAC activado, donde las subunidades de la
CK-M son mhibidas por un anticuerpo especifico sin
mfluir en las CK-B. La troponina I se determing me-
diante el método inmunocenzumatico, basado en una
téenica 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 version 10.0
para Windows para el analisis de los datos. Las varna-
bles cualitativas se expresan como porcentajes, v las
cuantitativas se expresan como media = desviacion es-
tandar. Se comprobé la proximidad a la normalidad de
las distribuciones mediante la prueba de Kelmogorov-
Smurnov. Para comparar dos variables cualitativas se
utilizd el test de la x* Las diferencias de medias entre
variables cuantitativas con distribucion normal se ana-
lizaron con el test de la t de Student. Se realizo un ana-
lisis de regresion logistica con el método introdueir,
para la estimacion de las odds rario (OR) de las vara-
bles confundentes. Las OR se expresan con su interva-
lo de confianza (IC) del 95%. Se considero 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 440 40,0 NS
Hipertensidn arterial 333 220 NS
Hipercolesterolemia 32,0 14,0 NS
Hipertrigliceridernia 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)y  196.4 + 8.4 2023 +8,9 NS
cLDL (mg¢dl) 1150+ 6,8 121,082 NS
cHOL (mg/dl) 56.0+22 520+29 NS
Triglicéridos (ma/dl) 1373+ 16,2 1566 +17.6 NS
Glucosa (mg/dl) 1131+23 100,0 £3,0 0,005
CK-MB {U/1) 3246 £53.0 192+16 <0001
Troponina | (ng/ml) 6.0:1,0 0,01 £0,002 <000

Valores expresados como media + DE
NS: no significativa.

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

OR (IC del 95%) P
IL-6* (pg/mi) 1,04 (1,01-1,08) 0,01
Hipertensicn arterial 1,44 (0,35-5,88) NS
Hipercolesterolemia 5,88 (0,60-10,0) NS
Tabaguismo 2,55 (0,55-6,66) NS

*Metodo condicional hacia delante en la estimacion de la odds rafio.
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-
z6 angioplastia primaria.

En la tabla 2 se exponen las concentraciones de
glucosa, colesterol total con sus diferentes fracciones
v 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 v los controles.

Rev Esp Cardiol 2003;56(6):555-60 557
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En la tabla 3 se observa que, controlando los facto-
res de riesgo principales independientes, se ha encon-
trado asociacion entre los valores de IL-6 y la presen-
cia de TAM.

En la figura 1 se observa la inexistencia de un ritmo
L/O de la IL-1P. tanto en los controles como en los ca-
sos. Los valores medios de la IL-1f3 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-1[ durante la oscuridad fiieron 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 rntmo L/O de la IL-6,
tanto en los pacientes con TAM (p < 0,0003) como en
los controles (p < 0,005). La concentracién 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 mmunologica 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 monoeitos y linfoeitos T a la su-
perficie endotelial y, por ofra. la liberacion 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 esta aumentada en los pacientes
con IAM, probablemente producido por los miocitos
y células inflamatorias activadas por la necrosis tisu-
lar'e.

LaIL-6 elevada en el curso de la enfermedad vascu-
lar refleja la activacion inmune in sif pero, ademas,
rectentes 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"".

Asi mismo, se demuestra la existencia de un patron
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 estan bajo control
neurcendocrino central, v en concreto en relacion con
la glandula pineal a través de la secrecion L/0 de la
hormona melatonina®®.

Por el contrario, la IL-1P no presentd cambios signi-
ficativos con respecto al patréon luminico, probable-
mente por 2 motives: a) la IL-6 es una CIT con poten-
tes propiedades proinflamatorias donde regula la
expresion de moléculas de adhesion y de ofras CIT,
como la IL-1B%, donde la actuacion de esta, por parte
de la IL-6, presenta un desfase temporal, y b) la IL-6
induce la migracion y diferenciacién de los macrofa-
gos activados, siendo éstos los principales productores
de IL-1p.

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 fisiologi-
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-
clerdtica v el posterior fendmeno 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 relacionades con las caracteristicas
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fisicas de las placas y su composicion tisular, v 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 interseccidn del
endotelio disfuncionante que recubre la placa con el
endotelio sano adyacente, lugar donde es mas frecuen-
te la rotura de las placas. Mehta et al** observaron que
la inflamacién de las placas ateroscleroticas puede es-
tar desencadenada, mantenida e incrementada por
multiples factores, como linfocitos v macrofagos acti-
vados, incremento de IL-6, IL-1, interferén gamma y
Lipoproteina (a). En las fases tardias de la aterosclero-
sts, la liberaci6n 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 v la
expresion de receptores de LDL en los macrofagos, asi
como un aumento de la captacién de cLDL vy la secre-
ci6n de sustancias quimiotacticas, como la proteina 1
quimiotictica de monocitos™.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Entre las limitaciones de nuestro estudio se cuenta
el reducido tamaiio 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 v 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 exposicion analizado: 1a 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 IAM. 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 proteccién en momentos de mayor
r1esgo.

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 ultimos unas
concentraciones mas altas, secundarias a una respuesta
fisiologica a la lesion tisular. El estudio de las varna-
ciones L/O de las CIT proinflamatorias, aunque atn
carece de relevancia clinica, abre las puertas a nuevas
mvestigaciones en el campo sobre los ritmos biologi-
cos en humanos.
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Abstract

Aims: Atherosclerosis is a chronic disease that, from its origin to its ultimate complications, involves inflammatory cells,
inflammatory proteins, and inflammatory responses from vascular cells. It has been demonstrated that cytokine activities are under
neurcendocrine control, in part exerted by the pineal gland through the circadian secretion of its main product melatonin.
Melatonin is mainly released during the night, but the precise relationship between melatonin and the light/dark rhythm of
interleukin-6 in patients with acute myocardial infarction is still unclear.

Methods and results: The study included 60 patients diagnosed with acute myocardial infarction and 60 healthy volunteers whose
venous blood samples were collected at 09:00 h (light period) and 02:00 h (dark period). Our results demonstrate that interleukin-6
concentrations presented a light/dark pattern with mean serum concentrations being higher in the acute myocardial infarction group
than in the control group (101.26 + 13.43 and 52.67 + 7.73 pg/ml at 02:00 h, 41.93 + 590 and 22.98 + 449 pg/ml at 09:00 h,
respectively, p <0.05). Differences in the day/night changes in melatonin levels in control subjects (48.19 £+ 7.82 at 02:00 h,
14.51 + 2.36 at 09:00 h, pg/ml) and acute myocardial infarction patients (25.97 + 3.90 at 02:00 h, 12.29 + 4.01 at 09:00 h, pg/ml)
(p < 0.05) were a result of a reduced nocturnal elevation of melatonin in the acute myocardial infarction group.

Conclusions: The current findings suggest that the circadian secretion of melatonin may be responsible at least in part for light/dark
variations of endogenous interleukin-6 production in patients with acute myocardial infarction. In this study, the melatonin seems to
have an anti-inflammatory effect.

@ 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Anti-inflammatory; Interleukin; Light—dark; Melatonin; Myocardial infarction

substances that transmit information between the
different cells of the immune system [2]. It has also been

1. Introduction

It has been shown in patients with diverse manifes-
tations of coronary atherosclerosis that increased mono-
nuclear leukocyte secretion of cytokines [1] stimulates
the expression of adhesion molecules on vascular tissues.
The cytokines constitute a family of hormone-like
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clearly documented that the onset of myocardial in-
farction often occurs in the early morning and numerous
studies have tried to establish the cause for this circadian
rhythm and its clinical and therapeutic implications
[3.4]. Experimental studies have shown that both im-
mune cell number and immune functions may vary dur-
ing the 24-h circadian period. The biological elfects of
exogenous cytokine administration have been shown to
change during the light/dark cyvcle [5,6].

Recent advances in psychoneuroimmunology have
shown that cytokine secretion and activity are under
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central neuroendocrine control [7], and in particular,
that the pineal gland plays a fundamental role in the
neuroendocrine regulation of immunity through the
light/dark secretion of its main hormone melatonin [8,9].
Several human and animal studies have documented
that under physiological conditions melatonin 1s mainly
produced during the night, with blood levels being low
during the light period of the day [10].

Preliminary studies have reported daily variations in
blood concentrations of interleukin-1, -2, -6, -10 and
tumor necrosis factor-alpha [11], as well as ol other im-
mune factors such as soluble interleukin-2 receptors [12].
Since melatonin plays an essential role in the chronomo-
dulation of the biological system [8], it is possible that
pineal activity is involved in influencing the circadian
secretion of cytokines.

There are few published reports on patients with
acute myocardial infarction concerning the possible
relevance of melatonin in relation to the light/dark
rhythm of interleukin-6. The aim of the present study
was to investigate the light/dark rhythm of the pro-
inflammatory cytoking, interleukin-6, in patients with
acute myocardial infarction in relation to the light /dark
patterns ol the melatonin. We hypothesized that mela-
tonin, a circadian rhythm regulator, cooperates in modu-
lating the light/dark inflammatory variations in acute
myocardial infarction.

