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RESUMEN 

En informes previos se ha estudiado la asociación entre las 

concentraciones de óxido nítrico endógeno y el grado de dallo miocárdico, asi, en 

el presente trabajo se determinó una variante de esta correlación. Es un estudio 

de tipo observacional y transversal analítico, donde se calculó un tamaflo de 

muestra de 54 pacientes de la Clínica de Insuficiencia Cardiaca del Hospital de 

Cardiología del Centro Médico Nacional Siglo XXI, con dallo miocárdico por 

cardiomiopatia dilatada de causa isquémica y no isquémica, y con una FEVI 

menor del 40%. Para la determinación de nitritos séricos y metahemoglobina, las 

muestras se procesaron en el laboratorio de Investigación en Toxicología de la 

Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. La comparación de los dos 

grupos de estudio se realizó mediantes la ·u• de Mann-Whitney y la correlación 

mediante "r" de Pearson, con un nivel de significancia p < 0.05. De un total de 59 

pacientes, los niveles de nitritos séricos resultaron significativamente mayores en 

el grupo de CMD que en CI (p=0.0001) pero sin correlación entre los niveles de 

nitritos séricos con la FEVI (r=0.09 y 0.02). Sin embargo, al comprar los nitritos 

séricos con la presencia o no de falla ventricular derecha, encontrarnos una 

importante diferencia (p=0.035). De ésta manera, concluimos que los niveles de 

óxido nítrico son mayores en los pacientes con CMD por un proceso innamatorio 

crónico y de disfunción endotelial, lo cual se correlaciona con un mayor datlo 

miocárdico del ventriculo derecho indicando grados más avanzados de la 

enfermedad. 

Palabras clave: óxido nítrico, cardiomiopatia dilatada. 
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INTRODUCCION 

OBJETIVO GENERAL: 

Analizar la concentración sérica de nitritos y metahemoglobina en 

pacientes con daño miocárdico de etiologla isquémica y no isquémica con una 

fracción de expulsión menor al 40 %. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

1) Determinar la concentración sérica de nitritos y metahemoglobina 

en pacientes con daño miocárdico 

2) Comparar los niveles de nitritos y metahemoglobina en dos grupos 

de pacientes con daño miocárdico, de etiología isquémica y no 

isquémica. 

3) Correlacionar las concentraciones nitritos y metahemoglobina con 

el grado de daño miocárdico (fracción de expulsión del ventrículo 

izquierdo <40%) de etiología isquémica y no lsquémica. 
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MARCO TEORICO 

La cardiomiopatfa dilatada (CMD) es un síndrome caracterizado por una dilatación 

cardiaca y una disfunción contráctil de uno o ambos ventrículos, con desarrollo 

hacia insuficiencia cardiaca congestiva. <
1
> La incidencia de la CMD informa en 

cinco a ocho casos por 100,000 habitantes por al'lo, <21 con una ocurrencia de tres 

veces mayor en raza negra y del sexo masculino que en raza blanca y del sexo 

femenino; la supervivencia en raza negra es de peor pronóstico que en raza 

blanca, de esta manera, solo una cuarta parte de los pacientes considerados para 

transplante cardiaco mejoran espontáneamente. <
3
> Más del 75% de los casos 

produce manifestaciones de CMD, lo cual representa la vía final común del daño 

miocárdlco producido por mecanismos citotóxicos, metabólicos, inmunológicos, 

infecciosos, familiares y genéticos. <
4> La transmisión familiar es heterogénea, 

varios casos han demostrado una transmisión autosómico dominante, recesiva y 

herencia ligada al cromosoma X. <
5
> La miocarditis viral subclínica culmina en el 

desarrollo de CMD en 15% de los casos, con evidencia de títulos altos de 

anticuerpos. <5 l Se ha asociado con HLA DR4 y DQw4 <
7

> y se han sugerido 

alteraciones endocrinas, efectos de las toxinas, hiperreactividad microvascular 

(espasmo) conduciendo a necrosis miocelular con insuficiencia cardiaca 

resultante. <
5l Las causas más importantes de CMD secundaria incluyen abuso por 

alcohol o cocaína, virus de inmunodeficiencia humana, anormalidades metabólicas 

y cardiotoxicidad por drogas contra el cáncer. <
9

> En lista de espera de transplante 

cardiaco del Hospital de Cardiología del Centro médico Nacional Siglo XXI, IMSS, 

entre las que se mencionan 67 pacientes con CMD cuya tasa de defunción fue del 
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53%. <10> El óxido nitrico (NO) es un radical libre (que tiene un electrón impar) 

altamente reactivo, con una vida media de pocos segundos ya que puede 

combinarse con otros radicales libres o descomponerse rápidamente en nitritos y 

nitratos, su reacción es catalizada por hierro. La hemoglobina inactiva el NO por 

unión a la forma de nitrosamina, resultando en la formación de metahemoglobina. 

La óxido nítrico sintetasa cataliza la síntesis de óxido nítrico de L-argninina y 

oxígeno molecular, la L-citrulina es el subproducto y el ON producido inhibe su 

actividad. (Figura 1) <11 > 

0.. L-Citrulina 

~ 
L-Arglnina 

C:' ===::::::::> Óxido nltrico 

Óxido nltrico sin~ n 
(NOS2) ~ 

Figura 1. 

NO-x 

!====~>-! NO - Guanilato ciclasa 

~ 
X X 

GTP GMPc 

La vida media de nitratos es de 3.8 horas, cuya evidencia es indirecta de la 

producción de NO en plasma. <
12

> Los efectos fisiológicos son producidos después 

de que el NO se une a la porción heme de la Hb, activando a la guanilato ciclasa 

producir guanosin monofosfato clclico (GMPc), cuyo incremento causa una 

reducción en la concentración intracelular del calcio, el cual es responsable para la 

relajación del músculo liso y cardiaco. Los efectos fisiológicos son producidos 

después de la unión del óxido nítrico a la guanilato ciclasa soluble, induciendo su 

activación, para convertir el guanosin trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato 
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cíclico (GMPc), lo cual inhibe la fosfodieterasa 3 (PDE3) aumentando el adenosfn 

monofosfato cíclico (AMPc) y la activación de la canales tipo-L de calcio, lo cual 

incrementa el calcio intracelular produciendo un efecto inotrópico positivo. De este 

