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RESUMEN

Actualmente se ha involucrado al estrés oxidativo en la patogenia de la hipertension
arterial esencial. EI aumento de radicales libres, sumado a una disminucién de las defensas
antioxidantes, pueden inducir disfuncion endotelial con el consiguiente aumento de la
presion arterial. Es por este motivo, que durante la Gltima década las terapias antioxidantes
han generado un considerable interés por parte de los investigadores. Sin embargo, los
resultados de la eficacia clinica de los tratamientos antioxidantes contra la hipertension
arterial esencial, han resultado controvertidos. El objetivo del presente estudio consiste en
comprobar la hipotesis que la administracion oral de vitaminas C + E reduce el estrés
oxidativo, conjuntamente con la presion arterial en pacientes con hipertension arterial
esencial.

Se realiz6 un estudio prospectivo, doble ciego, controlado con placebo, en una
poblacion de 60 pacientes hipertensos esenciales de sexo masculino, entre 35 y 65 afios de
edad, sin factores de riesgo tales como tabaquismo, alcoholismo, obesidad o dislipidemia.
Los participantes fueron separados en forma aleatoria en 2 grupos. El primer grupo de 30
pacientes fue tratado con vitaminas C (1000 mg/dia) + vitamina E (400 Ul/dia) durante dos
meses. En cambio, el segundo grupo de 30 pacientes fue tratado con placebo durante igual
periodo.

Antes y después del tratamiento se midié la presion arterial durante 24 horas a
través de un Holter. Ademas, se evaluaron las defensas antioxidantes a través de la
determinacion de la capacidad antioxidante del plasma (FRAP, ferric reducing ability of
plasma) y la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px), la relacion glutation reducido/oxidado
(GSH/GSSG) en eritrocitos y las concentraciones plasmaticas de vitamina C y E. La
evaluacion del estrés oxidativo se realiz6 a través de la determinacion de F,-isoprostanos en
el plasma y malondialdheido (MDA) en eritrocitos.

Los pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas antioxidantes, respecto
de los tratados con placebo, presentaron menores valores de presion arterial sistolica y
diastdlica (p < 0.001) y mayor actividad enzimatica de SOD, CAT y GSH-Px en los
eritrocitos (p < 0.001). También los pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas
antioxidantes presentaron mayores valores de la capacidad antioxidante del plasma y de la



relacion GSH/GSSG en el eritrocito, respecto de los pacientes tratados con placebo. A
cerca de los pardmetros relacionados con el estrés oxidativo, los pacientes hipertensos
esenciales tratados con vitaminas demostraron una menor lipoperoxidacion, comparados
con los pacientes tratados con placebo. Por lo tanto, las concentraciones plasmaticas de F,-
isoprostanos de los pacientes hipertensos tratados con vitaminas fueron significativamente
mas bajas que aquellas de los pacientes tratados con placebo.

Finalmente, en ambos grupos, las cifras de presion arterial se correlacionaron
positivamente con las concentraciones plasmaticas de F,-isoprostanos y negativamente con
las concentraciones plasmaticas de FRAP.

Estos resultados nos permiten confirmar que el estrés oxidativo esta involucrado en
la patogénesis de la hipertensién arterial esencial y que el aumento del estatus antioxidante
a través de la administracion oral de vitaminas C + E, reduce la presion arterial en estos

pacientes.



SUMMARY

Oxidative stress has been related to the pathogenesis of essential hypertension. The
increase of free radicals and decrease of the antioxidant defense systems may cause
endothelial dysfunction increasing the blood pressure. Therefore, during the last decade,
antioxidant therapies have gained considerable interest. However, the clinic efficacy of the
antioxidant therapies to treat essential hypertension remains controversial. The objective of
this study is to test the hypothesis that oral administration of vitamins C and E reduces the
oxidative stress, diminishing the blood pressure in patients with essential hypertension.

A prospective, double blind, placebo-controlled clinical trial was carried out in 60
essential hypertensive patients all men between 35 and 65 years old, excluding patients
with additional risk factors such as smoking, alcoholism, obesity and dyslipidemia. Patients
were randomly divided in two groups. The 30 patients of the first group received vitamin C
(1000 mg) and vitamin E (400 Ul) every day during two months, whereas the 30 patients of
the second group received placebo.

Before and after the treatment there was a 24 hours blood pressure measurement
using a Holter. Besides, antioxidant defenses were evaluated through the determination of
the plasma antioxidant status (FRAP, ferric reducing ability of plasma) and the activity of
the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase
(GSH-Px). The ratio of reduced to oxidized glutathione (GSH/GSSG) in erythrocytes and
the plasma levels of vitamin C and E were also measured. Evaluation of oxidative stress
was carried out by determining the F,-isoprostanes y malondialdheyde (MDA).

Compared to the patients that received placebo, the essential hypertensive patients
treated with antioxidant vitamins showed lower rates of systolic and diastolic blood
pressure (p < 0.001) and an increase of the enzymatic activity of SOD, CAT y GSH-Px in
erythrocytes. They also presented higher rates of the plasma antioxidant capacity and of the
GSH/GSSG ratio as measured in the erythrocyte. Regarding the parameters related to the
oxidative stress, essential hypertensive patients treated with vitamins showed lower
lipoperoxidation indices than the patients treated with placebo. Therefore, the plasma F,-
isoprostanes concentrations of the hypertensive patients treated with vitamins, were

significantly lower than those of the patients treated with placebo.



Finally, the blood pressure levels correlated positively with the plasma levels of F,-
isoprostanes and negatively with the plasma concentrations of FRAP in both groups.

These results allow us to confirm that the oxidative stress is involved in the
pathogenesis of essential hypertension, and that the increase of the antioxidant status
through oral administration of vitamins C + E reduces the blood pressure in those patients.



1. INTRODUCCION

La Hipertension Arterial (HTA) es una enfermedad cronica de etiologia variada y
que se caracteriza por el aumento sostenido de la presion arterial, ya sea sistélica, diastdlica
0 de ambas. Esta es una enfermedad altamente prevalente a nivel mundial y es un
importante factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares.

A pesar de que desde la década del 50 se sabia que la HTA intervenia en el aumento
de la morbilidad cardiovascular en los paises desarrollados, fueron los estudios realizados
en las décadas de los 60 y 70, los que claramente demostraron la relacion entre hipertension
y las muertes por complicaciones en los 6rganos blancos: corazon, cerebro, rifiones y vasos
sanguineos.

Segun datos obtenidos por la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades
cardiovasculares como la HTA deben ser consideradas como un problema de salud
prioritario en las Américas, debido a la gran cantidad de pacientes que la padecen y a las
enormes repercusiones sociales y econdmicas.

Del total de pacientes hipertensos, en un 95% se desconoce su causa y mecanismo
fisiopatologico, constituyendo ésta la HTA esencial. Las causas especificas que producen la
HTA esencial todavia no han sido descritas con claridad, sin embargo, se le ha relacionado
con una serie de factores que suelen estar presentes en la mayoria de los pacientes que la
padecen. En este sentido, diversos estudios clinicos y experimentales le han asignado un
importante papel al estrés oxidativo como agente causal de la HTA esencial, debido a que
el aumento de radicales libres puede provocar alteraciones en la estructura y funcion de la
pared vascular y producir asi, una elevacion cronica de la presion arterial. El estrés
oxidativo inducido por las especies reactivas del oxigeno es causado por una produccion
aumentada de anién superoxido y de sus metabolitos y/o por una actividad reducida de las
defensas antioxidantes.

Por esto se piensa que si aumentamos la biodisponibilidad de sustancias
antioxidantes, deberia disminuir el estrés oxidativo con la consecuente disminucion de la
presién arterial. Existen evidencias experimentales que apoyan la idea de que los
antioxidantes exdgenos tienen eficacia terapéutica. Hay estudios que demuestran que la
incidencia de ciertos tipos de cancer y de enfermedades cardiovasculares, es menor en

poblaciones cuyo consumo de vitaminas C, E y carotenos esta por encima del promedio.



Ademas, se sabe que el consumo de alimentos con propiedades antioxidantes origina un
incremento de la capacidad antioxidante en el plasma sanguineo. Esto podria explicar la
llamada paradoja francesa, que consiste en la baja incidencia de enfermedades coronarias
entre los franceses, a pesar de su importante consumo de acidos grasos.

Las recomendaciones actuales para los pacientes hipertensos se basan en el
consumo de dietas que contengan antioxidantes como las vitaminas C, E y flavonoides, las
que ademas serian Utiles en la prevencién de otras enfermedades cronicas, cuya
fisiopatologia esté relacionada con el estrés oxidativo. Lo anterior se sustenta en diversos
estudios que indican que una dieta rica en frutas y verduras, reduce la presion arterial en
personas con hipertension moderada.

Sin embargo, aun faltan estudios concluyentes sobre el uso de terapias antioxidantes
contra la HTA esencial. Debido a lo anterior, por medio de la experimentacién que
comprende este estudio, se pretende comprobar la eficacia de la vitaminas antioxidantes
C+E en el tratamiento de la HTA esencial.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas de la Hipertension Arterial

La HTA es un importante problema de salud publica, tanto en paises desarrollados
como en aquellos en vias de desarrollo. La HTA afecta aproximadamente a 50 millones de
personas en los Estados Unidos y a 1 billén en todo el mundo, provocando 7,1 millones de
muertes, alrededor del 13% del total mundial (World Health Organization, 2002). A pesar
de esta alta incidencia, la mayoria de los pacientes desconoce su enfermedad, motivo por el
cual se le ha llamado “el asesino silencioso”.

La presion sanguinea elevada (hipertension arterial) es definida como un aumento
por sobre 140 mm Hg para la presion sistélica y sobre 90 mm Hg para la presion diastolica.
Pacientes con presion sistélica entre 120 a 139 mm Hg o diast6lica entre 80 a 89 mm Hg,
son considerados “pre-hipertensos” y necesitan monitoreo medico y cambios en su estilo de
vida (Chobanian et al., 2003)

La HTA se presenta en el 60 a 70% de la poblacion sobre los 60 afios de edad y
puede provocar complicaciones cardiovasculares tales como paro cardiaco, enfermedad
coronaria e insuficiencia cardiaca (Kashyap et al., 2005).

En nuestro pais, segun la Encuesta Nacional de Salud del afio 2003, existe una
prevalencia de HTA de un 33,7%, segun el tamizaje realizado en la poblacién de 17 afios y
mas. Ademas, se encontrd que el 40,2% de estas personas no conocia su condicién. De la
poblacion de pacientes con presion arterial alta, el 63% se sabe hipertenso, el 44% esta
recibiendo medicacion y sélo un 22% presenta cifras de presion dentro de rangos normales
(MINSAL, 2005). Todo esto se traduce en una carga importante para el nivel primario de
salud, siendo la HTA la primera causa de consulta en el nivel primario de atencion (9,4%
de todas las consultas).

La prevencion de la enfermedad y sus complicaciones parece ser el punto mas
importante y constituye, ademas, un desafio debido a que el 35% de la mortalidad del pais
es causada por enfermedades directamente relacionadas a complicaciones derivadas de la
HTA. Parte de la prevencion incluye la deteccién, ya que casi el 40% de los hipertensos
desconoce su condicion (Lama y Oliva, 2001).



La HTA es una manifestacion de un proceso multifactorial en cuya fisiopatologia
estan implicados numerosos factores genéticos y ambientales, que determinan cambios
estructurales del sistema cardiovascular, produciendo el estimulo hipertensivo e iniciando
el dafio cardiovascular. La interaccion de estos factores no esta todavia lo suficientemente
aclarada, involucrandose alteraciones del sistema nervioso simpatico, renales, del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, diversos mecanismos humorales y, mas recientemente, la
disfuncién endotelial producto del estrés oxidativo. Debido a esto, se acepta que la HTA es
una patologia de multiples etiologias (de Champlain et al., 2004).

Actualmente, el estrés oxidativo asociado al dafio oxidativo ha sido involucrado
como mediador de injuria e inflamacion vascular en muchas enfermedades cardiovasculares
que incluyen hipertension, ateroesclerosis y diabetes. Se ha demostrado un aumento en la
generacion de especies reactivas del oxigeno en pacientes hipertensos (Touyz y Schiffrin,
2004). También se ha descubierto que la capacidad antioxidante total del plasma estaria
disminuida en forma significativa en pacientes con HTA esencial, en comparacion con los
controles sanos (Kashyap et al., 2005).

El estrés oxidativo es un fendmeno que puede resultar de una deplecién de
antioxidantes en el organismo, debido a causas nutricionales 0 a una excesiva produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS), que facilitan la patogenia de diversas
enfermedades (Kashyap et al., 2005).

Cuando aumenta el estrés oxidativo, aumentan también las lesiones que producen
los radicales libres. Estos reaccionan quimicamente con lipidos, proteinas, carbohidratos y
DNA al interior de las células y con componentes de la matriz extracelular, por lo que
pueden desencadenar un dafio irreversible que, si es muy extenso, puede llevar a la muerte
celular.

Por lo tanto, el sistema antioxidante exdgeno y enddgeno del organismo, juega un
papel fundamental en la prevencion y limitacion del dafio oxidativo. Las enzimas
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-PX) vy la relacién
glutatién reducido/oxidado (GSH/GSSG) corresponden a antioxidantes enddégenos del
organismo. Por otra parte, muchos de los antioxidantes exdgenos como polifenoles,

vitaminas A, C y E, pueden ser suplementados en la dieta.



Actualmente, diversos estudios clinicos y experimentales, le han asignado un
importante papel al estrés oxidativo como agente causante de la HTA esencial, debido a
que el aumento de radicales libres puede provocar alteraciones en la estructura y funcion de
la pared vascular y producir asi, una elevacion cronica de la presion arterial (Cai y
Harrison, 2000).

Se ha comprobado que un aumento del estrés oxidativo altera la funcion endotelial,
reduciendo la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) (Ferroni et al., 2006). Una excesiva
generacion de ROS, puede producir dafio en células endoteliales o musculares, generando
cambios agudos y cronicos en su estructura y funcion. Dentro de estas alteraciones
encontramos reduccién del lumen vascular, hipertrofia e hiperplasia de las células
musculares de la vasculatura y disfuncién del endotelio (Escobales y Crespo, 2005).
Ademads, el endotelio dafiado pierde su capacidad vasodilatadora, lo que contribuye a la
trombosis y oclusién arterial (Rosendorff et al., 2007).

Actualmente, la disfuncion endotelial se reconoce como un componente precoz de
una variedad de enfermedades cardiovasculares y como un factor de riesgo en las
enfermedades coronarias. Debido a esto, es importante valorar este concepto, a fin de que
cualquier intervencion terapéutica que se lleve a cabo, debe considerar dicha alteracion. De
hecho, varias intervenciones tales como: el dejar de fumar, la actividad fisica, el uso de
antioxidantes, una dieta saludable y el uso de algunos medicamentos antihipertensivos,
influyen benéficamente sobre la funcién endotelial deteriorada (Lama y Oliva, 2001).