2. Results
2.1. Baseline characieristics

Baseline characteristics of patients with acute myo-
cardial infarction and control subjects are presented in
Table 1. Established risk factors for coronary artery

Table 1
Baseline characteristics of acute myocardial infarction patients and
control subjects

AMI Control subjects p
(n = 60) (= 60)
Men/women, n 45/15 40/20 028
Age (years) 61.7(2.6) 555(2.8) 0.12
Risk factors
Diabetes (%) 60 44 0.26
Hypertension (%) 14 22 022
Smoking (%) 50 38 037
Dyslipidemia (%) 51 16 0.21
Family history (%) 34 i5 0.64
Biochemistry
Cholesteral (mg/dl) 231.8 (6.2) 223.0 (14.6) 0.54
Triglycerides (mg/dl) 2034 (122) 183.4 (25.1) 048
Glucose (mg/dl) 1013 (3.1) 993 (5.7) 0.39
CK-MB (U/l) 3275 (57) 233 (20) <0.001*
Troponin I (ng/ml) 13.33 (200 0.01 (0.003) <0.001*

Data are mean (SEM) unless otherwise indicated. AMI corresponds to
acute myocardial infarction. *Statistically significant (p < 0.05).

disease were similar in the two groups. Total cholesterol
level, triglycerides and glucose did not differ significantly
between the two groups. As expected. levels of creatine
kinase MB and troponin I were significantly higher in
acute myocardial infarction patients than in control
subjects.

Mean serum light/dark levels of interleukin-6 in
relation to those of melatonin are illustrated in Fig. 1.
As expected, mean nocturnal concentrations of melato-
nin were significantly higher than those found during the
light period of the day (p <t 0.001) in control subjects. In
the acute myocardial infarction subjects, melatonin
maintained a diurnal variation but with a significantly
smaller amplitude (p < 0.02). The mean nocturnal mela-
tonin value of acute myocardial infarction patients was
reduced compared to control (p << 0.02) (Fig. 1A).

Interleukin-6 mean concentration observed at 02:00 h
was significantly higher than that found during the light
phase (p < 0.001}) in control subjects. In the acute myo-
cardial infarction group, concentrations of interleukin-6
maintained diurnal variations but with a significantly
higher amplitude (p < 0.0001). The nocturnal interleu-
kin-6 level of control subjects was reduced compared
to that of the acute myocardial infarction group
(p < 0.002) (Fig. IB).

3. Discussion

As reported in the literature [13,14], this study
confirms that secretion of the pineal hormone melatonin
increases during the dark period of the day. The pineal
gland is a fundamental modulator of the neuroendocrine
systemn. The pineal gland functions as a true “biological
clock™ secreting its main neurchormone melatonin in
a circadian fashion. However, various physiopathologic
states can affect the melatonin rhythm. We have recently
found that acute myocardial infarction is associated
with a nocturnal serum melatonin deficit [15]. It remains
unknown, however, whether reduced endogenous mel-
atonin level in patients with acute myocardial infarction
is a cause, an elfect or even related to the compromised
cardiovascular function.

In recent years, multiple scientific studies have
emphasized the role of the immunological system cells
(monocytes, lymphocytes, etc.) and pro-inflammatory
cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6, INF-y, etc.) in the devel-
opment of atherosclerosis [16,17]. Interleukin-6 is a cy-
tokine with potent pro-inflammatory properties that
induces the expression of reactants in the acute phase
and the migration and differentiation of the activated
macrophages [18]. It also contributes to triggering acute
coronary syndromes by enabling the synthesis of metal-
loproteinases and the expression of LDL receptors in
the macrophages, as well as an increase in cLDL capture
and the secretion of chemoattractant substances, such as
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Fig. 1. Light/dark pattern of melatonin (A) and IL-6 (B) in human serum of patients with acute myocardial infarction (AMI) and controls. (A)
General ANOVA p < 0.0001; (a) p < 0,001 vs control light; (b) p < 0.02 vs AMI light; (c) p << 0.02 vs control dark. (B) General ANOVA p < 0.0001;
(a) p < 0.001 vs control light; (b) p < 0.01 vs control light; (¢) p < 0.0001 vs AMI light; (d) p < 0.002 vs control dark. The values are represented as

mean + SEM (# = 60).

MCP-1 [19]. Finally, it regulates the expression ol ad-
hesion molecules and cytokines, such as IL-1f and
TNF-o, which increase the inflammatory reaction [19].

The present lindings may be comparable to those of
a recent study by Dominguez-Rodriguez et al. [20], in
which patients with acute myocardial infarction have
a light/dark pattern ol interleukin-6. Despite a clear
association between the neurcendocrine and immune
systems and the established circadian rhythmicity of
the neuroendocrine system, the possibility that the im-
mune system also fluctuates rhythmically has not been
thoroughly studied in patients with acute myocardial
infarction. Although melatonin has been reported
several times to be pro-inflammatory [21-23], contro-
versy persists in the literature, where anti-inflammatory
properties have also been attributed to melatonin
[24.25].

Although the rhythm ol IL-6 seems to be controlled
principally by the melatonin secretion of the pineal
gland, this hormone is also synthesized by immunocom-
petent cells that are not associated with the nyctohem-
eral production. Carrillo-Vico et al. demonstrated that
melatonin counteracts the inhibitory effect of PGE, on
secretion of IL-2 production. This effect is through an
mtl membrane receptor in human Iymphocytes. In this
study the melatonin had a behaviour of a pro-inflam-
matory molecule, increasing the IL-2 production [26].

The results of our study show that the nocturnal
melatonin deficit in patients with acute myocardial
infarction can, at least partially, contribute to the in-
crease in nocturnal interleukin-6, thereby possibly
causing inflammation ol the atherosclerotic plagues
and lavoring the triggering ol acute coronary syndrome.
An important occurrence in patients with acute myo-
cardial infarction is the recruitment ol activated leuko-
cytes to the injured tissue [27]. Once at their target, these
cells generate inflammatory mediators, e.g., leukotriene
B, platelet-activating factor and others, and also lead to
the activation of oxidant-sensitive nuclear transcription
factors, in particular nuclear lactor kappa B (NF-xj).

These agents, combined with the generation of free
radicals by the leukocytes, induce inflammatory medi-
ators from endothelial cells and/or mast cells which
cause the mobilization ol adhesion molecules (selectins
and ICAM). As a consequence, leukocytes adhere to the
endothelium which leads to a cascade of events that
contribute to cardiac damage [25].

It has been found that synthesis of pro-
inflammatory cytokines is largely mediated by the
nuclear transcription factor NF-kf. This is associated
to protein encoding genes that are essential for in-
flammatory processes related to atherosclerotic plaque
rupture [18]. This lactor is activated by different stimuli
such as cytokines, modified LDL and oxidative stress
[29].

One possible explanation for the association between
melatonin and interleukin-6 in acute myocardial in-
farction patients could be the ability ol melatonin to
reduce the expression of adhesion molecules P-selectin
and ICAM [30] and inhibition of activation ol the
nuclear transcription NF-kf [31,32]; these changes could
result in a reduced synthesis of pro-inflammatory in-
terleukins, adhesion molecules, growth and chemotactic
lactors of cells of the immune system thereby limiting
the local inflammatory response in the atherosclerotic
plaque.

In this study, the distribution ol proatherogenic and
pro-inflammatory risk factors was similar in patients
with acute myocardial infarction and in healthy control
subjects, making it improbable that a difference in the
prevalence of these factors accounts for the differential
expression ol melatonin and interleukin-6. Of clinical
significance is the question whether the observed large
day—night variations in endogenous cytokine produc-
tion and bigactivity ol interleukin-6 could influence
clinical decisions and the elfectiveness of therapies in
patients with acute myocardial infarction.

In conclusion, the present study demonstrates that the
circadian secretion ol melatonin could be responsible at
least in part for light/dark variations in interleukin-6

also



92 A. Dominguez- Rodriguez et al. | Cyrokine 26 (2004 ) 89—93

endogenous production in patients with acute myocar-
dial infarction. The action of melatonin on interleukin-6
suggests that indole has ant-inflammatory properties.
Our findings highlight an intriguing relationship between
melatonin and interleukin-6 in patients with acute myo-
cardial infarction that merits further investigation.

4. Materials and methods
4.4, Study population

In the present study, the sample consisted of 60
consecutive patients with acute myocardial infarction
and 60 healthy subjects who served as controls. All
selected patients and healthy volunteers were given a full
explanation of the study and they agreed to participate.
The study was approved by the local ethics committee
on human research (University ol La Laguna).

Criteria used to diagnose acute myocardial infarction
were as follows [33]: typical rise and gradual fall
{(troponin) or more rapid rise and fall (creatine kinase
MB) of biochemical markers of myocardial necrosis
with at least one of the following: (a) ischemic symptoms
(b} development of pathological Q waves on the electro-
cardiograph. (¢) electrocardiograph changes indicative
of ischemia (ST segment elevation or depression), or
(d) coronary artery intervention (e.g., coronary angio-
plasty). The control group was composed of 60 age- and
sex-matched healthy volunteers who had been recruited
by the physicians at our mstitution.

Exclusion criteria for the two groups were as follows:
all nonspecific and specific infections, all autoimmune
diseases, all collagen tissue diseases, malignant diseases,
drug addiction, radiotherapy, acute or chronic renal or
liver diseases, immunosuppressive treatment, patients
taking sedatives, antiepileptic drugs, tricyclic antidepres-
sants or any medication known to influence melatonin
metabolism, psychiatric sleeping disorders, endocrine
illness (e.g., diabetes mellitus), shift workers, and sub-
jects with jet-lag syndrome.

