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ANTECEDENTES -

La Cardiomiopatia dilatada (CMD) es una entidad nosoldgica que se caracternza
por dilatacién uni o biventricular, crecimiento cardiaco y alteraciones en fa funcidn
contractil. Sélo en los Estados Unidos de Norteamérica la prevalencia es de 20
casos por 100,000 habitantes y la incidencia de 6 casos cada 100,000 habitantes
por ano, La evolucion natural de esta enfermedad, culmina irremediablemente con
la muerte en el 75% de los casos durante los primeros 5 afios después del

diagndstico™™.

En la mayoria de los pacientes con CMD, dificimente se iogra identificar e} agente
etiolégico, ya que son mas de 75 los factores gue se han asociado con aguellas
lesiones del misculo cardiaco, gue pueden en una u otra forma. contribuir con el
desarrollo de esta enfermedad®. El tnico factor efiolégico que ha podido asociarse
directamente ha sido ta infeccion viral del rimocardio, no obstante que solo en el
15% de los pacientes con miocarditis viral se presenta esta enfermedad vy que
unicamente el 5 al 10% de los pacientes con CMD, presenta datos
histopatolégicos compatibles con miocarditis. Por otre lado, ia incidencia familiar

es del 20%, con un patron de herencia actualmente no definido®.

Desde el puntc de vista macroscopico se observa dilatacién y elongacion de las
cuatro cavidades cardiacas, fundamentalmente de los ventriculos, ya que estos

se dilatan mas que las auriculas®.



Por otro lado, se presenta también en algunos de los casos, un incremento en &l
grosor de la pared ventricular, pero el grado de esta hipertrofia es frecuentemente
desproporcionado en comparacion con ia gran dilatacion de las cavidades
ventriculares. En el tejido obtenido por biopsia endomiocardica es evidente la
presencia de fibrosis interstigial, infiltrados celulares, hipertrofia celular y
degeneracion de células miocardicas. Sin embargo, no obstante que las
caracteristicas histopatoldgicas son determinantes, es realmente compleje
establecer &l criterio especifico que permite discernir y determinar ctzal fue la
causa desencadenante, aun utilizando métodos inmunoldgicos, histoquimicos,

morfologicos, estructurales o microbiologicos?.

Es decir, con base en estos conceptos, podemos afirmar que el diagnéstico
etioldgico de CMD actualmente, sclo debe establecer por exclusion, una vez
descartadas las causas especificas de dafio miocardico como son: tas deficiencias
metabdlicas (hipertiroidismo, acromegalia, hipotiroidismo}, las deficiencias
nutricionales {tiamina, selenio, fosfore, carniting), la actividad mediada por toxinas
(alcohol, antraciclinas, 5-fluoracilo), las enfermedades del tejido conectivo y el

embarazo en si mismo'S.

Con relacion a ia fisiopatologia de la CMD idiopatica, esta se ha enfocado desde
cuatro diferentes puntos de vista: 1) Genético, 2) Infeccioseo o citotdxico, 3) Auto

inmune v 4) Metabdlico’.



Resulta conveniente mencionar que el mdsculd cardiaco, desde el punto de vista
bioquimico-metabdlico, utiliza una diversa variedad de substratos como fuente de
energia, como son los acidos grasos y a la glucosa. Son también potenciales
fuentes de alimentacion el lactato, el piruvato, los cuerpos ceténicos y en menor
proporcidn los aminoacidos. Durante el ayuno, el promedio de extraccion oxidativa
es del 80% para los acidos grasos libres, del 28% para la glucosa y del 11% para
et lactato®®, Los acidos grasos ingresan a la mitocondria de a fibra muscular
cardiaca mediante el sistema de la L-carnitina, y posteriormente a la via de la B-
oxidacién para formar Acetil-Coenzima-A (Acetil-CoA). Esta a su vez, entra al ciclo
de los acidos tricarboxilicos que se lleva a cabo dentro de la misma mitocondria,
desencadenando |z liberacién de los protones necesarios para la formacion de
intermediarios bioenergéticos (dinucleotido de nicotinamida y adenina reducido

NADH) y la génesis finalmente, de adenosin-trifosfato (ATP)**.

