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RESUMEN

En informes previos se ha estudiado la asociacion entre las
concentraciones de 6xido nitrico endégeno y el grado de dafto miocardico, asi, en
el presente trabajo se determin6 una variante de esta correlacion. Es un estudio
de tipo observacional y transversal analitico, donde se calculé un tamafio de
muestra de 54 pacientes de la Clinica de Insuficiencia Cardiaca del Hospital de
Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXi, con daflo miocardico por
cardiomiopatia dilatada de causa isquémica y no isquémica, y con una FEVI
menor del 40%. Para la determinacién de nitritos séricos y metahemoglobina, las
muestras se procesaron en e! Laboratorio de Investigacién en Toxicologfa de la
Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. La comparacion de ilos dos
grupos de estudio se realizé mediantes la “u" de Mann-Whitney y la correlacién
mediante “r" de Pearson, con un nivel de significancia p < 0.05. De un total de 59
pacientes, los niveles de nitritos séricos resuitaron significativamente mayores en
el grupo de CMD que en C! (p=0.0001) pero sin correlacion 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 o0 no de falla ventricular derecha, encontramos una
importante diferencia (p=0.035). De ésta manera, concluimos que los niveles de
6xido nitrico son mayores en los pacientes con CMD por un proceso inflamatorio
crénico y de disfunciéon endotelial, lo cual se correlaciona con un mayor dafio
miocardico del ventriculo derecho indicando grados mas avanzados de la

enfermedad.

Palabras clave: 6xido nitrico, cardiomiopatia dilatada.




INTRODUCCION

OBJETIVO GENERAL:

Analizar la concentracién sérica de nitritos y metahemoglobina en
pacientes con dafio miocardico de etiologfa isquémica y no isquémica con una

fraccién de expulsion menor al 40 %.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Determinar la concentracién sérica de nitritos y metahemoglobina
en pacientes con dafio miocardico

2) Comparar los niveles de nitritos y metahemoglobina en dos grupos
de pacientes con daiio miocardico, de etiologfa isquémica y no
isquémica.

3) Correlacionar las concentraciones nitritos y metahemoglobina con
el grado de dafio miocardico (fraccion de expulsién del ventriculo

izquierdo <40%) de etiologfa isquémica y no isquémica.




MARCO TEORICO

La cardiomiopatia dilatada (CMD) es un sindrome caracterizado por una dilatacién
cardiaca y una disfuncién contracti de uno o ambos ventriculos, con desarrollo
hacia insuficiencia cardiaca congestiva. ‘" La incidencia de la CMD informa en
cinco a ocho casos por 100,000 habitantes por afio, ) 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 pronéstico que en raza
blanca, de esta manera, solo una cuarta parte de los pacientes considerados para
transplante cardiaco mejoran espontaneamente. ) Mas del 75% de los casos
produce manifestaciones de CMD, lo cual representa la via final comin del dafio
miocardico producido por mecanismos citotoxicos, metabodlicos, inmunolégicos,
infecciosos, familiares y genéticos. ! La transmisién familiar es heterogénea,
varios casos han demostrado una transmisiéon autosémico dominante, recesiva y
herencia ligada al cromosoma X. *® La miocarditis vira! subclinica culmina en el
desarrollo de CMD en 15% de los casos, con evidencia de titulos altos de
anticuerpos. ® 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. '® Las causas mas importantes de CMD secundaria incluyen abuso por
alcohol o cocaina, virus de inmunodeficiencia humana, anormalidades metabdlicas
y cardiotoxicidad por drogas contra el cancer. ®) En lista de espera de transplante
cardiaco del Hospital de Cardiologia de! Centro médico Nacional Siglo XXI, IMSS,

entre las que se mencionan 67 pacientes con CMD cuya tasa de defuncion fue del
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§3%. "9 El 6xido nitrico (NO) es un radical libre (que tiene un electrén impar)
altamente reactivo, con una vida media de pocos segundos ya que puede
combinarse con otros radicales libres o descomponerse rapidamente en nitritos y
nitratos, su reaccién es catalizada por hierro. La hemoglobina inactiva el NO por
unién a la forma de nitrosamina, resultando en la formacién de metahemoglobina.
La éxido nitrico sintetasa cataliza la sintesis de éxido nitrico de L-argninina y
oxigeno molecular, la L-citrulina es el subproducto y el ON producido inhibe su

actividad. (Figura 1) "

02 L-Citrutina

-Argini ——r> Oxidonitico f———r—o
L-Arginina Xido nitrco | NO - Guanilato ciclasa

Oxido nitrico sintetasa
" (:052) |

GTP GMPc
X X

Figura 1.

La vida media de nitratos es de 3.8 horas, cuya evidencia es indirecta de la
produccién de NO en plasma. 1'? Los efectos fisiolégicos son producidos después
de que el NO se une a la porcién heme de la Hb, activando a la guanilato ciclasa
producir guanosin monofosfato ciclico (GMPc), cuyo incremento causa una
reduccién en la concentracion intracelular del calcio, el cual es responsable para la
relajacién del musculo liso y cardiaco. Los efectos fisioldgicos son producidos
después de la unidn del 6xido nitrico a la guanilato ciclasa soluble, induciendo su