4.2. Study protocol

Subjects were studied under carefully controlled
conditions in the coronary care unit. The light/dark
period in the coronary unit was 14 h (1745 + 33 1x):10 h
(1.33 + 0.3 Ix); lights on at 07:00 h. The blood samples
for interleukin-6 and melatonin were collected at 09:00 h
(light period) and 02:00 h (dark period). When blood
samples were collected at night in the dark, the subjects
were sleeping and the nurse used a small torch with
a dim red light (intensity <0 100 1x) taking care not to
shine it directly on the patient’s face. Serum samples
were aliquoted into several tubes and stored at —80 °C
until analysis.

4.3, Clinical assays

Interleukin-6 and melatonin levels in serum samples
were measured by an enzyme-immunoassay kit (DRG
International, city, Germany). All other biochemistry
measurements were carried out by the analytical unit of
the biochemistry department of our institution using
standard methods.

4.4, Sratistical analysis

Data were analyzed by the SPSS software package
10.0.1 for PC (Analytical Software, Chicago, IL, USA).
All quantitative wvariables are expressed as mean +
SEM and the categorical variables as percentages. The
normality of continuous variables was tested using the
Kolmogorov—=Smirnov test. Light—dark changes in
melatonin and interleukin-6 were analyzed by a general
ANOVA and unpaired r-tests were used to compare
continuous variables. Categorical variables were com-
pared using the y~ test. A statistical significance level of
p << 0.05 was chosen.
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to assess whether serum levels of pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) are elevated

early in patients with acute myocardial infarction (AMI).

Design and methods: We measured serum levels of PAPP-A in 80 patients with AMI and in 80 age-matched healthy control subjects.
The mean (+5EM) time from onset of symptoms to blood sampling was 6.3 + 2.8 h in the group with AMI.
Results: The PAPP-A levels did not differ between the control group and the AMI group (1.24 £ 0.07 vs. 1.29 £ 0.02 mIU/1; P = 0.54).
Conclusions: Measurement of serum PAPP-A does not seem to be a useful early marker for AMIL
© 2004 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

Kevwords: Acute myocardial infarction; PAPP-A; Acute coronary syndromes; ELISA

Introduction

It is well established that atherosclerosis is a chronic
inflammatory disease of the arterial wall characterized by
progressive accumulation of lipids, macrophages, T-lym-
phocytes, mast cells, smooth muscle cells, and extracellular
matrix. Inflammation plays a crucial role in the vulnerability
of an atherosclerotic plaque to rupture, which is a major
pathophysiological event in the development of acute
myocardial infarction (AMI) and unstable angina [1].
Biochemical markers of myocardial damage have been vital
in the assessment and management of patients with acute
coronary syndrome (ACS) [2].

Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) is a
200-kDa metalloproteinase belonging to the metzinein
superfamily of zinc peptidases [3]. In addition to placenta,
PAPP-A is evidently expressed, albeit at much lower levels,

* Corresponding author. Fax: +34 922 319368
E-mail address: adredgi@hotmail.com (A, Dominguez-Rodriguez).

in a wide variety of reproductive and nonreproductive
organs, including endometrium, testis, kidney, and colon,
and in a variety of actively proliferating adult and fetal
tissues [4].

Elevated serum levels of PAPP-A have been reported in
patients with ACS [5,6], and the determination of its
circulating levels proposed as a novel cardiac biomarker.
The aim of the present study was to investigate whether
serum levels of PAPP-A are elevated early in patients with
AMI.

Materials and methods
Patient population

We studied 80 consecutive patients with ST-segment
elevation myocardial infarction (MI) admitted to our
institution and 80 healthy controls without M1 All subjects
gave wrilten, informed consent as approved by our local
ethical committee.

0009-2120/% - see front matter © 2004 The Canadian Society of Clinical Chemists, All rights reserved.

doi:10.1016/.clinbiochem.2004.10.015
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Table 1
Baseline characteristics of AMI patients and control subjects
AMI Control subjects P
(n = &0y (m = 80)
Menswomen, # 45735 42/38% NS
Age, years 39+ 13 35+15 NS
Risk factors
Diabetes, n (%) 29 (58) 21 (43) NS
Hypertension, # (%) g (12) O (20 NS
Smoking, n (%) 26 (48) 20 (38) NS
Dwyslipidemia, # (%) 21 (48) 19 (35) NS
Biochemistry
Cholesterol, mmol/L 597 £ 0119 577 +£ 0377 NS
Triglycerides, mmol/L 230 + 0120 206 + 0.295 NS
Ghicose, mmol/L 562 £ 0078 546 + 0372 NS

Data correspond to numbers (percent), mean + SEM. AMI corresponds to
acute myocardial infarction. NS means not significant.
* Statistically significant (P < 0.05).

Exclusion criteria were advanced kidney or liver failure,
overt heart failure, and a history of major surgery or trauma
within the previous month. Patients with known or
suspected systemic thrombotic disorders (other than those
of coronary origin) or inflammatory disease were excluded,
as were those who were pregnant.

Laboratory analysis

Blood samples were obtained on the time of admission to
the coronary care unit, before administration of any
medications. Samples were placed on ice, centrifuged within
30 min at 2000 * g for 10 min to produce serum, and stored
in aliquots at —80°C until analysis. All samples were
analyzed by personnel who had no knowledge of the
subjects” clinical data. The mean (+SEM) time from onset
of symptoms to blood sampling was 6.3 + 2.8 h in the
group with AML In control subjects, the blood samples
were collected at the time of admission to hospital. PAPP-A
serum levels were measured using a high-sensitivity
quantitative enzyme immunoassay (DRG Co., Germany).
This kit wses a microplate with wells coated with a

polyclonal anti PAPP-A antibody. The coefficients of

variation intra-assay and inter-assay were 3.5% and 5.5%,
respectively. The detection limit of this PAPP-A ELISA
assay was 0.418 mIU/1. All other biochemistry measure-
ments were carried out by the analytical unit of the
biochemistry department of our institution using standard
methods.

Statistical analysis

Data were analyzed by the SPSS software package 10.0.1
for PC (Analytical Sofiware, Chicago, IL, USA). All
quantitative variables are expressed as mean + SEM and
the categorical variables as percentages. Normality was
tested using the Kolmogorov-Smimov test. An unpaired
t test was used to compare the continuous variables between

AMI and controls. Categorical data were analyzed using the
¥ test. Associations of PAPP-A levels with risk of AMI were
assessed using multiple logistic regression. A P value <0.05
was considered to be statistically significant.

Results

Baseline characteristics of patients with AMI and control
subjects are presented in Table 1. Established risk factors for
coronary artery disease were similar in the two groups.
Neither of these had a history of myocardial infarction or
previous coronary interventions. Fig. 1 shows that the
PAPP-A levels did not differ between the control group and
the AMI group (Fig. 1A). As expected, levels of creatine
kinase MB (Fig. 1B) and troponin I (Fig. 1C) were higher in
AMI patients than in control subjects.

The age-adjusted logistic regression model for both men
(odds ratio, 1.00; 95% CI, 0.92-1.09) and women (odds
ratio, 1.00; 95% CI, 0.90-1.11) showed no association

>
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CK-MB (UM)

Troponin | (ngiml)
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Fig. 1. Serum levels of (A) pregnancy-associated plasma protein (PAPP-A),
(B) creatine kinase MB (CK-MB), and (C) troponin I. The bars are
represented as mean + SEM. AMI comesponds to acute myocardial
infarction. *# < 0.001 vs. control subjects.
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between PAPP-A levels with the risk of AMI. Adjustment
for age, serum total cholesterol, blood pressure, and
smoking did not alter the relative risks. In our study, the
troponin [ levels (¢ = 0.04, P = 0.82) and creatine kinase
MB (r = 0.06, P = 0.78) were not associated to PAPP-A
levels.

Discussion

In this study, we found that PAPP-A may not be an ideal
early marker for AMI. There was no correlation between
PAPP-A and CK-MB or the troponin-I levels when the
corresponding values for all samples were compared.

Previous studies have shown the circulating concentra-
tions of PAPP-A to be significantly increased in patients
with ACS. Bayes-Genis et al. [5] identified significantly
higher levels of PAPP-A in patients with unstable angina
and AMI relative to the levels found in stable angina and in
control subjects. At a cut-off value of 10 mIU/1, PAPP-A
was shown to detect patients with ACS with a sensitivity of
89.2% and a specificity of 81.3%, suggesting that PAPP-A
is a valuable marker for the identification of patients with
ACS. On the other hand, the same authors showed that
troponin I levels (¢ = 0.07) and creatine kinase MB (r = 0.1)
were not associated with PAPP-A levels. In contrast, our
study showed no significant difference between the AMI
(1.29 + 0.02 mIU/) and control (1.24 + 0.07 mIU/1) groups
(P =0.54).