modo, la producción endógena del óxido nítrico juega un papel significativo en la 

función sistólica. <
13

• 
451 Se han identificado tres isoformas de NOS: un tipo 

endotelial, un tipo neuronal, y un tipo macrófago o inducible. Localizados en los 

cromosomas 7 (tipo endotelial, eNOS, NOS3), 12 (tipo neuronal, nNOS, NOS1), y 

17 (tipo macrófago, iNOS, NOS2). La NOS2 o tipo macrófago no se ha 

encontrado en sanos, pero se expresa después de la activación de células debido 

a infección o por mediadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral 

gamma (FNT gamma) o interleucina-1 alfa (IL-1 alfa). NOS2 es una enzima 

inducible, que produce grandes cantidades de óxido nítrico (NO) a diferencia de 

las otras isoforrnas. La vida media se calcula entre 0.1 y 5 segundos en sistemas 

fisiológicos. La NOS2 ha sido detectado in vivo e in vitro en endocardio, endotelio, 

células inflamatoria (macrófagos), músculo liso vascular, fibroblastos, endotelio 

microvascular y miocitos cardiacos. <
141 Asf, en 1996, se demostró que músculo 

ventricular de rata, previamente tratadas con IL-1 y 6, FNT alfa e interferón 

gamma, presentaban un aumento en la actividad enzimática de NOS en la 

producción de nitritos y nitratos. En estudios previos se ha establecido que 

constituyentes celulares de la célula endotelial y del músculo liso de la 

microvasculatura cardiaca y macrófagos tisulares son capaces de producir óxido 

nítrico en respuesta a citoquinas especificas, tales como FNTa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-

8, CSF-GM y FN-kB; en la que se produce un proceso inflamatorio crónico de la 
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Insuficiencia cardiaca, modulación de la función cardiaca, inducci6n de la 

transducción de genes para una mayor producción de citoquinas, moléculas de 

adhesión, activación anormal de linfocitos T y finalmente, por el aumento de la 

expresión de la enzima lnducible de la Oxido nítrico sintetasa (NOS2) en el 

miocardio humano, promoviendo un deterioro hemodinámico de la función 

cardiaca en la CMD. <14
• 

38
• 

451 La producción de NO puede ser aumentada por 

varios mecanismos: acetilcolina, bradiquinina, 5-hidroxitriptamina, sustancia P e 

hipoxia, a través de la unión a receptores endotelina-18 situados en la célula 

endotelial produciendo vasodilataclón. La habilidad del endotelio de producir NO 

es atenuado en la insuficiencia cardiaca. La disfunción endotelial origina una 

aumento de angiotensina 11 y catecolaminas. De éste modo, éste sistema 

neurohormonal inhibe la producción de bradiquinina y aumenta la de NO. <15
• 

461 

Informes recientes en humanos con transplante alogénico de corazón indican 

aumento en la expresión de NOS2 y por lo tanto, de nitratos y nitritos. 1161 Se 

encontró una mayor evidencia de disfunción ventricular, determinada por 

ecocardiografla, en pacientes con expresión de NOS2 en biopsia de miocardio, 

asl, la Inducción de NOS2 en el corazón puede ser deletérea hacia una disfunción 

generalizada del miocardio. <171 El gen codifica NOS2 mediante una proteína de 

130 kDa que se une a la calmodulina cuando los niveles de calcio intracelular son 

bajos. 11ª1 Recientemente, se comprobó el efecto de la edad sobre la vla NO-cGMP 

cardiaco, 1191 el NO promueve la relajación ventricular asociada con un 

envejecimiento normal. 1201 La producción incrementada de NO correlaciona el 

incremento de niveles del NOx plasmático en animales viejos. <
21

> Los niveles 

plasmáticos de nitratos son significativamente incrementados en pacientes con 
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Insuficiencia cardiaca crónica, <22i para lo cual, se demostró que hay una 

correlación inversa entre la fracción de eyección y los niveles de NOx miocárdico, 

Influenciada por la síntesis, degradación y depuración de los metabolitos del NO. 

<23l Se realizó un estudio donde el aumento en el nitrato plasmático en pacientes 

con falla cardiaca no tuvo correlación con la clase funcional de acuerdo a la New 

York Heart Association. <
24

> En contraste, en otro estudio se encontró que la 

producción de NO es disminuido en paciente con falla cardiaca. <
25i Se midió la 

actividad de NOS2 en tejido ventricular izquierdo de 17 pacientes con CMD, la 

cual resultó elevada. <
26l A diferencia de lo mencionado se encontró una 

correlación en la producción de NO en CMD idiopática, de ésta manera, los 

niveles altos de nitritos en el grupo de CMD idiopática sugiere que el incremento 

en la actividad de NOS2 también puede contribuir a la producción de NO. <
27l El 

NO producido por células endocárdicas induce efectos relajantes miocárdicos en 

preparaciones de músculo papilar. <201 Elevados niveles de NO puede aminorar los 

mecanismos celulares protectores y ejercer efectos citotóxicos y proapoptóticos. El 

NO derivado del endotelio inhibe el consumo de oxígeno miocárdico mediante el 

transporte de electrones mitocondriales, la pérdida de esta función regulatoria 

puede influir en el desarrollo de falla miocárdica. <
29l Szaboles et al demostró que 

la apoptosis de las células miocárdicas durante el rechazo alogénico de corazón 

es paralela a la expresión de NOS2, lo cual sugiere que la apoptosis ocurre por 

acción del NO y peroxynitritos. <
30

l La modulación en el consumo de oxígeno por 

NO se preserva en falla miocárdica, importante en la regulación de la respiración 

mitocondrial. <
31

> Se demostró un aumento en la presión en cuila capilar pulmonar 

(PCWP) durante la inhalación de NO en insuficiencia cardiaca severa de pacientes 
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con CMD y cardiomiopatía isquémlca. <
32