Estudios experimentales en corazones de }ata nerfundidos, han demostrado que
los acidos grasos continuan siendo el substrato mas utlizado para el metabolismo
oxidativo, aun en condiciones de trabajo cardiaco extremo. Cuando &l tejido
cardiaco sé perfunde con glucosa come Gnico substrato, su oxidacidn proporciona
exclusivamente, el 40% del consumo total de oxigeno. Lo cual , nos permite
concluir que los lipidos endogenos en comparacion con los carbohidrates, son

también utilizados como substrato preferencial en estas circunstancias®,



La utilizacion global de 4cidos grasos dependede la cantidad de substrato libre
disponible y de la demanda energética del tejido. Su limite superior se alcanza
cuando ef aporte del substrato excede al de la capacidad de la célula para unirlo y
convertirlo a grupos Acilo, a COsy, a lipidos complejos o a intermediarios
metabdlicos. Estudios experimentales en corazones perfundidos, han demostrado
que las concentraciones tisulares de Acil-CoA y de Acil-carnitina, se elevan al
suministrar palmitato en condiciones de trabajo constantes; de tal forma que
cuando la concentracién de paimitato oscila entre 0.4 y 1.2 mM, el contenido
tisular de Acil-CoA de cadena larga y de Acetil-CoA, se incrementan en un 50 y en
un 400% respectivamente®, Al adicionar bajas concentraciones de paimitato, su
utitizacion se ve limitada par la dispanibilidad de 4cidos grases libres; mientras que
&n presencia de alfas concentraciones, su utilizacion depende de la capacidad que
posee el ciclo de los acidos tricarboxilicos para oxidar Acetil-CoA e intermediarios

acilo acumulados en el tejido®®.

El tejido miocardico de pacientes con CMD idiopatica presenta una disminucién de
los niveles de ATP en proporcién al grado de disfuncién miocérdica”'®!". En estos
pacientes los datos clinicos de insuficiencia cardiaca estan directamente
relacionados con una reduccion en la biosintesis energética de ATP™. El estado
definide como “Corazdn hambriento”, es io suficientemente descriptivo como para
comprender que la deplecidon de fosfatos de alta energia &ue se presenta en estos
pacientes, se relaciona con algunas alteraciones de ia funcidn tanto sistélica como

diastélica' ",



Por otro lado, estudios de resonancia magnética nuclear para ia determinacion del
indice fosfocreatina : B-adenosintrifosfato en pacientes con CMD, nos permiten
observar una deficiencia en la generacion de fosfatos de alta energiae”f’. Los
trastornos que sufre el metabolismo bioenergético en la CMD, parecen depender
de factores tales como alteraciones en la funcion de las membranas
mitocondriales’®, desequilibrio en la relacién creatina : fosfocreatina™'!, trastornos
en la constante de Michaelis (Km) de la creatinfosfocinasa e incluso, alteraciones

en el metabolismo del ATP’.

Otros estudios en cambio, sefalan que tanto en estos pacientes como en modelos
anhimales, la distribucién de fosfatos de alta energia es anormal, aunque que se
acompana de aiteraciones en ia relacion fosfocreatina : ATP. La diferencia en la
produccion de fosfatos de aita energia en ia fibra muscular cardiaca entre
pacientes con CMD y sujetos sanos, oscila entre el 20 y ef 30% 5",

La B-oxidacién es una via metabdlica que r'equiere la presencia de carnitina,

hidroxiacido soluble en agua, derivado del metabolismo de la lisina (figura1)'®%°.

La carnitina participa en el transporte de la Acil-CoA a través de ta membrana
mitocondrial, formando Acil-carnitina por medio de [a acil-carnitina-transferasa I.
Ingresa posteriormente a la matriz mitocondrial, donde por medio de la acil-

carntina-transferasa |1 libera carnitina y Acil-CoA'®%.



La deficiencia congénita de carnitina puede desencadenar cardiomiopatia dilatada,
la que potenciaimente es reversible'®. Por otro lado, los pacientes con déficit
sistémico de L-carnitina, al presentar una alteracion en la oxidacién de los acidos
grasos, manifiestan un cuadro clinico similar al de la CMD. En elios se ha
demostrado ademas, disminucion de las conceniraciones intracelulares de

carnitina, en contraste con sus concentraciones séricas?'.

En modelos animales en los que se logra desarrollar CMD (Hamsteres Sirios), el
rendimento cardiaco mejora mediante la administracion de L-carnitina, al
incrementar posiblemente la concentracién de fosfatos de alta energia™?'. Del
mismo modo, madelos de isquemia reperfusion tratados con L-carnitina mostraron
la recuperacion de la contractitidad miocérdica afectada por este fenémeno.
Estableciendo el posible rol benéfico de esta sobre la aparicion del aturdimiento

del miocardio®.

A pesar de las evidencias cientificas antes senaladas, otros estudios parecen
indicar que la administracion de L-carnitina puede acelerar la actividad de 1a
piruvato-deshidrogenasa, afectando el metabolismo bioenergético en forma
opuesta a la esperada, al producir Acetil-CoA a partir del metabolismo de las

hexosas y en consecuencia, disminuir la utilizacion de acidos grasos'®?°,




Los estudios clinicos realizados en humanos con insuficiencia cardiaca pero sin
CMD tratados con L-carnitina, mostraron mejoria en su funcion, cuando se
calificaron de acuerdo a la clasificacion de la Asociacion Neoyordquina det Corazén
de Nueva York (NYHA). Esta mejoria en su clase funcional se presentd en &l 66%
de los pacientes, posiblemente por ila capacidad que tiene la carnitina para revertir
la inhibicidn de la traslocasa del nucledtido de adenina y con ello, restaurar la
oxidacién de los &cidos grasos®?*. Otros estudios han reportado informacién
contradictoria sobre el papel benéfico de la administracion de L-carnitina en
pacientes con dafio miocérdico, ya que la mejoria clinica observada

aparentemente es similar a la del grupa con placebo®.