activacion, para convertir el guanosin trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato
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ciclico (GMPc), lo cual inhibe la fosfodieterasa 3 (PDE3) aumentando el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y la activacién de [a canales tipo-L de calcio, lo cual
incrementa el cakio intracelular produciendo un efecto inotrépico positivo. De este
modo, a produccién endégena del oxido nitrico juega un papel significativo en la
funcién sistolica. "> 45 Se han identificado tres isoformas de NOS: un tipo
endotelial, un tipo neuronal, y un tipo macréfago o inducible. Localizados en los
cromosomas 7 (tipo endotelial, eNOS, NOS3), 12 (tipo neuronal, nNOS, NOS1), y
17 (tipo macréfago, iINOS, NOS2). La NOS2 o tipo macréfago no se ha
encontrado en sanos, pero se expresa después de la activacion de células debido
a infeccion 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 6xido nitrico (NO) a diferencia de
las otras isoformas. La vida media se calcula entre 0.1 y 5 segundos en sistemas
fisiolégicos. La NOS2 ha sidc detectado in vivo e in vitro en endocardio, endotetio,
células inflamatoria (macréfagos), musculo liso vascular, fibroblastos, endotelio
microvascutar y miocitos cardiacos. ¥ Asi, en 1996, se demostré que musculo
ventricular de rata, previamente tratadas con IL-1 y 6, FNT aifa e interferén
gamma, presentaban un aumento en la actividad enzimatica de NOS en la
produccién de nitritos y nitratos. En estudios previos se ha establecido que
constituyentes celulares de la célula endotelial y de! misculo liso de la
microvasculatura cardiaca y macréfagos tisulares son capaces de producir 6xido
nitrico 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 crénico de la
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insuficiencia cardiaca, modulacién de la funcién cardiaca, induccién de Ila
transduccién de genes para una mayor produccién de citoquinas, moléculas de
adhesién, activacién anormal de linfocitos T y finalmente, por el aumento de la
expresién de la enzima inducible de la 6xido nitrico sintetasa (NOS2) en el
miocardio humano, promoviendo un deterioro hemodinamico de la funcion
cardiaca en la CMD. (1% 38 4% | 3 produccién de NO puede ser aumentada por
varios mecanismos: acetiicolina, bradiquinina, 5-hidroxitriptamina, sustancia P e
hipoxia, a través de la unién a receptores endotelina-1B situados en la célula
endotelial produciendo vasodilatacion. La habilidad del endotelio de producir NO
es atenuado en la insuficiencia cardiaca. La disfuncién endotelial origina una
aumento de angiotensina W y catecolaminas. De éste modo, éste sistema
neurchormonal inhibe la produccién de bradiquinina y aumenta la de NO. (15 4
Informes recientes en humanos con transplante atogénico de corazén indican
aumento en la expresiéon de NOS2 y por lo tanto, de nitratos y nitritos. ('S Se
encontr6 una mayor evidencia de disfuncion ventricular, determinada por
ecocardiografia, en pacientes con expresién de NOS2 en biopsia de miocardio,
asi, 1a induccién de NOS2 en el corazén puede ser deletérea hacia una disfuncion
generalizada de! miocardio. *”' El gen codifica NOS2 mediante una proteina de
130 kDa que se une a la calmodulina cuando los niveles de calcio intracelular son
bajos. ('® Recientemente, se comprob6 e! efecto de la edad sobre la via NO-cGMP
cardiaco, ™ el NO promueve la relajaci6n ventricular asociada con un
envejecimiento normal. ?® La produccién incrementada de NO correlaciona el
incremento de niveles del NOx plasmatico en animales viejos. ?” Los niveles

plasméticos de nitratos son significativamente incrementados en pacientes con
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insuficiencia cardiaca crénica, ®? para lo cual, se demostr6 que hay una
correlacion inversa entre la fraccién de eyeccion y los niveles de NOx miocardico,
influenciada por la sintesis, degradacion y depuracion de los metabolitos del NO.
{3 se realiz6 un estudio donde el aumento en el nitrato plasmatico en pacientes
con falla cardiaca no tuvo correlaciéon con la clase funcional de acuerdo a la New
York Heart Association. ?¥ En contraste, en otro estudic se encontrd que la
produccién de NO es disminuido en paciente con falia cardiaca. *® Se midi6 la
actividad de NOS2 en tejido ventricular izquierdo de 17 pacientes con CMD, la
cual resultd elevada. ® A diferencia de lo mencionado se encontré una
correlacién en la produccién de NO en CMD idiopatica, de ésta manera, los
niveles altos de nitritos en el grupo de CMD idiopatica sugiere que el incremento
en la actividad de NOS2 también puede contribuir a la produccién de NO. ¥ El
NO producido por células endocardicas induce efectos relajantes miocardicos en
preparaciones de miuisculo papilar. ?® Elevados niveles de NO puede aminorar los
mecanismos celulares protectores y ejercer efectos citotoxicos y proapoptéticos. El
NO derivado del endotelio inhibe el consumo de oxigeno miocardico mediante el
transporte de electrones mitocondriales, la pérdida de esta funcién regulatoria
puede influir en e! desarrollo de falla miocardica. *® Szaboles et al demostré que
la apoptosis de las células miocardicas durante el rechazo alogénico de corazén
es paralela a la expresion de NOS2, lo cual sugiere que la apoptosis ocurre por
accién del NO y peroxynitritos. % La modulacién en el consumo de oxigeno por
NO se preserva en falla miocardica, importante en la regulacién de la respiracion
mitocondrial. " Se demostr6 un aumento en la presién en cufia capilar pulmonar