Our analytical data for the ELISA kit used to measure
serum PAPP-A provided similar results in sensitivity
compared to earlier studies that used different analytical
methods [7]. Tt is noteworthy that the normal reference
interval for the PAPP-A kit used in this study was lower than
that reported by Bayes-Genis et al. [5]. They used an assay
configured with a polyclonal antibody for capture and
combination of monoclonal antibodies for detection. In our
assay kit, the sensitivity of'0.418 mIU/l should be sufficient to
analyze all the serum samples with no apparent issue with
assay sensitivity.

Khosravi et al. [6] demonstrated a significant association
between the levels of PAPP-A and troponin T. The authors
concluded that PAPP-A, like troponin T, might also be
produced in response to myocardial damage. However, to
our knowledge, the study was limited in terms of clinical
information, particularly in relation to sampling time
relative to patient presentation.

The present findings may be comparable to those of a
recent study by Qin et al. [8] demonstrating that PAPP-A is
an additional marker for ACS, but it does not seem to be a
useful early marker for AMI. In their study, significantly
increased PAPP-A levels were observed in 10 of 15 cases
with ACS (14 patients with AMI and | patient with unstable

angina). Furthermore, this study [8] found that the release
pattern levels in the AMI appear as late 30 h after the onset
of chest pain. In our work, the absence of a significant
association could be because the blood samples for PAPP-A
determination that were obtained relatively early, 6.3 + 2.8
h from onset of symptoms. Recenily, Lund et al. [9]
demonstrated that PAPP-A levels predict outcome in ACS
patients having no elevation in troponin L.

In summary, our results show that circulating PAPP-A
levels do not seem to be a useful early marker for AML
Properly designed prospective studies should be performed
to investigate the association between circulating PAPP-A

levels and AMI.
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Abstract

This study was designed to investigate the relationship between nocturnal serum melatonin (MEL) levels and oxidized low-density lipopro-
tein (OxLDL) in patients with acute coronary syndrome (ACS). OxLDL plays a pivotal role in the development of atherosclerosis. Patients
with coronary heart disease have an impaired nocturnal secretion of MEL. To date, there are no clinical human studies concerning the re-
lationship of MEL to low-density lipoprotein (LDL) oxidation in patients with acute myocardial infarction (AMI). The study population
contained 60 patients with AMI and 60 control subjects. Levels of circulating OxLDL were measured by a monoclonal antibedy 4E6-based
competition ELISA. Levels of circulating MEL were measured by an enzyme-immunoassay kit after chloroform extraction. Comparison
of levels between AMI and controls, adjusted for age. revealed significantly higher nocturnal serum OxLDL levels (9547 £6.81 versus
683540701 p=0.004) in the AMI subjects. Nocturnal serum levels of MEL were lower in AMI than the control group (2097 £3.90
versus 53.19 £ 7.80 pg/ml; p=0.009). Serum levels of total, high-density lipoprotein (HDL), and LDL cholesterol did not differ between the
groups. Multiple regression analysis was performed on cases to study the association between AMI and serum levels of OxLDL and MEL
(OR: 2.93; 95% CI, 2.89-2.98, p=10.01 and OR: 0.94; 95% CI, 0.89-0.97, p=0.02, respectively). This study demonstrates for the first time
an independent association between nocturnal levels of OxLDL and MEL in patients with AMI. Additional population studies are necessary
to further document these.

@ 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Eeywords: Oxidized LDL; Melatonin; Oxygen radicals; Myocardial infarction: Ischemia

1. Introduction

Oxidized low-density lipoprotein (OxLDL) 1s a critical
factor in the 1nitiation and progression of atherosclerosis and
contributes to endothelial dysfunction and plaque destabi-

* Corresponding author. Present address: Coronary Care Unit of Hospital
Universitario de Canarias. Crta. La Cuesta-Taco, 38320 Ofra, La Laguna,
Tenerife. Spain. Tel.: +34 922 679030; fax: +34 922 362716.
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(R.I. Reiter).
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lization through multiple mechamsms [1]. Human studies
have confirmed that OxLDL and oxidized lipid by products
are present within atherosclerotic plaques [2]. Low-density
lipoprotein (LDL) particles which accumulate in the plasma
infiltrate the intimal space of the arteries and are oxidized
by oxygen free radicals. During the iitial step of LDL oxi-
dation, lipid peroxidation 1s induced by oxvgen free radicals
which attack polvunsaturated fattv acids, molecules that are
easily oxidized. This reaction results in the formation of lipid
radicals. Lipid radicals generate conjugated dienes, interme-
diate lipid peroxidation products, and eventually resulting in
the formation of peroxyl radicals, which are sufficiently reac-
tive to propagate the chain reaction of lipid peroxidation. As
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a result of, lipid peroxidation several non-radical products
are formed. mcluding malondialdehyde and other reactive
aldehydes [3].

Melatonm (MEL) (N-acetyl-3-methoxytryptamine) is the
main product of the pineal gland; this indole is synthesized
from serotonin in a thythmic manner [4]. In voung healthy
humans, serum MEL levels are low during the day and high
during the nmight [5]. Several recent publications present evi-
dence that MEL, a newly discovered antioxidant, has marked
protective actions against cardiac damage mduced by free
radicals [6]. In previous studies. it was reported that patients
with coronary heart disease have an impaired nocturnal se-
cretion of MEL [7-9]. MEL 1s a powerful scavenger of oxy-
gen free radicals, quenching both the hydroxyl radical [10]
and perhaps less efficiently the peroxvl radical [11.12]. MEL
also has been suggested to play a protective role in both ini-
tial and advanced stages of diseases whose pathogenesis in-
volves oxygen free radical-induced damage [13]. According
to Pien1 et al. [14] and Kelly and Loo [15]. MEL mnhibits
oxidative LDL modification. Furthermore, Seegar et al. [16]
demonstrated that. although MEL itself seems to have little
anti-atherogenic actwity during LDL oxidation. its precur-
sors and breakdown products inhibit LDL oxidation at a level
comparable to Vitamin E.

Acute cardiovascular events are known to exhibit a cir-
cadian pattern of onset with two peak. one occurring in the
morning hours and the other during the might hours. This
night-tune peak has been assumed to be related to physiolog-
ical quiescence during sleep [17]. The role of OxLDL and
MEL in the acute coronary syndrome (ACS), has not been
fully established. The main purpose of this study was to inves-
tigate the relationship between nocturnal MEL and OxLDL
in patients with acute myocardial infarction (AMI).

2. Methaods
2.1, Study subject

The study groups consisted of 60 patients with AMI. and
60 age-matched control subjects who were healthy volun-
teers free of symptomatic atherosclerosis. All subjects gave
written, mformed consent to be included in the present study,
which was approved by our local ethical committee. AMI
was defined by the following criteria [18]: typical rise and
gradual fall (troponin) or more rapid rise and fall (creatine
kinase MB) of biochemical markers of myocardial necrosis
with at least one of the following: (a) 1schemic symptoms; (b)
development of pathological Q waves on the electrocardio-
graph; (¢) electrocardiograph changes indicative of ischemia
(ST segment elevation or depression); or (d) coronary artery
intervention (e.g. coronary angioplasty).

Exclusion criteria for the two groups were: all nonspecific
and specific infections, all autoimmune diseases, all collagen
tissue diseases, malignant diseases, drug addiction, radiother-
apy. acute or chronic renal or liver diseases, immunosuppres-

sive treatment, patients taking sedatives. antiepileptic dmgs,
tricyclic antidepressants or any medication known to influ-
ence melatonin metabolism. psychiatric sleeping disorders,
endocrine illness (e.g. diabetes mellitus). shift workers, and
subjects with jet-lag syndrome.

2.2, Study protocol

Subjects were studied under carefully controlled condi-
tions in the coronary care unit. The blood samples for OxLDL
and MEL were collected at 03:00 h(dark period). Whenblood
samples were collected at night in the dark. the subjects were
sleeping and the nurse used a small torch with a dim red light
(intensity =35 lx) taking care not to shine it directly on the pa-
tient’s face. Serum samples were aliquoted into several tubes
and stored at —80°C until analysis.

2.3. Determination of OxLDL and MEL levels

OxLDL in serum has been measured using a ELISA kit
(DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany). This ELISA
kit uses a specific murine monoclonal antibody, mAb-4E6 m
[19]. In this assay. the lowest detection limit was <1 U/l The
coefficients of variation (CV), were 6.3% to intra-assay and
4.73% to inter-assay.

MEL levels in serum samples were measured using an
enzyme-immunoassay kit after the samples had been ex-
tracted with chloroform (DRG Instruments GmbH, Marburg,
Germany). In this ELISA assay, the lowest detection limit of
MEL was 3.0 pg/ml. The coefficients of variation (CV) were
7.33 and 11.3% for mntra-assay and inter-assay variability,
respectively.

2.4, Statistical analysis

Data were analyzed by the SPSS software package 10.0.1
for PC (Analytical Software, Chicago, IL. USA). All quanti-
tative variables are expressed as mean + 5. E M. and the cate-
gorical variables as percentages. Normality was tested using
the Kolmogorov—Smirnov test. An unpaired r-test was used to
compare the continuous variables between AMI and controls.
Categorical data were analyzed using the )(2 -test. Multiple re-
gression analysis was performed to evaluate the association
between AMI (independent variable) and OxLDL or MEL
(response) after controlling for age. sex, LDL cholesterol,
and HDL cholesterol. A p-value <0.05 was considered to be
statistically significant.