Los pacientes pediatricos con CMD secundaria a una deficiencia primaria de
carnitina, responden en forma dramatica al tratamiento sustitutive; pero aquelios

con deficiencia secundaria, no responden en forma satisfactoria®.

Los ensayos clinicos doble ciego efectuados para evaluar el uso de L-
propionilcarnitina en el tratamiento de {a disfuncion ventricular izquierda,
demuestran que se puede obtener mejoria clinica; sin embargo, estos reportes
adolecen de un adecuado tamafio de la muestra y carecen de seguimiento a corto

y largo plazo®.
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Recientemente se ha publicado evidencia clinica de que la admmistracion
prolongada de L-carnitina incrementa la capacidad fisica de los pacientes con
cardiomiopatia isquémica, considerando que dicha mejoria clinica es por el

equilibrio en el balance bioenergético de la fibra miocardica™.

Con base en estos conceptos, resulta evidente la importancia de la investigacion
del metabolismo bioenergetico de la fibra muscular cardiaca en la CMD, ya que
posiblemente de ello, asi como del estudio gendtico, depende la comprensidn de
los aspectos mas profundos y detallados de {a fisiopatologia de esta entidad

nosolagica y por ende, la solucién de tan grave aiteracién.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA )

La Cardiomiopatia difatada idiopatica (CMD) es una enfermedad primaria de
etiologia desconocida, que se caracteriza por la dilatacién ventricular izquierda o
bien, dilatacién biventricular, y que se acompaiia de alteraciones en la funcion
contractil. Su incidencia anual varia entre 5 a 8 casos por cada 100,000

habitantes'®.

La trascendencia de esta entidad nosolégica radica en gue, una vez que el
paciente manifiesta rasgos de la enfermedad, su prondstico para la funcién asi
como para la vida es malo, ya que su mortalidad es hasta del 25 al 30% en un
afio, y del 75% a los 5 afos. La muerte, en la mayoria de los casos, es

consecuencia de insuficiencia cardiaca progresiva®®.

La etiopatogenia v fisiopatologia de esta eﬁfermedad, aln no se ha descrito por
completo, aungue las investigaciones se han enfocado en cuatro grandes
subgrupos: 1) Genético, 2) Infeccioso o citotéxico, 3) Auto inmune y 4)

Metabalico’.
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La B-oxidacion es {a principal via metabdlica que utiliza el corazén para la
obtencién de energia y la Acetil-CoA representa el producto bicenergético
intermedio. Este ultimo apartado ha proporcionado informacion sobre la deplecion
de fosfatos de alta energia, de tal forma que la evaluacion de las vias metabdlicas

generadoras de éstos, es indispensable.

Con base en lo anterior, el analizar si el corazén de pacientes con CMD es capaz
de aumentar |a produccidn de intermediarios bioenergéticos mediante la adicién
de substratos unidos a L-carnitina, es de suma importancia en el estudic de las

alteraciones bioenergéticas y contractiles que condicionan esta enfermedad.
La importancia de una investigacién de esta naturaleza, radica en intentar brindar

informacion que genere nuevas opciones terapeuticas para estos pacientes, cuyo

prondstico para la vida y funcién, es desfavorable.
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DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

* Cardiomiopatia dilatada idiopatica.-

La Cardiomiopatia dilatada (CMD) es una entidad nosolégica que se caracteriza
por dilatacion uni o biventricular, crecimiento cardiaco y alteraciones en ja funcién
contractil. Se considera que una fraccién de expulsién menor de 0.4 es un
parametro fundamental para el diagndstico, siempre y cuando se hayan excluido
causas desencadenantes especificas como es el caso de las enfermedades del
misculo cardiaco (hipertircidisme, hipetiroidismo, miocarditis aguda) y la
cardiopatia isquémica™®.

Se trata de una variable de tipo Categérica Dicotomica. Valor: Presente o ausente

* Concentracion de Acetfi-CoA.-

Intermediario clave en la transformacion de todos los nutrientes basicos, que bajo
condiciones aerdbicas se forma de la descarboxilacidn det piruvato, de la
oxidacién de los acidos grasos y de los aminoacidos glucogénicos, para ser
utilizada por el ciclo de Krebs en la formacion de enlaces de alta energia®®*. Se
midié mediante la técnica descrita por Decker en el tejido miocardico de pacientes
con CMD (apéndice 1). Se trata de una variable de tipo Continua. Valor en

Unidades: ng/mg proteina reactante.