> La Inhalación de NO causa una 

disminución de la resistencia vascular pulmonar asociado con un incremento en la 

presión de llenado del ventrículo izquierdo así, el NO contribuye a la relajación de 

arterias y venas pulmonares in vitre. <
33> El efecto vasodilatador del NO a nivel 

pulmonar lleva a la hipótesis de que la reducción de la postcarga puede llevar a 

una redistribución del volumen sanguíneo a la circulación pulmonar y a una 

ausencia de edema pulmonar. <341 Estudios recalcan la dificultad de la 

investigación in vivo del NO debido a que se une rápidamente a la hemoglobina, 

así, es probablemente el NO endógeno causa la mayoría de Mb. 1351 La 

combinación de hemoglobina con NO a la forma de nitrosilhemoglobina cuenta 

con una afinidad de 1500 veces mayor que con el monóxido de carbono. <361 Una 

concentración mayor del 20% de Mb son bien tolerados, pero el aumento de 40% 

se asocia con síntomas cardiorrespiratorios, así mismo, se han identificado varios 

agentes que inducen aumento en la concentración de NOx, (anexo 2). <
37

> Estudios 

recientes han revelado efectos inotrópicos positivos y negativos del NO. <
35

> Solo 

pacientes seleccionados con CMD requiere cateterismo cardiaco, particularmente 

aquellos con dolor torácico o sospecha de enfermedad isquémica. La 

ventriculografía izquierda demuestra una dilatación de ésta cámara, con hallazgos 

de una reducción difusa en el movimiento de la pared característica de 

enfermedad isquémica; mientras que la disfunción global es más típica de CMD. 

La fracción de expulsión se reduce y el volumen telediastólico se incrementa como 

resultado del dano de la contractilidad del ventrículo izquierdo. <
39

> Los nitratos 

orgánicos son ésteres poliólicos de ácido nítrico. Los nitratos orgánicos de bajo 

peso molecular (nitroglicerina} son líquidos oleosos moderadamente volátiles, 

14 



mientras que los ésteres de nitratos de alto peso molecular (dinitrato de 

isosorbide) son sólidos. Asf, los nitratos y nitritos orgánicos son compuestos 

capaces de convertirse en óxido nítrico, denominados nitrovasodilatadores. La 

biotransformación de los nitratos orgánicos es la hidrólisis por la glutation 

reductasa, convirtiéndolos en metabolitos desnitrados y nitritos orgánicos más 

solubles en agua. <40
> 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Durante mucho anos se ha estudiado el papel del óxido nítrico en la 

fisiopatología del dano miocárdico crónico tanto en pacientes con miocardiopatía 

dilatada como en la causada por isquemia. El mecanismo por el cual incrementa el 

óxido nítrico en pacientes con falla miocárdica es desconocida aún. Sin embargo, 

su aumento deriva en la disminución de la contractilidad miocárdica por el 

aumento del guanosin monofosfato cíclico, lo que provoca una disminución del 

calcio Intracelular, responsable, a su vez, de la relajación del músculo miocárdico. 

Debido a esto, es necesario establecer una relación entre la producción del óxido 

nítrico con el grado de dano de la función ventricular, mediante la cuantificación de 

los metabolitos estables del óxido nítrico, como son los nitratos y la 

metahemoglobina como efecto adverso. Éstos como indicadores de la producción 

endógena de óxido nítrico. 

En estudios previos se ha estudiado una relación entre el óxido nítrico 

y el grado de dano miocárdico, sin embargo, no se ha establecido si la etiología de 

la enfermedad (isquémica y no isquémica) es un factor que modifique las 

concentraciones de derivados del óxido nítrico. Por éste motivo, es de importancia 

relacionar al óxido nítrico como indicador de dallo miocárdico tanto la de etiología 

isquémica como la de no isquémica, como es el caso de la cardiomiopatfa 

dilatada. Se requieren más trabajos en humanos para probar la importancia 

potencial de la actividad del óxido nítrico en la contractilidad miocárdica. 
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HIPOTESIS 

Hipótesis general de trabajo. La concentración de nitritos y metahemoglobina se 

incrementa en forma directa al dallo miocárdico, tanto en la CMD de origen 

isquémico como en no isquémico 

Hi. Los niveles séricos de nitritos y metahemoglobina de pacientes con dallo 

miocárdico se encuentran por arriba de los valores de referencia. 

Ho. Los niveles séricos de nitritos y metahemoglobina de pacientes con dano 

miocárdico se encuentran en valores de referencia. 

Hi. Existe diferencia entre las concentraciones séricas de nitritos y 

metahemoglobina en ambos grupos de dallo miocárdico: etiología isquémica y 

no isquémica. 

Ho. Las concentraciones de nitritos y metahemoglobina son similares en el grupo 

de pacientes de etiología isquémica y no isquémica. 
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HI. Existe correlación Inversa entre las concentraciones séricas de nitritos y 

metahemoglobina de pacientes con CMD ldiopática y el grado de disfunción 

ventricular izquierda < 40 %, no asl en el grupo de dallo miocárdico por isquemia, 

la cual es nula. 

Ho. Existe correlación directa entre las concentraciones séricas de nitritos y 

metahemoglobina de pacientes con CMD idiopática y el grado de disfunción 

ventricular izquierda < 40 %, en tanto, en el grupo de dallo miocárdico por 

isquemia es inversa. 
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DEFINICIÓN DE VARIABLES 

La variable independiente es el daño miocárdico de etiología 

isquémica o no isquémica de la cardiomiopatla dilatada. Las variables 

dependientes son Jos metabolitos del óxido nítrico: nitratos/nitritos y 

metahemoglobina. 

VARIABLES INDEPENDIENTES: 

Dafto mlocérdlco: La cardiomiopatia dilatada es un síndrome caracterizado por 

una dilatación cardíaco con daño en Ja función sistólica y diastólica de uno o 

ambos ventrículos. La cardiomiopatla dilatada de causa isquémica es Ja producida 

por un infarto del miocardio extenso, o varios infartos que han dejado áreas del 

corazón con incapacidad funcional acentuada o total. La causa no isquémica de Ja 

cardiomiopatla dilatada, es el deterioro progresivo de la función ventricular 

sistólica, diastólica o ambas, lo cual constituye el estado final de un proceso que 

afectó al miocardio como factores genéticos, familiares, virales, citotóxicos, 

inmunológicos, por abuso de alcohol o cocaína, virus de inmunodeficiencia 

humana, anormalidades metabólicas, por fármacos cardiotóxicos y por radicales 

libres como el óxido nítrico debido a un aumento del NOS2. 