El estrés oxidativo ha sido involucrado en varias enfermedades degenerativas tales
como: el cancer, la diabetes, enfermedades cardiovasculares y la enfermedad de Alzheimer,
asi como también en el envejecimiento (Rabovsky et al., 2006). Es por esto que se ha
relacionado una menor incidencia de enfermedades degenerativas en aquellas personas que
han iniciado un incremento en el consumo de frutas y verduras, debido al alto contenido de
varios antioxidantes que se encuentran presentes en estos alimentos, los cuales neutralizan
la accion de los radicales libres, desempefiando una funcion fundamental en la prevencién
de dichas enfermedades (Keith et al., 2001).

Estudios realizados en pacientes hipertensos demuestran que el consumo de una
dieta rica en frutas y verduras, contribuye a la reduccion de la presion arterial (Sacks et al.,

2001). Por lo tanto, la adopcion de un estilo de vida saludable es imprescindible para



prevenir la elevacion de la presion arterial e indispensable en personas hipertensas,
constituyendo esto un pilar fundamental en el tratamiento. Por esta razén, actualmente se
ha enfocado el estudio en las propiedades antioxidantes de las drogas actualmente
disponibles y en la suplementacion con principios antioxidantes (Rosendorff et al., 2007).

Es asi que un estudio demostré que el tratamiento antioxidante con tempol
(compuesto con efecto mimético de la superdxido dismutasa), reduce el estrés oxidativo y
previene el desarrollo de hipertensidn relacionado con la edad, en ratas espontaneamente
hipertensas (Nabha et al., 2005). Otro estudio demostré que la suplementacion con
antioxidantes ayuda a incrementar la proteccién antioxidante del plasma (Rabovsky et al.,
2006).

Recientemente, se demostré que el consumo diario de cacao ayuda a personas con
prehipertension o hipertension moderada a controlar sus niveles de tension arterial, sin que
este suplemento contribuya a aumentar otros factores de riesgo cardiovascular. Esto debido
a que el cacao contiene sustancias antioxidantes como los polifenoles, los que reducirian el
dafio oxidativo, aumentando la generacién de 6xido nitrico por parte del endotelio (Taubert
et al., 2007).

Con toda esta evidencia, se piensa que la administracion de antioxidantes tales como
las vitaminas C y E, ademas de disminuir el estrés oxidativo, podrian también reducir la
presion arterial de los pacientes tratados. Sin embargo, la principal dificultad para sugerir el
uso de vitaminas antioxidantes como el tratamiento mas adecuado para la HTA esencial, es

la escasez de estudios que avalen la eficacia de estas vitaminas sobre dicha enfermedad.



2.2 Etiologia de la Hipertension Arterial

La elevacion crénica de la presion arterial puede resultar de una variedad de
alteraciones fisiopatoldgicas, que pueden involucrar al sistema nervioso auténomo,
disfunciones renales, disfunciones endocrinas, anormalidades neurohumorales, alteraciones
de membrana celular y cambios vasculares estructurales.

La patogenia de la hipertension involucra una variedad de mecanismos
autoperpetuantes, a nivel celular y molecular, que contribuyen a su cronicidad y al dafio de
organos blanco. Se produce dafio vascular con disfuncion endotelial, que lleva a la pérdida
de la capacidad de relajacion vascular, agregacion plaquetaria, inflamacion, remodelacion y
aumento de la resistencia vascular periférica (Hernandez, 2005).

El 95% de las hipertensiones que se observan en la clinica no tienen una etiologia
definida, constituyen la llamada hipertension arterial esencial, también denominada
primaria o idiopética, mientras que el 5%, son secundarias a diversas causas, entre las que
destacan por su frecuencia las inducidas por drogas o farmacos, la enfermedad
cardiovascular, renovascular, la falla renal, el feocromocitoma y el hiperaldosteronismo.
HTA esencial o primaria no significa que la causa sea desconocida, sino que no se ha
establecido una causa Unica. Sin embargo, distintos estudios indican que los factores
genéticos y ambientales, juegan un papel importante en el desarrollo de la HTA esencial.

Los estudios de familias han indicado que menos de la mitad de las variaciones de la
presion arterial en la poblacién general, son explicadas por factores genéticos. Hay muchos
genes que pueden participar en el desarrollo de hipertension, la mayoria de ellos estan
involucrados, directa o indirectamente, en la reabsorcion renal de sodio (Maicas et al.,
2003).

La existencia de mayor prevalencia de antecedentes familiares de HTA en estos
pacientes y la ausencia de éstos en normotensos, sugiere la existencia de alteraciones
genéticas, que explicarian la mayor facilidad para la aparicion de la HTA en determinados
individuos sometidos a la accion de los factores ambientales que favorecen su aparicion,
tales como el consumo de sal, el sobrepeso y el estrés. Asi, por ejemplo, se ha establecido
una asociacion entre hipertension arterial y una dieta rica en sal y también una relacién
inversa entre ingesta de potasio e hipertension. Cabe destacar que el consumo elevado de

sal, es un factor que coopera al desarrollo de HTA, pero no es suficiente por si solo para



generar HTA. Otro factor importante a considerar es el consumo excesivo de alcohol, asi
como también la obesidad. Esta Gltima genera resistencia insulinica y un aumento de la
secrecion de insulina, la cual genera cambios a nivel vascular aumentando la resistencia
sistémica y por ende la presion arterial (Lopes et al., 2003).

Existen muchos otros factores a los cuales se le ha relacionado con la fisiopatologia
de la HTA esencial, como por ejemplo: el incremento en la secrecion o la inapropiada
actividad de la renina, con el resultante incremento en la produccién de angiotensina Il, el
incremento en la actividad de factores de crecimiento, las alteraciones en los receptores
adrenérgicos, que influencian la frecuencia cardiaca, el inotropismo cardiaco y el tono
vascular y las alteraciones celulares en el transporte i6nico (Gamboa, 2006).

En la actualidad existe un nuevo concepto que involucra a las anormalidades
funcionales y estructurales, incluyendo la disfuncion endotelial, el incremento del estrés
oxidativo y la remodelacion vascular en la fisiopatologia de la HTA esencial (Ferroni et
al., 2006). Una excesiva generacion de ROS puede producir dafio en células endoteliales o
musculares, generando cambios agudos y cronicos en su estructura y funcién (Rosendorff
et al., 2007). Lo anterior proporciona nuevos antecedentes en el tratamiento de la HTA
esencial con medidas que atenuen el efecto nocivo del estrés oxidativo, mediante el empleo
de agentes antihipertensivos que controlen (o eliminen) los factores fundamentales que
producen aumentos de la resistencia periférica, que determinan HTA sostenida y posean

accion antioxidante (Pandya, 2001).

2.2.1 Endotelio

El endotelio vascular es un 6rgano distribuido en todo el organismo con multiplicidad
de funciones fisicas, bioquimicas y hormonales, como barrera de contencién, regulador del
flujo y de la migracion celular, asi como modulador del tono vascular local, expresion de
factores del crecimiento y de hormonas locales responsables de influir en procesos como el
estrés oxidativo, la inflamacion, la respuesta inmune, la trombosis, la remodelacion
vascular y la apoptosis, todo esto en intima relacién con el exacto equilibrio de la salud
cardiovascular.

El endotelio vascular ya no es considerado Unicamente como una mera barrera que

separa la sangre circulante del espacio subendotelial, sino como un receptor de estimulos



fisicos y quimicos, que responde liberando diferentes mediadores que influyen
poderosamente en el tono vascular y en el crecimiento y proliferacion de las células
vasculares, manteniendo asi el balance vasomotor y la homeostasis vascular (Esper et al.,
2006).

Entre las principales sustancias vasodilatadoras secretadas por el endotelio se

encuentran:

- EI'NO, al que se le reconocen ademas propiedades antiagregantes y antiproliferativas.

- La prostaciclina, de menor poder vasodilatador y que se produce fundamentalmente en
respuesta a la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes de los vasos sanguineos o shear
stress.

- El factor hiperpolarizante, derivado del endotelio (EDHF) que a través de cambios en la
polarizacion de la membrana, también provoca dilatacion.

- La bradicinina es un potente vasodilatador y también estimula la liberacion de NO y del
EDHF, ambas sustancias vasodilatadoras. Ademas posee propiedades antiagregantes y
antiproliferativas (Schiffrin, 2001)

El NO es el derivado endotelial mas relevante y su funcion vasodilatadora y
antiproliferativa bien reconocida. Su produccion o biodisponibilidad disminuida podria
inducir vasoconstriccion y crecimiento vascular y, consecuentemente, aumento de las
resistencias vasculares, con el consiguiente aumento de la tension arterial.

Las sustancias vasoconstrictoras secretadas por el endotelio son la Angiotensina Il
(AI), de accion constrictora directa e indirecta a través del estimulo para la liberacion de la
Endotelina (ET-1), ésta Gltima es la méas potente sustancia vasoconstrictora conocida. El
Tromboxano A2, que es un metabolito del &cido araquidonico, también constrictor y la
Prostaglandina H2 (Schiffrin, 2001).

El equilibrio que resulta de la accién de los factores endoteliales inductores de
vasoconstriccion y proliferacion celular y los factores inductores de vasodilatacion y
antiproliferacion, es esencial para la homeostasis vascular (Ferroni et al., 2006).

Dentro de las funciones que podemos destacar del endotelio se encuentran:

1. Forma una superficie lisa que facilita el flujo laminar de la sangre y previene la

adherencia de las células sanguineas.



2. Forma una barrera permeable para el intercambio de nutrientes entre el plasma y el
intersticio celular, regulando al mismo tiempo el transporte de sustancias entre
ambos.

Regula la angiogénesis y el remodelado vascular.

4. Contribuye a la formacién y mantenimiento de la matriz extracelular.

5. Produce factores de crecimiento en respuesta al dafo vascular, influyendo
especialmente en la proliferacion del musculo liso vascular.

6. Produce sustancias que regulan la agregacion plaquetaria, coagulacion y fibrinolisis.
Sintetiza y degrada diversas hormonas.

7. Participa en la respuesta inmune generando citoquinas que modulan la actividad de
los linfocitos.

8. Libera agentes que acttan de forma paracrina sobre las células musculares lisas

adyacentes, regulando su contraccion.

2.2.2 Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial se define como el conjunto de alteraciones que afectan a la
sintesis, liberacion, difusiébn y degradacion de los diferentes factores derivados del
endotelio y constituye un fendmeno de aparicion precoz en diversas enfermedades (Simoén
et al., 2001).

La mayoria de los investigadores ha comprobado que la disfuncién endotelial
coexiste en la mayoria de los pacientes hipertensos, aunque algunos estudios demuestran
que ésta pueda estar presente mucho antes que el aumento de la presion arterial, cuando
prevalece junto con resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, concomitantes con otras
enfermedades, como la dislipidemia, la diabetes y la obesidad (Alexanderson et al., 2003).

También se ha comprobado que la disfuncién endotelial puede ser un factor que
predice tempranamente eventos cardiovasculares, particularmente en pacientes hipertensos
(Zoccali et al., 2006).

Existen dos mecanismos comprobados de activacién y disfuncién del endotelio en
los pacientes hipertensos: el aumento del shear stress y el estrés oxidativo.

El shear stress, llamado también estrés por roce, se ha observado en la hipertension

arterial como mecanismo de disfuncién endotelial. Las células endoteliales expuestas



constantemente a fuerzas hemodinamicas alteradas, como el flujo pulsétil y el aumento de
la presion hidrostatica, generan una respuesta vasodilatadora produciendo NO y bradicinina
(Osanai et al., 2000). Sin embargo, una vez superado el efecto vasodilatador se producen
modificaciones estructurales en la pared endotelial (Alexanderson et al., 2003).

Las membranas de la célula endotelial tienen canales ionicos especializados, como
el canal activado por K*, que se abre en respuesta al shear estrés. Este efecto es para
hiperpolarizar la célula endotelial, obligando al incremento del ingreso de calcio vy
activando la eNOS vy la subsecuente generacion de NO (Esper et al., 2006).

Otro mecanismo decisivo de dafio endotelial en la HTA esencial es el estrés
oxidativo. EXisten numerosos reportes que consideran que este Ultimo contribuye al dafio
vascular y varios estudios han demostrado que un aumento del estrés oxidativo altera la
funcion endotelial, reduciendo la biodisponibilidad del NO (Ferroni et al., 2006),
generando una disminucién de la vasodilatacién dependiente del endotelio en pacientes con
hipertension arterial (Lopez y Casado, 2001).

El NO se sintetiza en las células endoteliales a partir del aminoacido L-arginina por
una enzima citosélica, la éxido nitrico sintasa (NOS) de la cual hay tres tipos, la endotelial
o tipo 111 (eNOS), la neuronal o tipo | (nNOS) y la inducible, calcio independiente (iNOS).

En ausencia de cofactores (L-arginina y tetrahidrobiopterina) la NOS puede
producir anién superdxido y peroxido de hidrégeno, contribuyendo asi al estrés oxidativo y
a la disfuncion endotelial. Este hecho se ha denominado desacoplamiento de la eNOS y se
ha presentado evidencia de que esto puede suceder in vivo en varias condiciones
fisiopatologicas asociadas a estrés oxidativo (Cai et al., 2000).

Numerosos estudios han demostrado efectos beneficiosos en la suplementacion
aguda y cronica de L-arginina en la produccién de NO y funcién endotelial, demostrando
asi su capacidad de reducir la presién sanguinea en algunas formas de hipertension
experimental (Gokce, 2004).

En presencia de estrés oxidativo, el anidn superoxido actta neutralizando al NO,
con el cual se combina para formar peroxinitrito (Pryor y Squadrito, 1995). El peroxinitrito
es un compuesto con una capacidad oxidante muy alta, que puede inducir la oxidacion de
proteinas, DNA vy lipidos de las células vasculares (Ballinger et al., 2000). A su vez, el

peroxinitrito puede oxidar el acido araquiddnico, liberando F,-isoprostanos. Estos Gltimos



son compuestos similares a las prostaglandinas y tienen un poderoso efecto vasocontrictor a
nivel renal, causando una marcada reduccion de la filtracion glomerular y del flujo renal
(Takahashi et al., 1992).

Se ha demostrado que los F,-isoprostanos estimulan la sintesis de DNA, de RNA
mensajero y la expresion proteica de endotelina-1 (ET-1), que es considerado el
vasocontrictor mas potente actualmente conocido (Yura et al, 1999).

Debido a su potente efecto vasocontricor y mitogénico, las endotelinas han sido
involucradas en la patogenia de la hipertension (Ergul, 2000). Se ha demostrado en
variados modelos de hipertension en animales, que las concentraciones plasmaticas de ET-1
expresados por el endotelio vascular estan incrementados (Day et al., 1995). En humanos,
varios estudios han demostrado también un aumento de las concentraciones plasmaticas de
ET-1 en pacientes hipertensos (Kohno et al., 1990).

