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RESUMEN

Antecedentes. La insuficiencia cardiaca cronica (ICC) es un padecimiento que
ocasiona alta morbilidad y mortalidad. Se ha involucrado al incremento en niveles
circulantes y expresion tisular del factor de necrosis tumoral a (TNFa) en la patogenia
de esta enfermedad. La produccion de esta citocina podria verse influida por la
presencia de variantes alélicas en los polimorfismos -238 y -308 del gen TNFA. Por otro
lado, la disminucion de los efectos de TNFa sobre el miocardio podria ser un blanco
terapéutico.

Objetivos. Determinar: niveles séricos de TNFa y la frecuencia de polimorfismos de los
sitios -238 y -308 del promotor del gen TNFA en pacientes con ICC y controles,
Determinar si la inhibicion de TNFa con talidomida mejora parametros clinicos y
ecocardiograficos en pacientes con ICC.

Pacientes y métodos. Se incluyeron 128 pacientes con ICC y 55 controles sanos. Se
realiz6 valoracién clinica, ecocardiograma y muestra de sangre al inicio, y al final del
estudio solo a los pacientes. Se determin6 TNFa sérico por ELISA, se determinaron los
polimorfismos de TNFA -238 y -308 a partir de DNA gendémico por PCR-RFLP, las
variables categoricas se analizaron con Chi cuadrada y las numéricas con t de Student;
se realiz6 regresion lineal para variables continuas, se utilizo6 ANOVA y Kruskal Wallis
para analizar los efectos de los genotipos en los niveles séricos de TNFa .

Resultados. Se encontraron concentraciones elevadas de TNFa en pacientes con ICC,
y se asociaron con menor fraccién de expulsion del ventriculo izquierdo (FEVI), peor
clase funcional, cardiopatia isquémica, insuficiencia renal cronica (IRC) e hipertension
arteiral sistémica (HAS); el uso de talidomida no tuvo efectos sobre los parametros
clinicos ni ecocardiograficos de los pacientes; no se encontré asociacion de los
polimorfismos de TNFA con la presencia de ICC.

Conclusiones. Los pacientes con ICC tienen elevacion de TNFa circulante y esto no se
asocia a los polimorfismos genéticos estudiados. Los niveles altos de TNFa se asocian
con peores parametros ecocardiograficos, cardiopatia isquémica y comorbilidades; el

tratamiento con talidomida no tuvo efectos benéficos en nuestros pacientes con ICC.



ABSTRACT

Background. Chronic heart failure (CHF) has high morbidity and mortality. Increased
TNFa serum levels and tissue expression have been involved in CHF pathogenesis.
TNFa production may be influenced by TNFA gene promoter polymorphisms (-238 and -
308). TNFa inhibition may be a therapeutic target in CHF patients.

Objectives. To determine serum TNFa levels and TNFA gene promoter polymorphisms
in -238 and -308 locations in CHF patients; and to determine if TNFa inhibition using
thalidomide improves clinical and echocardiographic parameters in CHF patients
Patients and methods. We included 128 CHF patients and 55 healthy individuals. We
performed basal and follow-up clinical evaluation, echocardiogram and serum TNFa
levels (ELISA). TNFA -238 and -308 gene polymorphisms were determined by PCR-
RFLP. Categorical variables were analyzed using Chi square, numerical variables were
analyzed using Student’s t test; lineal regression, ANOVA and Kruskal Wallis analyses
were used for continuous variables and for TNFa serum level correlations.

Results. CHF patients had higher TNFa serum levels than controls and there was
association of increased TNFa serum levels with worse left ventricle ejection fraction
(LVEF), worse functional class, ischemic heart disease, chronic renal failure (CRF) and
systemic hypertension. Thalidomide did not improve clinical or echocardiographic
variables; there was no association of TNFA gene polymorphisms -238 and -308 with
the presence of CHF.

Conclusions. CHF patients have higher TNFa serum levels than healthy controls and
they do not correlate with the polymorphisms that we measured in our population.
Higher TNFa serum levels were associated to worse echocardiographic parameters,
with ischemic heart disease and comorbidities; thalidomide use in our CHF patients

showed no benefit.



INTRODUCCION

Definicién y generalidades

La insuficiencia cardiaca cronica (ICC) es un sindrome complejo, resultado de dafio
estructural o funcional al corazon, que provoca disminucion en la funcion de bomba del
corazon o aumento en las presiones de llenado en reposo y/o estrés, y disminucién en
la perfusion sistémica necesaria para mantener las demandas metabdlicas del
organismo. Los pacientes con esta patologia desarrollan sintomas como disnea y fatiga
y signos como retencidn hidrica y hepatomegalia. Hay muchos métodos para evaluar a
los pacientes con insuficiencia cardiaca, pero no hay una prueba diagnéstica Unica,
debido a que el diagnostico es eminentemente clinico y se basa en una historia clinica
cuidadosa y el conjunto de datos obtenidos en estudios paraclinicos de apoyo, como el
ecocardiograma, y marcadores séricos, como la porcion amino terminal del péptido

cerebral natriurético (NT pro-BNP). (1)

Se clasifica en clases funcionales segun el deterioro clinico del paciente (clasificacion
de la asociacion del corazén de Nueva York (NYHA por sus siglas en inglés) (2):

I. Pacientes con cardiopatia y sin limitacion en sus actividades fisicas

Il. Pacientes con cardiopatia que se traduce en limitacion ligera de sus actividades
fisicas. Los sintomas de ICC aparecen con actividades ordinarias pero no hay
sintomas en reposo.

lll. Pacientes con cardiopatia que resulta en limitacion marcada de la actividad
fisica. Los sintomas de ICC aparecen con actividad fisica menor a la
ordinaria, pero no hay sintomas en reposo.

IV. Pacientes con cardiopatia que no pueden realizar ninguna actividad fisica sin

molestias. Los sintomas de ICC aparecen incluso en reposo.

Asimismo, de acuerdo a la historia natural de la enfermedad, la Fundacin del Colegio
Americano de Cardiologia y las Guias de la Asociacibn Americana del Corazén

propusieron la siguiente clasificacion (3):



Estadio A. Paciente en riesgo alto de ICC pero sin enfermedad estructural en el corazén
ni sintomas de insuficiencia cardiaca. Los factores de riesgo son cardiopatia isquémica,
tabaquismo, hipertension arterial sistémica, obesidad, diabetes y valvulopatia.

Estadio B. Dafo estructural en el corazén pero sin signos o sintomas de insuficiencia
cardiaca. Este estadio incluye pacientes en clase funcional | de NYHA, sin sintomas ni
signos anteriores ni actuales de ICC.

Estadio C. Dafio estructural en el corazon, con sintomas anteriores o actuales de ICC.
Este estadio incluye pacientes en cualquier clase funcional de NYHA (incluyendo clase |
con sintomas previos)

Estadio D. |Insuficiencia cardiaca refractaria, que requiere intervenciones
especializadas. Este estadio incluye a pacientes con clase funcional IV de NYHA con
ICC refractaria.

Esta clasificacion enfatiza la naturaleza progresiva del padecimiento y define el

abordaje terapéutico apropiado para cada etapa.

Las causas de la ICC son diversas y no son objeto de discusion de este documento;
basta decir que incluyen alteraciones que afectan al pericardio, miocardio, endocardio,

valvulas cardiacas, vasos sanguineos cardiacos y metabolismo del corazon.

Hay dos mecanismos fisiopatogénicos miocardicos basicos que causan disminucion del
gasto cardiaco (2):

a) Disfuncién sistélica, en la cual hay disminucién de la fracciébn de expulsién del
ventriculo izquierdo (FEVI) por debajo de 40%. La causa mas comun de
disfuncion sistélica es la cardiopatia isquémica, seguida de miocardiopatias
dilatadas idiopaticas, hipertensién arterial y valvulopatias.

b) Disfuncién diastdlica, en la cual la FEVI es normal o limitrofe, pero hay
alteraciones en la funcion diastolica. Las causas mas comunes son hipertension
arterial sistémica, cardiopatia isquémica, cardiomopatia obstructiva hipertréfica y

las cardiomiopatias restrictivas.



Epidemiologia

El envejecimiento de la poblacion y la mejoria de la sobrevida de pacientes con
padecimientos cardiacos, debido a la innovacion en los tratamientos para cardiopatias
de diversas etiologias, han provocado aumento en la prevalencia de la insuficiencia
cardiaca cronica. A pesar de la disponibilidad de tratamientos mas efectivos, la
mortalidad de los pacientes con ICC continda siendo alta, lo cual hace que sea
prioritaria la deteccion temprana de este padecimiento en personas susceptibles, que

se beneficiarian de medidas preventivas. (4).

La IC afecta aproximadamente a 5.1 millones de estadounidenses y a mas de 23
millones de personas en el mundo, con 550,000 nuevos casos reportados anualmente,
solamente en Estados Unidos de América (5). La prevalencia aumenta con la edad y se
ha ido incrementando en las Utlimas décadas segun registros en Estados Unidos de
Ameérica (6, 7).

Datos obtenidos de la Organizacién Mundial de la Salud indican que en Latinoamérica
existe prevalencia alta de los factores de riesgo asociados a ICC; esto es
particularmente preocupante en nuestro pais, donde sabemos que la diabetes mellitus,
la hipertension arterial sistémica, el tabaquismo y la obesidad tienen prevalencias

elevadas y se han ido incrementando en los ultimos afios (8).