17



*Material insuficiente de biopsia.-
Se considera la cantidad de tejido menor a 2 mg. La biopsia endomiocardica
proporciona de 1 a 5 mg de tejido habitualmente® . Se trata de una variable de

tipo Categdrica Dicotomica. Valor: Suficiente o insuficiente

*L -carnitina.-

Acido organico de siete carbonos clasificado como amina cuaternaria, el cual es
un cofactor esencial. Su formula quimica es la del acido B-hidroxi-y-
trimetilaminobutirico®*°. Se sintetiza principalmente en el higado y en menor
proporcién a nivel renal. Sus precursores son los aminoacidos lisina y metionina®.
Se utilizé en forma sintética, adicionandose en concentracion constante a una
alicuota de tejido miocardico para la medicion de Acetil-CoA (Apendice1).

Se frata de una variable de tipo Continua. Valer: 1.5 mM {mili molar)

*Acidos Grasos Saturados ( Acido Palmitico).-

Lipido compuesto del grupo de los acilglicéridos, constituido por 16 carbonos
(hexadecanoico). Adolece de dobles enlaces y es el mas abundante en el tejido
adiposo del ser humano, después del acido oleice. Constituye la forma molecular
de reserva energética mas eficaz®>*°. Se utilizé en forma sintética, adicionandose
en concentracidn constante a una alicuota de tejido miocardico para la medicion
de Acetl-CoA (Apéndice 1). Se trata de una variable de tipo continua

Valor: 0.08 mM
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MATERIAL Y METODOS

El Universo de trabajo quedd constituido por doce pacientes que acudieron a
evaluacién por parte de 1a clinica de insuficiencia Cardiaca del Hospital de
Cardiologia del Centro Médico Nacional “Siglo XXI". Este es un Centro Médico de
referencia que concentra toda la patologia cardiovascular que requiere de
complejos procedimientos de diagnéstico y tratamiento, como es el caso de
aquellos pacientes que son candidatos a trasplante cardiaco.

A todos los pacientes seleccionados se les efectud el siguiente protocolo de

estudio:

a) Historia clinica y exploracion fisica completa.

b) Examenes paraclinicos: biometria hematica completa, guimica sanguinea,
cuantificacion ds acido Urico; tiempo de prdtrombina y trombogplastina; pruebas de
funcionamiento hepatico como la cuantificacidon de TGO, TGP DHL, proteinas
totales, albtminas, globulinas y bilirrubinas; perfil de lipidos: pruebas de funcidn
fircidea como T3, T4 y TSH; depuracion de creatinina en onna de 24hrs; y prueba

de esfuerzo con protocolo de Naughton.

c) Caieterismo cardiaco derecho e izquierdo con coronariografia, con toma de

biopsia endomiocardica del ventriculo derecho-(septum interventricutar).

19



6. Hiperuricemia

Criterios de Exclusion:

1. Material insuficiente de biopsia cardiaca.

En los criterios de no-inclusion se tomé en cuenta toda aguelia patologia que
pudiera interferir con el metabolismo normal de los lipidos. Por ejemplo, la
diabetes al favorecer la activacion de glucagén, aumenta los niveles plasmaticos
de acidos grasos libres en el plasma; [as alteraciones en la funcion de la glanduia
tiroides, interactian con las hormonas que movilizan los acidos grasos fibres
dependientes de AMPc; Finaimente, los estados de insuficiencia renal y hepatica,
condicicnan alteraciones nutricionales capaces de maodificar el aporte

bioenergético a los tejidos®®°.
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METODO .

La secuencia de eventos para el analisis y estudio del paciente, consistic en:
después del ingreso del paciente al hospital, se ilevd a cabo su evaluacion y nota
de ingreso, haciendo hincapié en la presencia de datos clinicos de insuficiencia
cardiaca compensada 0 descompensada, asi como en ias caracteristicas del
tratamiento médico recibido. Posteriormente, se realizé la toma de paraclinicos
completos, junto con el cruce de sangre, previo al cateterismo cardiaco y la toma

de biopsia.