(PCWP) durante la inhalacién de NO en insuficiencia cardiaca severa de pacientes
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con CMD y cardiomiopatia isquémica. 2 La inhalacién de NO causa una
disminucién de la resistencia vascular pulmonar asociado con un incremento en la
presién de llenado de! ventriculo izquierdo asi, el NO contribuye a la relajacion de
arterias y venas pulmonares in vitro. ®® El efecto vasodilatador del NO a nivel
pulmonar lleva a la hipotesis de que la reduccion de la postcarga puede llevar a
una redistribucién de! volumen sanguineo a la circulacién pulmonar y a una
ausencia de edema pulmonar. ®* Estudios recalcan la dificultad de la
investigacién in vivo del NO debido a que se une rapidamente a la hemoglobina,
asi, es probablemente el NO endégeno causa la mayoria de Mb. ©9 La
combinacién de hemoglobina con NO a la forma de nitrosilhemoglobina cuenta
con una afinidad de 1500 veces mayor que con el monéxido de carbono. ©®® Una
concentracién mayor de! 20% de Mb son bien tolerados, pero el aumento de 40%
se asocia con sintomas cardic;rrespiratorios. asf mismo, se han identificado varios
agentes que inducen aumento en la concentracién de NOX, (anexo 2). ®” Estudios
recientes han revelado efectos inotrépicos positivos y negativos del NO. ©® Solo
pacientes seleccionados con CMD requiere cateterismo cardiaco, particularmente
aquellos con dolor tordcico o sospecha de enfermedad isquémica. La
ventriculografia izquierda demuestra una dilatacién de ésta camara, con hallazgos
de una reduccion difusa en el movimiento de la pared caracteristica de
enfermedad isquémica; mientras que la disfuncién global es mas tipica de CMD.
La fraccién de expulsion se reduce y el volumen telediastélico se incrementa como
resultado del dafio de la contractilidad del ventriculo izquierdo. ® Los nitratos
orgénicos son ésteres poliblicos de acido nitrico. Los nitratos orgénicos de bajo

peso molecular (nitroglicerina) son liquidos oleosos moderadamente voléitiles,
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mientras que los ésteres de nitratos de aito peso molecular (dinitrato de
isosorbide) son sélidos. Asl, los nitratos y nitritos organicos son compuestos
capaces de convertirse en Oxido nitrico, denominados nitrovasodilatadores. La
biotransformacién de los nitratos organicos es la hidrélisis por la glutation
reductasa, convirtiéndolos en metabolitos desnitrados y nitritos organicos mas

solubles en agua. %
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante mucho afios se ha estudiado el papel de! 6xido nitrico en la
fisiopatologia de! dafio miocérdico crénico tanto en pacientes con miocardiopatia
dilatada como en !a causada por isquemia. El mecanismo por el cual incrementa el
6xido nitrico en pacientes con falla miocardica es desconocida atin. Sin embargo,
su aumento deriva en la disminucién de la contractiidad miocardica por el
aumento de! guanosin monofosfato ciclico, lo que provoca una disminucion del
calcio intracelular, responsable, a su vez, de la relajacién del musculo miocardico.
Debido a esto, es necesario establecer una relacion entre la produccion del éxido
nitrico con el grado de dafio de la funcién ventricular, mediante la cuantificacion de
los metabolitos estables del O&xido nitrico, como son los nitratos y la
metahemoglobina como efecto adverso. Estos como indicadores de la produccién
endégena de 6xido nitrico.

En estudios previos se ha estudiado una relacién entre et éxido nitrico
y el grado de dafio miocardico, sin embargo, no se ha establecido si la eficlogia de
la enfermedad (isquémica y no isquémica) es un factor que modifique las
concentraciones de derivados del 6xido nitrico. Por éste motivo, es de impértancia
relacionar al 6xido nitrico como indicador de dafio miocardico tanto la de etiologia
isquémica como la de no isquémica, como es el caso de la cardiomiopatia
dilatada. Se requieren mas trabajos en humanos para probar la importancia

potencial de la actividad de! 6xido nitrico en la contractilidad miocardica.
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HIPOTESIS

Hipbtesis general de trabajo. La concentracién de nitritos y metahemoglobina se
incrementa en forma directa al dafio miocardico, tanto en la CMD de origen

isquémico como en no isquémico

Hi. Los niveles séricos de nitritos y metahemoglobina de pacientes con dafio
miocardico se encuentran por arriba de los valores de referencia.
Ho. Los niveles séricos de nitritos y metahemoglobina de pacientes con dafio

miocardico se encuentran en valores de referencia.

Hi. Existe diferencia entre las concentraciones séricas de nitritos y
metahemoglobina en ambos grupos de dafio miocardico: etiologia isquémica y
no isquémica.

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

de pacientes de etiologfa isquémica y no isquémica.
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Hi. Existe correlacion inversa entre las concentraciones séricas de nitritos y
metahemoglobina de pacientes con CMD idiopética y el grado de disfuncion
ventricular izquierda < 40 %, no asi en el grupo de daiio miocardico por isquemia,
la cual es nula.

Ho. Existe correlacién directa entre las concentraciones séricas de nitritos y
metahemoglobina de pacientes con CMD idiopatica y el grado de disfuncién
ventricular izquierda < 40 %, en tanto, en el grupo de dafio miocardico por

isquemia es inversa.
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DEFINICION DE VARIABLES

La variable independiente es el dafio miocardico de etiologia
isquémica o no isquémica de Ia cardiomiopatia dilatada. Las variables
dependientes son los metabolitos del o6xido nitrico: nitratos/nitritos y

metahemoglobina.