Existen escasos estudios epidemioldgicos sobre IC en nuestro pais, pero los datos
disponibles indican que la cardiopatia isquémica (47%) y la cardiomiopatia dilatada
idiopética (44%) son las 2 causas principales de insuficiencia cardiaca en México (9).
Asimismo, la insuficiencia cardiaca es una causa importante de hospitalizacion y
mortalidad en Latinoamérica, particularmente en adultos mayores. La duracion de la
hospitalizacion por ICC es mayor en Latinoamérica que en EUA y Canada, y la
mortalidad es heterogénea entre los paises y entre los sistemas de hospitalizacion, es
mayor en hospitales publicos, lo cual refleja la disparidad en el acceso a los servicios de

salud en esta region del mundo (5-9).



Etiopatogenia

La ICC es un sindrome que resulta de interacciones mecéanicas, moleculares,
endocrinolégicas y del sistema nervioso, con repercusiones hemodindmicas complejas
(10). Los avances en el tratamiento de la IC y su temprana intervencion pueden
prevenir o retrasar la progresion, y seguramente mejorarian la expectativa de vida (11)

(Figura 1).
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Figura 1. Relacién entre vias neurohumorales y mecdanicas que desencadenan en la

presencia y desarrollo de insuficiencia cardiaca

Los principales determinantes del volumen expulsado por el ventriculo izquierdo son la
precarga (retorno venoso y volumen al final de la diastole), la contractilidad miocardica
(la fuerza generada con un volumen determinado al final de la diastole) y la postcarga
(la impedancia aértica y el estrés de la pared vascular) (12). Las alteraciones en
cualquiera de estas variables, conducen a alteraciones en la relacion entre la presion, el
volumen vy el flujo, que conducen a la incapacidad del corazén de generar un gasto

cardiaco suficiente para mantener las demandas fisiologicas del organismo (Figura 2).



Normal Disfuncion Sistdlica  Disfuncion diastdlica

Auricula Auricula
derecha g
Diastole
(llenado)
Ventriculo
derecho Ventriculo
izq
Lienado adecuado de Los ventriculos dilatados se Los ventriculos rigidos se
ventriculos con flujo sanguineo llenan de sangre llenan con menos sangre de
lo normal
)
Los ventriculos bombean Los ventriculos bombean Los ventriculos bombean
aproximadamente 60% menos de 40% de Ia sangre aproximadamente 60% de
de fa sangre del VI Ia sangre, pero la cantidad

es menor a la normal

Figura 2. Alteraciones mecanicas principales en disfuncion sistdlica y diastolica.
Modificado de Ross J. Jr, Braunwald E. Control of cardiac performance. En: Handbook
of Physiology, vol 1, The Heart, Williams & Wilkins, Baltimore 1980. p.533.

Mas alla de los factores mecanicos, existen evidencias experimentales y clinicas que
demuestran que diversas citocinas, como el Factor de necrosis tumoral o (TNFa), la
Interleucina 1 (IL-1) e IL-6, participan en la fisiopatologia de la ICC (13, 14).
Particularmente el TNFa y su receptor soluble, pueden jugar un papel importante en la
progresiéon de la ICC (15, 16, 17, 18). El TNFa es una citocina proinflamatoria, con
multiples efectos bioldgicos. La elevacion de los niveles plasméaticos del TNF ocurre en
una variedad de enfermedades cardiovasculares que incluyen miocarditis aguda,
rechazo a transplante cardiaco (19), infarto del miocardio e ICC (18, 20, 21). La



sobreexpresion del factor de necrosis tumoral en tejido cardiaco en ratones
transgénicos ocasiona hipertrofia ventricular, cardiomiopatia dilatada, inflamacion

intersticial, fibrosis, disminucion de la respuesta adrenérgica y muerte prematura (22).

Por otro lado, los niveles séricos del TNF se relacionan con la severidad de la ICC
medida por clase funcional de la NYHA, representando un marcador prondstico (20,
23). El miocardio normal no expresa TNF, sin embargo, el incremento en la presion
diastolica final del ventriculo izquierdo (PDFVI) puede ser estimulo para desencadenar
su produccion, lo cual mediante la induccién de apoptosis (24, 25) y de un efecto
inotrépico negativo directo mediado por receptores miocardicos (26), facilita la aparicion
de disfuncién ventricular a largo plazo, incremento en PDFVI y mayor produccion

miocardica de TNF, llevando a dilatacion ventricular (27, 28) (Figura 3).
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Figura 3. Miocardiocitos murinos normales (A) y con insuficiencia cardiaca (B) tefidos
con anticuerpos monoclonales contra TNFa. (Torre-Amione et al. Circulation 1999;
100:1189-93).



Ademas, esta citocina es capaz de producir dafio miocardico por otros mecanismos
como es la induccion de la o6xido nitrico sintetasa, incremento de amino&cidos
transportadores necesarios para la captura de L-arginina (precursor del 6xido nitrico),
induccion e incremento de la produccion de radicales libres de oxigeno, disminucion de
la expresion de canales tipo-L de calcio en miocitos, modulacion e incremento de otras
citocinas como IL-6 e IL-10 (sustancias con efectos cardiotéxicos), asi como disfuncion
endotelial. (29, 30).

Toda esta evidencia indica que la regulacién de la produccién de TNFa podria influir en
la gravedad y progresion de la insuficiencia cardiaca. Parte de esta regulacién podria
explicarse por variantes genéticas que modulen la transcripcion y produccién de esta

citocina.

Genes que codifican el TNFa

El locus del TNFa se encuentra en la regién Il del complejo principal de
histocompatibilidad, en el brazo corto del cromosoma 6 (Figura 4), y esta formado por
los genes para TNFa, TNFp y linfotoxina . Estos genes se han llamado TNFA, TNFB y
LTB (Figura 5) (31, 32).
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Se sabe que TNFA y B son polimoérficos. Se han descrito varios polimorfismos bialélicos
en las regiones promotoras del gen TNFA. En la posicion -308 se encuentra la variante
silvestre: TNF1 que tiene una guanina en dicha posicion, y el TNF2 que tiene una
adenina en esa misma posicion. En la posicién -238 se encuentra la variante silvestre
TNFG que tiene una guanina en dicha posicion y la TNFA que tiene una adenina en
dicha posicion.

Los polimorfismos de las posiciones —308 y —238 (33, 34) se han asociado a
enfermedades autoinmunes e inflamatorias en diversos grupos étnicos. (Tabla 1). tales
como lupus eritematoso generalizado (35), artritis reumatoide (36, 37), enfermedad
inflamatoria intestinal en mexicanos, caucasicos y japoneses (38, 39, 40, 41, 42), rinitis
alérgica (43), asma (44) y choque séptico (45, 46), entre otras, con resultados
controvertidos (47, 48). Asimismo se ha descrito que la variante alélica TNFA*2 (la
menos frecuente, polimorfismo consistente en la presencia de adenina en vez de
guanina en la posicion -308) es mas eficiente como promotor de la produccién de la
proteina que las otras variantes (41, 49, 50, 51), se asocia a niveles mayores de TNFa y
de su enzima convertidora (TACE) (52) y se encuentra en desequilibrio genético
importante con alelos HLA clase I, particularmente con HLA-DR3, dentro del haplotipo
Al, B8, DR3, asociado con autoinmunidad en practicamente todos los grupos étnicos
(50, 53, 54).

Tabla 1. Estudios sobre polimorfismos del promotor del gen de TNF alfa en diversas

enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

Referencia Polimorfismos Poblacion Resultados

Zuniga J 2001 (35) | -308, -238 LEG (mexicanos) Incremento TNF-
238G/Aen LEG Yy
desequilibrio

genético con DRB1

Vinsaco J 1997 (36) | -308, -238 AR (esparioles) Sin asociacion

Maxwell JR 2008 -308 AR (ingleses) en TNF-308A/A'y TNF-




(37) tratamiento con anti- | 238G/A asociados a
TNF mala respuesta a
anti-TNF
Yamamoto JK 2004 | -308, -238, HLA-DR | CUCI (mexicanos) TNF-308A asociado
(38) a CUCI

Koss K 2000 (39)

TNF, LT alfa, IL-10

CUCI (caucasicos

europeos)

Haplotipo TNF
+488G,-238G,-308A
asociado a colitis
extensa y mayor

produccion de TNF

Hirv K 1999 (40)

TNF, HLA-DR, -DQ

CUCI (caucasicos

europeos)

TNFA2 (-308)
asociado a CUCI
ANCA+

Bouma G 1996 (41)

TNF

Ell (caucésicos

europeos)

TNFAZ2 (-308)
menos frecuente en
cucl

Sashio H 2002 (42)

TNF, superfamilia

del receptor TNF

Ell japoneses)

Haplotipo TNF -308
A, -238 G asociado
a CUCI, TNFRSF1B
AT asociado a
Crohn

Fuertes E 2013 (43)

TNF (-308:
rs1800629), TLR2,
TLR4 (rs1927911),
Glutation S

transferasa 1

Rinitis alérgica

(canadienses)

Mayor riesgo de
rinitis alérgica con
TNFA2y TLR4

Yang G 2014 (44)

TNF -308

(meta-analisis)

Asma (asiaticos)