Una vez preparado el paciente en la sala de hemodinamica, se realizo
cateterismo cardiaco derecho, con toma de presiones de retiro, desde la presion
capilar pulmonar en cufia hasta la vena cava superior. Posteriormente se coloco
una camisa Mullins venosa 8 French, con el objeto de introducir el Biotomo
(Cordis 7French), para la toma de 4 a 5 biopsias cardiacas del ventriculo derecho
(septum interventricular), previa adminjstracién venosa con 5,000 Us de heparnna.
En este sentido, se considerd que el riesge de complicaciones por la biopsia
endomiocardica es de un rango de 0 a 0.13% en manos experimentadas®’. Se
continud con el procedimiento rutinario posterior al cateterismao cardiaco. El
egreso de los pacientes se decidid en el transcurso de las siguientes 48hrs. La
biopsia endomiocardica de los pacientes con CMD, se llevo a caho de {a siguiente

forma:

23



Mangjo de la Biopsia:

1. Congelamiento inmediato del tejido

2. Mezciar con dos voliumenes de acido perclorico 0.5 M

3. Homogeneizar tan rapido como sea posible (5 minutos).

4. Neutralizar el exceso acido con adicion de KOH 8M y posteriormente ajustar el
pH a 8.3-6.7 con KHCO3 1M.

7. Se tomé una alicucta para [a determinacion de proteinas por el método de
Lowry (apéndice 1).

8. Centrifugar a 3000xg /5 minutos y recolectar el sobrenadante el cual se utilizd

para la cuantificacion de Acetil-CoA (apéndice2).

Una vez efectuado este procedimiento, se tomd una alicuota del sobrenadante
para la medicion de Aceti-CoA mediante la técnica descrita por Decker™, en un
sistema de incubacion en condiciones basales, y en presencia de acido palmitico
{0.08mM)™ y L-carnitina (1.5mM)®*®. Las concentraciones de estos reactivos se
consideraron como fisiologicas segun los estudios bioguimicos realizados en la

bibliografia universal®%.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd una descripcidn de la informacion recabada mediante medidas de
resumen de tendencia central media y mediana, debido a que {a distribucién de
las variables para algunos casos no fue normal, efectuando una descripgion
mediante tablas de las caracteristicas generales de [0s pacientes. Se efectud un
analisis exploratorio de la variable de intervalo, cuantificacion de Acetif-CoA,
observandose que su distribucién no era normal, por lo que se utilizé fa mediana
como medida de resumen de tendencia central y de dispersion fos percentiles® ",
La prueba de rangos de Wiicoxon se utilizé como prueba de hipotesis, debido a
que se considerd que la variable dependiente provenia de muestras relacionadas.

Asi mismo, se estabiecieron los intervalos de confianza del 95% para esta

varable,

Calculo del tamario de la Muestra:

Para el calculo del tamario de la muestra se utilizdé el manuai publicado por la
OMS®™® para dicho efecto, considerando el caiculo de la diferencia entre dos
properciones de poblacion con precision absoluta especifica. con un valor de alfa
del 95% con un poder de! 80%. Es decir, comparar la diferencia que existe en la
produccion bioenergética entre 1os pacientes sanos y con insuficiencia cardiaca,
considerando que la diferencia en la produccién de ATP oscila entre un 20 y un
30%. Con base en lo anterior; se obtuvo un calculo de 16 pacientes para cada
grupo, considerande una diferencia con relacién a la produccion de Acetil-CoA

entre ambos grupos de un 30%"%7%.
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CONSIDERACIONES ETICAS -

Los pacientes con Cardiomiopatia dilatada Idiopatica fueron sometidos a
cateterismo cardiaco, gque consistié en la realizacion de coronariografia y
ventriculografia izquierdas, con toma de presiones de cavidades tanto izquierdas
como derechas. Este estudio es indispensable para la evaluacion integral dei
paciente y con ello, determinar la etiopatogenia y la posibilidad de considerar al
paciente, como eventual candidato a Trasplante de Corazdn. Asi mismo, no
incrementa el riesgo de muerte en comparacion con el cateterismo cardiaco,
reportandose un riesgo de complicaciones mayores del 0 al 0.13% *'. La biopsia
endomiocardica ademas, se realiza invariablemente con el objeto de establecer el

diagndstico y tratar de identificar la etiologia del padecimiento.

La realizacién de los estudios inherentes al protocelo, se efectuaron con previa
autorizacién de los pacientes y/o sus familiares directos, mediante consentimiento
informado y siguiendo los lineamientos de la Organizacion Mundial de fa Salud y
del CIOMS (Council for intemational Organizations of Medical Sciences) para la
investigacion biomédica en seres humanos™. El protocolo ademas, fue aprobado
por el Comité Cientifico y el de Etica de! Hospital de Cardiologia del Centro

Medico Nacional Sigia XX, del Instituto Mexicano det Seguro Social.
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Hoja de Consentimiento Informado

México D.F de 1998

Acepto participar en el proyecto de Investigacion titulado Acetil-CoA y
Bioenergética en la Cardiomiopatia Dilatada y registrado ante el Comité Local
de Investigacion con el numero