Variable de tipo nominal 
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Dafto ventricular: En la cardiomiopatia dilatada el deterioro progresivo de la 

función ventricular se manifiesta por un aumento en los volúmenes diastólico final 

y sistólico final del ventrículo izquierdo, reducción de la fracción de expulsión y 

movimiento anormal que puede ser generalizado ó segmentario de la pared 

ventricular. Operacionalmente, la falla ventricular izquierda es la disminución de la 

fracción de expulsión ventricular izquierda < 40 %. 

Variable de tipo cuantitativa discreta y nominal dicotómica 

VARIABLES DEPENDIENTES: 

Nitritos (NH2 -): Es metabolito del óxido nítrico. Los nitritos son metabolizados en 

el hígado por la glutation reductasa a nitritos, el cual es eliminado por los ril'lones, 

además es catalizada por metales de transición como el hierro, contenido en el 

grupo heme de la hemoglobina, dando lugar a la formación de metahemoglobina. 

Así, los nitratos y nitritos son los agentes oxidantes más fuertes de 

metahemoglobinemia. Son potentes relajantes del músculo liso con efectos 

cardiovasculares como vasodilatación de arterias coronarias y arterias periféricas, 

y especialmente venas. Los nitritos serán determinados como iones nitritos en 

plasma en micromol por litro (µmoL'L). 

Variable de tipo cuantitativa continua. 
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Metahemogloblna: Es una hemoglobina anormal en la cual el estado ferroso 

reducido (Fe++) de la molécula heme es oxidada a la forma férrica (Fe+++). La 

presencia de hierro oxidado, incrementa la afinidad por el oxígeno con la 

consecuente reducción de liberación de oxígeno a los tejidos, intensificando la 

hipoxia tisular y la cianosis. La metahemoglobinemia es normalmente presente en 

menos del 1 por ciento del total de hemoglobina en condiciones fisiológicas. Así, la 

metahemoglobinemia es difinida como la concentración de metahemoglobina 

mayor al 1 %. La metahemoglobina puede ser reportada con números absolutos, 

en miligramos por decilitro (mg/dL). 

Variable de tipo cuantitativa continua. 

VARIABLES DE CONFUSIÓN. 

Falla ventricular derecha: Es la disminución de la capacidad contráctil del 

ventrículo derecho, con desviación a la derecha de las curvas de 

expulsión/volúmen. Se cuantifica por la disminución de la fracción de expulsión 

(volúmen total diastólico expulsado en cada sístole). La fracción de expulsión 

normal del ventrículo derecho es del 40 al 60% según el método empleado. 

Operacionalmente la falla del ventrículo derecho es la disminución en la fracción 

de expulsión, !:30%. Determinada por Medicina Nuclear o cateterismo cardiaco. 
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Nitratos org6nlcos: Son ésteres poliólicos de ácido nítrico. Las concentraciones 

máximas de nitroglicerina se encuentran en el plasma luego de 4 minutos de la 

administración sublingual; éste agente tiene una vida media de 1 a 3 minutos. Los 

metabolitos dlnitrados, que son 1 O veces más potentes como vasodilatadores, 

tienen una vida media de aproximadamente 40 minutos. La administración 

sublingual de dinitrato de isosorbide produce concentraciones plasmáticas 

máximas en el plasma luego de 6 minutos, las cuales descienden rápidamente; su 

vida media es alrededor de 45 minutos. Los metabolitos principales, el 2 

mononitrato de isosorbide y 5 mononitrato de isosorbide tienen una vida media 

más prolongada. 

Se realizará un período de lavado para los pacientes que reciben tratamiento con 

nitratos orgánico, el cual será de 12 horas previas a la toma de la muestra. 

Otros fármacos: No se ha demostrado producción o interacción de nitratos y 

metahemoglobina como metabolitos o efectos adversos con los fármacos 

administrados a los pacientes de acuerdo a la patología, CMD idiopática y 

cardiopatla isquémica, como son: digoxina, diuréticos de asa (furosemide), 

antagonistas de la aldosterona (espironolactona), inhibidores de la enzima 

convertidora de angiotensina (captopril y enalapril), para este último grupo de 

medicamentes se ha demostrado que no hay diferencias significativas (p=0.23) 

entre los niveles de los metabolitos del óxido nítrico y los pacientes que recibieron 

y que no recibieron inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina <
23>; 

sulfonilureas (gliburida), anticoagulantes orales (warfarina, acenocumarina), 

antagonistas de los receptores H2 (ranitidina); inhibidores de la H+, K+-ATPasa 

(omeprazol). 
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MATERIAL Y METODO 

En el presente estudio fueron incluidos treinta y nueve pacientes con 

dailo miocárdico. Los pacientes consistieron en veinticuatro del sexo masculino y 

catorce del sexo femenino con edad promedio de 47.15 ± 14.46 (rango 15 a 75) 

anos. En el grupo de dar'lo miocárdico por cardiomiopatla dilatada (CMD) se 

incluyeron veintiséis pacientes y en el grupo de cardiopatla isquémica (CI) se 

incluyeron trece pacientes. 

Los criterios de inclusión para los dos grupos de estudio fueron 

pacientes de ambos sexos, con edades entre 15 y 75 ar'\os de edad con 

diagnóstico de daño miocárdico por cardiomiopatía dilatada y el causado por 

cardiopatla isquemca. Se incluyeron pacientes con una fracción de expulsión del 

ventrrculo izquierdo menor de 40 %, la cual fue determinada por medicina nuclear 

o ecocardiografia. A los pacientes que estuvieron en tratamiento farmacológico 

con nitratos orgánicos se le realizó un período de lavado de 12 horas, previo a la 

recolección de la muestra, posterior a la cual, dicho medicamento, se continuó 

como fue prescrita. 

No se incluyeron pacientes con enfermedades sistémicas asociadas 

como insuficiencia renal aguda o crónica o que tuvieran una creatinina sérica 

mayor a 2.5 mg/dL; y tampoco pacientes que hayan sido expuestos a sustancias 

que alteren el valor real de la fuente endógena de nitritos y metahemoglobina. 
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En nuestro estudio no se excluyó a ningún paciente ya que todos 

cumplieron con los requisitos y especificaciones con base en la técnica para la 

determinación sérica de nitritos y metahemoglobina. Todos los pacientes con 

tratamiento farmacológico con nitratos orgánicos llevaron a cabo un periodo de 

lavado de 12 horas para los medicamentos especificados. 

Determinación de la concentración de nitritos plasmttlcos. 