VARIABLES INDEPENDIENTES:

Dafio miocardico: La cardiomiopatia dilatada es un sindrome caracterizado por
una dilatacion cardiaco con dafio en la funcion sistdlica y diastdlica de uno o
ambos ventriculos. La cardiomiopatia dilatada de causa isquémica es la producida
por un infarto de! miocardio extenso, o varios infartos que han dejado areas del
corazén con incapacidad funcional acentuada o total. La causa no isquémica de la
cardiomiopatia dilatada, es el deterioro progresivo de la funcién ventricular
sistélica, diastélica 0 ambas, lo cual constituye el estado final de un proceso que
afecté al miocardio como factores genéticos, familiares, virales, citotdxicos,
inmunolégicos, por abuso de alcohol o cocaina, virus de inmunodeficiencia
humana, anormalidades metabdlicas, por farmacos cardiotoxicos y por radicales
libres como el 6xido nitrico debido a un aumento del NOS2.

Variable de tipo nominal
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Dafio ventricular: En la cardiomiopatia dilatada el deterioro progresivo de la
funcién ventricular se manifiesta por un aumento en los volimenes diastélico final
y sistélico final de! ventriculo izquierdo, reduccién de la fraccién de expulsién y
movimiento anormal que puede ser generalizado ¢ segmentario de la pared
ventricular. Operacionalmente, la falla ventricular izquierda es la disminuci6n de la
fraccién de expulsién ventricular izquierda < 40 %.

Variable de tipo cuantitativa discreta y nominal dicotomica

VARIABLES DEPENDIENTES:

Nitritos (NH2 -): Es metabolito del 6xido nitrico. Los nitritos son metabolizados en
el higado por la glutation reductasa a nitritos, el cual es eliminado por los riflones,
ademas es catalizada por metales de transicién como el hierro, contenido en el
grupo heme de la hemoglobina, dando lugar a la formacién de metahemoglobina.
Asi, los nitratos y nitritos son los agentes oxidantes mas fuertes de
metahemoglobinemia. Son potentes relajantes del musculo liso con efectos
cardiovasculares como vasodilatacién de arterias coronarias y arterias periféricas,
y especialmente venas. Los nitritos seran determinados como iones nitritos en
plasma en micromol por litro (umoVL).

Variable de tipo cuantitativa continua.
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Metahemoglobina: 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 oxigeno con la
consecuente reduccion de liberacion de oxigeno 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 fisiologicas. Asi, la
metahemoglobinemia es difinida como la concentracién de metahemoglobina
mayor al 1 %. La metahemoglobina puede ser reportada con nimeros absolutos,
en miligramos por decilitro (mg/dL).

Variable de tipo cuantitativa continua.

VARIABLES DE CONFUSION.

Falla ventricular derecha: Es la disminucion de la capacidad contractii del
ventriculo derecho, con desviacion a la derecha de las curvas de
expulsién/volimen. Se cuantifica por la disminucién de la fraccién de expulsion
(volimen total diastélico expulsado en cada sistole). La fraccion de expulsién
normal de! ventriculo derecho es del 40 al 60% segun el método empleado.
Operacionalmente la falla del ventriculo derecho es la disminucién en la fraccion

de expulsion, <30%. Determinada por Medicina Nuclear o cateterismo cardiaco.
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Nitratos orgénicos: Son ésteres polidlicos de &cido nitrico. Las concentraciones
méximas de nitroglicerina se encuentran en el plasma luego de 4 minutos de la
administracién sublingual; éste agente tiene una vida media de 1 a 3 minutos. Los
metabolitos dinitrados, que son 10 veces mas potentes como vasodilatadores,
tienen una vida media de aproximadamente 40 minutos. La administracion
sublingua! de dinitrato de isosorbide produce concentraciones plasmaticas
méaximas en el plasma luego de 6 minutos, las cuales descienden rapidamente; su
vida media es alrededor de 45 minutos. Los metabolitos principales, el 2
mononitrato de isosorbide y § mononitrato de isosorbide tienen una vida media
mas prolongada.

Se realizard un periodo de lavado para los pacientes que reciben tratamiento con
nitratos organico, el cual sera de 12 horas previas a !a toma de la muestra.

Otros farmacos: No se ha demostrado produccidn o interaccién de nitratos y
metahemoglobina como metabolitos o efectos adversos con los farmacos
administrados a los pacientes de acuerdo a la patologia, CMD idiopatica y
cardiopatia isquémica, como son: digoxina, diuréticos de asa (furosemide),
antagonistas de la aldosterona (espironolactona), inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (captopri! y enalapril), para este uitimo grupo de
medicamentes se ha demostrado que no hay diferencias significativas (p=0.23)
entre los niveles de los metabolitos del 6xido nitrico 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

(omeprazofi).
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MATERIAL Y METODO

En el presente estudio fueron incluidos treinta y nueve pacientes con
daio miocardico. Los pacientes consistieron en veinticuatro de! sexo masculino y
catorce del sexo femenino con edad promedio de 47.15 + 14.46 (rango 15 a 75)
afios. En el grupo de daflo miocardico por cardiomiopatia dilatada (CMD) se
incluyeron veintiséis pacientes y en el grupo de cardiopatia isquémica (Cl) se
incluyeron trece pacientes.

Los criterios de inclusion para los dos grupos de estudio fueron
pacientes de ambos sexos, con edades entre 156 y 75 aflos de edad con
diagnéstico de dafio miocardico por cardiomiopatia dilatada y el causado por
cardiopatia isquemca. Se incluyeron pacientes con una fraccién de expulsién del
ventriculo izquierdo menor de 40 %, la cual fue determinada por medicina nuclear
o ecocardiografia. A los pacientes que estuvieron en tratamiento farmacolégico
con nitratos organicos se le realizé un periodo de lavado de 12 horas, previo a la
recoleccién de ia muestra, posterior a la cual, dicho medicamento, se continué
como fue prescrita.