La familia de las endotelinas (ET) estd constituida por tres isoformas de 21
amino&cidos: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) y endotelina-3 (ET-3). Las ET son
potentes presores enddgenos secretadas por diferentes células y tejidos del organismo. De
las tres isoformas, la ET-1 es sintetizada predominantemente por el endotelio vascular. La
ET-1 induce vasoconstriccion, es proinflamatoria, profibrosis y tiene accion potencialmente
mitdgena, ademas, es un importante factor en la regulacion del tono vascular y participa en
la remodelacién vascular (Baltazares et al., 2005). Los tres tipos de ET descritas actian
sobre dos tipos de receptores: Ay B. Los receptores Tipo A (ET-A) tienen 10 veces mas
afinidad por la ET-1 que por la ET-3 y se hallan mayormente en las células musculares lisas
de los vasos y en los cardiomiocitos. La estimulacion de estos receptores por la ET -1
activa la fosfolipasa C que por una serie de pasos lleva a un aumento de la concentracién
intracelular de calcio, determinando la contraccion de las células musculares lisas de los
vasos. Los receptores Tipo B (ET-B) se encuentran predominantemente en las células
endoteliales y en mucha menor medida en las células musculares lisas y tienen similar
afinidad tanto para la ET-1 como para la ET-3. La estimulacion de los ET-B produce tanto
vasoconstriccion como vasodilatacion, esta ultima mediada por el incremento de la
produccién de NO vy prostaciclinas.

El bloqueo de los receptores ET-A ha prevenido la remodelacién vascular, el estrés

oxidativo y ha disminuido significativamente la presion arterial sistélica en un modelo de



hipertension arterial inducida mediante la inyeccién de aldosterona en ratas (Pu Q et al.,
2003).

Se ha comprobado que bajo condiciones de estrés oxidativo aumentan las
concentraciones de ET-1 como respuesta inflamatoria, esto induce remodelacién vascular y
disfuncién endotelial, en modelos de hipertension (Schiffrin, 2005). Ademas, en células
musculares lisas tratadas con perdxido de hidrégeno (H,0,) existe un significativo aumento
en la formacién de ET-1 y F-isoprostanos (Ruef et al., 2001), lo que indica que el estrés
oxidativo aumenta la generacion y la actividad autocrina de ET-1 en estas células.

También se han encontrado concentraciones plasmaticas significativamente maés
altas de ET-1 en los hipertensos negros, en comparacion con los hipertensos de raza blanca,
por lo que el sistema de las endotelinas podria ser de importancia en el desarrollo y/o en el
mantenimiento de la HTA en esta poblacion (Ergul, 2000).

2.3 Radicales Libres

En la dltima década se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los
radicales libres y el conjunto de especies reactivas que se les asocian, juegan un papel
central en nuestro equilibrio homeostatico. Las reacciones quimicas de los radicales libres
se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo y son necesarias para la salud, pero
el proceso debe ser controlado con una adecuada proteccién antioxidante. Entre los
antioxidantes que se ingieren por la dieta destacan las vitaminas y los compuestos
fendlicos, que por diversos mecanismos neutralizan especies radicalarias. Por lo tanto, es de
especial importancia su consumo moderado a través de la dieta y evitar los factores de
riesgo que inducen reacciones oxidativas en nuestro organismo (Avello y Suwalsky, 2006).

En sentido estricto, un radical libre representa cualquier especie quimica de
existencia independiente que posee uno 0 mas electrones desapareados (es decir, un nimero
impar) girando en sus orbitales atdmicos externos. Esta configuracion, electroquimicamente
muy inestable, le confiere la propiedad de ser una especie quimica altamente agresiva y de
corta vida (Halliwell y Whiteman, 2004).

Una vez formados, los radicales libres interactian con otras moléculas a través de
reacciones redox con el propoésito de lograr una configuracion electrénica estable. En una

reaccion redox ocurre una transferencia de electrones entre las especies quimicas



participantes. Una de ellas cede electrones libres (proceso denominado oxidacion) y otra,
necesariamente, los recibe (proceso denominado reduccion) (Chihuailaf et al., 2002).

La importancia bioldgica de estas especies quimicas estriba en que pueden alterar la
estructura de las membranas celulares, producir dafio en las proteinas intracelulares,
oxidacidn de las lipoproteinas plasmaticas y aceleracion del envejecimiento celular.

Los radicales libres pueden formarse quimicamente por la transferencia de un
electron, o bien por la ruptura homolitica de un enlace covalente de una molécula normal,
lo que significa que cada fragmento de la molécula retiene uno de los electrones que
formaban el par del enlace (Rodrigo y Rivera, 2003).

En los organismos vivos, las ROS tienen origenes enddgenos y exodgenos. El primer
grupo abarca a los radicales libres generados intracelularmente y que actian tanto dentro,
como fuera de la célula. Su produccion, accidental o deliberada, se localiza en cuatro
fuentes claramente definidas (Yu, 1994; Morrisey y O’ Brien, 1998):

a) Durante el metabolismo aerébico normal, las mitocondrias consumen oxigeno molecular
y lo reducen secuencialmente hasta producir agua. Una pequefia fraccion del oxigeno se
metaboliza via reduccidén univalente y los inevitables productos intermedios de esta
reaccion son el radical superoxido, el peroxido de hidrogeno y el hidroxilo.

b) Los peroxisomas que contienen acil coA oxidasa, dopamina B-hidroxilasa, urato oxidasa
y otras, generan peréxido de hidrégeno como producto intermedio.

c) El sistema enzimatico citocromo P-450 constituye una defensa primaria contra varios
xenobioticos y sustancias enddgenas que aumentan la produccion de radicales libres.

d) Los aniones superdxido pueden ser producidos deliberadamente cuando los fagocitos
(monocitos, neutréfilos y macrofagos) destruyen células infectadas con bacterias o virus,
mediante una descarga oxidante compuesta basicamente por el peréxido de hidrogeno,
hipoclorito y 6xido nitrico, ademas del anion superéxido.

Los iones metélicos de los elementos de transicién también pueden formar radicales
libres, especialmente cuando se encuentran en el estado reducido, pueden sufrir una

autoxidacion a la vez que transforman la molécula de oxigeno en anidn superéxido:

Fe* + O ————Fe* + Oy



Cu" +0, ——»Cu* + Oy

El peréxido de hidrogeno (H20,) aunque no es un radical libre (pero se considera
también una de las especies reactivas de oxigeno), puede generar un radical libre
extremadamente reactivo, como es el hidroxilo (*OH) en presencia de iones metalicos como
Fe2+, Cu+ 6 Mn+ a través de la reaccién de Fenton (Rodrigo y Rivera, 2003).

Por otra parte, estos iones al estado reducido también pueden catalizar la reaccion
entre el perdxido de hidrdégeno y el anién superdxido, conocida como la reaccion de Haber-
Weiss (Rodrigo y Rivera, 2003).

Es importante sefialar que los iones metélicos de elementos de transicion pueden
catalizar estas reacciones quimicas solamente cuando se encuentran libres. Por lo tanto, una
manera de controlar este efecto es a través de la formacion de complejos con sustancias
quelantes, que por esta via previenen la formacion de radicales libres.

Un aumento en la produccion de las ROS ha sido asociado con el desarrollo de la
hipertension y su rol ha sido muy estudiado en los Gltimos afios (Zalba et al., 2001; Chang
y Wu, 2006). Sin embargo, se cree que la administracion de sustancias antioxidantes podria
generar una defensa contra el estrés oxidativo a través de la reduccién de las ROS,
disminuyendo asi la inactivacion del NO, generando efectos beneficiosos en la estructura y

funcién vascular.

2.4 Defensas antioxidantes

Dado que las ROS y otras formas de radicales libres se producen constantemente en
forma inevitable durante los procesos metabdlicos, la célula ha desarrollado un poderoso y
complejo sistema de defensa para limitar la exposicién a estos agentes, que recibe el
nombre genérico de antioxidantes, los que pueden definirse como moléculas que previenen
la formacion descontrolada de radicales libres o inhiben sus reacciones con estructuras
bioldgicas (Chaudiere y Ferrari, 1999).

A partir de esta definicidn se considera que las defensas antioxidantes incluyen:
a) Agentes que remueven cataliticamente las especies reactivas.

b) Proteinas que minimizan la disponibilidad de prooxidantes como iones de fierro o cobre.



c) Proteinas que protegen biomoléculas por otros mecanismos.
d) Agentes de bajo peso molecular que reducen las especies reactivas.

Posteriormente, este concepto fue aplicado a los antioxidantes aportados por la
dieta, los que fueron definidos como “sustancias presentes en los alimentos que disminuyen
los efectos de las especies reactivas, tales como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno”.

Las defensas antioxidantes del organismo se pueden clasificar en 2 categorias:
enzimaticas y no enzimaticas. Las enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa y
glutation peroxidasa), constituyen la primera linea de defensa contra los radicales libres y
esta accion se lleva a cabo neutralizando a estas especies quimicas, a través de la

conversion en otras de efecto menos dafiino (Rodrigo y Rivera, 2003).

2.4.1 Superoxido dismutasa (SOD)

Esta enzima es una metaloproteina presente en las células aerobias y fluidos
extracelulares. Su funcion es catalizar la dismutacion del radical libre superdxido a
peroxido de hidrégeno, lo que no requiere de cosustratos. Asi, reaccionan dos moléculas de
anion superoxido para formar perdxido de hidrégeno, el cual a su vez puede ser destruido

por las actividades de catalasa o glutatién peroxidasa (Rodrigo y Rivera, 2003).

0O, + 0Oy +2H" S, H,O, + O,

La SOD presenta tres isoformas, dependiendo del metal que contenga. Las
isoformas predominantes son la SOD-Cu y SOD-Zn, localizadas preferentemente en el
citosol. La isoforma SOD-Mn se encuentra en la matriz mitocondrial y es un
homotetramero de 96 kDa que contiene un 4&tomo de Mn en cada subunidad y es esencial
para la supervivencia de la vida aerobia y el desarrollo de resistencia celular a la toxicidad
inducida por las ROS. Ademas, es inducida por su sustrato u otros oxidantes y su expresion
es aumentada por el factor de necrosis tumoral-alfa (Gutteridge y Halliwell, 2000).

Se ha comprobado que una infusién de superéxido dismutasa disminuye las ROS,
asi como también la presion arterial en ratas espontaneamente hipertensas (Nakazono et al.,
1991).



Diversos estudios han demostrado que los niveles plasmaticos de superéxido
dismutasa estan disminuidos en pacientes con HTA esencial (Redon et al., 2003; Kashyap
et al., 2005).

También se ha demostrado que la administracion de vitaminas C y E reducen el
estrés oxidativo, restauran la estructura y funcién vascular y previenen la progresion de la
hipertension en ratas espontaneamente hipertensas, ademas de aumentar los niveles de

superoxido dismutasa en el plasma (Chen et al., 2001).

2.4.2 Catalasa (CAT)

La catalasa es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra
ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque su actividad varia en
dependencia del tejido. Esta resulta mas elevada en el higado y en los rifiones, mas baja en
el tejido conectivo y en los epitelios y practicamente nula en el tejido nervioso. A nivel
celular se localiza en las mitocondrias y en los peroxisomas, excepto en los eritrocitos,
donde se encuentra en el citosol.

Es una enzima tetramérica de 60 kDa formada por cuatro subunidades idénticas. La
CAT como parte del sistema antioxidante estd involucrada en la destruccion del H,0,
generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se caracteriza por su alta velocidad
de reaccion, sin embargo, posee una menor afinidad por el H,O, en comparacion con la
GSH-Px.

2 H0, —AT 5 H,0+ O,

En animales, el H,O, se detoxifica mediante las actividades de la CAT y GSH-Px.
Aunque la CAT no es esencial para algunos tipos de células en condiciones normales, tiene
un importante papel en la adquisicién de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta
adaptativa de las células (Cheeseman y Slater, 1993).

Se ha descubierto que a medida que aumenta la concentracién plasmatica de acido
ascorbico, se incrementa la actividad de CAT y aumentan los niveles de tioles no proteicos.
Por lo tanto, cuando existe sobreproduccion de ROS, disminuye la concentracion



plasmatica de acido ascérbico y por consiguiente de CAT (Kashyap et al., 2005). Otro
estudio demostro que los niveles de CAT se encuentran disminuidos en pacientes
hipertensos esenciales, al ser comparados con controles sanos (Nandeesha et al., 2007).

2.4.3 Glutation peroxidasa (GSH-PXx)

Es una selenoproteina que, en las células animales, se ubica en la matriz
mitocondrial y en el citosol. En presencia de glutation reducido (GSH), como agente
reductor, cataliza la reduccion del per6xido de hidrégeno y otros hidroper6xidos organicos

en agua y alcohol, respectivamente.

GSH-Px

H.O, + 2GSH » H,O + GSSG

GSH-Px

ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H;O

Se han descrito cuatro isoformas de GSH-Px que difieren tanto en su ubicacion
como en la especificidad de sustrato, tres de las cuales presentan estructura tetramérica. La
primera de ellas, GSH-Px celular o clasica, esta practicamente en todas las células, puede
reducir el peroxido de hidrégeno e hidroperdxidos organicos libres y convertirlos en agua y
alcoholes. La segunda isoforma es la GSH-Px plasméatica o extracelular, es una
glicoproteina purificada, caracterizada a partir de plasma humano que se sintetiza
principalmente en las células tubulares proximales del rifion. El tercer tipo es la GSH-Px
fosfolipido hidroperdxido, cuya funcion biolégica primaria es proteger contra la
lipoperoxidacion, reduciendo hidroperdxidos de acidos grasos en las membranas celulares y
previniendo la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad. Es la Unica isoforma cuya
estructura es monomeérica, es decir, contiene un sélo residuo de selenocisteina. El Gltimo
tipo se denomina GSH-Px gastrointestinal y representa la principal peroxidasa dependiente
de glutation en el tracto gastrointestinal. Es importante en la reduccién de hidroperdxidos
de colesterol y en la proteccion contra la toxicidad por ingestién de hidroperdxidos
lipidicos (Holben y Smith, 1999).



En células animales y especialmente en eritrocitos humanos, la principal enzima
antioxidante para la detoxificacién de H,O, es la GSH-Px, ya que la CAT presenta mucho
menor afinidad por el H,O,. La GSH-Px es una enzima dependiente del aporte dietético de
selenio (Se), elemento traza que puede, por lo tanto, modular la actividad de esta enzima
(Rodrigo y Rivera, 2003).

Al igual que las enzimas antes mencionadas, y debido al efecto del estrés oxidativo,
la GSH-Px también se encuentra disminuida en pacientes con HTA esencial (Kashyap et
al., 2005).

2.4.4 Sustancias o moléculas antioxidantes no enzimaticas

La segunda barrera antioxidante es de tipo no enzimatico, dada por compuestos
antioxidantes que actian a nivel celular y extracelular, que son responsables de la
capacidad antioxidante de los fluidos bioldgicos (plasma) y de la proteccion del dafio
oxidativo de las distintas particulas y macromoléculas circulantes. Las moléculas
antioxidantes son vitaminas, minerales y otras sustancias de bajo peso molecular que
inhiben la tasa de oxidacion de los radicales libres. Pueden aumentar su velocidad de
ruptura, prevenir la participacion de iones de metales de transicion, inactivar y barrer
(scavengers) para proteger el organismo de infecciones, deterioro celular, envejecimiento
prematuro y cancer (Cheeseman y Slater, 1993).