Asociacion de
TNFAZ2 con asma

atopico

Kothari N 2013 (45)

TNF -376, -308, -
238, +489, TNF

Sepsis, choque

séptico (indios)

Mayor frecuencia de

alelo mutante (A) en




suero los 4 SNPs
asociado a sepsis 'y

choque séptico

Paskulin DD 2011 TNF -308 Sepsis (brasilefios) | Sin asociacion

(46)

Ghaderian SM 2011 | TNF-308 y TACE Infarto de Miocardio | Mayores niveles de
(52) (iranies) TNFy TACE en

suero en TNFA2

Existen algunos estudios que han evaluado los niveles séricos y polimorfismos de TNFa
en pacientes con insuficiencia cardiaca de diversos grupos étnicos y con distinta
etiologia (Tabla 2). Por ejempilo, Ito et al evaluaron los polimorfismos -308 de TNFa y el
-1083 de IL-10 en pacientes con cardiomiopatia dilatada idiopatica de origen japonés
(55). Ellos encontraron mayor frecuencia del alelo TNFA2 (adenina en la posicion -308)
en pacientes, comparado contra controles sanos (13.5% vs 3.0%, p=0.0084); también
encontraron incremento en los niveles séricos de TNFa en pacientes, sin predominio en
el grupo con el polimorfismo TNFA2. En el estudio de Kubota et al se evaluaron los
polimorfismos -308 y +252, lo mismo que TNFa circulante en 2 grupos de pacientes
caucasicos y controles, con insuficiencia cardiaca de diversas etiologias (56); sin
ninguna diferencia significativa en los polimorfismos ni en los niveles séricos de TNFa
entre pacientes y controles. El estudio de Densem et al (57) evalud la frecuencia del
polimorfismo -308 del TNFa en pacientes con insuficiencia cardiaca terminal, que
fueron sometidos a trasplante cardiaco, y en sujetos sanos; si bien no se encontraron
diferencias entre los 2 grupos globales, se observé que los pacientes con insuficiencia
cardiaca de origen viral o idiopatico, tuvieron mayor frecuencia del alelo TNFA2
(adenina en la posicion -308), que aquellos con insuficiencia cardiaca de origen
isquémico (37% vs 26%, p=0.03) y los controles sanos (37% vs 27%, p=0.05). Bruggink
et al (58) encontraron resultados similares en un grupo de pacientes con cardiomiopatia
dilatada e isquémica; sus 90 pacientes con ICC mostraron niveles séricos mas altos de

TNF que los controles, y mayor frecuencia de TNF2 (A en posicion -308) en pacientes




con cardiomiopatia dilatada (resultado marginal); no hubo diferencia entre grupos para
los otros polimorfismos (-238, -244). Spinarova L y Cols. (59) no encontraron relacién
de los polimorfismos de TNF alfa (-308 y -238) ni de endotelina, con la presencia de
insuficiencia cardiaca, ni con niveles séricos de TNFa o endotelina en 266 pacientes
con ICC. Gerasimova y Cols. (60) evaluaron los polimorfismos -238 de TNFA y -174 de
IL-6 en 151 pacientes rusos con insuficiencia cardiaca; este es el Unico estudio que ha
mostrado asociacion de la presencia del alelo A (-238) de TNFA con desenlaces
desfavorables en pacientes con ICC; en su estudio, la presencia de dicho alelo se
asocié con menor tiempo hasta descompensacion de la ICC y menor sobrevida.
Respecto a otras etiologias de insuficiencia cardiaca, un par de estudios en pacientes
con cardiomiopatia dilatada por enfermedad de Chagas mostraron resultados
controvertidos: Drigo y Cols. reportaron que el polimorfismo -308 no tiene relacion con
la presencia de cardiomiopatia dilatada por Chagas (61), pero si se asocia a menor
sobrevida (RR 2.28, p=0.02) en pacientes brasileiios con el alelo A (TNF2) en la
posicion -308 (62).

Tabla 2. Estudios sobre niveles séricos y polimorfismos de TNF alfa en pacientes con

insuficiencia cardiaca.

Referencia Polimorfismos y Poblacién Resultados

otras mediciones

Ito M 2000 (55) TNF -308 Cardiomiopatia Asociacion con
IL-10 -1083 dilatada (japoneses) | TNFA2 (adenina)
-TNF suero Elevacion TNFa
Kubota T 1998 (56) TNF -308, +252 ICC (caucasicos Sin asociacién
EU), diversas
-TNF suero causas
Densem CG 2002 TNF -308 ICC diversas causas | TNFA2 asociado a
(57) (ingleses) viral e idiopatica
Bruggink AH 2008 TNF -308, -238, - | ICC dilatada e TNFA2 (-308) mas

(58) 244 isquémica frecuente en




-TNF suero (caucasicos en dilatados
Europa) Elevacion TNFa
Spinarova L 2008 TNF -308, -238, ICC diversas causas | Sin asociacion
(59) endotelina (caucasicos en
-TNF y endotelina | Europa)
en suero
Gerasimova ON TNF -238, IL-6 - ICC diversas -238A asociado a
2015 (60) 174 causas, (rusos) menor sobrevida
Drigo SA 2007 (61) TNF -308 Cardiomiopatia Sin asociacion
dilatada por Chagas
(brasilefios)
Drigo SA 2006 (62) TNF -308 Cardiomopatia TNFA2 (-308)

dilatada por Chagas

asociado a menor

(brasilefios) sobrevida en
presencia de

cardiomiopatia

La discordancia en los resultados de estos estudios puede explicarse, en parte, por
diferencias en la seleccion de pacientes y la diversidad en la etiologia de la insuficiencia
cardiaca (63). Los estudios que mostraron alguna asociacion fueron aquellos que
tenian pacientes con etiologias mas homogéneas de la insuficiencia cardiaca.

Factor de necrosis tumoral a como potencial blanco terapéutico para
insuficiencia cardiaca cronica

Debido a la evidencia de la participacion de TNFa en la fisiopatologia de la insuficiencia
cardiaca cronica, a finales de la década de los noventa y principios del milenio se
planteé que el TNFa pudiera ser blanco de nuevas estrategias terapéuticas en estos
pacientes. El uso de inhibidores en su sintesis podria ser eficaz para prevenir la

progresion de la enfermedad. En ratones transgénicos, con sobreexpresion de TNF, la




neutralizacion de esta citocina, mediante de la expresion del dominio extracelular del
receptor de TNF, disminuy6 la inflamacion miocéardica con disminucion del didmetro del
ventriculo izquierdo al final de la diastole (22). Algunos estudios pequefios en humanos

mostraron resultados alentadores, con el uso de etanercept en pacientes con ICC (64).

La talidomida es un farmaco derivado del acido glutdmico, producido por primera vez en
Alemania en 1954, usada inicialmente como antiemético, sedante e hipnotico durante el
embarazo (65, 66, 67); su uso se relacion6 con la aparicion de defectos congénitos,
particularmente focomelia, en 12,000 recién nacidos, por lo que fue retirado de los
mercados internacionales en 1961 (68, 69). Se ha descubierto que tiene efectos anti-
angiogénicos (70) y anti-inflamatorias (71, 72). Es ahora utilizada en pacientes con
cancer (glioblastoma multiforme, hepatocarcinoma), transtornos mieloproliferativos
(mieloma multiple), transplante de médula ésea, enfermedades autoinmunes y en
diversas enfermedades dermatolégicas (lepra, enfermedad de Behcet, aftosis oral,
eritema multiforme recurrente, prarigo nodular, pioderma gangrenoso, Ulceras orales y
esofagicas relacionadas con el virus de la inmunodeficiencia humana, lupus cutaneo,
vasculitis cutanea) (73). En 1984 se describieron los efectos inmunomoduladores de
talidomida, al inhibir la fagocitosis de leucocitos polimorfonucleares, asi como la
quimiotaxis en cultivo de monocitos (74), sugiriendo que estas propiedades podrian
ayudar a explicar las propiedades anti-inflamatorias. En 1991 se demostré que la
talidomida es un potente inhibidor del factor de necrosis tumoral a (TNFa), en
monocitos humanos in vitro como in vivo (75). La talidomida es capaz de disminuir el
TNF o en un 50 a 80 % al acortar la vida media de su RNAm (76, 77, 78); otras
propiedades inmunomoduladoras de la talidomida son la inhibicion de la respuesta
proliferativa de linfocitos a estimulos mitégenos (79), disminucion de la relacién de
linfocitos CD4/CD8 (80), inhibicion de la replicacion del VIH tipo 1 en monocitos
infectados, atribuido en parte al papel del TNF a en la activacion del VIH-1 (81, 82), lo
mismo que estimulacion de la respuesta de células T y de produccion de IL-12 en

pacientes con VIH (83).