No se incluyeron pacientes con enfermedades sistémicas asociadas
como insuficiencia renal aguda o crénica 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 endégena de nitritos y metahemoglobina.
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En nuestro estudio no se excluyd a ningin paciente ya que todos
cumplieron con los requisitos y especificaciones con base en la técnica para la
determinacion sérica de nitritos y metahemoglobina. Todos los pacientes con
tratamiento farmacolégico con nitratos organicos llevaron a cabo un perfodo de

lavado de 12 horas para los medicamentos especificados.

Determinacién de la concentracién de nitritos plasméticos.

Se realizé en un grupo de 26 pacientes con dafio miocardico por CMD y
en 13 pacientes con Cl de la Clinica de Insuficiencia Cardiaca del Hospita! de
Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Una vez llevado a cabo ayuno y
el periodo de lavado de 12 horas para nitratos orgdnicos, se procedié a la
recoleccion de la muestra, colocando al paciente en decubito dorsal por 5 minutos,
se realizé un procedimiento de antisepsia de la piel de la cara anterior de la

articulacién de! codo, se colocd un torniquete, aplicando sistema Vacutainer® se

obtuvo sangre venosa periférica de la vena cefélica del antebrazo, dicho torniquete
tuvo una duracidn no mayor a un minuto para evitar la activacién de los factores
de coagulacién y de la produccion de radicales libres; se extrajeron 7 mL de
sangre total en un tuvo sin anticoagulante. Posteriormente la sangre se centrifugé
a 3000 revoluciones por minuto por 5 minutos y el suero resultante se almacené
en alicuotas a - 70 C. El procesamiento de las muestras se llevé a cabo en el
Laboratorio de Investigacion en Toxicologla de la Facultad de Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México, donde se realiz el

andlisis de la muestra para la determinacién de nitritos plasmaticos mediante el
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reactivo de Griess. El suero de las muestras fue diluido cinco veces con agua
destilada y deproteinizadas afiadiendo 1/20 del volumen de sulfato de zinc
(300gM) para dar una concentracién final del mismo de 15 g/L. Después se
centrifugo a 3500 revoluciones por minuto por 15 minutos a temperatura de la
habitacién, se obtuvieron 500 ul de sobrenadante la cual se afladieron 500 ulL de
reactivo de Griess (1g/L de sulfanilamida, 25 g/L de acido fosférico y 0.1 g/L de N-
1-naphthylethylenediamina). Posterior a un tiempo de espera de 10 minutos y a
temperatura ambiente se desarrollé un color, se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 540 nm, cada muestra fue procesada por duplicado. La curva
de calibracion fue hecha con una solucién estandar de 1000 partes por millon
{(ppm) usando 1.63 g/L nitrato de potasio; se realizaron estandares de 0.25, 0.50,
1y 2 ppm de nitratos. Los resultados obtenidos de las muestras de los pacientes

fueron ppm, los cuales fueron convertidos a pmol/L. 42

Determinaciéon de metahemoglobina.

Se llev6 a cabo en el método Evelyn y Malloy. En e! mismo proceso de
recoleccion de muestra se obtuvo un tuvo de 5 mlL de sangre total con
anticoagulante heparina de sodio. El procesamiento de la metahemoglobina se
llevo a cabo en la primera hora de recolectada ia muestra en la seccién de
Hematologia de! Laboratorio Clinico del Hospital de Cardiologia del Centro Médico
Nacional Siglo XX, instituto Mexicano del Seguro Social.

La metahemoglobina es un tipo de hemoglobina en la que el i6n ferroso

ha sido oxidado al estado férrico; tiene la maxima absorcién a 630 nm. Cuando se
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aflade cianuro, esta banda de absorcion desaparece y el cambio resultante en la
densidad Optica es directamente proporcional a la concentracién de
metahemoglobina. La totalidad de la hemoglobina de la muestra se midié después
de la conversién completa a cianohemoglobina por la adicién del reactivo de
ferricianuro de potasio. La conversién no medié sulfohemoglobina. La turbidez del
hemolizado puede evit6 con la adicibn de un detergente no ibnico. El
procesamiento de la muestra es como sigue: Se lisaron 0.2 mL de sangre en una
solucién que contiene 4 mL de tampén de fosfatos y 6 mL de la solucion
detergente. El hemolizado se dividié en dos partes (A y B). La absorcién de A se
midié en un espectrofotémetro a 630 nm (D1). Al mismo tubo se afiadié 50 pL de
solucién de cianuro potasico (conversion en cianohemoglobina), a la vez, se midié
de nuevo la densidad optica después de la mezcla (D2). La variacién de la
densidad 6ptica es proporcional a la cantidad existente de metahemoglobina. .Se
afadi6 a B 50 plL de solucibn de ferricianuro potésico- {conversién a
metahemoglobina), se midi6 la densidad Optica después de 5 minutos y en la
misma longitud de onda (D3). Se afiadi6 a B 50 pl. de solucién de cianuro potasico
(conversion de toda la metahemoglobina en cianohemoglobina), se mezclé y se
hizo una nueva lectura (D4). Todas las mediciones se realizaron frente a un blanco
de tampén y detergente en la misma proporcién que estan en la muestra. Por
uitimo, la metahemoglobina (%) se determiné como la diferencia de D1 y D2 entre

la diferencia de D3 y D4 por 100.