El objetivo de este estudio es evaluar la produccion miocardica de Acetil-CoA en
pacientes con Cardiomiopatfa dilatada. Se me ha explicado que mi participacion
consistira en la obtencién de tejido miocardico para la cuantificacién de Acetil-CoA
mediante biopsia endomiocardica. Declaro que se me ha informado ampliamente
sobre los riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi
participacion en el estudio, que son los siguientes: Se efectuara biopsia
endomigcardica cuyo riesge de complicaciones severas es menor del 1% y que la
informacion obienjda tiene como principal ofjetivo, mejorar el tratamiento de |a
enfermedad que yo padezco, en un futuro, no necesariamente inmediato. El
Investigador principal se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento,
asi como responder a cualquier pregunta y aclarar cualguier duda que le plantee
acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, los beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con esta investigacion o con mi tratamiento.
Entiendo que conservo el derecho de retirarme  del estudio en cualquier momento
que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencidn médica que recibo

del Instituto.
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El investigador principal me ha dado la seguridad de que no se me identificara en
las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos
relacionados con mi privacidad, seran manejades en forma confidencial. También
se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga
durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a
mi presencia en el mismo. Finaimente, estoy enterado de que este protocolo
cumple con los lineamientos que sobre investigacion médica establece la Ley

General de Salud en los articulos del 100 al 103.

Nombre y Firma del paciente Firma Investigador

Testigo Testigo
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RESULTADOS

Doce pacientes portadores de Cardiomiopatia dilatada |diopatica fueron
estudiados. Ocho hombres y cuatro mujeres con edad promedio de 37.4 + 15.3
anos, en clase funcional | (33%;) y Hl (67%) de la Asociacion del Corazén de Nueva
York. El promedio de la fraccién de expulsién del ventriculo izquierdo fue de .21
+ 0.07 (tabla1). Digoxina, captopril, furosemide y anticoagulaciéon constituyeron el
tratamiento de base de los pacientes. Ninguno de ellos presentd complicaciones
posteriores al procedimiento. Hasta la fecha, solo ha fallecido un paciente, como
consecuencia de descompensacion aguda de la insuficiencia cardiaca con que

cursaba con anterioridad.

La cuantificacién basal in Vitro de Acetil-CoA del tejido mioccardico obtenido
mediante biopsia endomiocardica, tuvo una distribucion no nomal. La mediana fue
de 7.13 ng/mg de proteina con un percentii 2575 de 2.5-17.85 ng/mg de proteina
reacianie. La medicidon efectuada en un medio enriquecido con acido palmitico
(0.08mM) y L-carnitina (1.5mM) tuvo una distribucion no normal. La mediana fue
de 111.5 ngfmg de proteina reactante con un percentit 27> de 40.75-309.75 ngfmg

de proteina (tabla2).

Es necesario mencionar que cuando se agrego al medio exclysivamente dcido

palmitice o L-camiting, los niveles de produccién de Acetit CoA no se modificaron.
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DISCUSION

Eil estudio de la Cardiomiopatia dilatada idiopatica se ha enfocado en cuatro
vertientes que involucran tantc aspectos genéticos, como infecciosos,
autoinmunes y energético-contractiles’. En este tiltimo apartado se ha
demostrado, a través de estudios con resonancia magnética nuciear, que el
corazon de los pacientes con CMD presenta una disminucion en la produccion de
ATP, el cual se cuantificé por métodos directos y mediante la determinacion de la
relacion fosfocreatina : adenosintrifosfato, en muestras de tejido obtenido
mediante biopsia endomiocardica'*!’. Schaefer sin embargo, utilizando la misma
tecnologia, no enconird una diferencia signiﬁcativaw. Las alteraciones
bioenergéticas por si mismas, no explican por completo los trastornos que sufre la
funcion cardiaca en fa CMD. De hecho, atn cuando la cantidad total de fosfatos de

alta energia sea normal, la deficiencia bioenergética puede persnstir’.

En este estudic, se encontré que el tejido miocardico obtenido de corazones con
CMD, incrementaba en forma significativa la produccién de Acetil-CoA (p=0.002)
cuando se agregaba al medio acido palmitico y L-camitina. Este hallazgo, nos
permite sustentar que |a B-oxidacion en tejido miocardico anormal ({CMD), es una
via metabdlica susceptible de incrementar la produccion de intermediarios
bioenergéticos, cuando se estimula mediante la administracion del substrato

especifico y su transportadaor.
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Por el momente, desconocemos si esta sobreproduccion de Acetil-CoA, facilita o
incrementa también la produccidn de ATP. Considerando las hipdtesis en
competencia que se generaron de nuestros hallazgos, parece ser que la via
metabdlica de la f-oxidacién funciona en forma normal dentro del tejido miocardico
con CMD. 8i esto es asi, entonces la alteracion que desencadena la disminucion
en fa produccion de ATP, puede gestarse a dos niveles: 1) la membrana

protoplasmatica y 2) la membrana mitocondrial interna.