Las enzimas antioxidantes requieren metales como cobre (Cu), hierro (Fe),
manganeso (Mn), zinc (Zn) o selenio (Se) para su accion, éstos se conocen como metales
antioxidantes. A diferencia de las enzimas antioxidantes, que no se consumen, las
sustancias antioxidantes se modifican al reaccionar con los radicales libres y deben
reemplazarse porque si se consumen. Algunos de origen enddgeno, tales como glutation,
urato, ubiquinol y proteinas plasmaticas, deben ser reemplazados por sintesis.

Si son de origen exdgeno (provenientes de la dieta), para ser reemplazados necesitan
ser nuevamente ingeridos. Una molécula antioxidante al reaccionar con un radical libre se
puede transformar en otro radical libre mas estable y, por lo tanto, menos dafiino para el
organismo. Otra de las acciones de los antioxidantes consiste en formar complejos con los

iones metalicos (accion quelante), impidiendo de esta manera que estos iones lleguen a



favorecer la formacién de radicales libres. Son fundamentales para la prevencion de
enfermedades porque son facilmente modificables.

Entre los compuestos mas representativos de antioxidantes enddgenos intracelulares
se puede mencionar al glutation reducido (GSH), la tioredoxina, la
glutaredoxina, aminoéacidos, melatonina y otros. Entre los antioxidantes exdgenos se
encuentran la vitamina E, &cido ascorbico (vitamina C), beta-caroteno (provitamina A),

vitamina A, bilirrubina, acido Urico, polifenoles, entre otros.

2.5 Estrés Oxidativo

El sistema de defensa antioxidante puede manejar y disponer de las ROS formadas,
evitando que estas especies aumenten lo suficiente como para producir dafio a biomoléculas
y estructuras de la célula. Esto obedece a que el organismo dispone de mecanismos
antioxidantes defensivos para combatir la produccion normal de radicales libres. Sin
embargo, hay situaciones patolégicas en las cuales se elevan las ROS en el estado
estacionario, como resultado de un desbalance producido entre los efectos prooxidantes y
las defensas antioxidantes, con predominio de los primeros. Este estado metabolico es lo
que se conoce como estrés oxidativo y ha sido definido como “un trastorno en el balance
prooxidante-antioxidante a favor del prooxidante, que conduce a dafio potencial” (Sies,
1991). Miller et al, (1993) se refieren también al estrés oxidativo como la resultante de una
deficiencia de sustancias protectoras naturales o de una excesiva exposicion a agentes
generadores de radicales libres. En otras palabras, el estrés oxidativo se desencadena
cuando los prooxidantes exceden a la capacidad antioxidante de un organismo.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que una ingesta inadecuada sustancias
antioxidantes deprime la accion de algunas enzimas antioxidantes, lo que favorece la
presentacion del estrés oxidativo. Otros factores como el estrés, la enfermedad, o la
induccion de la respuesta inmune, llevan a un incremento en los requerimientos de
vitaminas y minerales traza, la mayoria de ellos involucrados en la defensa antioxidante.

Las reacciones de las ROS con sustratos organicos son complejas y pueden afectar
diversas estructuras de la célula, segun el tipo de biomolécula que resulte atacado por ellas,
pudiendo llegar incluso a producir la muerte celular (Rodrigo y Rivera, 2003). A
continuacion se revisaran los efectos de las ROS sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos.



2.5.1 Accion del estrés oxidativo sobre macromoléculas

La mayoria de las macromoléculas bioldgicas pueden ser oxidadas por los radicales
libres, sin embargo, las biomoléculas mas labiles son los lipidos. Esto parece estar
relacionado con el grado de insaturacion de estas moléculas. Las reacciones de
lipoperoxidacion consisten en un proceso de oxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados
(PUFA). Como consecuencia de este proceso, se destruyen los PUFA, compuestos que
poseen tres 0 mas uniones carbono-carbono con doble enlace, que les confiere una zona de
enlace labil (hidrogeno alilico) lo que permite que una molécula activa como el *OH, les
sustraiga un atomo de hidrégeno (etapa de iniciacion). Asi, se genera un radical lipidico
(Re) que continda participando de reacciones en cadena (etapa de propagacion), ya que se
trata de un proceso autocatalitico, perpetuando asi el proceso. El radical Re se combina con
el oxigeno formando un lipoperoxido (ROQe), el que a su vez puede retirar un nuevo atomo
de hidrogeno de otro carbono molecular y formar un hidroperdxido. De esta manera,
persiste el proceso autocatalitico que convierte el carbono del &cido graso de los
fosfolipidos de membrana, en hidroperdxidos. Los hidroper6xidos lipidicos son inestables y
en presencia de iones metalicos pueden participar en la reaccion de Fenton para formar
radicales alcoxidos (ROe). Las reacciones de lipoperoxidacion tienen una etapa de término,
cuando reaccionan dos radicales libres para formar productos conjugados que no son
radicales.

La lipoperoxidacion sigue propagandose de esta manera y llega a su término cuando
dos ROOH reaccionan entre si, dando un tetréxido o cuando son neutralizados por los
antioxidantes. Los tetroxidos son inestables, al romperse generan aldehidos de bajo peso
molecular (malondialdehido) y cadenas hidrocarbonadas (etano, etileno, pentano, dienos
conjugados, etc.). Los aldehidos son moléculas muy reactivas y, por lo tanto, se desplazan
solo hasta escasa distancia del sitio de su formacion.

La lipoperoxidacion afecta principalmente a los fosfolipidos de las membranas
celulares, donde residen los &cidos grasos poliinsaturados. En el caso del acido
araquidonico, su lipoperoxidacién forma compuestos entre los que se encuentran los 8-
isoprostanos (F,-isoprostanos) que poseen una estabilidad que permite utilizarlos como
biomarcadores de estrés oxidativo in vivo, ya que sus niveles pueden ser medidos en el

plasma. De esta manera, se puede evaluar la contribucién del estrés oxidativo en una



determinada situacion fisiologica o fisiopatoldgica, o bien, probar la eficacia que un
tratamiento o intervencion pueden tener para disminuir los niveles de estrés oxidativo.

Un elevado consumo de &cidos grasos poliinsaturados puede provocar que el
organismo tenga mayor susceptibilidad a la lipoperoxidacion. Sin embargo, esto puede ser
contrarrestado con la suplementacion de antioxidantes tales como la vitamina C, vitamina E
y carotenoides (Fang et al., 2002).

El ataque de las ROS también afecta a las proteinas, a través de modificaciones de
determinados aminoacidos, los cuales poseen mayor susceptibilidad. Los sitios mas
susceptibles son las cadenas laterales de amino acidos azufrados y los grupos tiol (-SH).
Las ROS pueden abstraer un atomo de H* de la cisteina para formar un radical libre en la
proteina, el que se unird a un segundo grupo para formar un puente disulfuro (unién
cruzada). El O, puede destruir en forma irreversible funciones enzimaticas que dependen
del centro hierro-azufre, por oxidacion de este grupo. Triptofano tiene mucha facilidad para
formar productos de union cruzada a través de los residuos tirosina. Otros aminoacidos
como histidina, lisina, prolina, arginina y serina forman grupos carbonilo por su oxidacion
(carbonilacion), proceso que puede ser utilizado para evaluar el grado de estrés oxidativo.
La degradacion oxidativa de las proteinas es exacerbada en presencia de cofactores
metalicos como iones de elementos de transicion (Ej. hierro). En estos casos, el metal se
une a un sitio bivalente de la proteina y alli reacciona con H,0, a través de una reaccion de
Fenton para formar un radical *OH, que rapidamente oxida un residuo aminoacidico
cercano. Como consecuencia, se altera la estructura primaria, secundaria y terciaria de las
proteinas afectadas, cambia su carga eléctrica y se producen reacciones de unién cruzada
formando productos de agregacion. Resulta particularmente relevante sefialar que en estas
condiciones, las proteinas aumentan la susceptibilidad a la proteolisis y se produce la
fragmentacion de la cadena polipeptidica (Rodrigo y Rivera, 2003).

Estas alteraciones provocadas por los radicales libres se manifiestan tanto en el
catabolismo intracelular de proteinas, como en sistemas extracelulares, en especial en las
proteinas de la matriz intercelular. Por otra parte, algunas proteinas pueden comportarse
como generadoras y propagadoras de radicales libres, como es el caso de la mioglobina y la
peroxidasa que generan radicales libres en presencia de H,O, (Vicedo y Vicedo, 2000).



ElI DNA también constituye un blanco de ataque por parte de las ROS,
principalmente el DNA mitocondrial (Machlin y Bendich, 1987). Este DNA, por su
localizacion, se encuentra expuesto a un flujo constante y elevado de ROS provenientes de
la cadena respiratoria. Ademas, carece de histonas en su estructura, lo que le resta
estabilidad. Por otra parte, se ha observado que sus mecanismos de reparacion son menos
eficientes (Chaudiére y Ferrari, 1999). En general, dentro del espectro de alteraciones que
puede sufrir el DNA se describe la oxidacion de desoxirribosas, ruptura y
entrecruzamientos de cadenas y la modificacion de bases nitrogenadas. Sin embargo, estas
alteraciones seran significativas en la medida que sean intensas y capaces de eludir los
sistemas de reparacién antes de que ocurra la replicacion.

Como consecuencia del dafio oxidativo, se producen deleciones, que pueden llegar a
la ruptura de la cadena, o bien se puede eludir al sistema de reparacion antes de que ocurra
la replicacion, llevando asi a mutaciones (Rodrigo y Rivera, 2003).

2.6 Antioxidantes naturales en la prevencion del estrés oxidativo

Los agentes capaces de reforzar las defensas antioxidantes pueden ser administrados
como farmacos o suplementos. Sin embargo, el papel mas relevante queda a cargo de los
antioxidantes aportados por la dieta. Estas sustancias van a contribuir a reducir el estrés
oxidativo a través de sus variados efectos. Estudios epidemioldgicos han dado a conocer
que la mayor eficiencia de estos agentes se observa en el efecto complementario que
producen sus diversos representantes, que es superior al efecto individual cientificamente
demostrado. La exposicion a los antioxidantes naturales puede ser analizada a través de las
encuestas dirigidas. También, se pueden medir biomarcadores plasmaticos que reflejen la
ingesta. Ambos procedimientos dan informacion complementaria. Una de las mediciones
que se puede realizar, de uso creciente en la actualidad, es la determinacion de la capacidad
antioxidante total del plasma. Este pardmetro mide la presencia de sustancias reductoras en
la sangre, capaces de reducir el hierro férrico a ferroso (FRAP: ferric reducing ability of
plasma) y da cuenta del efecto producido por el conjunto de los antioxidantes presentes en
el plasma (Pulido et al., 2000)

También se puede cuantificar este parametro en algunos alimentos que permiten que

la determinacion se aplique (por ejemplo: vino, aceite, algunas bebidas o dietas liquidas,



etc.), pero la eficacia in vivo va a depender de la biodisponibilidad de los componentes
antioxidantes que se encuentran presentes en estas fuentes. Por esta razdn, para validar esta
determinacion resulta necesario relacionar el valor del parametro in vitro con los efectos
que tiene la ingesta de esta sustancia sobre el parametro medido en el plasma.

Entre los antioxidantes que se ingieren por la dieta, destacan las vitaminas y los
compuestos fendlicos, que por diversos mecanismos neutralizan a los radicales libres.
Dichos radicales pueden encontrarse en el plasma sanguineo, los que son estabilizados por
las sustancias antioxidantes, previniendo reacciones que pueden generar especies aln mas
nocivas. Es de especial importancia asegurar su consumo moderado a través de la dieta y
evitar los factores de riesgo que inducen reacciones oxidativas en nuestro organismo
(Avello y Suwalsky, 2006).

Para analizar la identidad de los antioxidantes se han agrupado de acuerdo a sus
caracteristicas quimicas. A continuacién se presentan las propiedades y los efectos de:

flavonoides, carotenoides, vitamina E y vitamina C.

2.6.1 Flavonoides y polifenoles

Los flavonoides son compuestos organicos derivados de la estructura de la flavona,
que se encuentran en frutas, verduras, granos, raices, tallos, flores, té y vino. Sin embargo,
no es requisito indispensable para los antioxidantes ser flavonoides. Una caracteristica
estructural mas importante para tal efecto, es la presencia de la funcion fenol, es decir, un
radical OH unido a un anillo aromatico (compuestos fendlicos), lo que puede repetirse
varias veces en el caso de los polifenoles. Existen también flavonoides con grupos fenélicos
que son los flavonoles (E.J. miricetina y quercetina).

Los efectos beneficiosos que estos productos tienen sobre la salud humana, ya eran
conocidos desde antes de que fueran aislados. En la actualidad se han identificado mas de 4
mil variedades de flavonoides, muchos de los cuales son responsables del color de las
flores, frutos y hojas. Un producto con contenido importante en polifenoles es el vino,
componente esencial de la dieta mediterranea y que puede ser uno de los factores
responsables de la baja incidencia de enfermedad coronaria, en las poblaciones
mediterraneas (Renaud y Ruf, 1994).



Varios estudios han analizado las posibles explicaciones de la asi llamada “paradoja
francesa” y el efecto de la dieta mediterranea (Renaud y Ruf, 1994). Podemos concluir
entonces que los flavonoides polifendlicos del vino tinto son, al menos en parte,
responsables de aumentar las defensas antioxidantes del organismo, disminuyendo asi los
efectos del estrés oxidativo (Rodrigo y Bosco, 2006)

El mecanismo de la accion antioxidante de los flavonoides consiste en reaccionar
con las ROS, u otros radicales libres, para formar un radical libre menos reactivo, de

acuerdo con la siguiente ecuacién:

Flavonoide(OH) + Re - Flavonoide(Oe) + RH

Algunos flavonoides pueden amortiguar directamente el O,", mientras que otros lo
hacen con el altamente reactivo peroxinitrito. Mediante esta habilidad los flavonoides
pueden inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) in vitro, lo que

tedricamente les da una accién preventiva contra la ateroesclerosis.

2.6.2 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales liposolubles que el ser
humano no es capaz de sintetizar y que necesita adquirirlos por medio de la dieta. Se
encuentran fundamentalmente en las frutas y verduras, proporcionandoles coloracién
amarilla, anaranjada y roja que a veces se enmascara por el color de la clorofila, dando
coloracion verde oscura como ocurre en algunos vegetales de hojas (Macias et al., 2002).

En estudios epidemioldgicos recientes se ha demostrado una asociacion entre
niveles elevados de carotenoides en la dieta o en sangre y un efecto protector contra el
desarrollo de enfermedades cronicas como ciertos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades degenerativas de la macula y cataratas. Este hecho, sumado
a la funcion de algunos de estos compuestos como precursores de la vitamina A, ha

provocado un interés creciente.