26




ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron en promedio * desviacién estandar y en
graficas de puntos mediante la determinacién de medidas de tendencia central y
medidas de dispersion. Para determinar el nivel de significancia de la diferencia
entre las medias de dos muestras no apareadas se utilizé la prueba “u” de Mann-
Whitney (muestra de libre distribucién), las comparaciones de nitritos entre los tres
grupos fueron ejecutadas por ANOVA. Para precisar la asociacién entre dos
variables cuantitativas se utiliz6 el coeficiente de correlacién “r" (Pearson) y de
ésta manera conocer si es directa o inversamente proporcional la magnitud de la
asociacion. Todas las pruebas fueron computadas con el software SPSS para
Windows Version 10.0.1. Como significancia estadistica fue aceptado un nivel de

p<0.05.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Cada paciente deberd firmar una carta de consentimiento
informado (anexo 3), asl, se guardara integridad y total discrecién en la identidad
de cada uno de ellos. La recoleccién de las muestras para el objetivo de este
estudio, estd legalmente permitido, de acuerdo a las especificaciones de la Ley
General de Salud (articulos 100 a 103) de la Republica Mexicana y de acuerdo al
estandar aprobado por National Committee Contro! Laboratory Standard, NCCLS,
de procedimientos para la coleccién de muestfas sanguineas diagnésticas por

venopuncién 4",
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RESULTADOS

Se estudié el universo de pacientes con dafio miocardico de la Clinica de
Insuficiencia Cardiaca del Hospital de Cardiologia de! Centro Médico Nacionat
Siglo XXI del IMSS, de los cuales fueron evaluados 26 (44.0%) pertenecieron al
grupo de cardiomiopatia dilatada (CMD), 13 (22.0%) al grupo de cardiopatia

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 ailos), para el grupo de CMD fue de 44.5 + 15.0 afios y en el grupo de Cli fue
de 52.4 aflos. Se evalué la relacién hombre:mujer en el total de pacientes y de
cada grupo y la enfermedad predominé en el sexo masculino. El criterio de estudio
de la clase funcional del paciente se realiz6 para 39 pacientes de acuerdo a la
clasificacién de la Asociacién del corazén de Nueva York (NYHA). Para el grupo
de CMD, 17 pacientes presentaron clase funcional |, 8 tuvieron clase funcionat Il
el paciente restante de este grupo presenté clase funcional lll. La clase funcional
que presentaron los pacientes del grupo de CI fue similar, excepto que ningin
paciente se encontré6 en clase funcional lll. No hubo diferencia en las

caracteristicas clinicas de los pacientes de los dos grupos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas los grupos: cardiomiopatia dilatada y cardiopatia isquémica,

[MEIDIHG 70 YTV

TOTAL CcMD ct

N 39 28 13
Edad Media + SD 46.85 + 14.37 4451 15.0 5241120

Rango 15a76 15a63 33a76
Sexo Masculino 24 15 9

Femenino 15 11 4

Rel. HM 1.6:1 1.3 2.21
Clase | 23 17 7
funcional il 15 8 6
(NYHA) m 1 1 -

v . .
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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 manejé con anticoagulacion a los

pacients con FEVI menor a 30% e historia de fenémenos tromboembdlicos. Se

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

pacientes que presentaron hipercolesterolemia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Terapia convencional de pacientes con cardiomiopatia dilatada y

cardiopatia isquémica.

Farmaco CMD (%) Ct (%)
IECA 100 100
Digxina 100 85
Diuréticos 100 100
Isosorbide 100
HMGCoA reductasa 45
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El valor promedio obtenido de la fraccién de expulsién del ventriculo
izquierdo (FEVI) para e! 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 confusion para cada grupo.

CMD Cli *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 concentracién de
nitritos séricos como indicador de la produccién de 6xido nitrico endégeno y los
valores de la concentracion promedio de nitritos séricos para el grupo de CMD fue
de 186.18 + 104.9 ymol/L (95% de intervalo de confianza entre 143.7 a 228.5),
mientras que para e! grupo de Cl fue de 117.6 + 79.4 umol/L (95% de intervalo de

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

Cuadro 4. Media de nitritos séricos para cada grupo de estudio.

intervalo de confianza 95%
para la media

Grupo n Media DS 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 poblacién mexicana, fue necesario determinar
un grupo control de 21 personas aparentemente sanas. La concentracion media
adquirida para los controles fue de 68.7 + 59.7 umolL (95% de intervalo de

confianza, entre 40.8 a 86.7).
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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 Cl. Asi mismo, detectamos diferencia al comparar el grupo de CMD con los
controles (p = 0.0001) y al grupo de Cl 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 de! universo, observamos que si existe (p = 0.0001); y al aplicar una
pos prueba observamos que la diferencia entre los grupos de CMD y ClI fue
significativa (p = 0.023), lo mismo para el grupo de CMD y controles (p = 0.0001)

pero no asi para el grupo de Cl con los controles (p = 0.118). (Figura 1)

Una vez llevado a cabo el andlisis de correlacion mediante las
pruebas estadisticas, determinamos que no existe correlacién 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).

34




Figura 1. Concentracion media de nitritos en
plasma de pacientes con dafio miocardico
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Figura 2, Correlacion entre nitritos y FEVI
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Figura 3. Correlacion de nitritos y FEVI
Grupo Cl

[ ]
*r=0.029
—p=0.16
< 25 - _se — o ¢
..
[ J
[ ]

FEVI (%
N
o

1 i I 1

0 50 100 150 200 250 300  350|
* " de Pearson Nitritos umol/L

pahiiQ 30 YRR
KOO SISEL
o

37



E! 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 C! 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 Cl (p = 0.44). (Cuadro 5) y (Figura 4)

La principal variable de confusion incluida en nuestro estudio fue el dafio
miocardico del ventriculo derecho evaluado mediante la fraccién de expulsién del
ventriculo derecho. Para considerar disfuncién de! ventriculo derecho se determind
un valor menor o igual a 35%.