Se realizó en un grupo de 26 pacientes con dailo miocárdico por CMD y 

en 13 pacientes con CI de la Clínica de Insuficiencia Cardiaca del Hospital de 

Cardiología del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Una vez llevado a cabo ayuno y 

el periodo de lavado de 12 horas para nitratos orgánicos, se procedió a la 

recolección de la muestra, colocando al paciente en decúbito dorsal por 5 minutos, 

se realizó un procedimiento de antisepsia de la piel de la cara anterior de la 

articulación del codo, se colocó un torniquete, aplicando sistema Vacutainer® se 

obtuvo sangre venosa periférica de la vena cefálica del antebrazo, dicho torniquete 

tuvo una duración no mayor a un minuto para evitar la activación de los factores 

de coagulación y de la producción de radicales libres; se extrajeron 7 ml de 

sangre total en un tuvo sin anticoagulante. Posteriormente la sangre se centrifugó 

a 3000 revoluciones por minuto por 5 minutos y el suero resultante se almacenó 

en alícuotas a - 70 C. El procesamiento de las muestras se llevó a cabo en el 

Laboratorio de Investigación en Toxicologfa de la Facultad de Veterinaria y 

Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México, donde se realizó el 

análisis de la muestra para la determinación de nitritos plasmáticos mediante el 
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reactivo de Griess. El suero de las muestras fue diluido cinco veces con agua 

destilada y deproteinlzadas anadiendo 1120 del volumen de sulfato de zinc 

(300gll) para dar una concentración final del mismo de 15 gil. Después se 

centrífugo a 3500 revoluciones por minuto por 15 minutos a temperatura de fa 

habitación, se obtuvieron 500 µL de sobrenadante fa cual se anadieron 500 µL de 

reactivo de Griess (1g/L de sulfanilamida, 25 g/L de ácido fosfórico y 0.1 g/L de N-

1-naphthyfethylenediamlna). Posterior a un tiempo de espera de 10 minutos y a 

temperatura ambiente se desarrolló un color, se midió la absorbancia a una 

longitud de onda de 540 nm, cada muestra fue procesada por duplicado. La curva 

de calibración fue hecha con una solución estándar de 1000 partes por millón 

(ppm) usando 1.63 gil nitrato de potasio; se realizaron estándares de 0.25, 0.50, 

1 y 2 ppm de nitratos. Los resultados obtenidos de las muestras de los pacientes 

fueron ppm, los cuales fueron convertidos a µmol/L. <42 > 

Determinación de metahemogloblna. 

Se llevó a cabo en el método Evelyn y Malloy. En el mismo proceso de 

recolección de muestra se obtuvo un tuvo de 5 mL de sangre total con 

antlcoagulante heparina de sodio. El procesamiento de la metahemoglobina se 

llevo a cabo en la primera hora de recolectada fa muestra en fa sección de 

Hematofogfa del Laboratorio Clínico del Hospital de Cardiología del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social. 

La metahemoglobina es un tipo de hemoglobina en la que el Ión ferroso 

ha sido oxidado al estado férrico; tiene la máxima absorción a 630 nm. Cuando se 

25 

-----------------------~ -------~--



ai'lade cianuro, esta banda de absorción desaparece y el cambio resultante en la 

densidad óptica es directamente proporcional a la concentración de 

metahemoglobina. La totalidad de la hemoglobina de la muestra se midió después 

de la conversión completa a cianohemoglobina por la adición del reactivo de 

ferricianuro de potasio. La conversión no medió sulfohemoglobina. La turbidez del 

hemolizado puede evitó con la adición de un detergente no iónico. El 

procesamiento de la muestra es como sigue: Se lisaron 0.2 mL de sangre en una 

solución que contiene 4 mL de tampón de fosfatos y 6 mL de la solución 

detergente. El hemolizado se dividió en dos partes (A y B). La absorción de A se 

midió en un espectrofotómetro a 630 nm (01 ). Al mismo tubo se añadió 50 µL de 

solución de cianuro potásico (conversión en cianohemoglobina), a la vez, se midió 

de nuevo la densidad óptica después de la mezcla (02). La variación de la 

densidad óptica es proporcional a la cantidad existente de metahemoglobina .. Se 

ai'ladió a B so µL de solución de ferricianuro potásico (conversión a 

metahemogloblna), se midió la densidad óptica después de 5 minutos y en la 

misma longitud de onda (03). Se ai'ladió a B 50 µL de solución de cianuro potásico 

(conversión de toda la metahemoglobina en cianohemoglobina), se mezcló y se 

hizo una nueva lectura (04). Todas las mediciones se realizaron frente a un blanco 

de tampón y detergente en la misma proporción que están en la muestra. Por 

último, la metahemoglobina (%) se determinó como la diferencia de 01 y 02 entre 

la diferencia de 03 y 04 por 1 oo. 
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ANÁLISIS ESTADlsTICO 

Los datos se expresaron en promedio ± desviación estándar y en 

gráficas de puntos mediante la determinación de medidas de tendencia central y 

medidas de dispersión. Para determinar el nivel de significancia de la diferencia 

entre las medias de dos muestras no apareadas se utilizó la prueba ·u· de Mann­

Whitney (muestra de libre distribución), las comparaciones de nitritos entre los tres 

grupos fueron ejecutadas por ANOVA. Para precisar la asociación entre dos 

variables cuantitativas se utilizó el coeficiente de correlación ·r· (Pearson) y de 

ésta manera conocer si es directa o inversamente proporcional la magnitud de la 

asociación. Todas las pruebas fueron computadas con el software SPSS para 

Windows Versión 10.0.1. Como significancia estadística fue aceptado un nivel de 

p<0.05. 
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CONSIDERACIONES ETICAS 

Cada paciente deberá firmar una carta de consentimiento 

informado (anexo 3), asf, se guardará integridad y total discreción en la identidad 

de cada uno de ellos. La recolección de las muestras para el objetivo de este 

estudio, está legalmente permitido, de acuerdo a las especificaciones de la Ley 

General de Salud (artículos 100 a 103) de la República Mexicana y de acuerdo al 

estándar aprobado por National Committee Control Laboratory Standard, NCCLS, 

de procedimientos para la colección de muestras sanguíneas diagnósticas por 

venopunción <41 >. 
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RESULTADOS 