El perfil de carotenoides séericos esta determinado fundamentalmente por la dieta.
Por lo tanto, cambia con la época del afio y se manifiestan diferentes caracteristicas por
paises. En el suero humano se han identificado, gracias a la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), unos 20 carotenoides, muchos de ellos isomeros (Khachik et al., 1997).
Generalmente se cuantifican 6 que se encuentran mayoritariamente en todos los individuos
de distintos paises y son: alfa-caroteno, beta-caroteno, beta-criptoxantina, luteina,
zeaxantina y licopeno. Todos ellos tienen actividad como antioxidantes y sélo los 3
primeros son precursores de la vitamina A.

La exposicion a estos compuestos puede ser evaluada ya sea a través de encuestas
dietéticas o a través de los niveles plasméticos o tisulares (tejido adiposo). El carécter
liposoluble de estos compuestos permite estimar la exposicidn sistémica en una muestra de
tejido adiposo donde se acumulan. La ventaja de este estudio, en relacion a la medicion de
los niveles plasmaticos, es que permite tener una evaluacion de la exposicion a largo plazo,
pero la necesidad de practicar una biopsia disminuye la participacion y ademas el costo del
estudio analitico es elevado.

La biodisponibilidad de los carotenoides en los alimentos depende de la matriz
alimenticia y del tratamiento previo. Las verduras de hojas verdes cuando estan crudas
tienen pobre biodisponibilidad, que pasa a ser intermedia en las verduras cocidas. La
coccién moderada y el vapor, mejoran la biodisponibilidad de los carotenoides. Asi, el
licopeno de la salsa de tomate tiene una biodisponibilidad considerablemente superior a la
del jugo de tomate o tomate crudo.

Se ha comprobado que el tomate tiene una gran capacidad antioxidante debido al
gran contenido de vitamina C, vitamina E y licopeno, antioxidantes que son capaces de
inactivar a los radicales libres. Ademas, se ha comprobado que estos antioxidantes naturales
presentes en el tomate, reducen la presion sanguinea en pacientes con HTA esencial
(Engelhard et al., 2006).

2.6.3 Vitamina C
La vitamina C (&cido ascérbico) es un nutriente esencial para el normal
funcionamiento metabdlico. Los seres humanos y otros primates, asi como los cobayos y

algunos murciélagos, son los Unicos mamiferos conocidos que son incapaces de sintetizar



acido ascorbico. Como es caracteristico en animales que no requieren vitamina C en la
dieta, la rata sintetiza acido ascérbico a partir de glucosa por medio de la formacion
intermediaria de acido D-glucurénico, acido L-guldnico, y L-gulonolactona. Los seres
humanos, monos y cobayos carecen de la enzima hepatica necesaria para llevar a cabo esta
Gltima reaccion, es decir, la conversion de L-gulonolactona en acido L-ascorbico (Linster y
Van Schaftingen, 2007).

Las principales fuentes son frutas y verduras, en particular citricos. La deficiencia
de esta vitamina provoca una condicién llamada escorbuto, la cual puede ser prevenida con
aportes tan minimos como 10 mg al dia.

La vitamina C participa como cofactor enzimatico en varias etapas del metabolismo
del colageno, carnitina y neurotransmisores. La deficiencia de esta vitamina causa
inestabilidad y debilidad de estructuras compuestas de colageno, lo que se expresa como
debilidad general, dolor articular, mala capacidad de cicatrizacién, etc. La carnitina es
esencial para el transporte de &cidos grasos hacia la mitocondria. De no ocurrir esto, se
producen sensaciones de fatiga y letargia. Se ha determinado que el acido ascorbico esta
involucrado en diferentes acciones en los sistemas bioldgicos. Por ejemplo, participa como
cofactor durante la hidroxilacién de dopamina por la dopamina b-hidroxilasa en la médula
adrenal, en la glandula pituitaria y en el sistema endocrino en general (Madrigal et al.,
1997). Cuadros caracterizados por depresion o cambios de &animo, observados
tempranamente en el escorbuto, pueden derivar de la alteracién en el metabolismo de la
dopamina, derivados de la deficiencia de la vitamina C.

La vitamina C participa en las vias metabolicas reduciendo el ion metélico del
centro activo de varias mono y dioxigenasas. La habilidad de la vitamina de reducir iones
metalicos estd relacionada con su potencial redox. Una expresion de lo anterior es la
reduccidn del hierro férrico a estado ferroso en el tracto gastrointestinal, aumentando asi su
posibilidad de ser absorbido. Otras actividades de la vitamina C se relacionan con la
mantencion de los grupos tioles de enzimas en estado reducido, con lo que se preservarian
los niveles de glutation.

Dentro de las acciones como antioxidante de la vitamina C, destaca su capacidad de
atrapar tanto especies reactivas de oxigeno, como de nitrégeno. La vitamina C, in vitro

también puede actuar como co-antioxidante al regenerar el a-tocoferol, B-caroteno y



glutatién, a partir de sus respectivos compuestos oxidados. Sin embargo, se desconoce Si
esta actividad es cuantitativamente importante. Una caracteristica que hace a la vitamina C
un buen antioxidante, es que su radical oxidado (radical ascorbilo) posee gran estabilidad y
rapidamente puede ser reducido a vitamina C, por sistemas NADH dependientes (Rodrigo y
Rivera, 2003).

La dosis diaria actualmente recomendada es de 75 mg al dia en mujeresy 90 mg al
dia en hombres (Olguin et al., 2004), aungue se ha propuesto que dosis de entre 90 y 120
mg al dia, serian las Optimas para observar un efecto en la reduccion del riesgo de
enfermedades crdnicas en poblacion no fumadora. De cualquier forma, en la estimacion de
la dosis diaria se debe tomar en cuenta la alteracion derivada del procesamiento de los
alimentos. Se sabe que la vitamina C puede ser destruida con la exposicion a altas
temperaturas o con la oxidacion provocada por la coccion de los alimentos con grandes

volimenes de agua.

2.6.4 Vitamina E

El término vitamina E es atribuible a 8 diferentes formas de compuestos producidos
exclusivamente por vegetales: a-, B-, y-, y o-tocoferoles y a-, B-, y-, y 6-tocotrienoles. La
vitamina E comercialmente disponible contiene una mezcla de estos compuestos en su
forma natural y algunos sintéticos. Todos poseen una biodisponibilidad y bioequivalencia
diferente. Por ejemplo, la cantidad de y-tocoferol en una dieta habitual, es mayor que la de
a-tocoferol. Sin embargo, su concentracion plasmatica es s6lo un 10% la del a-tocoferol.

La vitamina E se encuentra ampliamente distribuida en los aceites vegetales,
huevos, lechuga, mantequilla y cereales. A pesar de que representa uno de los mas
abundantes antioxidantes en las plantas, su concentracion en las membranas celulares y en
las LDL es baja. Dada la proporcién tan pequefia que tiene la vitamina E en la célula,
durante su mecanismo de accion antioxidante es necesario y obligatorio, la regeneracion del
radical a-tocoferil, para su nueva utilizacion. De no ocurrir esto, se pondria de manifiesto
su accion pro-oxidante. En la regeneracion del a-tocoferol, participan otros antioxidantes
no enzimaticos como son la vitamina C, el acido alfa lipoico y el ubiquinol (Herrera y
Barba, 2001).



El mecanismo de absorcion de la vitamina E no es conocido completamente. Todas
las formas son captadas por las células del intestino delgado y liberadas a la circulacién
dentro de los quilomicrones. En el higado, una proteina receptora incorpora selectivamente
el a-tocoferol a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Las otras formas son
mayormente excretadas hacia la via biliar. Las concentraciones plasmaticas de tocoferoles
se relacionan pobremente con la ingesta de estos compuestos, sin embargo, es facil de
medir.

La principal accion de la vitamina E como antioxidante, se basa en su capacidad de
atrapar radicales libres y de inhibir la oxidacion de las LDL. Se ha considerado que actla
como un antioxidante natural debido a que reacciona con radicales libres solubles en lipidos
de membranas (Pita, 1997). En el plasma y en eritrocitos, la vitamina E es el principal
antioxidante liposoluble que protege los lipidos contra el dafio oxidativo. El contenido de
vitamina E determina la susceptibilidad al dafio por agentes oxidantes tales como son los
radicales hidroxilo, alcoxilo, peroxilo, oxigeno singlete y quizas a varios complejos de
metales unidos al oxigeno en los microsomas, hepatocitos u érganos enteros.

Entre sus acciones no antioxidantes se describen propiedades antiinflamatorias,
moduladoras de la inmunidad, inductivas de la apoptosis en células tumorales, entre otras.

La recomendacidn actual segun valores establecidos por la FDA (Food and Drug
Administration), es un consumo diario de 30 UIl. Efectos beneficiosos con dosis
supranutricionales de vitamina E, se han reportado en diversas enfermedades crénicas.
Aunque estudios experimentales y epidemioldgicos han sido concluyentes en cuanto a
dichos resultados, estudios prospectivos y controlados no han verificado tal efecto benéfico.

2.7 Tratamientos antihipertensivos

El tratamiento de la HTA esencial esta destinado a llevar la presidn arterial a niveles
normales (<140/90 mm Hg). Es asi que el riesgo de presentar una enfermedad
cardiovascular en pacientes con hipertension, puede ser reducido con una efectiva terapia
antihipertensiva (Rosendorff et al.,, 2007). Se ha demostrado que el tratamiento
antihipertensivo es efectivo al reducir la morbimortalidad cardiovascular y cerebrovascular,
aun en personas mayores de 80 afios. El tratamiento incluye medidas no farmacoldgicas y

terapia en base a medicamentos.



2.7.1 Medidas no farmacoldgicas

Son la primera intervencion terapéutica para la gran mayoria de los pacientes
hipertensos y a muchos de ellos, esta medida los acompafiara en su terapia farmacoldgica.
El tratamiento no farmacolégico incluye fundamentalmente cambios en el estilo de vida del
paciente, tales como disminuir el consumo de sal, aumentar la actividad fisica, bajar de
peso y medidas nutricionales, es decir, la adopcion de estilos de vida saludables. Dichos
estilos han demostrado ser efectivos en reducir la presion arterial (Chobanian et al., 2003).

- Aumento de la actividad fisica: Caminar 30 minutos diarios puede derivar en una
reduccion de la presion arterial de 4-9 mm Hg en hipertensos y hasta de 3 mm Hg
en normotensos.

- Dieta saludable: Una dieta sana y equilibrada reduce el riesgo a través de diversos
mecanismos, entre los que se encuentra la disminucién del indice de Masa Corporal
(IMC), lo que puede tener un efecto beneficioso en la reduccion de la presion
arterial sistolica (Sacks et al., 2001). Por ejemplo, se estima que la reduccion del
peso en 10 Kg, reduce la presidn arterial sistolica en 5-20 mm Hg (Chobanian et al.,
2003) y previene la HTA en una alta proporcion de personas obesas.

- Moderacién en consumo de alcohol: La mayoria de los trabajos publicados
consideran que la ingesta excesiva de alcohol, aumenta el riesgo de sufrir HTA (Xin
et al., 2001). Limitar el consumo de alcohol a no mas de dos copas al dia, reduce
aproximadamente la presion arterial sistdlica entre 2-4 mm Hg (Chobanian et al.,
2003).

- Reduccidn de sodio en la dieta: Reducir el consumo de sodio, en no més de 100
mmol al dia (2,4 g de sodio 6 6 de cloruro de sodio), disminuye la presion arterial
sist6lica entre 2-8 mm Hg (Chobanian et al., 2003).

Por lo tanto, la adopcion de estilos de vida saludables, es imprescindible para
prevenir la elevacion de la presion arterial e indispensable en personas hipertensas. Su
modificacion permite disminuir la presion arterial, aumentar la eficacia de los farmacos
antihipertensivos y disminuir el riesgo cardiovascular.

La combinacién de dos 0 mas modificaciones en el estilo de vida, puede mejorar los



resultados en las terapias farmacoldgicas. La incorporacion de la Dieta DASH (Dietary
Approaches to Stop Hipertension) -que consiste en una alimentacion rica en frutas y
vegetales, baja en grasa saturada y en colesterol- combinada con una baja ingesta de sodio,
puede contribuir a la reduccion de la presion arterial sistolica (Sacks et al., 2001). Todos
los efectos de estas modificaciones pueden ser mayores en algunas personas dependiendo

de las condiciones que presenten cada una de ellas.

2.7.2 Tratamiento farmacoldgico

Si el cambio en el estilo de vida del paciente, no es suficiente para controlar y
reducir la presion arterial, se debe recurrir al uso de terapias farmacoldgicas. Dichas
terapias siempre dependeran del tipo de hipertension que se padezca, de los factores de
riesgo asociados y de la edad del paciente, entre otros. Es importante no dejar de considerar
los posibles efectos secundarios que pueden derivar de los medicamentos utilizados.

Los farmacos antihipertensivos no sélo deben disminuir de forma efectiva los
valores de presion arterial, sino que también deben presentar un perfil de seguridad
favorable. El objetivo del tratamiento es prevenir o limitar la morbilidad y la mortalidad
cardiaca, vascular, cerebral y renal secundarias a la enfermedad hipertensiva, manteniendo
0 mejorando la calidad de vida del paciente que la padece (Cardona et al., 2001).

Entre los distintos farmacos utilizados en la HTA esencial destacan:

2.7.2.1 Diuréticos

Han sido ampliamente utilizados como terapia antihipertensiva inicial y su
administracion ha demostrado ser eficaz en la reduccién de la morbilidad y mortalidad
cardiovascular. Sin embargo, no deben ser utilizados en dosis altas porque pueden causar
una serie de efectos metabdlicos indeseables como: hipokalemia, hiperuricemia, aumento
transitorio en los niveles de colesterol total y triglicéridos, disminucion en la tolerancia a la
glucosa y aumento en la resistencia a la insulina (Cardona et al., 2001).

Los diuréticos producen una pérdida neta de sodio y agua del organismo, actuando
directamente sobre el rifion y previniendo la retencion hidrosalina. Los que acttan sobre el
asa de Henle, son los mas potentes, siendo de accién corta (furosemida) o prolongada

(torasemida). Los “diuréticos tiazidicos”, que actian desde la superficie luminal, son de



potencia intermedia y los “diuréticos ahorradores de potasio”, de menor potencia -al

contrario que los demas- reducen la excrecién renal de potasio.

2.7.2.2 pB-bloqueadores

Son medicamentos altamente recomendados como farmacos de primera linea, los
farmacos de este grupo afectan la presion arterial de maltiples maneras. Producen un
bloqueo competitivo y reversible de las acciones de las catecolaminas mediadas a través de
la estimulacion de los receptores B-adrenérgicos. Reducen gradualmente las cifras de
presion arterial solamente en pacientes hipertensos, no producen hipotension postural ni
retencion hidrosalina y no alteran las concentraciones plasmaticas de potasio o acido Urico.
Ademas, reducen la hipertrofia ventricular y presentan propiedades antianginosas,
antiarritmicas, ansioliticas y cardioprotectoras, disminuyendo el consumo de oxigeno del
miocardio Y el gasto cardiaco, con tendencia a causar vasoconstriccion periférica.