Desde el afilo 2000, Davey y Cols. (84) y otros autores plantearon la posibilidad de
utilizar talidomida como tratamiento en pacientes con insuficiencia cardiaca, debido a
sus efectos inmunomoduladores, particularmente la inhibicion de la produccion de
TNFa. Hasta el momento en el que se inici6 este protocolo, sélo habia estudios
preclinicos y clinicos con muy pocos pacientes en los que se utilizé talidomida como
tratamiento para pacientes con ICC; por ejemplo Agoston y Cols. evaluaron el efecto de
talidomida en miocitos cardiacos que recibieron un reto con lipopolisacaridos y en 7
pacientes con insuficiencia cardiaca, encontrando que la talidomida disminuy6 la
biosintesis de TNFa en miocitos expuestos a este farmaco, y fue segura en dosis bajas
en pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada (85), por lo que nosotros propusimos
valorar la eficacia terapéutica de la talidomida en la progresion de la ICC, al disminuir la
actividad del TNFa en un ensayo clinico. Paralelamente, en ese tiempo se estaba
evaluando el uso de farmacos anti-TNF como etanercept para pacientes con ICC. Los
resultados iniciales fueron alentadores ya que mostraron que los farmacos anti-TNF

disminuyeron los niveles séricos en pacientes con ICC (86).



JUSTIFICACION

1. Se desconoce si los polimorfismos del promotor del gen TNFa asociados a mayor
produccion de esta citocina (-308A-G y -238), se encuentren asociados a la presencia y
gravedad de la insuficiencia cardiaca cronica en pacientes mestizos mexicanos.

2. Se desconoce si los niveles séricos de TNFa en pacientes con insuficiencia cardiaca
cronica se asociaran a los polimorfismos del promotor del gen de TNFa -308 y -238.

3. Se desconoce si los polimorfismos del gen TNFa se encuentran en desequilibrio
genético con los genes HLA-B y HLA-DRBJ1 en estos pacientes.

4. Se desconoce si los pacientes con insuficiencia cardiaca mejoraran su clase
funcional y otros parametros ecocardiogréaficos con el tratamiento con talidomida. Esta
parte estudio va encaminado a la busqueda de nuevas opciones de tratamiento para
insuficiencia cardiaca crénica que permita limitar la progresion y mortalidad de este

padecimiento.



HIPOTESIS

1. La distribucién de frecuencias génicas de los alelos de TNFA, sera diferente en
los pacientes con ICC, comparada con el grupo control, y los alelos asociados a
mayor actividad promotora de transcripcion, se encontraran sobrerrepresentados
en los primeros.

2. Los niveles séricos de TNFa se encontraran elevados en pacientes con ICC
comparados con controles, y se encontraran mas elevados en pacientes
portadores de polimorfismos asociados a mayor produccion de TNFa (adenina
en posicion -308 —alelo TNF2- y adenina en posicion -238 —alelo TNFA-).

3. De encontrarse diferencias en los polimorfismos de TNFa entre pacientes y
controles, el efecto del polimorfismo de TNFa sera independiente al desequilibrio
genético de este gen con el HLA-DR y HLA-B.

4. Los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica que reciban talidomida
mostraran mejoria de la gravedad de la insuficiencia cardiaca medida con la
clase funcional de la NYHA, asi como con parametros ecocardiograficos
(fraccion de expulsion, fraccion de acortamiento y de las dimensidnes

ventriculares) al compararse con los controles.



OBJETIVOS

1. Determinar la frecuencia de los polimorfismos genéticos de las regiones
promotoras del gen TNFA (-238 y —308), en pacientes con insuficiencia cardiaca
cronica, y compararlas con controles sanos.

2. Si se encuentra asociacién con el gen TNFA, determinar la frecuencia de los
genes HLA-B y HLA-DR en pacientes y controles para obtener el desequilibrio
genético con los genes de TNF y su posible influencia adicional en el desarrollo
de la enfermedad.

3. Determinar niveles séricos de TNFa en pacientes con insuficiencia cardiaca
cronica y controles para compararlos entre estos grupos, asi como entre
pacientes con ICC con los diferentes polimorfismos de TNF medidos.

4. Determinar el efecto de la administracion de talidomida en la clase funcional
(segun la NYHA), fraccion de expulsion, fraccibn de acortamiento y de las
dimensiones ventriculares en pacientes con insuficiencia cardiaca cronica clase

funcional II, 1lI, 1V.



PACIENTES Y METODOS

El estudio tuvo 2 fases:

a) Primero una fase transversal en la que se midieron niveles séricos y
polimorfismos genéticos del promotor del gen TNF alfa en pacientes con ICC y
sujetos sanos.

b) Fase prospectiva, aleatorizada, abierta, controlada con placebo, para evaluar el
efecto de talidomida en parametros clinicos y ecocardiograficos en pacientes con

insuficiencia cardiaca congestiva.

Pacientes

Se incluyeron 128 pacientes mayores de 18 afios de edad con insuficiencia cardiaca
secundaria a cardiopatia isquémica o dilatada, con clase funcional I-IV (New York Heart
Association) que se encontraban en vigilancia en la consulta de la Clinica de
Insuficiencia Cardiaca del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién, con
tratamiento estandar (diuréticos, inhibidores de ECA o antagonistas de los receptores
de angiotensina Il, digitalicos) estable en los 2 meses previos a la aleatorizacion, con
fraccion de expulsiébn menor de 40%. Todos los pacientes, asi como 2 generaciones
previas fueron nacidos en México. El reclutamiento fue de mayo de 2004 a abril de
2005. Para el ensayo clinico se incluyeron sélo pacientes con clase funcional IlI-1ll en el
momento de la inclusién (80 pacientes). Este protocolo fue aprobado por el comité de
ética del INCMNSZ vy los pacientes firmaron una carta de consentimiento informado;
todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a los contenidos de la declaracion de

Helsinki.

Los criterios de exclusion fueron: infarto agudo al miocardio o angina inestable dentro
de los 90 dias anteriores al inicio del estudio, contraindicacion para tratamiento con
talidomida (infecciones graves, sistémicas o locales, hipersensibilidad, embarazo,
neuropatia periférica), uso de farmacos inmunomoduladores, como cloroquina,
metotrexate, azatioprina, ciclofosfamida, leflunomida, anti-TNFalfa o prednisona (o su

equivalente; mas de 15 mg/d por mas de 30 dias), pacientes con insuficiencia cardiaca



secundaria a abuso de alcohol, trasplante cardiaco, desfibriladores implantables,
procedimientos como cirugia de revascularizacion arterial coronaria o angioplastia en
los pasados 4 meses, mujeres en edad fértil, embarazo (éste ultimo fue criterio de

exclusion y de eliminacién), lactancia.

A los pacientes con IC se les realiz6 una evaluacion clinica basal, mensual, y a las 24
semanas y se incluyeron en una base de datos que contiene: lugar de residencia, edad,
sexo, origen étnico, causa de insuficiencia cardiaca, historia de infarto agudo
miocardico (IAM), enfermedades co-existentes, medicamentos utilizados, clase
funcional de la NYHA, niveles de TNFalfa en sangre, alelos de TNF-308 y TNF-238
(s6lo en determinacién basal), parametros ecocardiograficos (DdfVI, DsfVI, distancia E-
S, Fracciéon de acortamiento y Fraccion de expulsion). También se registraron niveles
de catecolaminas, endotelina | y troponina que forman parte de la evaluacion de la

Clinica de Insuficiencia Cardiaca.

Después de la evaluacion basal, los pacientes con insuficiencia cardiaca clase funcional
[I-1ll fueron aleatorizados, en proporcién 3:1 respecto al grupo control para recibir
tratamiento habitual (60 pacientes) o tratamiento habitual mas talidomida (20
pacientes). La dosis inicial de talidomida fue de 100 mg/dia. Si esa dosis fue bien
tolerada durante 10 dias, la dosis se aumentaba a 100 mg cada 12 horas, hasta
completar 24 semanas. Los pacientes fueron vistos cada mes por un médico
cardidlogo, quien realizaba una evaluacién clinica y registraba sintomas, clase funcional
y se evaluaban los efectos adversos de la talidomida: alopecia, amenorrea,
constipacién, clonus, mareo, edema, cefalalgia, irritabilidad, letargia, leucopenia,
nausea, prurito, datos clinicos de neuropatia sensorial, taquicardia, bradicardia,
xerostomia; los efectos adversos y cambios en los valores de laboratorio fueron
medidos sobre la escala de Common Toxicity Criteria of the National Cancer Institute.
La administracién de talidomida y su seguimiento se realiz6 acorde a las guias para
administracion de talidomida (87, 88, 89, 90).



De acuerdo con las recomendaciones de la Asociacion Americana del Corazén/Colegio
Americano de Cardiologia (AHA/ACC) y el grupo de trabajo de la Sociedad Europea de
Cardiologia (ESC), los pacientes continuaron recibiendo tratamiento farmacologico
estandar para insuficiencia cardiaca: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, bloqueadores de receptores de angiotensina, beta bloqueadores,
antagonistas de receptor de aldosterona, antagonistas de canales de calcio, digoxina y
diuréticos (91, 92)

Los controles para la determinacion de polimorfismos genéticos y para niveles séricos
de TNFa fueron 55 sujetos sanos, pareados por edad (+5 afios), género y grupo étnico,
provenientes del banco de sangre del Instituto, que firmaron el consentimiento

informado para la toma de muestra de sangre para extraccion de DNA.

Determinacion de TNF alfa sérico

Se tomaron 5 ml de sangre venosa periférica basales (pacientes y controles sanos) y
después de 24 semanas de tratamiento (sélo pacientes). Todas las muestras se
centrifugaron para separar el suero y éste fue almacenado a -70°C hasta su
procesamiento. Las concentraciones séricas de TNF alfa se determinaron por ELISA
(kit Quantikine de TNF alfa humano, R&D Systems). (93).