3. Results
3.1. Patient characteristics
The clinical characteristics of the study group are pre-

sented 1n the Table 1. Established risk factors for coronary
artery disease were similar in the two groups. Neither group
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Table 1
Baseline characteristics of AMI patients and control subjects
AMI (n=60) Centrol subjects (n=60) p-\’alue‘
Men‘women, n 35/25 3228 NS
Age.y 60+13 57T+15 NS
Risk factors
Diabetes 20 13 NS
Hypertension 30 NS
Smoking 38 33 N3
Hypercholesterolemia 30 43 NS
Biochemistry
Total cholesterol (mg/dl) 019 195£8 NS
LDL chelesterol (mg/dl) 120£8 11447 NS
HDL cholesterol {mg/dl) 5143 5442 NS
Triglycerides (mg/dl) 155+18 13616 NS
Troponin I (ng/dl) 942 0.014+0.003 =p.001"

Data are presented as the mean value & S.E.M. or percent of subjects. AMI: acute myocardial infarction; NS: not significant; p: level of significance.

* Statistically significant (p <0.03).

Table 2
Multiple regression analysis of association between AMI and serum levels
of OxLDL or MEL

OR 05% CI »
OxLDL 293 2.89-298 0.01
MEL 094 0.89-097 0.02

Analysis included 60 patients with AMI. the values were obtained after cor-
rection for age, sex. LDL cholesterol, and HDL cholesterol. OR: odds ratio;
CI: confidence interval; p: level of significance: MEL: melatonin: OxT.DL:
oxidized low-density lipeprotein.

had a history of myocardial infarction or previous coronary
interventions (coronary artery bypass graft or percutaneous
transluminal coronary angioplasty). The type of AMI was
anterior infarction in 28 patients. inferior infarction in 22 and
posterior infarction in 10.

There were no differences in age, sex. or serum levels
of total cholesterol. HDL cholesterol. or LDL cholesterol or
triglyceride between patients with AMI and control subjects.
Aswas expected, levels of troponin I were significantly higher
in AMI patients than in control subjects.

3.2. Nocturnal OxLDL and MEL levels

Serum OxLDL concentrations were significantly higher in
the AMI group compared with control subjects (95.47 + 6.81
versus 6835+4.07U/1; p=0.004). Serum levels of MEL
were lower in AMI patients than in the control group
(20.97 +3.90 versus 53.19 £ 7 80 pg/ml; p=0.009) (Fig. 1).

Table 2 shows the results of the multiple regression anal-
vsis, performed to evaluate the adjusted odds ratios of AMI
and serum levels for OxLDL and MEL.

4. Discussion

In the present study, we demonstrate, for the first tume, the
novel observation of an association between nocturnal serum

levels of OxLDL and MEL in patients with AMI. Several pre-
vious studies showed that OxLDL levels were significantly
higher m patients with ACS such as AMI and unstable angina,
indicating that OxLDL might be a marker for atherosclero-
sis [20,21]. Recent studies have analyzed circulating OxLDL
levels using different antibodies and assay procedures and
they have shown an association with coronary artery disease
[22]. Ehara et al. [23] found that circulating OxLDL-DLH3
levels, as measured on 1solated LDL rather than plasma, re-
flected the presence of immunochemically detected OxLDL
in coronary atherectomy specimens. They also appeared to
differentiate, to some extent. the seventy of the underlying
clinical presentation. Other studies [24] using antibodies to
measure ~fully oxidized” LDL, such as malondialdehyde-
LDL and Cu-OxLDL. showed that OxLDL measured in the
emergency room setting, in conjunction with troponin mea-
surements. is a strong predictor of the presence of ACS. Our
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Fig. 1. Nocturnal serum levels of OxLDL and MEL in patients with AMI.
Bars represent the mean + 5 EM. (a) p=-0.004 and (b) p=0.009 vs. con-
trol group. AMI: acute myocardial infarction; MEL: melatonin; O=LDL:
oxidized low-density lipoprotein.
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results document that serum levels of OxLDL are sigmifi-
cantly higher in patients with AMI than in control subjects.
In the current study. the concentration of OxLDL in serum
was measured by a sandwich ELISA procedure using the
murine monoclonal antibody, mAb-4E6 as the capture anti-
body bound to microtitration wells, and a peroxidase con-
ugated anti-apolipoprotein B antibody recognizing OxLDL
bound to the solid phase. Therefore, our results coincide with
those obtained by Helvoet et al. [23] using the same mono-
clonal antibody to determine OxLDL [19.20].

Several studies have reported that humans with cardiovas-
cular diseases have noticeably lower circulating MEL levels
[26.27] than do age-matched subjects without significant car-
diovascular deterioration. Similarly. patients suffering with
cardiac syndrome X have an attenuated nocturnal peak in
serum MEL levels relative to those of age-matched individ-
uals with no cardiac pathology [28]. Recently. we demon-
strated that AMTI 1s associated with a nocturnal serum MEL
deficit [29]. It remains unknown, however, whether reduced
endogenous MEL levels in patients with AMI is a cause.
an effect or even related to the compromised cardiovascular
function.

The initiation of LDL peroxidation 1s mtimately linked
to the concentrations of various antioxidants including Vita-
min E, lycopene, retinoids, and carotenoids [30,31]. MEL has
been shown to reduce plasma levels of total cholesterol and
of the very low-density lipoprotein-cholesterol plus the LDL-
cholesterol subfraction in hypercholesterolemic rats [32 33].
MEL 1s also a strong free radical scavenger and is signif-
icantly more efficient in scavenging hydroxyl radicals than
1s the intracellular antioxidants glutathione [34]. In addition.
MEL may be capable of scavenging peroxyl radicals [11].
Furthermore, MEL also scavenges highly toxic peroxynitrite
anions, which are reaction products of superoxide and nitric
oxide and mnduce oxidative damage [35]. Moreover, MEL
may inhibit LDL oxidation by scavenging lipid alkoxyl rad-
icals [36].

Interestingly. the present study shows an association be-
tween OxLDL and MEL in patients with AMIL Oxidative
modification of lipoproteins is widely accepted as a key event
in the genesis of atherosclerosis [37]. Lipid peroxidation of
LDL may be initiated by any primary free radical (hydroxyl
radicals, peroxyl radicals) with sufficient reactivity to sub-
stract an allylic hyvdrogen atom from a reactive methylene
group of polvunsaturated fatty acid side-chains [38]. The
formation of the dienyl radical is followed by bond rear-
rangement which results mn stabilization by conjugated di-
ene formation and after oxygen uptake, the formation of the
peroxyl radical. Propagation reactions follow leading to the
formation of lipid hydroperoxides [38]. On this basis, of a
large amount of data, we hypothesize that MEL protective
actions in the heart under conditions of high oxidative stress
are magnified by 1ts multiple antioxidative actions. For exam-
ple, MEL directly neutralizes and indirectly detoxifies oxy-
gen and nitrogen-based reactant, MEL may also act at the
level of the mitochondrial respiratory chain to reduce elec-

tron leakage and free radical generation [39]. The ability of
the MEL to reduce electron leakage is inferred from its stim-
ulatory action on the activities of complex I and complex TV,
its promotion of ATP production. and its action in reducing
oxidative damage to mitochondrial DNA [40,41].

In conclusion, this study demonstrates, for the first time,
an association between noctumal elevated serum levels of
OxLDL and lowered circulating MEL levels in patients with
AMI. Our results suggest that physiological levels of mela-
tonin in the circulating blood, during the night time, may
be required. along with other physiologicals antioxidants to
mamtaining the total cellular oxidative status as low as pos-
sible. Therefore MEL. more that determinant molecule, to
contributes, at least in part, to the decrease of concentration
of circulating OxLDL. Since these findings may have clinical
importance, additional studies in this field should be of high
priority.
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Relation of Nocturnal Melatonin Levels to C-Reactive Protein Concentration
in Patients With ST-Segment Elevation Myocardial Infarction

Alberto Dominguez-Rodriguez, MD, PhD™*#, Martin Garcia-Gonzalez, MD®,
Pedro Abreu-Gonzalez. PhD", Julio Ferrer, MD®, and Juan Carlos Kaski. MD, DM. DS¢®

C-reactive protein, a marker of inflammation, is increasingly measured to stratify risk
for coronary artery disease and guide clinical management. Likewise, a relation has
been suggested between decreased nocturnal melatonin levels and coronary artery
disease. However, little is known about the association between melatonin and
C-reactive protein in patients with ischemic heart disease. © 2006 Elsevier Inc. All
rights reserved. (Am J Cardiol 2006;97:10-12)

The aim of the present study was to characterize the diurnal
variation of serum C-reactive protein (CRP) in patients who
develop ST-segment elevation myocardial infarction (STEMI)
in response to a melatonin light/dark pattern and to assess
whether melatonin, a circadian rhythm regulator, modulates
nocturnal inflammatory changes in patients who have STEML

We studied 70 consecutive patients with STEMI who were
admitted to the coronary care unit of our institution. The
clinical diagnosis of STEMI was made according to criteria
of the European Society of Cardiology/American College of
Cardiology.! Patients who had infections or autoimmune
diseases and malignancies were not included in this study.
Similarly, the use of illicit drugs, immunosuppressants, sed-
atives, antiepileptic drugs, tricyclic antidepressants, and any
medications that influence melatonin metabolism was con-
sidered an exclusion criterion. Subjects with diabetes mel-
litus, psychiatric conditions, sleeping disorders, or who
were receiving radiotherapy were not included. Shift work-
ers and subjects who had jet-lag syndrome were also ex-
cluded. We also recruited 70 age- and gender-matched
healthy normal subjects during the same period as the pa-
tients who had myocardial infarction. Subjects were not
taking any regular medications and had no clinical evidence
of vascular, metabolic, neoplastic, or inflammatory disease
by a careful history, physical examination, and routine lab-
oratory tests. All subjects gave written informed consent
before study entry, and the study was approved by the local
research ethics committee.