Estos medicamentos son eficaces y seguros y han sido ampliamente utilizados como
tratamiento de eleccion en hipertensos de todas las edades y en todos los grados de
gravedad de HTA, en los que han mostrado su efecto positivo en cuanto a la reduccion de la
morbilidad y la mortalidad cardiovascular asociada a la HTA.

2.7.2.3 Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

Producen un bloqueo competitivo de la enzima que transforma la angiotensina | en
angiotensina 1l, reduciendo los niveles plasmaticos y tisulares de angiotensina Il. La
angiotensina Il es potente vasoconstrictor arteriovenoso, que aumenta el tono simpatico y
libera vasopresina y aldosterona con la consiguiente retencion hidrosalina. Los inhibidores
de la ECA son seguros y efectivos para reducir la presién arterial y parece claro que para
algunas subpoblaciones de pacientes hipertensos, como aquellos diabéticos con
microalbuminuria, serian los de eleccion. Se debe recordar que los inhibidores de la ECA
pueden producir tos hasta en el 20 % de los pacientes, relacionada con aumento de la
bradikinina, producido por la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina que

impide su catalisis hacia productos inactivos (Galiana y Gil, 1997).



2.8 Vitaminas C y E en el tratamiento de la hipertension arterial esencial

Se ha demostrado que en la HTA esencial hay estrés oxidativo, lo que produce una
reducida disponibilidad de NO en pacientes hipertensos esenciales (Kumar y Das, 2000).

Dentro de las ROS el anion superoxido (O,7) tiene un papel importante en la
fisiopatologia de la HTA. EI O;" reacciona con el NO, inactivando a este ultimo al formar
el peroxinitrito (ONNO-), disminuyendo la biodisponibildad del mismo y con ello sus
acciones vasodilatadora, vaso protectora y anti-aterogénica, lo que provoca un
empeoramiento de la funcion endotelial en pacientes con HTA (Chen et al., 2001).

El O, es el principal factor determinante en la biodisponibilidad de NO, alterando
directamente la funcion y estructura endotelial. Cabe sefialar que en las células vasculares,
la principal fuente de O, es la enzima NAD(P)H oxidasa que esta asociada a la membrana
plasmética (Griendling et al., 2000; Ulker et al., 2003). Debido a esto, las estrategias
terapéuticas deberian apuntar hacia la restauracion de la biodisponibilidad del NO, ya sea
disminuyendo el estrés oxidativo o aumentando las defensas antioxidantes.

Numerosos estudios demuestran que dietas ricas en antioxidantes, pueden reducir la
presién arterial. Un ejemplo de esto es el estudio llamado “Dietary Approaches to Stop
Hypertension” o mas cominmente conocido como Dieta (DASH) (Appel et al., 1997). Los
investigadores descubrieron que una dieta diaria compuesta de ocho a diez porciones de
frutas y vegetales, tres porciones de productos de leche con baja grasa o sin grasa, granos y
cantidades moderadas de proteinas animales, méas cuatro a cinco porciones de nueces,
semillas y legumbres una vez a la semana, disminuye significativamente la presion arterial
de los participantes. La dieta DASH es rica en vitamina C (266mg/dia comparado con
133mg /dia en dieta control). Esta dieta condujo a la reduccién de la presion sanguinea en
5.5 /3.0 mm Hg en pacientes con hipertension arterial esencial.

La atencién ha sido enfocada al potencial efecto antihipertensivo de la vitamina C y
varios estudios indican que el consumo de esta vitamina, produce una disminucién de la
presién sanguinea (Duffy et al., 1999; Fotherby et al., 2000).

Diversos estudios realizados en ratas espontaneamente hipertensas, demuestran
que la administracion de vitamina C mejora la funcién vascular y reduce los niveles de

presién sanguinea en estos animales (Vasdev et al., 2001; Nishikawa et al., 2003).



Otro estudio demostrd que la vitamina C mejora la vasodilatacion dependiente del
endotelio, a través de la restauracion del ON en pacientes con HTA esencial (Taddei et al.,
1998). Es asi que la vitamina C puede mejorar la funcion vascular, aumentar la
biodisponibilidad del ON y disminuir la presién arterial en pacientes con HTA esencial,
debido tal vez a su efecto antioxidante, disminuyendo asi los efectos del estrés oxidativo.

Respecto de la vitamina E y sus efectos, existen algunos estudios realizados en
modelos animales de hipertension, sin embargo, existen muy pocos estudios respecto del
efecto de esta vitamina en humanos hipertensos. Un estudio experimental en ratas
espontaneamente hipertensas, demostrd que las propiedades antioxidantes de la vitamina E
estan asociadas con una disminucion de la presion sanguinea (Vasdev et al., 2002).

En humanos, los efectos de esta vitamina han sido contradictorios. En un estudio
realizado en pacientes hipertensos suplementados con vitamina E, los investigadores
concluyeron que dicha vitamina parece no tener efectos clinicos relevantes en pacientes
hipertensos (Palumbo et al.,, 2000). Sin embargo, otro estudio demostré que la
administracion de vitamina E produce una notable disminucién de la presion arterial
sistélica y una disminucion menos notable de la presion arterial diastdlica. Los
investigadores de este estudio sugieren que la administracién de 200 Ul al dia de vitamina
E, puede ser efectivo en el tratamiento a largo plazo de hipertensos esenciales (Boshtam et
al., 2002).

La combinacion de las vitaminas C y E en el tratamiento de la HTA esencial
responde a que ambas tienen la capacidad de actuar sinérgicamente, debido a que
concentraciones adecuadas de vitamina C son necesarias para la regeneracion de la
vitamina E, asi ambas vitaminas pueden proveer éptimas condiciones para una adecuada
formacion de NO (Heller et al., 2004). Es asi que un estudio realizado en ratas
espontaneamente hipertensas demostré que la administracion de vitaminas C y E reduce el
estrés oxidativo, mejora la estructura y funcion vascular y previene la progresion de la
hipertension (Chen et al., 2001). Otro estudio, realizado en humanos, en el que se utilizé
una combinacion de vitaminas y minerales, entre ellas las vitamina C y E, redujo la presion
arterial de los pacientes suplementados (Galley et al., 1997).

Por lo tanto, el tratamiento propuesto con vitaminas antioxidantes (C+E)

permitirian normalizar el status de estrés oxidativo, debido a que estas vitaminas han



demostrado ser efectivas en reducir el estrés oxidativo sistémico. Se espera que esta
suplementacion se traduzca ademds, en una disminucién de la presion arterial en

hipertensos esenciales.



3. HIPOTESIS
La administracién de vitaminas antioxidantes (C+E) a pacientes con hipertension
arterial esencial, provoca la disminucion del estrés oxidativo y consecuentemente de la

presion arterial.

4. OJETIVOS
4.10bjetivo General
Aportar antecedentes del efecto antioxidante de las vitaminas C y E sobre el estrés

oxidativo y la hipertension arterial esencial.

4.2 Objetivos Especificos

En un grupo de pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas
antioxidantes (C+E) y en otro grupo de pacientes hipertensos esenciales tratados con
placebo:
a) Determinar la concentracion de moléculas relacionadas con el estrés oxidativo.
b) Determinar la capacidad antioxidante tanto del plasma como de los glébulos rojos.
c) Correlacionar los valores de presién arterial con la concentracion de F2-isoprostanos

como indicador de lipoperoxidacion.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefio del protocolo de estudio de los pacientes
5.1.1 Seleccidn de pacientes hipertensos

Se realizd un estudio de caracter prospectivo o longitudinal tipo cohorte, que
consistio en seleccionar 60 pacientes hipertensos esenciales, sexo masculino, entre 35 y 65
afios de edad, a los cuales se les aplicd una evaluacion clinica estandarizada basada en el
mas reciente informe del Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation,
and Treatment of High Blood Pressure (Chobanian et al., 2003), orientada a:
1) Determinar el estilo de vida del paciente e identificar factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular (ECV).
2) Revelar causas identificables de hipertension arterial.
3) Determinar la presencia o ausencia de dafio de 6rgano blanco y ECV.

Luego de esta evaluacion clinica se seleccionaron los pacientes que fueron
ingresados al protocolo, los que debieron cumplir con la categoria de:
Hipertension esencial, sin factores de riesgos de ECV tales como: tabaquismo, alcoholismo,
obesidad y dislipidemia, debido a que dichos factores producen estrés oxidativo, lo que
podria llevar a un error en la interpretacion de los resultados finales. Ademas se excluyeron
todos aquellos pacientes que estaban consumiendo alguna terapia antihipertensiva previa.

Cabe destacar que todos los pacientes que ingresaron al protocolo, firmaron un
consentimiento informado, en el que se describe el proceso del tratamiento al que seran
sometidos. Ademas, este estudio contd con la aprobacion del Comité de Etica del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile y se encuentra enmarcado dentro del proyecto
FONDECYT 1040429.

Los pacientes portadores de HTA esencial seleccionados, fueron separados en forma
aleatoria en dos subgrupos. El primer subgrupo fue tratado con vitaminas antioxidantes E
(400 Ul/dia) + vitamina C (1000 mg/dia) por dos meses. En cambio, el segundo subgrupo

fue tratado con placebo durante igual periodo utilizando el método doble ciego.



5.1.2 Condiciones de los pacientes para la obtencion de la muestra: Previo al momento

de obtencidn de la muestra de sangre, los pacientes fueron citados en ayuno de 12 horas.

5.2 Procesamiento de la muestra
La muestra de sangre fue procesada de la siguiente manera:
= Se recibié en tubos con EDTA 5% como anticoagulante.
= A continuacién se centrifug6 a 2862 x g durante 15 minutos, para separar el plasma
del sedimento (eritrocitos, glébulos blancos y plagquetas).
= El sedimento obtenido fue lavado con suero fisioldgico y centrifugado a 2862 x g
durante 10 minutos, procedimiento que se repitié 2 veces.
= Elsedimento fue hemolizado con 3 volimenes de agua destilada.
= Tanto el plasma como el hemolizado de eritrocitos fueron almacenados a -70°C.
= En el plasma se determind la capacidad antioxidante total y los niveles de F,-
isoprostanos, mientras que en el hemolizado de eritrocitos se determind la relacion
GSH/GSSG, la concentracion de malondialdehido (MDA) y la actividad de las
enzimas antioxidantes CAT, SOD y GSH-Px.

5.3 Evaluacidn de los parametros relacionados con estrés oxidativo.
5.3.1 Capacidad antioxidante total del plasma (FRAP).

Se utilizd el método FRAP (ferric reducing ability of plasma) que mide la
capacidad del plasma para reducir el hierro férrico a ferroso siguiendo la cinética a una
longitud de onda de 593 nm (Benzie y Strain, 1996). La técnica consiste en lo siguiente:

e Reactivos utilizados

0 solucion FRAP: contiene 15 mL de Tampdn acetato pH 3,6 + 1,5 mL de solucién

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) y 1,5 mL de cloruro férrico. Se preincuba en bafio

termorregulado a 37°C durante 2 min.

e Procedimiento:
= Se preparan los tubos blancos que contienen 750 uL de solucion FRAP y 100
uL de agua bidestilada. Se incuba en bafio termorregulado a 37°C durante 2

min.



Los tubos de muestra contienen 750 uL de solucion FRAP mas 75 uL de agua
bidestilada. Se incuba en bafio termorregulado a 37°C durante 2 min.

El tubo blanco se agita en Vortex, la mezcla se transfiere a cubeta de 1 mL y se
realiza un barrido (scan blank) hasta estabilizar la absorbancia del blanco en un
valor cercano a cero a 593 nm. La lectura del blanco corresponde al valor cero de la
curva de calibracion.

Al tubo muestra se le agregan 25 uL de plasma o estandar, se agita en Vortex y se
transfiere a cubeta de 1 mL. Se espera 60 seg Y se registran las lecturas a 593 nm.
Estas lecturas corresponden a muestras o estandares.

Los valores obtenidos se expresan en uM (micromolar).

5.3.2 Actividad de enzimas antioxidantes en hemolizado de eritrocitos:
5.3.2.1 Catalasa (CAT).
Se determind por método espectrofotométrico, siguiendo la cinética de

descomposicién del peroxido de hidrégeno a 240 nm (Aebi, 1974) y se calculd la constante

cinética para la reaccion de primer orden (k). La técnica consiste en:

(0]

Reactivos utilizados
Triton etanol 10%: 300 pL de etanol absoluto + 300 pL de triton X-100
(sigma X100) y 2400 uL de Tampdn fosfato 50 mM pH 7,0.

Peroxido de hidrégeno 30 mM: 85 uL de perdxido de hidrégeno al 30%
diluido en 25 mL de Tampon fosfato 50 mM pH 7,0.

Tampon fosfato 50 mM pH 7,0.
Procedimiento

Se mezclan 450 pL de hemolizado de eritrocitos con 50 uL de Triton etanol.

Se agita en vortex y se deja reposar en hielo durante 30 min.

Transcurrido este tiempo, se realiza la dilucion mezclando 25 pL de esta

muestra en 5 mL de Tampon fosfato 50 mM pH 7,0.



e Ensayo no enzimatico:

En una cubeta de cuarzo agregar 3 mL de Tampon fosfato. Hacer un scan blank en el
espectrofotometro.

Mezclar 2 mL de Tampon fosfato + 1 mL de peroxido de hidrégeno 30 mM. Agitar en
Vortex y transferir a la cubeta de cuarzo. Registrar las lecturas a 240 nm en intervalos de 5 6
10 seg, durante 1 min.

e Ensayo enzimético:

Mezclar 2 mL de muestra (dilucién) + 1 mL de Tampdn, transferir a cubeta de
cuarzo y hacer un scan blank en el espectrofotometro.

Mezclar 2 mL de muestra (diluciéon) + 1 mL de H,O, 30 mM. Agitar en Vortex y
transferir inmediatamente a la cubeta de cuarzo para registrar las lecturas en la misma
forma antes descrita.

Finalmente los valores obtenidos de la actividad enzimatica de CAT (pendiente de
la curva semilogaritmica) se expresan en: k/gr Hb. (k, constante cinética de primer orden

para la descomposicién del per6xido de hidrégeno).