Ecocardiograma

A todos los pacientes se les realizd un ecocardiograma transtoréacico dentro de los 30
dias previos a su inclusion al estudio. Se realizaron ecocardiogramas bidimensionales,
de angulo amplio, en decubito lateral izquierdo, con un equipo Hewlett Packard Sonos
5000 del Departamento de Cardiologia del INCMNSZ. Se obtuvieron multiples tomas y
se seleccionaron las: apicales de cuatro camaras y apicales de dos camaras para
evaluacion. El eje largo del ventriculo izquierdo se midi6 al final de la diastole y se
consider6 como el eje axial a la mayor medicibn en cualquiera de las dos vistas

apicales.



Los parametros ecocardiograficos se estimaron con férmulas estandar de acuerdo a las
recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografia. El ecocardiografista
fue el mismo para todos los estudios y estuvo cegado al tratamiento de los pacientes.

Determinacion de polimorfismos de TNF alfa

Se tomaron muestras de 5-10 ml de sangre venosa periférica con EDTA y se aisl6 DNA
gendmico por el método de expulsion salina, como se ha descrito previamente (94).
Brevemente:

1. Lisis de eritrocitos: se tomaron 5-10 ml de sangre venosa periférica en EDTA y
se mezclaron con 10 ml de solucién de lisis de eritrocitos (pH 7.5; sucrosa 0.32
M, Cloruro de magnesio (MgClI2) 5 micromolar en agua, tris-HCI 12 micromolar),
y 250 microlitros de tritdn; se mezclé y centrifugd por 10 min a 3000 RPM. Se
desecho el sobrenadante por decantacion.

2. Lisis y precipitacion de proteinas: El botdn se resuspendié con 1600 microlitros
de solucion que contenia proteinasa K (10 mg/ml) y buffer de proteinasa K
(Cloruro de sodio —NaCl- 0.375 M + EDTA 0.12 M; pH 8), lo mismo que 100
microlitros de sulfato dodecilsulfato (SDA) al 20%. La suspension se incubd a
55°C durante 15 minutos y después se agregaron 600 microlitros de NaCl 5M y
se mezcl6 (para precipitar proteinas) y centrifugd durante 10 min a 3000 RPM.

3. Precipitacion de DNA: El sobrenadante se separd en 2 tubos eppendorf, se le
agregaron 500 microlitros de etanol absoluto, para precipitar el DNA, y se agit6
suavemente. Se centrifugd por 10 min a 14,000 RPM, para precipitar el DNA y se
agregd 1 ml de etanol frio al 70%. Se mezcldé y se colocé en la camara de
desecacion durante 4-24 horas.

4. El DNA desecado se resuspendié en 200 microlitros de agua y se almacend en

refrigeracion hasta su andlisis por técnicas de biologia molecular.

La determinacion de polimorfismos de los promotores del gen de TNF alfa: TNF-238 y
TNF-308, se realiz6 como se ha descrito previamente con reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR-RFLP) (95), brevemente: para el polimorfismo TNF -238 G se
utilizaron los oligonucledétidos sentido 5-AGACCCCCCTCGGAATCG-3’ y antisentido 5’-



CCGGATCATGCTTTCAGTGC-3' (producto de PCR de 447 pares de bases —pb); para
el polimorfismo TNF -238 A se utilizaron los oligonucledtidos sentido &5'-
GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC-3 y antisentido 5-
CACACTCCCCATCCTCCCTGGTCT-3’ (producto de PCR de 209 pb). Como control
positivo se amplifico un fragmento de ADN constante de 608-pb, con oligonucleotidos
sentido 5’-GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC-3’ y antisentido 5'-
CCGGATCATGCTTTCAGTGC-3'. Después de la fase de elevacion de la temperatura
del termociclador, se realizaron 5 ciclos de 94°, 67° y 72°C (60 segundos cada uno),
seguidos de 25 ciclos de amplificacion de 94°, 62° y 72°C (60 segundos cada uno). Los
oligonucledtidos para el polimorfismo TNF1 -308 (caracterizado por la presencia de
guanina en la posicién -308) fueron sentido 5-GGCAATAGGTTTTGAGGGGCGTGG-3
y antisentido 5’-AAGCGGTAGTGGGCCCTGCACCTT-3’ (producto de PCR de 216 pb),
mientras que para el alelo TNF2 -308 (caracterizado por la presencia de adenina en la
posicion -308) utilizamos los oligonucledtidos de sentido 5-
GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC-3 y antisentido 5-
ACCCTGGAGGCTGAACCCCGGCCT-3 (producto de PCR de 139 pb). Como control
interno se amplificé un fragmento de ADN constante de 354 pb con los oligonucleoétidos
de sentido 5-GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTAT-3 y antisentido 5'-
AAGCGGTAGTGGGCCCTGCACCTT-3. El calentamiento del termociclador fue
seguido de 30 ciclos de 94° 62° y 72°C (60 segundos cada uno). Los productos
amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 2% o de poliacrilamida al 12%

tefidos con bromuro de etidio.

Anélisis estadistico

Se construyé una base de datos en SPSS v.20 y se incluyeron datos demograficos,
clinicos, ecocardiogréficos y de laboratorio.

Las variables numéricas se expresaron en media +/- DE. Para el andlisis de dichas
variables se utilizé6 prueba de t de Student, para comparar las medias. Se utilizé un
analisis de regresién lineal, para determinar la relacion entre variables continuas. Las
diferencias entre proporciones de variables categodricas y de polimorfismos de TNF alfa

fueron evaluadas con prueba de chi cuadrada Mantel-Haenszel, utilizando el programa



estadistico EPIINFO. Si el numero de alguna celda de la tabla de 2 x 2 era menor a 5,
se utilizd la prueba exacta de Fisher. Los valores que se consideraron significativos
fueron aquellos con p<0.05 y se corrigieron con el método de Bonferrioni para
comparaciones multiples cuando fue necesario, multiplicando el valor de p por el
namero de comparaciones. Se estimé la raz6n de momios, asi como los intervalos de
confianza a 95%.

Se utilizaron ANOVA vy prueba de Kruskal-Wallis, para analizar los efectos de los
genotipos de TNF en los niveles séricos de TNFa.

Las mismas comparaciones se realizaron después del tratamiento con talidomida.

Las variables dependientes a medir fueron: clase funcional, dimensién de cavidad del
VI, fraccion de acortamiento, fraccion de expulsién por ecocardiograma, concentracion

de niveles séricos de TNFa.



RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 128 pacientes con insuficiencia cardiaca y 55 controles
sanos. Los niveles séricos de TNFa se encontraron dentro del rango de 3.39-15.13
pg/ml. Independientemente de la clase funcional y las caracteristicas ecocardiograficas,
los pacientes con IC tuvieron niveles séricos de TNFa mayores a los sujetos sanos
(6.72 £ 0.2 vs. 5.5 £ 0.2 pg/ml, respectivamente; p= 0.02). Los pacientes con clase
funcional | tuvieron niveles menores de TNFa que aquellos con clases funcionales II-IV
(p=0.05 y p=0.0001, respectivamente), sin embargo, no hubo diferencias entre los
sujetos con clases 11 y 11l

Los analisis univariados y multivariados de las concentraciones séricas de TNFa y las
caracteristicas clinicas de los pacientes con insuficiencia cardiaca se muestran en la
Tabla 3.



Tabla 3. Caracteristicas iniciales de los pacientes con insuficiencia cardiaca cronica

(ICC) de acuerdo con clase funcional.

Clase funcional NYHA

| (n=72) Il (n=37) [l (n=19) Total (128) p

Edad (afios) 58 + 16 50 + 17 62 + 14 59 + 16 0.61
Género (%) M/F 47(66)/25(34) | 17(48)/20(52) | 8(42)/11(58) | 72(56)/56(44) | 0.16
T evolucion (meses) | 18.1+18 105+ 10 17 £ 22 15+18 0.10
DM (%) 29 (40) 23 (63) 12 (62) 64 (50) 0.06
HAS (%) 45 (63) 281(76) 8 (44) 81 (63) 0.73
IRC (%) 21 (29) 12 (33) 9 (47) 42 (33) 0.34
Sobrepeso (%) 27 (38) 15 (40) 6 (33) 48 (37) 0.87
Obesidad (%) 14 (20) 6 (16) 3 (16) 23 (18) 0.90
IMC 26.2+4 254 +4 256 259+4 0.73
DCr (ml/min) 70.5 + 36 68 + 39 68 + 40 69 + 37 0.95
Catecolaminas 706 + 485 1032 + 400 667 + 150 796 + 150 0.64
(pg/ml)
Epinefrina (pg/ml) 42 + 38 32+21 28 £ 23 37 +32 0.27
Norepinefrina (pg/ml) | 532 + 323 528 + 427 389 + 157 510 + 341 0.45
Dopamina (pg/ml) 43 + 96 25+ 22 11+£9.9 33+73 0.38
Colesterol (mg/dl) 184 +44 182 £38 181 £53 183 £43 0.95
TG (mg/dl) 164 + 96 180 + 137 169 + 103 172 +110 0.86
Endotelina (pg/ml) 6.89+5.3 533 563 6.2+4 0.29
TroponinaT(pg/ml) 0.04 £ 0.04 0.05 + 0.09 0.22+0.06 |0.07+0.23 0.05*
Etiologia IC

Dilatada (%) 25 (35) 16 (43) 6 (31) 47 (37) 0.60

Isquémica (%) 41 (57) 18 (48) 12 (64) 71 (55) 0.33

Otra (%) 6 (8) 3(9) 1 (5) 10 (8)
Variables ecocardiograma

FE (%) 43+5 39+6 29+6 37+5 0.05*




FAC (%) 26 £ 8 22+8 20 £ 10 24 +9 0.02*
DAl (mm) 43+9 43+6 44 +9 43+8 0.75
DDVI (mm) 50 +9 52 +10 52 +13 51+ 10 0.60
TRIVI (mseg) 139 + 146 99 + 21 114 + 20 123 + 110 0.32
IC 88+5 8.4+5 102+4 8.8+5 0.59

*Comparacion entre clase funcional | y 11-111

DM: Diabetes mellitus, HAS: hipertension arterial sistémica, IRC: insuficiencia renal

cronica, IMC: indice de masa corporal, DCr: depuracién de creatinina, TG: triglicéridos,

FE: fraccion de expulsion, FAc: fraccion de acortamiento, DAI: diametro de la auricula

izquierda, DDVI: diametro diastdlico del ventriculo izquierdo: TRIVI: tiempo de relajacion

isovolumétrica del ventriculo izquierdo, IC: indice de contractilidad.