Se estudió el universo de pacientes con dano miocárdico de la Clínica de 

Insuficiencia Cardiaca del Hospital de Cardiología del Centro Médico Nacional 

Siglo XXI del IMSS, de los cuales fueron evaluados 26 (44.0%) pertenecieron al 

grupo de cardiomiopatía dilatada (CMD), 13 (22.0%) al grupo de cardiopatía 

isquémica y 21 (33.8%) sujetos sanos como control. (Cuadro 1) 

El total de pacientes tuvo un promedio de edad de 46.85 ±14.37 (rango 15 a 

76 anos), para el grupo de CMD fue de 44.5 ± 15.0 anos y en el grupo de CI fue 

de 52.4 anos. Se evaluó la relación hombre:mujer en el total de pacientes y de 

cada grupo y la enfermedad predominó en el sexo masculino. El criterio de estudio 

de la clase funcional del paciente se realizó para 39 pacientes de acuerdo a la 

clasificación de la Asociación del corazón de Nueva York (NYHA). Para el grupo 

de CMD, 17 pacientes presentaron clase funcional 1, 8 tuvieron clase funcional 11, 

el paciente restante de este grupo presentó clase funcional 111. La clase funcional 

que presentaron los pacientes del grupo de CI fue similar, excepto que ningún 

paciente se encontró en clase funcional 111. No hubo diferencia en las 

características clínicas de los pacientes de los dos grupos (Cuadro 1 ). 
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CUldro 1. Caracterrsticas clínicas los grupos: cardiomiopatía dilatada y cardiopatía isquémica. 

TOTAL CMD CI 

N 39 26 13 

Edad Media±SD 46.85 ± 14.37 44.5 ± 15.0 52.4± 12.0 

Rango 15 a76 15 a63 33a76 

Sexo Masculino 24 15 9 

Femenino 15 11 4 

Rel.H:M 1.6:1 1.3:1 2.2:1 

Clase 1 23 17 7 

funcional 11 15 8 6 

(NYHA) 111 1 1 . 

N . . . 
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Los pacientes de nuestro estudio fueron manejados con terapia 

convencional con digoxina, diuréticos e inhibidores de la enzima convertidora de 

angiotensina o dinitrato de isosorbide. Se manejó con anticoagulación a los 

pacients con FEVI menor a 30% e historia de fenómenos tromboembólicos. Se 

utilizó tratamiento con inhibidores de la HMG-CoA reductasa para aquellos 

pacientes que presentaron hipercolesterolemia (Cuadro 2). 

Cuadro 2. Terapia convencional de pacientes con cardiomiopatra dilatada y 

cardiopatía isquémica. 

Fármaco CMD(%) CI (%) 

IECA 100 100 

Digxina 100 85 

Diuréticos 100 100 

lsosorbide 100 

HMGCoA reductasa 45 
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El valor promedio obtenido de la fracción de expulsión del ventrículo 

izquierdo (FEVI) para el grupo de CMD fue de 27.12 ± 7.6 % (rango 11 a 40) y 

para el grupo de CI fue de 25.3 ± 6.3 % (rango 15 a 35), sin diferencia entre los 

dos grupos (p = 0.53). (Cuadro 3) 

Cuadro 3. Muestra el valor medio de las variables 
independiente y de confusión para cada grupo. 

CMD CI *P 

Media± SD Media±SD 

FEVI 27.8± 7.6 25.3 ± 6.3 0.5 

FEVD 34.1±8.1 34.7 ± 8.9 0.7 

* •u• de Mann-Withney 
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Una de las variables de nuestro estudio fue cuantificar la concentración de 

nitritos séricos como indicador de la producción de óxido nítrico endógeno y los 

valores de la concentración promedio de nitritos séricos para el grupo de CMD fue 

de 186.18 ± 104.9 µmoVL (95% de intervalo de confianza entre 143.7 a 228.5), 

mientras que para el grupo de CI fue de 117.6 ± 79.4 µmoVL (95% de intervalo de 

confianza, entre 69.6 a 165.6). (Cuadro 4) 

Cuadro4. Media de nitritos séricos cara cada arunn de estudio. 
Intervalo de confianza 95% 

1 cara la media 
Grupo n Media os Limite bajo Limite alto 

CMD 28 186.18 104.9 143.7 228.5 

CI 13 117.6 79.4 69.6 165.6 

De acuerdo a los objetivos planteados en este protocolo, solo se incluyeron 

dos grupos de estudio, sin embargo, como no se cuentan con valores de 

referencia de nitritos séricos en la población mexicana, fue necesario determinar 

un grupo control de 21 personas aparentemente sanas. La concentración media 

adquirida para los controles fue de 68.7 ± 59.7 µmoVL (95% de intervalo de 

confianza, entre 40.8 a 96.7). 
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Se obtuvo significancia (p = 0.0001) con la prueba de Kruskal Wallis 

para establecer diferencia en la media de nitritos séricos entre los grupos de CMD 

y CI. Asl mismo, detectamos diferencia al comparar el grupo de CMD con los 

controles (p = 0.0001) y al grupo de CI con los controles (p = 0.027) al empleo de 

la prueba ·u· de Mann-Whitney. Dados estos resultados, al aplicar la prueba de 

ANOVA para determinar si existe diferencia en los grupos con respecto a la 

variabilidad del universo, observamos que si existe (p = 0.0001); y al aplicar una 

pos prueba observamos que la diferencia entre los grupos de CMD y CI fue 

significativa (p = 0.023), lo mismo para el grupo de CMD y controles (p = 0.0001) 

pero no asf para el grupo de CI con los controles (p = 0."118). (Figura 1) 

Una vez llevado a cabo el análisis de correlación mediante las 

pruebas estadfsticas, determinamos que no existe correlación entre los niveles de 

nitritos séricos y la FEVI de los pacientes con CMD (r = -0.090, p = 0.33) (Figura 

2) ni para el grupo de CI (r = 0.29, p = 0.16) (Figura 3). 
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Figura 1. Concentración media de nitritos en 
plasma de pacientes con daño miocárdico 
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Figura 2. Correlación entre nitritos y FEVI 
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El valor promedio obtenido para la metahemoglobina en el grupo de 

CMD fue de 1.48 ± 0.4 % (rango 1 a 3), mientras que para el grupo de CI fue de 

1.35 ± 0.3 % (1 a 2). Sin embargo, de acuerdo a estos resultados no hubo 

diferencia entre los valores obtenidos entre los grupos de estudio y los de 

referencia (1 a 2 %). (Cuadro 5) 

No existe significancia de la metahemoglobina entre los grupos de CMD 

y CI (p = 0.44). (Cuadro 5) y (Figura 4) 

La principal variable de confusión incluida en nuestro estudio fue el dano 

mlocárdico del ventrículo derecho evaluado mediante la fracción de expulsión del 

ventriculo derecho. Para considerar disfunción del ventrículo derecho se determinó 

un valor menor o igual a 35%. 