5.3.2.2 Superoxido dismutasa (SOD).
Se midio la cinética de inhibicion de la auto-oxidacion de adrenalina a 480 nm por
espectrofotometria (Misra y Fridovich, 1972). La técnica consiste en lo siguiente:
e Preparar solucion de adrenalina 60 mM. , pesando 55 mg de epinefrina, los que
seran diluidos en 5 mL de agua destilada, ajustando el pH a 2,0 con

aproximadamente 7 pL de &cido clorhidrico concentrado.

e Centrifugacion para obtencién de la muestra:
1. Transferir 6 mL de hemolizado de eritrocitos en tubos de 10 mL de
policarbonato, con tapa atornillada para la centrifugacion.
2. Contrapesar pares de tubos.
3. Centrifugar en la ultracentrifuga a 100.000 x g durante 45 min.
4. Obtener el sobrenadante (enzimas) y almacenar en tubos eppendorf (1
mL) en freezer. Las muestras obtenidas mediante este procedimiento

servirén para las determinaciones de las enzimas SOD y GSH-Px.



e Dilucién de la muestra:
100 pL muestra + 900 uL de KCI-Tris pH 7,4.

e Procedimiento:

- Preparar un blanco con 2,95 mL de Tampdn glicina 50 mM pH 10,2. Preincubar 2 a 3
min, para estabilizar el espectrofotometro haciendo scan blank.

- Preparar 3 tubos con Tampon glicina 50 mM pH 10,2 por cada muestra con: 2,9 mL
para el tubo 1; 2,87 mL para el tubo 2 y 2,85 mL para el tubo 3. cada tubo se debe
preincubar 2 a 3 min previa lectura.

e Control:
a) Agregar adrenalina 50 pL.
b) Leer a 480 nm.

e Muestra:

a) Agregar dilucion de la muestra en cada tubo de muestra en la siguiente cantidad:

50 pL para el tubo 1; 75 pL para el tubo 2 y 100 puL para el tubo 3. (Se hace un scan
blank en cada tubo antes de agregar adrenalina).

b) Agregar adrenalina 50 pL.

c) Leer a 480 nm.

Se determina la pendiente de la inhibicidn de la auto-oxidacion de la adrenalina. Una
unidad (U) de actividad de SOD corresponde a aquella que disminuye la auto-oxidacion basal
a la mitad.

Finalmente la actividad enzimatica de SOD se expresa en: U/g Hb.

5.3.2.3 Glutation peroxidasa (GSH-PXx).
Por técnica espectrofotométrica se midié la cinética de oxidacion de NADPH
acoplada a la reduccién de GSSG a GSH, a 340 nm (Flohé y Giinzler, 1984). La técnica se

describe a continuacion:

e Reactivos utilizados:
1. Glutation reductasa (2,4 U/mL): 8125 pL de Tampon fosfato pH 7,0 + 5 pL de glutation
reductasa.
2. Glutation 10 mM: 9,39 mg de glutation Sigma G 4251 en 3 mL de agua destilada.



3. NADPH 1,5 mM: 3,75 mg de NADPH en 3 mL de NaHCOs. precalentar en bafio
termoregulado a 37°C.

4. Peroxido de hidrogenol,5 mM: 10 uL de peréxido de hidrogeno + 58,8 mL de agua
destilada.

e Dilucion de la muestra:
200 pL de sobrenadante + 1000 pL de Tampon fosfato.

e Procedimiento.
Ensayo no enzimético del blanco.
1. Entubo de ensayos pipetear:
- 600 uL. de Tampon fosfato pH 7,0.
- 100 pL de solucion de glutation reductasa.
- 100 pL de solucion de azida sodica.
- 100 pL de solucion de glutation.
2. Agitar en vortex y preincubar 10 min a 37°C. Transferir a cubeta de cuarzo y realizar un
scan blank. Regresar la solucion al tubo.
3. Agregar 100 pL de solucion NADPH (preincubado a 37°C), agitar en vortex y transferir a

cubeta de cuarzo de 1 mL, para iniciar el registro de lecturas.

Ensayo no enzimatico de la muestra.
1. Entubo de ensayos pipetear:
- 500 uL de Tampdn fosfato pH 7,0.
- 100 pL de solucion de glutation reductasa.
- 100 pL de solucion de azida sodica.
- 100 pL de solucion de glutation.
2. Agitar en Vortex y preincubar 10 min a 37°C.
3. Agregar
- 100 pL de solucion de NADPH preincubada a 37°C.
- 100 pL de solucion de Peroxido de hidrégenol,5 mM.



4. Agitar en Vortex y transferir a cubeta de cuarzo de 1 mL, para iniciar el registro de

lecturas.

Ensayo enzimatico del blanco
1. Entubo de ensayos pipetear:
- 500 uL de Tampon fosfato pH 7,0.
- 100 uL de muestra.
- 100 pL de solucion de glutation reductasa.
- 100 pL de solucion de azida sodica.
- 100 pL de solucion de glutation.
2. Agitar en vortex y preincubar 10 min a 37°C. Transferir a cubeta de cuarzo y realizar un
scan blank. Regresar la solucion al tubo.
3. Agregar 100 pL de solucion NADPH preincubado a 37°C, agitar en vortex y transferir a

cubeta de cuarzo de 1 mL, para iniciar el registro de lecturas.

Ensayo enzimético de la muestra
1. Entubo de ensayos, pipetear:
- 400 uL de Tampon fosfato pH 7,0.
- 100 pL de muestra.
- 100 pL de solucion de glutation reductasa.
- 100 pL de solucion de azida sodica.
- 100 pL de solucion de glutation.
2. Agitar en Vortex y preincubar 10 min a 37°C
3. Agregar
- 100 pL de solucion de NADPH precalentado a 37°C.
- 100 uL de solucion de Perdxido de hidrégenol,5 mM.
4. Agitar en Vortex y transferir a cubeta de cuarzo de 1 mL, para iniciar el registro de
lecturas.

Finalmente la actividad enzimatica de GSH-Px se expresa en: U/g Hb.



5.3.3 Relacion GSH/GSSG en hemolizado de eritrocitos:

Se determiné por fluorimetria (Hissin y Hilf, 1976). La técnica se describe a

continuacioén:

e Reactivos utilizados.

. Acido metafosférico 25%.
. Tampon fosfato 0.1 M, EDTA 5 mM, pH 8,0.

Solucién de O-ftalaldehido (OPT): Concentracion 1 mg/mL. Preparar el volumen
requerido para el protocolo de cada experimento, disolviendo el reactivo en
metanol.

Solucién de N-etilmaleimida (NEM): Concentracion 5 mg/mL. Preparar el
volumen requerido para el protocolo de cada experimento, disolviendo el reactivo
en Tampon fosfato pH 8,0.

Centrifugacion

En tubos de ultracentrifuga se agregan 500 uL. de hemolizado de eritrocitos + 6,3
mL de Tampdn fosfato 0,AM EDTA 5 mM pH 8,0 + 1,7 ml de HPO3; 25%. Se
centrifugan a: 100.000 x g durante 30 min.

Se obtiene el sobrenadante, que se utiliza para determinar GSH y GSSG.

Determinacioén de glutation reducido (GSH)

1.

Dilucion: En un tubo de ensayos colocar:
- 3.000 pL de sobrenadante.
- 1.500 pL de Tampédn fosfato pH 8,0.
- Mezclar en vortex.
Reaccion de desarrollo de fluorescencia: En un tubo de ensayos mezclar:
25 uL de la dilucion + 1875 uL de Tampodn fosfato + 100 pL de OP (El blanco lleva
1900 pL Tampoén fosfato + 100 uL. de OPT).
Mezclar en vortex e incubar a temperatura ambiente durante exactamente 15 min.

Luego leer la fluorescencia a 420 nm (excitacion a 350 nm).

3. Los valores obtenidos se expresan en pg de GSH.



Determinacion de glutation oxidado (GSSG)

1. Dilucién: mezclar

250 pL de sobrenadante original.

100 pL de NEM 0,04 M.

Incubar a temperatura ambiente durante 30 min.
2. Tomar 140 pL de la dilucion + 860 uL. de NaOH 0,1 N. Mezclar en vortex.
3. Entubo de ensayos pipetear:

100 pL de la mezcla anterior (punto 2).

1800 pL NaOH 0,1 N.

100 pL solucién de OPT.

(El blanco lleva 1900 pL de NaOH 0,1 N + 100 pL solucién de OPT)
3. Incubar a temperatura ambiente durante 15 min.
4. Leer la fluorescencia a 420 nm (excitacion a 350 nm).

5. Los valores obtenidos se expresan en pug de GSSG.

5.3.4 Lipoperoxidacion:
5.3.4.1 Niveles plasmaticos de F,-isoprostanos

Se determinaron mediante inmunoensayo enzimatico (EIA), usando kits (Cayman,
Chemical, Ann Arbor, MI) (Collins et al., 1999).

Las muestras de plasma destinadas a la medicion de F,-isoprostanos se recibieron en
tubos plasticos impregnados de hidroxitolueno butilado (concentracion final 1 mM), como
antioxidante.

Se determino en una muestra de 500 uL de plasma a la que se aplicé una técnica de
inmunoensayo enzimatico (EIA) (Pradelles et al., 1985) utilizando kits para 8-isoprostanos.
Las muestras de plasma fueron leidas a 420 nm en un lector de microplacas modelo Sunrise
(Tekan, Salzburgo, Austria). Los resultados fueron expresados como pg de F,-isoprostanos
/mL.

5.3.4.2 Niveles de malondialdehido (MDA) en eritrocitos
Se determinaron por espectrofotometria luego de aplicar la reaccion con &cido
tiobarbitdrico seguida de extraccion con solventes organicos (Ohkawa et al., 1979). La



técnica realizada se describe a continuacion:

o ~ Do

Reactivos utilizados:

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1%.

Solucién de perfusién: KCI 1,15%.

Acido acético 20% pH 3,5.

Acido tiobarbitdrico (TBA) 0,8%.

n-butanol-piridina.

Procedimiento:

Dilucion de la muestra: 100 pLL de hemolizado de eritrocitos + 900 puL de KCI1 1,15 %.
Esta dilucidon se centrifuga a 600 x g durante 10 min y se obtiene el sobrenadante, que
luego se utiliza en la reaccién colorimétrica.

Reaccion colorimétrica. En tubos de ensayo de 10 mL, mezclar:

100 puL de sobrenadante.

100 pL de SDS 8,1% (preincubado).

750 pL acido acético 20% pH 3,5.

750 pL solucion de TBA 0,8% (preincubado).

300 uL H,O.

(En el blanco se reemplazan los 100 ul. de sobrenadante por igual volumen de

solucion de KCI 1,15% y se contina el mismo procedimiento).

4. Incubar en bafo de agua a 95°C durante 60 min. Posteriormente enfriar en agua
durante 10 min.

10.

Agregar 500 uL H,O a todos los tubos y agitar en vortex.

5
6. Agregar 2,5 mL de n-butanol-piridina a todos los tubos.
1.
8
9

Agitar vigorosamente sellando previamente con Parafilm.

. Centrifugar a 2862 x g durante 10 min.
. Aspirar al menos 2 mL de la fase organica (superior) con ayuda de una pipeta

automatica y transferir a tubos de ensayo que tienen la misma marca.
Leer la absorbancia a 532 nm.
Los resultados obtenidos se expresan en: nmoles MDA/g Hb.



5.3.5 Determinacion de hemoglobina en el glébulo rojo
Se realizd afiadiendo a la muestra de hemolizado de eritrocitos el reactivo de
Drabkin, (NaHCO3;, KCN, KsFe(CN)s , H20), el que al reaccionar con la muestra forma
cianometahemoglobina, que da su maxima absorbancia a 540 nm.
e Reactivos utilizados
1. Reactivo de Drabkin.
2. Suero fisioldgico.
e Procedimiento
1. En el tubo blanco se agregan 40 pL de suero fisioldgico
2. En cada tubo de muestra se agregan:
5 mL de reactivo de Drabkin.
20 pL de hemolizado de eritrocitos.
20 pL de suero fisiologico
3. Esperar 10 min y leer en espectrofotdmetro a 540 nm.
4. Los resultados obtenidos se expresan en: g Hb/mL de hemolizado

5.4 Anélisis estadistico
5.4.1 Determinacion del tamafio muestral

Calculado en base a la formula estadistica “tamafio de muestra para estimar
diferencias entre medias” (Snedecor G. y Cochhran W., 1986; programa computacional
Win episcope 2,0), segln estudios previos en la formula se estim6 una diferencia de un 20
% en los parametros relacionados con el estrés oxidativo de ambos grupos. Con estos
antecedentes, se obtuvo un tamafio minimo de muestra entre 13 y 56, dependiendo de la
variable en estudio. Por ende se opt6 por el valor mas alto de las variables en estudio (56),

con un nivel de confianza del 95%.

5.4.2 Analisis de datos
Las comparaciones entre los pacientes hipertensos tratados con vitaminas (C+E) y el
grupo de pacientes tratados con placebo, se realizaron mediante la aplicacion del test de t de

Student para muestras no pareadas. Se considero significativa toda diferencia con p<0,05.



Las correlaciones entre variables se realizaron de acuerdo al test de Pearson, con el mismo
nivel de significancia (p < 0,05).

Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar.



6. RESULTADOS.

6.1 Caracteristicas clinicas

Después de haber realizado el tratamiento durante dos meses (vitaminas o placebo)
en los pacientes hipertensos esenciales, no se observaron diferencias en las caracteristicas
clinicas entre ambos grupos y todos los parametros se encontraron dentro de los rangos
normales (Cuadro 1). Sin embargo, los pacientes tratados con vitaminas C + E revelaron
una significativa disminucion de la presion sistélica promedio, diastdlica promedio, y
presién arterial media, siendo 5, 7 y 5 % menores que los respectivos valores del grupo
tratado con placebo ( p<0.001) (Fig. 1A, 1B y 1C).

Cuadro 1: Caracteristicas clinicas y efectos del tratamiento con vitaminas o placebo

en pacientes hipertensos esenciales.

Caracteristica Placebo Vitaminas P
(n=30) (n=30)

Edad (afios) 45,6 + 8,22 45,4 + 6,02 0,91
IMC (kg/m?) 253+1,64 25,6 + 3,83 0,69
Glucosa (mmol/l) 4,96 + 0,66 5,16 + 0,88 0,31
Creatinina (umol/I) 80,1 £ 6,57 79,1+115 0,68
Colesterol total (mmol/I) 4,64 £0,99 4,76 £ 1,26 0,68
Colesterol HDL (mmol/l) 1,21 +0,16 1,18 +0,11 0,4
Colesterol LDL (mmol/l) 2,79 £0,49 2,83 £0,55 0,76
Triglicéridos (mmol/l) 1,49+0,6 1,52 +0,49 0,83
Frecuencia cardiaca 72,1 +6,02 74,4 +9,31 0,26

Los valores estan expresados como promedios + desviacién estandar. IMC: indice de masa

corporal; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL lipoproteina de baja densidad.



La Fig. 1A muestra la presion sistélica promedio, medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes.
La presion sistélica promedio es 5% menor en pacientes hipertensos esenciales

tratados con vitaminas, respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 1A: Presion arterial sistolica promedio, medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y en pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas antioxidantes.



La Fig. 1B muestra la presion diast6lica promedio, medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes.
La presion diastolica promedio es 7% menor en pacientes hipertensos esenciales

tratados con vitaminas, respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 1B: Presion arterial diastolica promedio, medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y en pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas antioxidantes.