Each subject was studied under strictly controlled light/
dark conditions. The coronary care unit of Hospital Univer-
sitario de Canarias (Tenerife, Spain) has 12 independent
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bedrooms. Each room is isolated from external light and
noise. The ambient conditions imitate the normal light/dark
cycle. The light period in the coronary unit was 14 hours
(1,745 = 33 lux) and the dark period was 10 hours (1.33 =
0.3 lux): lights were turned on at 7:00 a.m. Light intensity
was measured on subjects’ faces. Blood samples for mea-
surement of CRP and melatonin were collected at 9:00 a.M.
(light period) and 2:00 a.m. (dark period). Nocturnal blood
sampling was carried out by a trained nurse, with the help of
a minute torch with a dim red light (intensity <<30 lux) to
avoid directing any light to patients” faces while they slept.
Serum samples were aliquoted into several tubes and stored
at —80°C until analysis. Melatonin levels in serum samples
were measured with an enzyme-linked immunosorbent assay
kit after the samples had been extracted with chloroform (DRG
Instruments GmbH, Marburg, Germany). In this enzyme-
linked immunosorbent assay, the lowest detection limit of
melatonin was 3.0 pg/ml. Coefficients of variation were
7.53% and 11.3% for intra- and interassay variabilities,
respectively. Concentrations of serum CRP were measured
by an ultrasensitive enzyme-linked immunosorbent assay
kit (DRG Instruments GmbH). In this enzyme-linked im-
munosorbent assay, the lowest detection limit of CRP was
0.010 mg/L. Coefficients of variation were 5.12% and
11.6% for intra- and interassay variabilities, respectively.

All quantitative variables are expressed as mean X SD and
categorical variables as percentages. Normality was tested
with the Kolmogorov-Smirnov test. The unpaired 7 test was
used to compare continuous variables between patients with
STEMI and control subjects. Categorical data were ana-
lyzed with the chi-square test. A p value <0.05 was con-
sidered statistically significant. SPSS 10.0 (SPSS, Inc., Chi-
cago, Illinois) was used for all calculations.

Subjects’ baseline characteristics are listed in Table 1.
Established risk factors for coronary artery disease were
similar in the 2 groups. There were no differences in age,
gender, or serum levels of total cholesterol and triglycerides
between patients who had STEMI and control subjects. No
patient with STEMI had peripheral artery vascular disease
or aortic aneurysm. Mean serum light/dark levels of CRF in
relation to those of melatonin are shown in Figure 1. As
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Table 1
Baseline characteristics of patients with ST-segment elevation
myocardial infarction and control subjects

Variables Patients With STEMI Control p Value
(n = T70) (n =T0)

Men/women 40/30 37133 0.76
Age (yrs) 649 63 = 10 0.36
Hypertension 33 (48%) 25(36%) 0.29
Smoker 19(27%) 14 (20%) 0.23
Dyslipidemia 35 (50%) 26 (38%) 0.08
Total cholesterol

mmol/L 52*08 51+09 0.27

mg/dl 204 + 32 198 + 38
Triglycerides

mmol/L LRx02 1702 0.23

mg/dl 157 £ 25 152 + 23

expected. mean nocturnal concentrations of melatonin (Fig-
ure 1) in control subjects were significantly higher than
those found during the day (58.1 = 7.9 vs 19.5 * 2.5 pg/ml,
p <0.001). In patients with STEMI. melatonin concentra-
tions maintained a diurnal variation but the difference be-
tween nocturnal and diurnal levels was smaller than those in
controls (35.9 = 4.1 vs 17.2 = 4.2 pg/ml. p <0.02). Mean
nocturnal melatonin concentration was lower in patients
with STEMI than in controls (359 = 4.1 vs 58.1 = 79
pg/ml, p <<0.02). In contrast to melatonin, serum CRP con-
centrations (Figure 1) showed no diurnal variations in control
subjects. CRP concentration was significantly higher in the
patients who had STEMI than in control subjects (light:
55207 vs 0.4 £ 0.1 mg/L, p <0.001; dark: 3.7 £ 0.6 vs
04 * 0.1 mg/L, p <0.001). In the STEMI group, CRP
serum concentration at 9:00 am. (light period) was sig-
nificantly higher than that in the dark phase (5.5 * 0.7 vs
3.7 £ 0.6 mg/L, p <0.03).

We found that circadian changes of melatonin may be respon-
sible, at least in part, for light/dark variations of endogenous
CRP production in patients who have STEMI. Melatonin
(N-acetyl-5-methoxytryptamine), a key regulator of circadian
rhythm homeostasis in humans, is the principal hormone that is
produced by the pineal gland.? The immune system and in-
flammatory responses are affected by circulating melatonin
levels.? We recently found that acute myocardial infarction
is associated with a decrease in nocturnal production of
melatonin, and it has been speculated that this is a conse-
quence of melatonin superoxide radical scavenger activity.*

The present findings are similar to those of previous
reports and suggest that nocturnal secretion of melatonin is
much lower in patients who have coronary artery disease
than in healthy patients.® In healthy subjects, it has been
demonstrated that some circulating acute-phase reactant
proteins, but not CRP, are influenced by different light
intensities during the daytime.® Our results with respect to
serum CRP in control subjects are similar to those of Meier-
Ewert et al” in relation to an absence of diurnal variation.
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Figure 1. Light (white bars)/dark (black bars) pattern of {A) CRP
(general analysis of variance p <<0.0001; °p <20.001 vs control light and
dark: p <0.03 vs STEMI light) and (B) melatonin (general analysis of
variance p <0.0001; °p <0.001 vs control light; *p <0.02 vs STEMI light;
“p <0.02 vs control dark) in sera of control subjects (CON) and patients
with STEMI. Values are means = SD (n = T0).

However, our data with respect to patients who had STEMI
are the first in relation to CRP and melatonin. Plasma CRP
is produced by hepatocytes, predominantly under transcrip-
tional control by the cytokine interleukin-6. De novo he-
patic synthesis starts very rapidly in response to the appro-
priate stimulus (i.e., myocardial ischemia), with serum
concentrations increasing to >5 mg/L by about 6 hours.®
Recently, we demonstrated that circadian secretion of mel-
atonin may be responsible for light/dark variations in the
production of interleukin-6 in patients with acute myocar-
dial infarction.” On these bases, we hypothesize that the
association between melatonin and CRP found in this study
may be that lower nocturnal melatonin levels modulate
interleukin-6 levels.

The main limitation of this study was not including
repetitive diurnal and nocturnal samplings of CRP and mel-
atonin in healthy subjects and patients. Nevertheless, our
results suggest that the licht/dark variations in CRP endog-
enous production in patients who have STEMI might be
associated, at least in part, with circadian secretion of mel-
atonin.
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Abstract

Background: Currently available evidence suggests a potentially protective role for interdeukin (IL)-10 in atherosclerosis. Reactive oxygzen
species, such as superoxide anion, hydrogen peroxide, peroxynitrite, and hydroxyl radical, seem to play a pivotal role in the pathogenesis of
ischemia-reperfusion injury. The aim of this study was to assess whether a rise in lipid peroxidation (LPx), as malondialdehyde (MDA) and 4
hydroxyalkenal (4-HNE), during acute myocardial infarction (AMTI) is associated with serum concentrations of IL-10. Methods: A total of 50
patients diagnosed with AMI and 50 control subjects were studied. Primary angioplasty was performed in the 50 patients with an indication
for reperfusion. Serum IL-10 and LPx (MDA + 4-HNE) concentrations were measured using commercially available enzyme-immunoassays.
The venous blood samples were taken %0 + 35 min after having obtained a TIMI III flow in patients with AMI. In control subjects, blood
samples were taken at the time of admission to hospital. Results: IL-10 concentrations were higher in patients with AMI compared with
control subjects (3245 + 2,17 vs. 22,10 £ 2.40 pg/ml; P=0.03). Serum LPx concentrations were higher in the AMI group (2220 £ 3.63 vs.
11.90 £ 1.26 pM; P=0.01). IL-10 levels in patients with AMI were significantly cormelated with the concentrations of LPx (Pearson’s
r=0.49, P=0.02). Conclusions: Our results provide evidence that (1) IL-10 is increased in a human model of myocardial ischemia-
reperfusion and (2) reperfusion injury and elevated IL-10 levels are related in patients with AMI treated with primary percutaneous
transluminal coronary angioplasty.
© 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction associated with significantly reduced cell death and iNOS

expression [6,7]. Therefore, IL-10 plays an important role

Several studies have shown that IL-10 1s released into
plasma during human myocardial ischemia-reperfusion in-
jury and during cardiopulmonary bypass [1-4]. IL-10 is
produced by activated lymphocytes, monocytes and mast
cells, and has been shown to be a major inhibitor of both
proinflammatory cytokine synthesis and macrophage activ-
ity [5]. TL-10 expression has been identified within human
atherosclerotic plaques, with high levels ol expression being

* Comresponding author. Tel.: +34-922-679030; fax: +34-922-319368.
E-mail address: adrvdgi@hotmail.com (A. Dominguez-Rodriguez).
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by limiting the local inflammatory response, protecting
against excessive cell death in the plague and, as a conse-
quence, promoting its stability.