Al analizar los grupos de acuerdo a la presencia de dai\o del ventrfculo 

derecho (<35% de fracción de expulsión), obtuvimos 18 en el grupo con dai\o y 21 

en el grupo sin dai\o. 

Al comparar la medias de la concentración de nitritos séricos de acuerdo 

a la presencia o no de falla del ventrículo derecho, se encontró que son diferentes 

(p = 0.035), siendo mayor la concentración de nitritos en pacientes con dano del 

ventriculo derecho, Independientemente de la etiología lsquémica o no. (Figura 5) 
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Cuadro 5. Muestra el valor medio de las variables 
dependientes para cada grupo. 

CMD CI Grupo •p 
control 

Media±SD Media± SO Media± SO 

Nitritos 186.18 ± 104.9 117.6 ± 79.4 68.78 ± 59.7 •0.0001 

.. 0.02 

... 0.023 

+ 0.0001 

1 0.11 

Metahemoh 1.48 ± 0.47 1.35 ± 0.3 1 •0.44 

emoglobina 

• Kruskal-Walhs. p<0.05 

•• ANOVA . p<0.05 

••• p<0.05 entre grupos CMD y CI 

+ p<0.05 entre grupos CMD y control 

! p>0.05 entre grupos CI y control 

"' •u• Mann-Withney. p>0.05 
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Figura 5. Concentración de nitritos en 
presencia de daño VD 
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DISCUSIÓN 

La cardiomiopatfa dilatada (CMD) es una enfermedad propia del 

músculo cardiaco de causa primaria o secundaria. <1> En estudios previos se ha 

establecido que constituyentes celulares de la célula endotelial y del músculo liso 

de la microvasculatura cardiaca y macrófagos tisulares son capaces de producir 

óxido nltrico en respuesta a citoquinas especlficas,<14
> promoviendo un deterioro 

hemodinámico de la función cardiaca en la CMD. 

Las formas inherentes de la CMD ocurren en el 30% de los casos y es 

la causa más frecuente de insuficiencia cardiaca severa, lo cual lleva a la 

necesidad de trasplante cardiaco. La mayoría de los pacientes inician entre los 20 

y los 50 años de edad, pero puede afectar niños y ancianos. <43l En el grupo de 

CMD de nuestro estudio se incluyeron desde adolescentes hasta ancianos lo 

determina la gran universalidad de la enfermedad. 

La ocurrencia de la CMD es tres veces mayor en el sexo masculino que 

en el femenino <3 >, similarmente ocurrió en una población de 169 pacientes con 

CMD, donde la relación hombre:mujer fue de 2.4:1 <44l. De acuerdo a estas 

observaciones, la relación del sexo con la enfermedad en nuestro estudio 

predominó en el sexo masculino. 

La importancia de los objetivos y del diseño de la terapia para cada 

paciente varia de acuerdo al estadio cllnico de la insuficiencia cardiaca. La 

evidencia de un mejoramiento en la supervivencia con terapia médica se ha 
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mostrado para cada estadio de fa disfunción ventricular izquierda, desde 

asintomática hasta fa faifa cardiaca sintomática severa. El impacto de fa terapia 

para reducir la progresión de la enfermedad como fa medición de la fracción de 

expulsión es más aparente antes del desarrollo de los síntomas severos. 11 , 

Estudios recientes en humanos indican que la expresión de NOS2 

aumenta en los corazones de pacientes cuyos niveles séricos de nitritos y nitratos 

también son incrementados en músculo cardiaco 116
• 

17l. En nuestro estudio se 

demostraron niveles aumentados de nitritos séricos en pacientes con dai'lo 

miocárdico por CMD comparados con los pacientes con dai'lo miocárdico por 

isquemia y con los controles sanos. Un estudio similar hecho por Winfaw y cofs., 

encontró una diferencia significativa de los niveles séricos de nitritos entre el grupo 

control y pacientes con insuficiencia cardiaca, pero no encontró diferencia de 

dichos niveles ente los grupos de CMD y CI 124
l. Y posteriormente en otro ensayo 

realizado por Rakhit y cofs., desmostraron que hay niveles incrementados de 

nitritos tanto en CMD como en CI 127l. De esta manera, en nuestro estudio si 

encontramos diferencia significativa en los nitritos séricos entre el grupo de CMD y 

CI, fo que sugiere un incremento en fa actividad del óxido nítrico y que estos 

hallazgos son consistentes con los reportados por Belder y cofs. 125l 

Controversiafmente, los valores del óxido nítrico encontrados por 

Sumino y cols. son significativamente disminuidos en pacientes con insuficiencia 

cardiaca, de ésta manera fa posible razón que dio éste investigador para explicar 

este hallazgo, fue fa reducción de fa función renal que acampana a fa disfunción 

cardiaca. 125, 
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Así mismo, Lewis y cols., rerefieren que el incremento de los niveles 

séricos de nitratos y nitritos en el músculo cardiaca es frecuente cuando existe 

disfunción ventricular sistólica y diastólica, estos últimos determinados por 

ecocardiografía <
1ª1• Node y cols., señalaron que los niveles de los metabolitos del 

óxido nítrico (NOx) en pacientes con insuficiencia cardiaca moderada a severa 

fueron incrementados en comparación con sujetos sanos y hubo correlación 

inversa entre los niveles cardiacos de NOx y FEVI 1231. A diferencia de estos dos 

estudios, en el presente no encontramos correlación entre los niveles de nitritos 

séricos con los valores de FEVI obtenidos por medicina nuclear y ecocardiografía. 

Dentro del proceso patogénico de la CMD, se incluye un tono vascular 

periférico anormal por disfunción endotelial e insuficiencia de bomba, lo cual 

origina un aumento de la angiotensina 11 y catecolaminas con la consiguiente 

producción de óxido nítrico. <45> 

Los resultados de nitritos séricos en este estudio son particularmente 

interesantes, debido que sugieren un incremento en la producción de óxido nítrico 

en el proceso inflamatorio crónico como parte del proceso patogénico del la CMD. 