Con respecto al primer nivel, se ha descrito que la L-carnitina condiciona un efecto
estabilizador sobre las membranas celulares y Ios canales i6nicos™. Ante estas
circunstancias, el incremento en la concentracion de L-carnitina en un sistema in-
Vitro, puede favorecer por si mismao, |a utilizacion de sustrato y con ello, la funcién
bioenergética. Este mismo concepto, puede aplicarse a la funcién de la membrana
mitocondrial interna. A pesar de esta evidencia, Opie ha reporiado una
disminucion de la utilizacidn de acidos graéos en la insuficiencia cardiaca hasta del
17%, por lo que aparentemente el déficit bioenergético puede ser secundario a los

mecanismos de transpotte protoplasmaticos.
Con relacion a la funcion de fa membrana mitocondrial interna. es necesario

mencionar que los mecanismos de dafio miocardico modifican ias constantes de

reaccion enzimatica, especialmente la constante de Michaelis-Menten.
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Scheuer, considera que en la CMD ia transferencia de unidades de fosfato de aita
energia de la mitocondria al citoplasma, puede ser inadecuada’. Por o que
podemos aceptar que uno de los principales problemas bicenergeticos que
presenta este tipo de fibras miocdrdicas, podria estar relacionado con alteraciones
en la funcién de la membrana mitocondrial interna, provocando trastornos en el
transporte de los protones generados en la fosforilacion oxidativa. Lo anterior,
repercutiria indudablemente sobre la sintesis de ATP y desde luego, sobre la
estabilidad det pH intramitocondrial. Ahora bien, si la expresion fenotipica de
genes anormales altera las caracteristicas de la estructura cuaternaria de las
proteinas gue conferman la fibra miocardica, asi como la estructura de diversos
sistemas enzimaticos produciendo las alteraciones que conocernos come CMD, es
posible también, que estos mismeos genes, al influenciar las caracteristicas

fenotipicas de la membrana mitocondrial interna, alteren su funcion.

Linzbach hace ya casi 4 décadas. consider6 gue en esencia, la insuficiencia
miocdrdica es resultado de la discrepancia entre la cantidad de energia necesaria
para expeler un volumen de sangre y la cantidad de energia disponible. Es decir,
en la insuficiencia miocardica, la célula contractil por unmidad de peso, produce una
cantidad normal de energia que es liberada en cada contraccién, pero gue es
inadecuada para expulsar un volumen sanguineo normal, desde un ventriculo

dilatado™,
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Estas alteraciones en la funcion cardiaca, pueden provocar medificaciones
especificas en 1a capacidad de tas vias bioenergéticas para producir ATP. Es
decir, que las alteraciones que sufre la estructura cuaternana de tas proteinas
miocardicas, pueden repercutir sobre ia funcion de la mitocondna y de ofros

organeios.

Es por esto, que al aceptar que el incremento de los intermediarios biocenergéticos
en el tejido miocardico con CMD puede mejorar su actividad metabdlica,
aceptamos también, gue es imperativo el estudio detallado de la funcidén de 1a
membrana mitccondrial interna y del transporte de protones dentro de la misma,
asi como el estudio de la funcidn de la membrana protoplasmatica en el ingreso de
sustrato especifico para la generacion de energia. De hecho, sien un future
fogramaos equilibrar la funcion de ambas membranas, desde un punto de vista
tedrico, setia posible revertir en un momento dado, el estimuio epigenético que

desencadend la enfermedad.

Con base en lo anterior, consideramos gue el desarrollo etiopatogénico de la
CMD, esta directamente relacionado con la actividad de las membranas
protoplasmatica y mitocondrial, inveiucrando posiblemente factores genéticos, los
cuales pueden presentarse desde el momento mismo de la gestacion, pero que

se manifiesta hasta después del nacimiento.
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Tabla 1

Paciente Género Edad en Clase i Fraccién de
anos Funcional de | Expulsién del VI
ta NYHA ‘l
1 Masculino 48 l 1 20
2 Masculino L 30 2 .30
3 Mascuiino 37 2 T Y
= 4 Femenino 30 2 ] .30
5 Masculino 35 N B T
8 Masculino 11 2 ; 18 1
7 Femenino ] 48 ?L 2 ﬁt 12 1
g Masculino | 39 | 2 | 15 L
9 Masculino 55 1 [ 25 k
10 Femenino 52 1 : 18 —i
11 Masculino | 54 i 2 l 30
12 Femenino o | 2 4
! f

Caracteristicas generales de los pacientes con Cardiomiopatia Dilatada |diopatica
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Tabla 2