Myocardial ischemia occurs when oxygen delivery to the
myocardium is insufficient to satisfy mitochondrial oxida-
tion. During ischemia, there is insufficient oxygen avail-
ability but oxygen free radicals are still formed from the
residual molecular oxygen [8]. Also, the activities of the
mitochondrial electron-transport chain are reduced increas-
ing electron leakage from the respiratory chain, which reacts
with residual molecular oxygen and forms, among other free
radicals, the superoxide anion. The reperfusion re-energises
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the mitochondria but electron egress through cytochrome
oxidase 1s reduced due to a lack of adenosine diphosphate,
Turehag wxygen Tree-ralivdy T Budyw reperiason e ow
prerequisite for reducing infarct size and some potentially
adverse effects have clearly been associated with ischemia/
reperfusion injury. These include: arrhythmia, myocardial
stunning, death of potentially viable cardiomyocytes, pro-
gressive vascular damage and acceleration of heart muscle
necrosis in healthy injured tissue [10].

Oxygen-derived free radicals play a major part in tissue
damage [11]. They attack cell membrane lipids causing
LPx and cell membrane damage. An example of this
mechanism has been observed in AMI [12]. There is both
direct and indirect evidence for a pathogenic role of
oxygen-derived free radicals [13]. LPx can be quantified
indirectly by measuring MDA +4-HNE, a minor product
of peroxidation.

This study was, therefore, designed to investigate a
possible relationship between the serum anti-inflammatory
cytoking IL-10 in patients with AMI treated with primary
percutaneous transluminal coronary angioplasty and serum
concentration of MDA +4-HNE, as an indirect index of
LPx.

2. Methods
2.1 Subjects

In the present study, the sample consisted of 50 consec-
utive patients with AMT and 50 healthy subjects who served
as controls. The ethics committee of our institution ap-
proved the study, and all patients and healthy volunteers
selected gave informed consent before being recruited.
Exclusion criteria for both groups were as follows: all
nonspecilic and specific infections, all autoimmune dis-
eases, all collagen tissue diseases, malignant diseases, drug
addiction, radiotherapy, acute or chronic renal or liver
diseases, immunosuppressive treatment and chemotherapy.

2.2. Patients

The study included 50 patients diagnosed with myocar-
dial infarction in whom primary angioplasty was performed.
Primary angioplasty corresponded to angioplasty without
prior administration of thrombolysis in patients with Class [
criteria for this intervention according to the operational
guidelines for AMI of the ACC/AHA [14,15]. The time of
onset of symptoms/opening of coronary artery-TIMI TII
flow was 5.3 + 1.8 h.

2.3. Control group
The control group was composed of 50 age- and sex-

matched healthy volunteers who had been recruited by the
physicians at our institution.

2.4, Laboratory analysis

TRl vensus asd smmpies were iden VETE D By giter
having obtained a TIMI III flow in patients with AMIL In
control subjects the blood samples were taken at the time of
admission to hospital. Serum samples were aliquoted into
several tubes and stored at — 80 “C until analysis. Serum IL-
10 concentrations were measured using a high-sensitivity,
guantitative sandwich enzyme immunoassay (DRG Instru-
ments, Germany). Serum LPx, as MDA +4-HNE, was
measured spectrophotometrically at an absorbance of 586
nm in accordance with the manufacturer kit instructions
(Calbiochem, San Diego, CA, USA). All other biochemistry
measurements were carried out by the analytical unit of the
biochemistry department of our institution using standard
methods.

2.5, Statistical analysis

Data were analyzed by the SPSS software package 10.0.1
for PC (Analytical Sofiware, Chicago, IL, USA). All quan-
titative variables are expressed as mean + S.EM. and the
categorical variables as percentages. Normality was tested
using the Kolmogorov—Smirnov test. An unpaired ¢ test was
used to compare the continuous variables between AMI and
controls. Categorical data were analyzed using the ¥ test.
The comelations between serum [L-10 concentrations and
MDA +4-HNE were examined with Pearson’s correlation. A
p value < 0.05 was considered to be statistically significant.

3. Results
3.1. Baseline characteristics

Baseline characteristics of patients with AMI and
control subjects are presented in Table 1. Established risk

Table 1
Baseline characteristics of AMI patients and control subjects
AMI (#=50)  Control subjects P
(=50}
Men‘women, # 4010 3515 0.26
Age (years) 9.7+25 535427 0.10
Risk factors
Diabetes, # (%) 29 (58) 19 (42) 0.24
Hypertension, » (%) 6(12) 9 (20) 0.20
Smoking, # (%) 24 (48) 16 (36) 0.35
Dyslipidemia, n (%) 22 (49) 17 (34) 0.19
Family history, n (%) 16 (32) 15 (33) 0.62
Biochemistry
Cholesterol (mg/dl) 2268 +42 2190 £11.6 0.52
Triglycerides (mg/dI) 1994 +£10.2 1784 £22.1 0.46
Glucose (mg/dl) 973+ 1.1 04.3+2.7 0.37
CK-MB (u/L) 3225454 213420 <0.001*
Troponine I (ng/ml) 833+ 1.0 0.01 + 0,003 =0.001*

Data are mean £ S EM. unless otherwise indicated. AMI comesponds to
acute myocardial infarction.
* Statistically significant (P <0.05).
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Fig. 1. Serum levels of IL-10 in patients with AMI treated with primary
angioplasty respect to control (CON) group. The hars represent the
mean £ S EM.

factors for coronary artery disease were similar in the two
groups. Neither of these had a history of myocardial
infarction or previous coronary interventions (coronary
artery bypass graft or percutaneous transluminal coronary
angioplasty). The type of AMI was anterior infarction in
22 patients, inferior infarction in 19 and posterior infarc-
tion in 9. All patients of the AMI group had a final flow
TIMI III. Total cholesterol level, triglycerides and glucose
did not differ significantly between the two groups. As
expected, levels of creatine kinase MB and troponin [
were significantly higher in AMI patients than in control
subjects.
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Fig. 2. Senm levels of LPx (MDA +4-HNE) in patients with AMI treated
with primary angioplasty respect to control (CON) group. The bars
represent the mean + S EM.
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Fig. 3. Scatter plot of serum IL-10 and LPx (MDA + 4-HNE) concentration
m myocardial ischemiaeperfusion. Comelation analysis is for the
combined group which yielded =049 and p<0.02.

3.2. Endogenous relationship of IL-10 and MDA+ 4-HNE
in myocardial ischemia/reperfusion

Serum IL-10 concentrations were significantly higher in
the AMI group compared with control subjects (32.45 + 2.17
vs. 22,104+ 2.40 pg/ml, p=0.03; see Fig. 1). Serum
MDA +4-HNE concentrations were significantly higher in
the AMI group (22.20 + 3.63 vs. 11.90 + 1.26 pM, p=0.01;
see Fig. 2). The IL-10 levels were positively correlated with
the serum concentrations of MDA +4-HNE (Pearson’s
r=0.49, p=0.02; see Fig. 3).

4. Discussion

In the present study, we showed the endogenous produc-
tion of [IL-10 and MDA +4-HNE afier myocardial ischemia/
reperfusion in humans. The relationship between IL-10 and
the process of reperfusion injury has been studied previous-
ly in several animal models [16-18]. IL-10 is an anti-
inflammatory cytokine, secreted by lymphocytes of the
Th2 subtype and also in large amounts by macrophages. It
inhibits many cellular processes that could play an impor-
tant role in plague progression, rupture, or thrombosis [19].

The production of IL-10 has been shown in multiple
studies of myocardial ischemia-reperfusion and pulmonary
bypass in humans [1-4]. In one of these settings in humans,
Shibata et al. [1] reported that the plasma IL-1 receptor
antagonist and IL-10 levels were closely correlated with the
severity of hemodynamics in AMI and with the clinical
status of patients with severe AML Our study showed a
significant increase in IL-10 after myocardial ischemia-
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reperfusion in patients with AMI treated with primary
percutaneous transluminal coronary angioplasty. Yang et
al. [20] observed in an experimental model of ischemia-
reperfusion in mice deficient in [L-10 that these had an
exaggerated inflammatory response in the reperfused tissues
compared to wild mice. This was revealed as an increase in
neutrophil infiltration in the reperfused tissues and an
increased production of tumor necrosis factor-ce, intercellu-
lar adhesion molecule-1 and nitric oxide degradation, ulti-
mately leading to an increase in the size of the AMI and
myocardial necrosis as well as the mortality rate in immun-
suppressed mice. These findings provide evidence that the
endogenous production of IL-10 has protective effects
against myocardial infarction and reperfusion damage. In
addition, IL-10 may have other important anti-inflammatory
functions, including inhibition of cell adhesion molecules,
monocyte chemoattractant MCP-1, tissue factor, fibrinogen,
metalloproteinase-9, T-lymphocyte granulocyte-macrophage
colony stimulation factor, inducible nitric oxide synthase,
and smooth muscle proliferation [21].