Con esto podemos deducir que el aumento en la producción de óxido nítrico en 

pacientes con CMD se debe a que existe un aumento en la actividad de NOS2 en 

los cardiomiocitos. 

No hay informes de la correlación del óxido nítrico con el daño del 

ventrículo derecho (VD). Nuestro estudio es el primero que notifica que existe una 

correlación entre los niveles de nitritos con el daño del ventrículo derecho, lo cual 

sugiere que la producción de óxido nítrico en pacientes con daño miocárdlco 

depende más del dano del VD que del VI. 
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) 

De manera alternativa, es posible que la FEVD refleja la función 

sistólica y diastólica general del VI, además de la función primaria del ventrículo 

derecho en pacientes con insuficiencia biventricular. <
471 

Esto parece expresar un grado más avanzado de enfermedad con 

mayor grado de disfunción endotelial. Ya que se ha establecido que no solo el 

datlo del VI es un predictor de mal pronóstico, sino que también el VD, y en el 

futuro, debemos diferenciar si el aumento del óxido nltrico es parte de la causa del 

datlo del ventrículo derecho ó ambas tienen un factor causal común. 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo a las hipótesis planteadas, se concluye que los pacientes 

con dano miocárdico tienen una producción aumentada de óxido nítrico endógeno, 

cuyo indicador fueron los nitritos séricos: así, dichos niveles son superiores en los 

pacientes con cardiomiopatia dilatada que en los pacientes con cardiopatía 

isquémica, y por supuesto, mayores que en sujetos aparentemente sanos. De éste 

modo deducimos que el aumento del óxido nitrico en pacientes con cardiomiopatia 

dilatada obedece a una mayor alteración de la función endotelial y miocárdica por 

un proceso inftamatorio crónico propio de la patogénesis de la insuficiencia 

cardiaca. 

Sin embargo, la funcionalidad del ventriculo izquierdo medido por la 

fracción de expulsión del ventriculo izquierdo no tiene asociación alguna con los 

niveles incrementados de óxido nítrico endógeno tanto en los pacientes con 

cardiomiopatia dilatada como en los pacientes con cardiopatia isquémica. 

Contrariamente, concluimos que la producción elevada de óxido nítrico 

tiene una estrecha relación con una menor funcionalidad del ventriculo derecho, 

además, debido a que éste último es indicador de severidad de la insuficiencia 

cardiaca, inferimos que una mayor producción de óxido nítrico puede anunciar un 

mayor dano del ventriculo derecho. 
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ANEXO 1 

HOJA DE RECOLECCIÓN DE DATOS 

Nombre del paciente: _________________ _ 

Número de afiliación:---------

Edad: ___ _ 

Dirección: _____________________ _ 

Teléfono:------­

Diagnóstico:---------------------­

Fecha y hora de recolección de la muestra:-----------

MEDICAMENTOS DOSIS OBSERVACIONES 

RESULTADO (%) DANO MIOC RDICO 

ECO MN SI NO 

FEVI 

PARAMETRO RESULTADO (mg/dL) 

Nitritos 

Nitratos 

Metahemogloblna 
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ANEX02 

Agentes inductores de nitratos 

Nitrato de sodio, potasio y calcio Agua contaminada, fertilizantes, 

conservadores de comida 

Subnitrato de bismuto Antidiarreico 

Nitrato de amonio Diuréticos, fertilizantes 

Nitrato de plata Tratamiento tópico de quemaduras 

Agentes Inductores de nitritos 

Nitrito de amito Vasodilatador, abuso de inhalantes 

Nitrito de butilo Aromatizantes ambientales, abuso de 

inhalantes 

Nitrito de isobutilo Aromatizan tes ambientales, abuso de 

inhalantes 

Nitrito de sodio, Conservadores de comida, anticorrosivo 

Nltrobenzeno Solvente y abrillantadores 

Oxido de nitrógeno Llantas y ensilajes 
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ANEX02 

Agentes inductores de metahemoglobina 

Anilina Tintes, reveladores de fotos, aditivos de 

combustible 

Benzocarna Anestésico tópico 

Cloroquina, Dapsona, Primaquina Antimaláricos 

Sulfato de cobre Emético, funguicida, astringente 

Sulfonamidas Antimicrobiano 

Lidocaína y prilocalna Anestésico, antiarrltmico 

Metoclopramida Antiemético 

Azul de metileno Tinte médico, ·terapia de 

metahemoglobinemia 

Naftalina Bola de naftalina 

Fenazetin Analgésico 

Fenazopiridlna Antiséptico del tracto urinario 

Fenoles Desinfectante 

Toluidlna Antídoto de metahemogloblna, tintes y 

unas artificiales 
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ANEX03 

CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA INCLUSION EN PROTOCOLO DE 

INVESTICACION 

A quien corresponda: 

Yo, _________________________ , afirmo que 

he sido informado del proyecto de investigación "DETERMINACION DE LA 

CONCENTRACION DE METABOLITOS DEL OXIDO NITRICO EN PACIENTES 

CON FALLA MIOCARDICA" y doy mi aprobación a los Doctores Martín Horacio 

Garrido Garduno y Azucena Zitlali Ruiz Petatán, para que tomen las muestras 

necesarias de sangre venosa periférica y realicen el estudio de laboratorio y 

gabinete. Estoy consciente que cualquier procedimiento, incluyendo la extracción 

de una muestra sanguínea, puede tener complicaciones de las que ya he sido 

informado. El protocolo requiere además utilizar información de mi expediente, 

incluyendo historia clínica y resultados de estudios recientes, por lo que también 

los autorizo para su utilización, sabiendo que no seré mencionado a titulo personal 

en ningún foro, mantendré mi anonimato y tengo la posibilidad de abandonarlo en 

el momento que yo lo considere necesario, sin que ello altere de manera alguna 

mi tratamiento o derechos en el Hospital de Cardiología y en el instituto Mexicano 

del Seguro Social. Este proyecto de investigación cumple con los lineamientos 

establecidos sobre la investigación en seres humanos de la Ley General de Salud 

(artículos 100 a 103). 

Paciente 

Testigo Testigo 
México, D. F. a de _____ del 2002. 
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