Al analizar los grupos de acuerdo a la presencia de dafio del ventriculo
derecho (<35% de fraccién de expulsién), obtuvimos 18 en el grupo con dafio y 21
en el grupo sin dafio.

Al comparar la medias de la concentracion de nitritos séricos de acuerdo
a la presencia o no de falla del ventriculo derecho, se encontré que son diferentes
(p = 0.035), siendo mayor la concentracién de nitritos en pacientes con dafo del

ventriculo derecho, independientemente de la etiologfa isquémica o no. (Figura 5)
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Cuadro 5. Muestra el valor medio de las variables
dependientes para cada grupo.

CMD Cli Grupo *P
control
Media + SD Media + SD Media + SD

Nitritos 186.18 + 104.9 117.6 £ 79.4 68.78 + 59.7 |*0.0001
**0.02
*** 0,023
4 0.0001
10.11

Metahemoh | 1.48 + 0.47 135+ 0.3 1 = 0.44

emoglobina

* Kruskal-Wallis. 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 Cl y control

= “u®” Mann-Withney. p>0.05

TESIS CON
FALLA T ORYAEN
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Figura 4. Metahemoglobina en pacientes con daiio

miocardico.
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DISCUSION

La cardiomiopatia dilatada (CMD) es una enfermedad propia del
musculo cardiaco de causa primaria o secundaria. " En estudios previos se ha
establecido que constituyentes celulares de la célula endotelial y del misculo liso
de la microvasculatura cardiaca y macréfagos tisulares son capaces de producir
oxido nitrico en respuesta a citoquinas especificas, ™" promoviendo un deterioro
hemodinamico de la funcion cardiaca en la CMD.

Las formas inherentes de la CMD ocurren en el 30% de los casos y es
la causa mas frecuente de insuficiencia cardiaca severa, lo cual lieva a la
necesidad de trasplante cardiaco. La mayoria de los pacientes inician entre los 20
y los 50 afios de edad, pero puede afectar nifios y ancianos. ¥ 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 ), similarmente ocurrid en una poblacién de 169 pacientes con
CMD, donde la relacién hombre:mujer fue de 2.4:1 9 De acuerdo a estas
observaciones, la relacion del sexo con la enfermedad en nuestro estudio
predominé en el sexo masculino.

La importancia de los objetivos y del disefio de la terapia para cada
paciente varia de acuerdo al estadio clinico 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 la disfuncién ventricular izquierda, desde
asintomética hasta la falla cardiaca sintomatica severa. El impacto de la terapia
para reducir la progresion de la enfermedad como ia medicién de la fraccién de
expulsién es mas aparente antes del desarrollo de los sintomas severos. V!
Estudios recientes en humanos indican que la expresion de NOS2
aumenta en los corazones de pacientes cuyos niveles séricos de nitritos y nitratos
también son incrementados en muasculo cardiaco ' 1) En nuestro estudio se
demostraron niveles aumentados de nitritos séricos en pacientes con dafio
miocardico por CMD comparados con los pacientes con dafio miocardico por
isquemia y con los controles sanos. Un estudio similar hecho por Winlaw y cols.,
encontré una diferencia significativa de los niveles séricos de nitritos entre el grupo
control y pacientes con insuficiencia cardiaca, pero no encontré diferencia de
dichos niveles ente los grupos de CMD y Ci 2%, Y posteriormente en otro ensayo
realizado por Rakhit y cols., desmostraron que hay niveles incrementados de
nitritos tanto en CMD como en C! %", De esta manera, en nuestro estudio si
encontramos diferencia significativa en los nitritos séricos entre e! grupo de CMD y
Cl, lo que sugiere un incremento en la actividad de! 6xido nitrico y que estos
hallazgos son consistentes con los reportados por Belder y cols. %%
Controversialmente, los valores del éxido nitrico encontrados por
Sumino y cols. son significativamente disminuidos en pacientes con insuficiencia
cardiaca, de ésta manera la posible razén que dio éste investigador para explicar
este hallazgo, fue la reduccién de la funcién renal que acomparia a la disfuncion

cardiaca. %
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Asi mismo, Lewis y cols., rerefieren que el incremento de los niveles
séricos de nitratos y nitritos en el musculo cardiaca es frecuente cuando existe
disfuncién wventricular sistélica y diastélica, estos ultimos determinados por
ecocardiografia '®. Node y cols., sefalaron que los niveles de los metabolitos de!
6xido nitrico (NOx) en pacientes con insuficiencia cardiaca moderada a severa
fueron incrementados en comparacién con sujetos sanos y hubo correlacién
inversa entre los niveles cardiacos de NOx y FEVI ). A diferencia de estos dos
estudios, en el presente no encontramos correlacion entre los niveles de nitritos
séricos con los valores de FEVI obtenidos por medicina nuclear y ecocardiografia.

Dentro del proceso patogénico de la CMD, se incluye un tono vascular
periférico anormal por disfuncién endotelial e insuficiencia de bomba, lo cual
origina un aumento de la angiotensina Il y catecolaminas con la consiguiente
produccién de éxido nitrico. 48

Los resultados de nitritos séricos en este estudio son particularmente
interesantes, debido que sugieren un incremento en la produccion de éxido nitrico
en el proceso inflamatorio crénico como parte del proceso patogénico del la CMD.
Con esto podemos deducir que el aumento en la produccién de éxido nitrico en
pacientes con CMD se debe a que existe un aumento en la actividad de NOS2 en
los cardiomiocitos.