En el analisis univariado, encontramos asociacion entre niveles altos de TNFa vy
cardiopatia isquémica, hipertension arterial, insuficiencia renal, ausencia de
miocardiopatia dilatada, fraccion de expulsion, fraccion de acortamiento y depuracion
de creatinina. En el analisis multivariado, las variables asociadas a niveles mas altos de
TNFa fueron menor fraccion de expulsién, peor clase funcional, cardiopatia isquémica
como causa de la insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal cronica e hipertension
arterial (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis univariado y multivariado de las -caracteristicas clinicas,
ecocardiograficas y bioquimicas asociadas con mayores concentraciones de TNFa en

pacientes con insuficiencia cardiaca.

Valor p univariado Valor p multivariado

HAS 0.01 0.05
IRC 0.02 0.02
Clase funcional NYHA 0.01 0.007
Troponina T 0.05 0.49
Variables ecocardiograficas

Fraccion de Expulsiéon 0.0001 0.04

Fraccion de acortamiento | 0.0001 0.49
Etiologia de ICC

Cardiomiopatia dilatada | 0.05 0.47

Cardiopatia isquémica 0.01 0.05

HAS: hipertension arterial sistémica, IRC: insuficiencia renal cronica, NYHA: Asociacion

del Corazén de Nueva York, ICC: insuficiencia cardiaca cronica

Los pacientes con concentraciones mayores de TNFa (>6 pg/ml, la mediana de la
concentracion circulante de TNFa en pacientes con ICC) tuvieron mayores niveles de
epinefrina (p= 0.03), norepinefrina (p= 0.05 limitrofe), menor fraccién de expulsion (p=
0.0001), menor fracciébn de acortamiento (p= 0.003), mayor diametro del ventriculo

izquierdo al final de la diastole (p= 0.02) y menor tiempo de relajacion isovolumétrica del




ventriculo izquierdo (p= 0.02) que aquellos pacientes con menores niveles de TNFa

circulante.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes que entraron al ensayo clinico se muestran

en la Tabla 5. Se incluyeron al ensayo clinico sélo pacientes con clases funcionales II-

[ll, por lo que sdlo 80 de los 128 pacientes del estudio fueron candidatos. Durante el

reclutamiento, 48 pacientes que se encontraron en CF | inicialmente, progresaron a

clases funcionales 1l y Ill. Ambos grupos fueron comparables en cuanto a edad, peso,

indice de masa corporal y niveles séricos basales de TNFa circulante.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas basales de pacientes con insuficiencia cardiaca que

participaron en ensayo clinico

Caracteristicas Grupo control Grupo talidomida valor de p
(n=60) (n=20)

Género, M/F % 51.66/48.33 50/50 0.95

Edad en afios + DE | 60.8 +15.1 65+14.2 0.28

Peso en kg £ DE 64 +13.4 66.5+14.2 0.48

IMC en kg/m?+ DE | 25.8+4.8 2764 0.13

Clase funcional NYHA, n (%)

Il 50 (83.3) 15 (75) 0.36

Il 10 (16.7) 5 (25)

TNF sérico, pg/ml 6.5+1.8 59+0.9 0.16

Etiologia isquémica | 31 (51.6) 10 (50)

Etiologia no | 29 (48.3) 10 (50)

isquémica

M/F= masculino/femenino; DE=desviacion estandar; IMC=indice de masa corporal;

NYHA = Asociacion del Corazén de Nueva York




La Tabla 6 muestra los hallazgos ecocardiograficos basales, los cuales fueron similares
en ambos grupos de pacientes con ICC. Los diametros ventriculares y el grado y
frecuencia de disfuncion sistélica del VI fueron similares. La Unica diferencia fue el
tamafo de la auricula izquierda, que fue mayor en controles que en pacientes que

recibieron talidomida (44.2 £ 7 mm vs 41 + 4 mm, p=0.01).

Tabla 6. Caracteristicas ecocardiograficas basales

Variables Grupo control Grupo talidomida Valor de p
n=60 n=20

DTDVI, mm 54.8 +10.5 549+11 0.97
DTSVI, mm 442 +11 43+11.1 0.67
Septo IV, mm 114+ 26 125+2.8 0.18
Pared posterior, mm 10.28 £2.02 10.11+£2.1 0.82
DDVD, mm 34.6 +12.7 30.8+94 0.16
Auricula izquierda, mm 442 +7 41 +4.3 0.017
TRIVI 112.4 + 28.7 1155+ 179 0.57
PAP, mmHg 50.7+14.2 495+12.3 0.72
FEVI, % 33.7+9.7 36.1+74 0.25
FAc, % 19.8+6.8 18.8+6.2 0.54

DTDVI=diametro del VI al final de la diastole; DTSVI=diametro del VI al final de la
sistole; IV=interventricular; DDVD=diametro diastélico del ventriculo derecho; TRIVI=
tiempo de relajacion isovolumétrica del VI; PAP=presion de la arteria pulmonar;
FEVI=fraccion de expulsion del ventriculo izquierdo; FAc=fraccion de acortamiento



La Tabla 7 muestra el tratamiento que recibian los pacientes para la insuficiencia
cardiaca en ambos grupos. No hubo diferencias significativas de los medicamentos

utilizados entre ambos grupos de comparacion.

Tabla 7. Tratamiento para la insuficiencia cardiaca en ambos grupos de comparacion

Tratamiento Grupo control Grupo talidomida Valor de p
n=60 (%) n=20 (%)

Inhibidores de ECA | 36 (60.3) 12 (61.2) 1.0

Beta bloqueadores | 51 (85) 17 (84) 1.0

ARA I 14 (23) 4 (21) 0.85

ARM 25 (41) 8 (38) 0.93
Diuréticos 38 (64) 13 (65) 0.93
Digital 35 (58) 12 (59) 0.93

ACC 5 (8) 1(7) 0.85
Nitratos 30 (50) 10 (50) 1.0

ECA=enzima convertidora de angiotensina, ARA ll=antagonistas de receptor de
angiotensina tipo Il; ARM=angiotensina de receptor de mineralocorticoides;

ACC=antagonistas de canales de calcio




La clase funcional de la NYHA mejor6 en ambos grupos (Tabla 8) de manera
comparable, y los niveles de TNFa sérico no cambiaron significativamente entre la
medicion basal y el seguimiento, ni entre los pacientes que recibieron o no talidomida
(5.88 £ 0.9 pg/ml antes y 6.49 + 1.82 pg/ml después en el grupo de talidomida, vs. 6.32
+ 1.6 pg/ml antes y 7.94 + 3.8 pg/ml después en el grupo control; p=NS).

Tabla 8. Clase funcional de los pacientes de ambos grupos antes y después del

tratamiento.

Clase funcional | Grupo Control Grupo Talidomida
NYHA n (%) n (%)

antes después antes después
| 0 36 (60)* 0 13 (65)*
Il 50 (83.3) 22 (36.6) 15 (35.3) 6 (30)
1 10 (16.6) 2 (3.33) 5 (11.7) 1 (5)

NYHA=Asociacion del Corazén de Nueva York; *p=0.35

La Tabla 9 muestra los cambios en las caracteristicas ecocardiograficas entre
pacientes y controles, antes y después del tratamiento. Podemos observar que hubo
disminucién marginal en los diametros de las cavidades izquierdas, con diferencias
significativas solamente en el grosor de la pared posterior (PP) del VI, en los pacientes
que recibieron talidomida. La FEVI disminuyé discretamente al final del seguimiento en

ambos grupos, sin encontrarse diferencias significativas.




Tabla 9. Cambios en los parametros ecocardiograficos después del tratamiento en

ambos grupos de pacientes.