Paciente Acetil-CoA Basal * Acetil-CoA con Acido
patmitico + L-carnitina *
1 11.40 81.00
2 19.00 65.00
3 5.27 37.00
4 681.00 142.00
5 14.40 500.00
6 9.00 347.00
7 37.00 554.00
8 1.20 52.00
9 4.00 188.00
10 4.05 198.00
11 20 3.40
12 2.00 8.00
Mediana 7.13 111.5
percentila®> " 2.5-17.85 40.75-309.75

Prueba de
Wilcoxon
p= 0.002

Mediciones in Vitro basales y bajo la influencia de acido palmitico con L-camitina

del tejido miocardico con Cardiomiopatia Dilatada ldiopatica

* Unidades: ng/mg proteina
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APENDICE 1
Método de Lowry:

Reactivos:

Solucion A; Tartrato de sodio ab 0.02%, Na;CO3 al 2% en NaOH 0.1M.

Selucion B:CuSQ; al 0.5% en agua destilada.

Solucidon C: 50ml de la solucion A + 1 ml de la solucién B (se prepara al

momento de usar).

Solucién D:1.1mi de reactivo de Folin ciocaltecau + 1.4 ml agua destilada

(Se prepara al momento de usar).

Solucion estandar: Albimina bovina al 30% (sigma) a una concentracion

final de 0.3mg/mi en agua destilada.

Curva estandar:

La curva estandar de proteinas se efectia siguiendo la metodologia

descrita a continuacion:

ml

ug ml | Mi mi WI
Tubo {Albimina Sol H.0 Sol. C Sal.D

0 1 0 0 0.5 52'0 incubar 0.2 incubar

1 %30 0.1 0.4 2.0 10 min 0.2 20 min

2 i60 0.2 0.3 2.0 25°C 0.225°C

3 I 80 0.3 02 2.0 0.2

4 120 0.4 0.1 29 0.2

5 150 0.5 0 20 0.2
L ‘ )

Se utiizaron concentraciones de 0 a 150 ug de albimina.
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APENDICE 2

Determinacion de Acetil-CoA:

Se han desarroilado diversos métodos para la cuantificacion de Acetil-CoA, sin
embargo, al momento el metada mas utilizado por su alta especificidad y facil
realizacién es el descrito por Decker®.

Este método se basa en la formacién de citrato a partir de Acetil-CoA y
oxalacetato por la enzima citratosintasa en un sistema de reacciones aclopadas
usando maiato deshidrogenasa.

Elincremento en la absorbancia a 339 nm se debe a la formacion de NADH de

acuerdo a la ecuacion:

Acetil-CoA + Oxalacetato + HO < Citrato + CoA
I-Malato + NAD < Oxalacetato + NADH™ + W'

Acetil-CoA + -Malato + NAD +H.Q < Citrato + NADH + H* +CoA

La molecula de Acetil-CoA es cuantitativamente convertida a citrato bajo las
condiciones mencionadas. Sin embargo, la formacién de NADH + H no es
proporcionaimente fineal a la concentracion de Acetil-CoA, razon por la cual
Bucke! & Eggerer, Pearson, Bergmeyer y Mollering proporcionaron e soporte
teorico para el calculo. Siendo el rango Optimo de fa concentracion de Acetil-CoA

en el sisterna descrito de 10 a 200 nmol*,
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Sistems de ncubacion:

Amorhguador fosfatos 425 yl 0.2M
Muestra 25l
NAD 25l 1.5 mmol/L

|Mezclar, leer la absorbancia una vez que se estabilice (Ao)

Malato deshidrogenasa 25 ul 900 U/L

(MDH)

Mezclar, medir 1a absorbancia hasta que sea constante (Aq)

AA= As-Ao

Citrato sintasa (CS) 5 ul 75 U/L

Leer Az una vez estable la reaccion

A A= Ao A

Para calcular la concentracion de Acetil-CoA se utillizara la férmula:

A A= AA; (T+A AtJA A+A Ap)
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- HOJAS DE RECOLECCION DE DATOS

=
NOMBRE M EDAD FILIACION
SEXO F
DIAGNOSTICO N.Y.H.A. FECHA:
FACTOR Si NO FACTOR si NO
D.M. HIPERURICEMIA
EUTIROIDISMO ’ INSUFICIENCIA
HEPATICA
INSUFICIENCIA DISLIPIDEMIAS
RENAL
! ATEROSCLEROSIS BIOPSIA
CORONARIA .| INSUFICIENTE
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SEXQ M

NOMBRE

EDAD

FILIACION

DIAGNOSTICO N.Y.H.A,

FECHA

TEJIDO CON CARDIOMIOPATIA DILATADA IDIOPATICA

Con L-carnitina

Sin L-carnitina
VARIABLE R VARIABLE R
Concentracion de Concentracion de
Acetil-CoA Acetil-CoA
B-Oxidacion ] B-Oxidacién
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