In this study, the distribution of proatherogenic and
proinflammatory risk factors (hypercholesterolemia, diabe-
tes, hypertension, and smoking) was similar in patients with
AMI and in healthy control subjects, making it improbable
that a difference in the prevalence of these factors accounts
for the differential expression of 1L-10.

During AMI, local tissue becomes hypoxic and LPx is
likely to be high during its reperfusion [8]. LPx has been
defined as the oxidative deterioration of polyunsaturated
lipid [22]. It occurs constantly at a low level in most cellular
biological systems. Oxygen-derived free radicals can react
with lipids, if not blocked by sufficient antioxidant mole-
cules, to form lipid peroxides which do extensive damage
[23]. Since the major constituents of biological membranes
are lipids, their peroxidation can lead to cell damage and
death. In humans, raised MDA concentrations have been
reported in peripheral venous blood in patients with suc-
cessful myocardial reperfusion after thrombolytic therapy
for AMI compared to subjects in whom reperfusion did not
oceur [24-26]. Additionally, high concentrations of MDA
have also been found in the coronary sinus blood of patients
undergoing percutaneous transluminal angioplasty [27]. We
have also found that serum MDA +4-HNE concentrations
are significantly higher in patients with AMI. Possibly, free-
radical production is secondary to cellular damage that
oceurs during ischemia/reperfusion in patients with AMIL
Lipid peroxides are also known to be present in atheroscle-
rotic plague tissue [28] and we cannot exclude the possibil-
ity that the rise in serum MDA+ 4-HNE concentration is
due to mechanical disruption of plague-thrombus during
balloon inflation. In addition, MDA is a potentially harm{ul
substance that may damage extracellular components, which
may themselves be cytotoxic to the endothelial cells [29,30].

The present study shows for the first time a significant
association between the serum LPx products and IL-10 in
patients with AMI treated with primary percutaneous trans-

luminal coronary angioplasty. Reperfusion of postischemic
tissues is accompanied by the generation of large amounts
of oxygen radicals formed by different mechanisms that can
overcome cellular defenses and produce a hystic lesion [31].
A possible explanation for this association could be that
since the oxygen free radicals generated in large amounts by
the reestablishment of the flow produce an oxidative hystic
lesion that amplifies the local inflammatory action, [L-10
can help to modulate the inflammatory response. However,
the present study did not identify the mechanism of IL-10
production and LPx or the cells responsible for it. These
mechanisms are still not well understood, and further studies
are required to elucidate them.

A number of studies suggest the potential use of IL-10 in
experimental therapy for different forms of reperfusion
injury [32,33]. Under systemic or local inflammatory con-
ditions, a number of approaches have recently been identi-
fied that can boost endogenous IL-10 levels while
simultaneously down-regulating the production of proin-
flammatory cytokines and chemokines [34].

In conclusion, the present study demonstrates (1) in-
creased IL-10 in a human model of myocardial ischemia/
reperfusion and (2) an association between reperfusion
injury and elevated IL-10 levels in patients with AMI treated
with primary percutaneous transluminal coronary angioplas-
ty. Our findings highlight an intriguing relationship between
ischemia-reperfusion injury afier primary angioplasty and
IL-10 levels that merits further investigation.
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Diurnal variations in serum neopterin levels are associated
with the pineal hormone melatonin circadian rhythm in healthy

human subjects

To the Editor

Neopterin  (2-amino-4-oxo-6[D-eritro-1,2. 3. trihidroxipro-
pil]-pteridin), is a metabolite derived from guanosine
triphosphate biopterin pathway [1]. Activation of human
monocytes/macrophages, on stimulation mainly with inter-
feron-gamma secreted by stimulated T helper type 1
lymphocytes, enhances neopterin synthesis and release [2].
It has been previously reported that both immune cell
number and functions may vary in the 24-hr circadian
period [3, 4] as well as cytokine secretion and activity are
under central neuroendocrine control [5]. The pineal gland,
particularly, plays an important role in the neuroendocrine

regulation of immunity through the hght/dark secretion of

its main hormone melatonin (N-acetyl-5-methoxytrypta-
mine) whose highest levels occurred shortly after midnight
[6]. Data about diurnal variations of neopterin serum levels
are scarce. Since pineal activity plays an essential integrator
role in the chronomodulation of the biological system, it
might be possible that circadian production of melatonin
influences the neopterin serum levels. There are no reports
concerning the possible relevance of melatonin in relation
to the diurnal varations of serum neopterin on healthy
human subjects.

Seventy subjects (37 men and 33 women). 57-73 yr of

age, were selected from individuals without cardiovascular
and cancer disease (by careful history, physical examination
and ECG) who visited our outpatient clinic for a routine
clinical and laboratory investigation. The investigation
conformed with the principles outlined in the Declaration
of Helsinki, and it has been approved by the ethics
committee of the Hospital Universitario de Canarias
(Canary Islands. Spain). Subjects had normal kidney and
liver functions and were free of any sleep disorders as
determined by history, actigraphy. and baseline polysom-
nography. All participants were screened for history
depression, mania, psychosis, epilepsy, and thyroid disor-
ders: they had no evidence of drug use by urinary
toxicology screens; and they had no indication of infection
or disease by blood chemistry tests. Medical history and
examinations revealed no chronic or debilitating medical
conditions.

Subjects were studied in the coronary care unit under
strictly controlled light/dark conditions. The light/dark
period in the coronary unit was 14 hr (1745 + 33 1x):10 hr
(1.33 + 0.3 Ix); lights on at 07:00 hr. Venous blood sam-
ples were obtained through a catheter with a heparin lock
implanted in the antecubital vein. Blood samples for
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neopterin and melatonin were collected at 09:00 hr (light
period) and 02:00 hr (dark period). Nocturnal blood
sampling was carried out by a trained nurse, in the dark
when the subjects were sleeping, with the help of a minute
torch with a dim red light (intensity < 30 Ix) avoiding any
light directed to the patient’s face. Serum samples were
aliguoted into several tubes and stored at —80°C until
analysis. Melatonin levels in serum samples were measured
using an enzyme-immunoassay kit after the samples had
been extracted with chloroform (DRG Instruments GmbH.,
Marburg, Germany). Neopterin levels in serum samples
were measured using an enzyme-immunoassay kit (DRG
Instruments GmbH. Marburg, Germany). SPSS for Win-
dows was used to perform statistical analyses. Light/dark
changes in melatonin and neopterin were analyzed by a
general ANOVA (SPSS Inc., Chicago. IL, USA).

Mean serum light/dark levels of neopterin in relation
to those of melatonin are illustrated in Fig. 1. As we
expected, mean nocturnal concentrations of melatonin were
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Fig. 1. Light/dark pattern in serum levels of healthy subjects:
melatonin (A) and neopterin (B). Blood samples were collected at
09:00 hr (light period) and 14:00 hr (dark period). Bars represent
the mean + S.D. of 75 subjects.



significantly higher than those found during the light period
of the day (P < 0.001) in healthy subjects (Fig. 1A). On
the contrary. the neopterin serum concentrations observed
at 09:00 hr were significantly higher that those found
during the dark phase (P < 0.05) in healthy subjects
(Fig. 1B).

We found that circadian changes ol melatonin may be
responsible, at least in part, for light/dark variations of
endogenous neopterin production in healthy human sub-
jects. The immune system and inflammatory responses are
affected by the circulating melatonin levels [7-9]. Biopterin
1s an essential enzymatic cofactor for tryptophan hydroxy-
lase, an enzyme which plays an important role in neuro-
transmitters synthesis and it is a regulatory point in the
melatonin synthesis pathway. It has been suggested a
modulatory role of some pteridine compounds on the
enzymes of the indole metabolism in the pineal gland [10].
In addition to this, melatonin is an effective downregulator
of biopterin synthesis because of its eflects on both the
direct inhibition of cathalytic activity ol the guanosine
triphosphate cyclohydrolase [ and the downregulation of'its
gene expression [11].

Auzeby et al. [12] have demonstrated a circadian rhythm
of urinary neopterin of large amplitude in healthy subjects,
with a peak at 06:30 hr. In the present study. a diurnal
variation of serum mneopterin was detected i healthy
subjects under baseline conditions. Likewise, Leévi et al.
[3] have reported circadian variations in circulating
T-lymphocytes subtypes (all T, T helper lymphocytes and
for the T helper/T suppressor-cytoloxic ratio), with a peak
at 04:30 hr, with the similar pattern to serum melatonin and
neopterin in this study. These data have been supported by
other authors that demonstrate how melatonin may
modulate the number of T lymphocytes and the macro-
phage activation [13].

For all, our results suggest that neopterin serum levels
may be influenced, at least in part. by the circadian
secretion of melatonin in healthy subjects. This study
contributes to show the regulatory eflects ol melatonin on
immune responses and supports another physiological link
between the neuroendocrine and the immune systems.
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