Caracteristica | Grupo Control Grupo Talidomida | Porcentaje de cambio | valor p
antes después | antes | después | Control | Talidomida

DTDVI, mm 51.7 +|50.3 +|56.3 £[549 +|-213 £|-2.3%x121 |0.96
11.4 9.9 8.9 9.6 12.9

DTSVI, mm 389 +|353 +[427 +£(413 +£|-097 +|-3.2%16 0.57
11.8 10.8 10.5 12.4 15.5

septo IV, mm 123 +|11.8 +|126 +|119 +|-1.8 +|-3.2+16 0.75
2.5 2.34 2.8 2.7 17.6

PP, mm 111 £|109 £|104 =134 *|-097 +|39.6 = | 0.004
2.2 2.04 2.2 8.4 15.5 104.9

FEVI, % 33.7 +|432 +|36.1 (373 +|838 +13.3+£183 [0.22
9.7 1.3 7.4 10.2 17.7

FAC, % 23.61 £|{269 +£|21.7 £/23+£10 |221 +|11.2+32.1|0.36
8.84 9.5 10 49.3

DTDVI=diametro del VI

sistole; IV=interventricular;

al final de la diastole; DTSVI=diametro del VI al final de la

PP=pared posterior;

FEVI=fracciobn de expulsion del

ventriculo izquierdo; FAc=fraccion de acortamiento; TRIVI= tiempo de relajacion

isovolumétrica del VI




Hubo efectos adversos no graves en ambos grupos, se observéd bradicardia sinusal
sintomética en 4 de los pacientes que recibieron talidomida; esta complicacion, que esta
descrita dentro de los efectos adversos de este medicamento (87-90), desaparecio con

la reduccién de talidomida a 100 mg/d en 3 de los 4 pacientes (Tabla 10).

Tabla 10. Eventos adversos en pacientes que recibieron talidomida y el grupo control

Variable Grupo control Talidomida valor de p
Pérdida de apetito 11 (35.5%) 6 (54.5%) 0.14
Nausea 6 (19.4%) 2 (18.2%) 0.9
Constipacion 9 (29%) 5 (45.5%) 0.19
Xerostomia 5 (16.1%) 3 (27.3%) 0.31
Bradicardia sinusal | - 4 (23.5%) 0.02
sintomatica

Polimorfismos de la region promotora del gen de TNFa

Se analizaron los polimorfismos genéticos del promotor de TNFa, en las posiciones -
308 y -238, en 70 pacientes con insuficiencia cardiaca y 55 controles sanos (Figura 6).
Hubo 2 pacientes de quienes se excluyeron las muestras por no poderse amplificar,
después de varios intentos. Como podemos observar en la Tabla 11, los pacientes con
insuficiencia cardiaca tuvieron mayor proporcion de genotipo A/G del polimorfismo -238
de TNFa, que los controles sanos, pero el andlisis de frecuencias alélicas no mostro
diferencias significativas entre pacientes y controles, por lo que no pudo corroborarse
que el alelo A confiera mayor riesgo de insuficiencia cardiaca en estos pacientes.




Tabla 11. Polimorfismos genéticos del promotor de TNFa en las posiciones -308 y -238

en pacientes con insuficiencia cardiaca y controles sanos.

Insuficiencia Controles Valor | RM (IC 95%)
cardiaca sanos p
(n=70/140) (n=55/110)
N (%) N (%)
Genotipos TNFa
Polimorfismo -308 N=68/136
TNF 1/1 59 (87) 52 (94.5) 0.2 |0.3(0.09-1.4)
TNF 1/2 7 (10) 3 (5.4) 0.5 |1.9(0.4-8.1)
TNF 2/2 2 (3) 0 06 |25(0.2-24.7)
Polimorfismo -238 N=70/140
TNF G/G 56 (80) 51 (92.7) 0.07 |0.3(0.09-1)
TNF G/A 14 (20) 3 (5.4) 0.02 |4.3(1.2-16)
TNF A/A 0 1 (1.9) 0.58 | 0.4 (0.03-4.3)
Alelos TNFa
Polimorfismo -308
TNF 1 125 (0.92) 107 (0.972) 0.09 |0.3(0.08-1.2)
TNF 2 11 (0.08) 3(0.027)
Polimorfismo -238
TNF G 126 (0.90) 105 (0.954) 0.14 |0.42(0.1-1.3)
TNF A 14 (0.10) 5 (0.045)




Figura 7. Imagenes de geles de poliacrilamida de: a. Imagenes representativas de
sujetos con polimorfismo TNFa-238 A/G y -238 GG. b. Imagenes representativas de
sujetos con polimorfismo TNFa-308 G/G, G/A, A/A



La Tabla 12 muestra los niveles de TNFa sérico en pacientes con insuficiencia cardiaca
cronica, de acuerdo a la frecuencia génica de los polimorfismos de TNFa -308 y -238.
Podemos observar que los pacientes con el genotipo 1/2 de TNFa -308 y G/A de TNFa
-238, tuvieron niveles séricos mas altos que el resto de pacientes, pero esta diferencia

no fue estadisticamente significativa al comparar los 3 grupos por ANOVA.

Tabla 12. Niveles séricos de TNFa en pacientes con insuficiencia cardiaca, segun

genotipo de los polimorfismos TNFa -308 y -238.

Genotipo TNFa -308 Valor p
TNF 1/1 TNF 1/2 TNF 2/2
TNF suero (pg/mL) | 6.6 7.4 5.7 0.35

Genotipo TNFa -238

TNF suero (pg/mL) | TNF G/G TNF G/A TNF A/A

6.7 7.6 - 0.31




DISCUSION

En este trabajo pudimos evaluar la influencia de los niveles séricos de TNFa en
caracteristicas clinicas, bioquimicas y ecocardiograficas de pacientes con insuficiencia
cardiaca con diversas etiologias, exploramos si estas alteraciones tienen una influencia
genética y si la modificacion de esta citocina con un farmaco que bloquea sus efectos,
puede influir en los desenlaces clinicos en pacientes con esta patologia. Nuestros

hallazgos principales fueron:

1. Los pacientes con insuficiencia cardiaca tienen elevacion de TNFa circulante.

2. La elevacién de esta citocina se asocia independientemente con menor fraccion
de expulsion, peor clase funcional, cardiopatia isquémica como causa de la
insuficiencia cardiaca y la presencia de insuficiencia renal e hipertension arterial
sistémica.

3. El tratamiento con 100-200 mg/d de talidomida, en pacientes con insuficiencia
cardiaca de diversas causas (agregado a su tratamiento estandar), produjo
disminucién marginal en los didmetros de las cavidades izquierdas, con
diferencias significativas solamente en el grosor de la pared posterior (PP) del VI,
en los pacientes que recibieron talidomida.

4. Los polimorfismos del promotor de TNFa -308 y -238 no se asociaron a la
presencia de insuficiencia cardiaca ni a los niveles séricos basales de esta

citocina, en este grupo de pacientes.

A continuacion discuto los hallazgos:

TNFa sérico se encuentra elevado en pacientes con insuficiencia cardiaca y se
asocia con parametros clinicos, bioquimicos y ecocardiograficos

Diversos estudios han mostrado la estrecha relacion entre el desarrollo de insuficiencia
cardiaca y la expresion de TNF-a en suero y miocardio. En los pacientes con niveles
séricos de TNF-a mas elevados son peores su clase funcional y sobrevida, y es mayor

el dafo estructural en el miocardio (96, 97). Los resultados obtenidos en este estudio se



encuentran en la misma linea de lo publicado previamente. En este estudio,
encontramos niveles de TNF alfa sérico mas altos, en pacientes con insuficiencia
cardiaca. Adicionalmente, los niveles altos de esta citocina tuvieron relacion directa e
independiente con peor clase funcional, menor fraccion de expulsion, la presencia de
insuficiencia renal e hipertension arterial, elevaciéon de otras sustancias vasoactivas
(epinefrina y norepinefrina) y con peores parametros de funcion cardiaca en el
ecocardiograma (peor FEVI, peor FAc, menor tiempo de relajacion isovolumétrica del
ventriculo izquierdo —TRIVI- y mayor diametro del VI al final de la diastole).

Estos hallazgos apoyan la idea de que las citocinas proinflamatorias como TNFa tienen
un papel importante en el remodelado del VI, lo cual se expresa en los cambios clinicos
y ecocardiograficos encontrados; favorecen la hipertrofia de miocitos, la alteracién en la
expresion de genes fetales y la pérdida progresiva de miocitos mediante la apoptosis.
Estos efectos pueden ser relevantes en pacientes con insuficiencia cardiaca de
diversas causas, particularmente por cardiopatia isquémica (98). Sin embargo, la
relevancia clinica de la estimulacion para la produccién de citocinas en diversas formas
de insuficiencia cardiaca, podria ser diferente. (99)

Estudios previos, y nuestros resultados indican que los pacientes con hipertension
arterial y con insuficiencia renal crénica tienen mayores niveles de TNFa sérico, y esto
podria favorecer el dafio endotelial y contribuir a la progresion de aterosclerosis, lo cual
podria explicar el peor prondstico de los pacientes con este perfil de citocinas (100-
103).

Debemos reconocer que los niveles séricos de TNFa son un indicador importante, pero
indirecto, de activacion inmunoldgica, ya que sus principales efectos y mayores
concentraciones se encuentran en las células miocardicas dafiadas (104), no en la
circulacion periférica. Esta citocina tiene efectos variables en otros érganos como en
rifiones y células de musculo liso, a través de los cuales también podria influir en la
progresion de la ICC a través de otras vias patogénicas. Ademas, si bien hay evidencia
de su patrticipacion en la perpetuacion del dafio miocardico establecido, se desconoce si
la elevacién de esta citocina es causa 0 consecuencia del dafio miocérdico en

pacientes con ICC.