No hay informes de la correlacién del éxido nitrico con el dafio del
ventriculo derecho (VD). Nuestro estudio es el primero que notifica que existe una
correlacion entre los niveles de nitritos con el dafio del ventriculo derecho, lo cuatl
sugiere que la produccién de oxido nitrico en pacientes con dafio miocardico

depende mas del dafio del VD que del VI.
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De manera altemativa, es posible que la FEVD refleja la funcion
sistélica y diast6lica general de! VI, ademas de la funcién primaria del ventriculo
derecho en pacientes con insuficiencia biventricular. 47

Esto parece expresar un grado mas avanzado de enfermedad con
mayor grado de disfuncién endotelial. Ya que se ha establecido que no solo el
dafio del VI es un predictor de mal pronéstico, sino que también el VD, y en el
futuro, debemos diferenciar si el aumento del 6xido nitrico es parte de la causa del

dailo del ventriculo derecho 6 ambas tienen un factor causal comiin.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las hipétesis planteadas, se concluye que los pacientes
con dafio miocardico tienen una produccion aumentada de éxido nitrico endégeno,
cuyo indicador fueron los nitritos séricos; asi, dichos niveles son superiores en los
pacientes con cardiomiopatia dilatada que en los pacientes con cardiopatia
isquémica, y por supuesto, mayores que en sujetos aparentemente sanos. De éste
modo deducimos que el aumento del 6xido nitrico en pacientes con cardiomiopatia
dilatada obedece a una mayor alteracion de ia funcién endotelial y miocardica por
un proceso inflamatorio crénico propio de la patogénesis de la insuficiencia

cardiaca.

Sin embargo, la funcionalidad de! ventriculo izquierdo medido por la
fraccion de expulsion del ventriculo izquierdo no tiene asociacién alguna con los
niveles incrementados de 6xido nitrico endégeno tanto en los pacientes con

cardiomiopatia dilatada como en los pacientes con cardiopatia isquémica.

Contrariamente, concluimos que la produccién elevada de 6xido nitrico
tiene una estrecha relacién con una menor funcionalidad del ventriculo derecho,
ademas, debido a que éste ltimo es indicador de severidad de la insuficiencia
cardiaca, inferimos que una mayor produccién de 6xido nitrico puede anunciar un

mayor dafio del ventriculo derecho.
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ANEXO 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del paciente:

Numero de afiliacién:

Edad: Sexo:

Direccién :

Teléfono:

Diagnéstico:

Fecha y hora de recoleccion de la muestra:

MEDICAMENTOS DOSIS OBSERVACIONES
RESULTADO (%) DANO MIOCARDICO
ECO MN 1si NO

FEVI

PARAMETRO . RESULTADO (mg/dL)

Nitritos

Nitratos

Metahemoglobina
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ANEXO 2

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 tépico de quemaduras

Agentes inductores de nitritos

Nitrito de amilo

Vasodilatador, abuso de inhalantes

Nitrito de butilo

Aromatizantes ambientales, abuso de

inhalantes

Nitrito de isobutilo

Aromatizantes ambientales, abuso de

inhalantes
Nitrito de sodio. Conservadores de comida, anticorrosivo
Nitrobenzeno Solvente y abrillantadores
Oxido de nitrégeno Llantas y ensilajes
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ANEXO 2

Agentes inductores de metahemoglobina

Anilina Tintes, reveladores de fotos, aditivos de
combustible

Benzocaina Anestésico tépico

Cloroquina, Dapsona, Primaquina Antimalaricos

Sulfato de cobre

Emético, funguicida, astringente

Sulfonamidas

Antimicrobiano

Lidocaina y prilocaina

Anestésico, antiarritmico

Metoclopramida

Antiemético

Azul de metileno

Tinte médico, -terapia de

metahemoglobinemia

Naftalina

Bola de naftalina

Fenazetin

Analgésico

Fenazopiridina

Antiséptico del tracto urinario

Fenoles

Desinfectante

Toluidina

Antidoto de metahemoglobina, tintes y

ufias artificiales
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ANEXO 3
CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA INCLUSION EN PROTOCOLO DE
INVESTICACION
A quien corresponda:

Yo, , afirmo que

he sido informado de! proyecto de investigacién "DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION DE METABOLITOS DEL OXIDO NITRICO EN PACIENTES
CON FALLA MIOCARDICA" y doy mi aprobacién a los Doctores Martin Horacio
Garrido Gardufio y Azucena Zitlali Rufz Petatan, para que tomen las muestras
necesarias de sangre venosa periférica y realicen el estudio de laboratorio y
gabinete. Estoy consciente que cualguier procedimiento, incluyendo la extraccion
de una muestra sanguinea, puede tener complicaciones de las que ya he sido
informado. El protocolo requiere ademds utilizar informacién de mi expediente,
incluyendo historia clinica y resultados de estudios recientes, por lo que también
los autorizo para su utilizacion, sabiendo que no seré mencionado a titulo personal
en ningun foro, mantendré mi anonimato y tengo la posibilidad de abandonario en
el momento que yo lo considere necesario, sin que ello altere de manera alguna
mi tratamiento o derechos en el Hospital de Cardiologia y en el instituto Mexicano
del Seguro Social. Este proyecto de investigacion cumple con los lineamientos
establecidos sobre la investigacion en seres humanos de la Ley General de Salud

(articulos 100 a 103).

Paciente

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