Efectos del tratamiento con Talidomida en pacientes con Insuficiencia Cardiaca
Después de la realizacion de este y varios otros estudios (105-106), y en concordancia
con nuestros resultados, fue evidente que la inhibicién de TNFa, tanto con talidomida
como con los nuevos farmacos anti-TNFa como etanercept (proteina de fusion del
dominio extracelular p75 del receptor de TNF con la fraccion Fc de IgG humana) e
infliximab (anticuerpo monoclonal IgG quimérico humano/ratén que se une a las formas
solubles y transmembranales de TNF) en pacientes con ICC no solo no mejoro, sino
que incluso empeoro la clase funcional en algunos pacientes (107, 108). Los estudios
RECOVER y RENAISSANCE, analizados en el estudio RENEWAL, evaluaron el uso de
etanercept (dosis bajas y altas) en pacientes con ICC; sus resultados mostraron que los
pacientes que recibieron etanercept no mejoraron, ni tuvieron mayor mortalidad que
aguellos recibiendo placebo. Por otro lado, el estudio ATTACH evalué el uso de
infliximab en pacientes con ICC; en este estudio se encontré6 que los pacientes que
recibieron la dosis mas alta de infliximab (10 mg/kg) alcanzaron los desenlaces de
hospitalizacion y muerte mas frecuentemente (13%) que aquellos recibiendo placebo
(5%) y dosis intermedias (5 mg/kg, 4%); asimismo, no se observo beneficio alguno con
las dosis intermedias. Es posible que la diferencia en el mecanismo de accion de
ambos farmacos, su capacidad para bloguear los efectos de TNF alfa, o la seleccién de
pacientes (ICC estables y clase funcional II-IV para RECOVER y RENAISSANCE vs
clase funcional IlI-VI para ATTACH) influyeran en la diferencia en los resultados de
dichos estudios. En este momento, el uso de inhibidores de TNFa no se recomienda
como tratamiento para pacientes con insuficiencia cardiaca (109). En este estudio
observamos algunos pacientes que desarrollaron bradicardia sinusal asociada al uso de
talidomida. Esta complicacion, que ha sido descrita previamente, revirti6 con la
disminucién de la dosis del farmaco, y seria otro aspecto a considerar como limitante
para el uso de este farmaco en pacientes con insuficiencia cardiaca, ya que podria
provocar disminucion del gasto cardiaco y empeoramiento de la insuficiencia cardiaca
por esta razoén.

Por otro lado, no queda claro si los pacientes que utilizan anti-TNF por otras
indicaciones como artritis reumatoide (enfermedad asociada a niveles séricos y

tisulares elevados de TNF), desarrollan mas insuficiencia cardiaca que aquellos sin



estos tratamientos. Los ensayos clinicos de anti-TNF en pacientes con AR y otras
enfermedades reumatolégicas generalmente excluyeron a los pacientes con
insuficiencia cardiaca (110). Los registros mas actualizados en pacientes con artritis
reumatoide que utilizan farmacos anti-TNF han mostrado resultados interesantes en
cuanto a la incidencia de insuficiencia cardiaca. Un registro poblacional que incluyo
13171 pacientes con AR y 2568 pacientes con osteoartritis (OA) mostré6 que los
pacientes con AR tenian mayor prevalencia de insuficiencia cardiaca (3.9%) que
aguellos con OA (2.3%), y que aquellos pacientes con AR que recibian medicamentos
anti-TNF tenian menor frecuencia de ICC (3.1%) que el resto de pacientes (3.8%,
ajustado), sin poderse relacionar con el uso de anti-TNF (111). Aunque ellos concluyen
que el uso de anti-TNF podria disminuir el riesgo de ICC, en realidad, a los pacientes
con riesgo de ICC tiende a no prescribirseles ese tipo de medicamentos. Otro estudio
realizado por Listing et al (112) mostré, en pacientes con AR que recibian
medicamentos anti-TNF, que los pacientes con mayor actividad de la AR tenian mayor
riesgo de desarrollar ICC y que el tratamiento con farmacos anti-TNFa no les conferia
mayor riesgo de esta complicacion. Una revision sistematica también sugiere que el uso
de antagonistas de TNFa en pacientes con AR disminuye el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares en general (113). Un estudio por Kotyla y Cols. mostré
que un grupo pequefio de pacientes con AR (n=23) que recibian infliximab, mejoraron la
FEVI (58% vs 63%) y parametros bioquimicos (endotelina 1, IL-6 y NT-proBNP) tras 1
afio de tratamiento con el farmaco (114); mientras que Vizzardi y Cols. no lograron
replicar estos resultados en un grupo pequefio de pacientes (n=13) (115). Estos
estudios hay que tomarlos con reservas, dados los factores de riesgo cardiovascular
adicionales presentes en este tipo de pacientes y a que varios de estos estudios
pequefios no ajustaron por dichas variables. El consenso actual es que los pacientes
que tengan ICC CF | y Il e indicacion concomitante para uso de inhibidores de TNFa
deben ser evaluados por un cardidlogo al inicio del tratamiento y periddicamente y
aguellos con ICC CF Illl y IV no deben ser tratados con inhibidores de TNFa (116).

Una limitante metodoldgica de este estudio es que no medimos niveles de TNFa al final

del tratamiento con talidomida, asi que no sabemos si el farmaco tuvo algun efecto



bioquimico sobre la produccion de esta citocina en los pacientes tratados. Es posible
que la dosis que administramos no lograra disminuir los niveles (y por ende los efectos)
de TNFa en los pacientes, pero usar dosis mayores hubiera implicado mayor riesgo de
efectos adversos para los pacientes debido al estrecho margen de seguridad de dosis
del farmaco. Asimismo, el tratamiento con este farmaco a pacientes con enfermedad

avanzada, con dafio estructural irreversible, podria limitar su beneficio.

Asociacion de los polimorfismos de TNFa con la presencia de Insuficiencia
cardiaca

En este estudio no pudimos comprobar que los polimorfismos de TNFa -308 y -238
tengan mayor prevalencia en alguno de los grupos estudiados, ni que influyan en los

niveles séricos de TNFa en pacientes con insuficiencia cardiaca.

Dentro de las limitantes de nuestro estudio, que podrian explicar la falta de asociacion
de las variables de polimorfismos genéticos, podemos citar:
1. Se evaluaron pacientes con diversas causas de insuficiencia cardiaca. Si bien
aproximadamente la mitad de los pacientes tenian etiologia isquémica, el otro
50% tenia diversas causas de insuficiencia cardiaca (valvular, idiopética, etc.),
por lo que esto pudo restar reproducibilidad al estudio e influir en la falta de
diferencias significativas en las frecuencias de los alelos analizados. A pesar de
esto, encontraron algunas diferencias significativas entre pacientes y controles y
entre pacientes con distintas clases funcionales de la insuficiencia cardiaca
respecto a niveles séricos de la citocina y otras caracteristicas clinicas.
2. El tamafio de muestra fue calculado inicialmente para encontrar diferencias
significativas entre pacientes y controles en niveles séricos de TNF, pero pudo
ser insuficiente para evaluar diferencias en los polimorfismos genéticos entre

ambos grupos.

Estudios futuros deberan plantear en la metodologia estudiar grupos de pacientes por

etiologia de la insuficiencia cardiaca para analizar por separado y calcular el tamafio de



muestra de acuerdo a las frecuencias esperadas en nuestra poblacion a partir de este

estudio.

Debido a que no se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de estos
genes, no se determinaron los polimorfismos de HLA-DR, ya que el analisis de

desequilibrio genético con ese gen no aportaria informacion adicional.



CONCLUSIONES

Los hallazgos principales de este estudio se pueden resumir de la siguiente manera:

1. Los pacientes con insuficiencia cardiaca tienen niveles séricos de TNFa mas
elevados que los sujetos sanos, particularmente aquellos pacientes con peores
clases funcionales, menor fraccibn de expulsion, cardiopatia isquémica,
hipertension arterial sistémica e insuficiencia renal cronica.

2. Los niveles séricos altos de TNFa se asocian con peor clase funcional la
elevacion de otras sustancias vasoactivas (epinefrina, norepinefrina) y con
peores parametros de funcion cardiaca en el ecocardiograma (peor fraccion de
expulsion del ventriculo izquierdo, peor fraccion de acortamiento, mayor diametro
del ventriculo izquierdo al final de la diastole, menor tiempo de relajaciéon
isovolumétrica del ventriculo izquierdo), lo cual muy probablemente ensombrezca
el prondstico en pacientes con este perfil clinico-bioquimico. Estudios futuros
podrian enfocarse al uso de esta citocina como factor pronostico para
desenlaces adversos en estos pacientes.

3. El tratamiento con talidomida en pacientes con insuficiencia cardiaca no mejora
parametros clinicos ni ecocardiogréficos.

4. Los polimorfismos genéticos de TNFa -308 y -238 no se asocian a la presencia
de insuficiencia cardiaca de diversas etiologias en mestizos mexicanos. Estudios
futuros en esta linea deberdn enfocarse a analizar pacientes con insuficiencia

cardiaca de diversas causas de manera separada.
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