La Fig. 1C muestra la presion arterial media, medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes.
La presion arterial media es 5% menor en pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas, respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 1C: Presién arterial media, medida en pacientes hipertensos esenciales
tratados con placebo y en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas

antioxidantes.



6.2 Parametros relacionados con las defensas antioxidantes
6.2.1 Plasméaticos

La Fig. 2 muestra la capacidad antioxidante medida en el plasma (FRAP) de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. La capacidad
antioxidante del plasma (FRAP) es 26 % mayor en pacientes hipertensos esenciales tratados

con vitaminas, respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 2: Capacidad antioxidante del plasma (FRAP) medida en pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados

con vitaminas antioxidantes.



La Fig. 3 muestra las concentraciones plasmaticas de vitamina C de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. Los niveles plasmaticos
de vitamina C son 47% mayores en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas,

respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 3: Concentraciones plasmaticas de vitamina C medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas antioxidantes.



La Fig. 4 muestra las concentraciones plasméticas de vitamina E de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. Los niveles plasmaticos

de vitamina E no mostraron diferencia significativa entre los dos grupos (p > 0,05)
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Figura 4: Concentraciones plasméticas de vitamina E medida en pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas antioxidantes.



6.2.2 Eritrocitos

La Fig. 5 muestra la actividad de CAT medida en eritrocitos de pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. La actividad enzimatica de CAT
fue 31% mayor en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas respecto de los

pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 5: Actividad enzimatica de CAT medida en eritrocitos de pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados con
vitaminas antioxidantes. k, constante cinética de primer orden de catalasa para la
descomposicién del perdxido de hidrogeno. Actividad enzimatica expresada por g de

hemoglobina (eritrocitos).



La Fig. 6 muestra la actividad de SOD medida en eritrocitos de pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. La actividad enzimatica de SOD
fue 31% mayor en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas respecto de los

pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 6: Actividad enzimética de SOD medida en eritrocitos de pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados con
vitaminas antioxidantes. Actividad enzimatica expresada por g de hemoglobina

(eritrocitos).



La Fig. 7 muestra la actividad de GSH-Px medida en eritrocitos de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. La actividad enzimatica
de GSH-Px fue 15% mayor en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas

respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 7: Actividad enzimatica de GSH-Px medida en eritrocitos de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados
con vitaminas antioxidantes. Actividad enzimatica expresada por g de hemoglobina

(eritrocitos).



La Fig. 8 muestra la relacion GSH/GSSG medida en eritrocitos de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. La relacion GSH/GSSG
fue 10% mayor en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas respecto de los
pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 8: Relacion GSH/GSSG medida en eritrocitos de pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas antioxidantes.



6.3 Parametros relacionados con el estrés oxidativo: lipoperoxidacién
6.3.1 Plasmaticos

La Fig. 9 muestra los valores de F,-isoprostanos medidos en el plasma de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. Los valores de F.-
isoprostanos fueron 18% menores en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas

respecto de los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 9: Concentraciones plasmaticas de F,-isoprostanos medidos en pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados

con vitaminas antioxidantes.



6.3.2 Eritrocitarios

La Fig. 10 muestra los valores de MDA medidos en eritrocitos de pacientes
hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas antioxidantes. Los valores de MDA
fueron 27% menores en pacientes hipertensos esenciales tratados con vitaminas respecto de

los pacientes tratados con placebo (p < 0,001).
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Figura 10: Concentraciones de MDA medidos en eritrocitos de pacientes hipertensos
esenciales tratados con placebo y pacientes hipertensos esenciales tratados con
vitaminas antioxidantes. MDA: Malondialdehido, Hb: Hemoglobina.



6.4 Correlaciones establecidas entre los niveles plasmaticos de lipoperoxidacion y presion

arterial de pacientes hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas.

La Fig. 11A muestra la asociacion existente entre presion arterial sistdlica (PAS) vy
presion arterial diastélica (PAD) con los niveles de F,-isoprostanos. Se encontrd una
correlacion positiva entre PAS y PAD con los niveles plasméticos de F,-isoprostanos en
los pacientes tratados con placebo.
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Figura 11A. Grafico de Pearson: correlacion de presion arterial sistdlica (esferas blancas
y linea) y presion arterial diastélica (esferas oscuras y linea) con lipoperoxidacién medida
en el plasma (concentracion de Fj-isoprostanos) de pacientes hipertensos esenciales

tratados con placebo.



La Fig. 11B muestra la asociacion existente entre presion arterial sistolica (PAS) y
presion arterial diastdlica (PAD) con las concentraciones de F,-isoprostanos. Se encontrd
una correlacion positiva entre PAS y PAD con los niveles plasmaticos de F,-isoprostanos

en los pacientes tratados con vitaminas.
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Figura 11B. Grafico de Pearson: correlacion de presion arterial sistdlica (esferas blancas
y linea) y presion arterial diastélica (esferas oscuras y linea) con lipoperoxidacion medida
en el plasma (niveles de F,-isoprostanos) de pacientes hipertensos esenciales tratados con

vitaminas.



6.5 Correlaciones establecidas entre la capacidad antioxidante total del plasmay presion

arterial de pacientes hipertensos esenciales tratados con placebo y vitaminas.

La Fig. 12A muestra la asociacion existente entre la PAS y PAD con la capacidad
antioxidante total del plasma (FRAP). Se encontré una correlacion negativa entre PAS y

PAD con la capacidad antioxidante total del plasma en los pacientes tratados con placebo.

. 1B =-0,56; p <0,01
:IC:D o
o]
£
© 1204
5 =-0,47:p<0,01
t
© e ..s )
c
0 AR M
o 804
o
o

] ] L] L] ] ] L] ]
225 250 275 300 325 350 375 400 425
FRAP (uM)

Figura 12A. Grafico de Pearson: correlacidn de presion arterial sistélica (circulo blancos
y linea) y presion arterial diastolica (circulos oscuros y linea) con capacidad antioxidante
del plasma (FRAP) medida en pacientes con hipertension arterial esencial tratados con
placebo.



La Fig. 12B muestra la asociacion existente entre la PAS y PAD con la capacidad
antioxidante total del plasma (FRAP). Se encontrd una correlacion negativa entre PAS 'y
PAD con la capacidad antioxidante total del plasma en los pacientes tratados con vitaminas.

160
(=2 - :
L o o r=-0,44;p<0,01
= o °© o o
E 0o :
= 120- o ° o
=
£
© . =-0,48; p<0,01
L4 L J °_®
c @ Cd
Neo) P L]
‘n  80- . ® o o
o
o
) ) v v
300 400 500 600 700
FRAP (uM)

Figura 12B. Grafico de Pearson: correlacién de presion arterial sistélica (circulo blancos
y linea) y presion arterial diastolica (circulos oscuros y linea) con capacidad antioxidante
del plasma (FRAP) medida en pacientes con hipertension arterial esencial tratados con

vitaminas.



7. DISCUSION

El presente estudio proporciona evidencia sobre los efectos de la administracion oral
de vitaminas C y E en pacientes con HTA esencial. Los resultados muestran que la
administracion de dicho tratamiento, disminuye significativamente los niveles de presion
arterial, junto con aumentar la capacidad antioxidante y disminuir los biomarcadores del
estrés oxidativo.

Diversos estudios clinicos y experimentales recientes, le han asignado importancia
al estrés oxidativo en la génesis de la HTA, debido a que el aumento de radicales libres
afecta la estructura y funcion de la pared vascular, efecto que se traduce en la elevacion de
la presion arterial en forma crénica.

Debido a esto, se ha intentado reducir el estrés oxidativo mediante terapias
antioxidantes que disminuyan la presion arterial a través del aumento en la
biodisponibilidad de NO, la que estaria reducida en pacientes con HTA esencial.

Terapias en base a antioxidantes y dietas ricas en antioxidantes, parecen prevenir o
al menos disminuir el deterioro funcional orgéanico originado por un exceso de estrés
oxidativo. Ejemplo de esto es el estudio llamado “Dietary Approaches to Stop
Hypertension” o mas cominmente conocido como Dieta DASH. Esta dieta contribuy6 a la
disminucién de los niveles de presion arterial en los hipertensos (Appel et al., 1997). El
efecto producido podria deberse al aumento del estatus antioxidante total, producto de que
dicha dieta es rica en vitaminas antioxidantes, polifenoles y carotenoides. Sin embargo, es
dificil identificar cual de todas estas sustancias tiene mayor responsabilidad en tal efecto.

Cada vez que se ha intentado descifrar el verdadero papel que juegan las vitaminas
antioxidantes, los resultados obtenidos han sido controvertidos. Algunos estudios
concuerdan con nuestros resultados (Galley et al., 1997). Otros, no muestran ningun
cambio significativo (Kim et al., 2002), pero también existen estudios cuyos resultados son
totalmente opuestos a los obtenidos durante nuestra investigacion (Ward et al., 2007).

Estos estudios no concluyentes o contradictorios, pueden deber sus resultados a
multiples causas: inicio precoz o tardio de la intervencion, intervenciones poblacionales en
grupos reducidos, asociacién con enfermedades secundarias, dosis insuficientes, utilizacion

de un solo antioxidante o una combinacién de dos o0 maés, etc.



Ejemplo de lo anterior es que, en el estudio realizado por Kim et al, (2002) se utiliz6
una poblacién que padecia de gastritis atrofica y que inicialmente habia sido suplementada
con vitamina C (500 mg/dia), y B-caroteno (15 mg/dia) con el fin prevenir el cancer
gastrico. Luego de terminado este estudio se suplementé solamente con vitamina C (500
mg/dia) y se analizaron los efectos de esta vitamina sobre la presion arterial de los
participantes. En los resultados no se observaron efectos en la presion arterial de los
pacientes tratados con la vitamina. Los resultados obtenidos por este investigador, no
pueden ser concluyentes debido a que la poblacién en estudio ya habia participado en un
estudio previo y presentaba, ademas, una patologia secundaria a la hipertensién arterial. Si
bien la gastritis atrofica no es un factor de riesgo en la patologia de la hipertension arterial,
esta enfermedad podria haber provocado algun trastorno en la absorcion y
biodisponibilidad de la vitamina C en los pacientes tratados. Por lo tanto, los efectos
benéficos de la vitamina C sobre la presion arterial no se pueden estimar en ésta poblacién.

En el estudio realizado por Ward et al, (2007) el efecto de la suplementacion con
vitamina E evidencié un efecto negativo, aumentando significativamente la presion arterial
sistolica y diastdlica de los pacientes tratados con vitamina E, versus los tratados con
placebo. Al igual que en el estudio anterior, nos encontramos con una poblacion que
presenta una patologia secundaria a la hipertension arterial, en este caso los pacientes
tratados presentaban diabetes tipo Il. Es importante sefialar que el aumento de la presion
arterial de los pacientes tratados no fue debido a la suplementacién de vitamina E, sino que
posiblemente al aumento del estrés oxidativo que presentan los pacientes con diabetes
(Niedowicz et al., 2005). La hiperglicemia produce un aumento en la produccion de
radicales libres a través de varias vias, una de ellas es la autoxidacién de la glucosa que
genera radicales libres que pueden producir dafio oxidativo, contribuyendo asi a la
disfuncién vascular e hipertension (Jay et al., 2006).

En otro estudio realizado por Ward et al, (2005), donde se analizé el efecto de la
suplementacién combinada de vitamina C y polifenoles en pacientes con hipertension, se
llegd a la conclusion de que esta terapia aumenta la presion arterial de los pacientes
tratados. En dicha investigacion la dosis fue menor a la utilizada en nuestro estudio (500
mg/dia) y ademas, se intentd controlar a los factores de riesgo tales como diabetes, falla

cardiaca, enfermedades cerebrovasculares, etc. Sin embargo, es muy importante considerar



que todos los pacientes incluidos en el protocolo, previamente seguian un tratamiento en
base a uno 0 mas medicamentos antihipertensivos. Frente a dicha situacion, resulta evidente
que los pacientes que ya estan siendo tratados con medicamentos, padecen una hipertension
mas avanzada y por lo tanto, los efectos benéficos que podria provocar la suplementacion
con antioxidantes, son mucho menores. Otro sesgo importante a considerar en este estudio,
es la incorporacion de pacientes de sexo femenino, debido a que las diferencias hormonales
producidas en la mujer durante el ciclo menstrual, pueden incidir directamente en el estrés
oxidativo. Durante la menstruacion se produce un aumento de las ROS (Sugino et al.,
2001) lo que podria afectar directamente la presion arterial de las mujeres participantes.

La controversia en los resultados analizados, también puede ser explicada debido a
que en los estudios antes mencionados, no se considerd la influencia de otros factores tales
como la actividad fisica, la suplementacion previa con alguna terapia antioxidante, el
consumo de frutas y verduras o la utilizacion de algiin medicamento antihipertensivo.
Todos estos factores pueden influir directa o indirectamente en el estatus antioxidante y por
ende, en los valores de presion arterial. Por el contrario, en el presente estudio fueron
considerados todos los factores de riesgo, a fin de obtener resultados significativos sobre el
efecto de las vitaminas antioxidantes en la presion arterial de los pacientes.

Recientemente la conocida revista The Journal of the American Medical Association
(JAMA) publicd los resultados de un metanalisis de todos los estudios aleatorios y
controlados realizados con antioxidantes y comparados con placebo (Bjelakovic et al.,
2007). El criterio de valoracion principal de este metandlisis fue la diferencia en la tasa de
mortalidad entre el grupo tratado con uno o varios antioxidantes y el grupo que recibid
placebo, es asi que se llegd a la conclusion de que los antioxidantes aumentaron la
mortalidad. En la revision de la literatura, los autores seleccionaron un total de 68 estudios,
los cuales incluyeron 232.606 participantes.

A pesar de que este metanalisis abarcé una gran poblacidn, incurre en defectos
metodoldgicos que en gran medida invalidan sus resultados. Sélo 21 estudios trataron sobre
la prevencidn primaria, el resto tenia como objetivo la prevencién secundaria, es decir, que
los trabajos se efectuaron sobre pacientes con patologias oncoldgicas o cardiovasculares ya
establecidas. Debemos partir de la base de que la accion de los antioxidantes, a semejanza

de otros nutrientes, es preventiva y no curativa, por lo tanto, el enfoque del trabajo fue



inadecuado. Ademas, no se puso un tope de dosis en los trabajos seleccionados, aspecto que
estd muy reglamentado en cualquier trabajo controlado. Asi por ejemplo, incluyeron
trabajos con [-caroteno en dosis de hasta 50 mg, cuando cualquier complejo antioxidante
de los laboratorios de primera linea, no contiene mas de 5 mg de p-caroteno, es decir, la
décima parte.

Diversos estudios han comprobado que el aumento de las ROS por sobre las
defensas antioxidantes tanto enddgenas como exdgenas, trae como consecuencia dafio
sobre las biomoléculas, siendo los fosfolipidos de membrana los mas susceptibles. El
dafio oxidativo producido sobre lipidos, conocido como lipoperoxidacion, se puede
conocer mediante la medicion de biomarcadores presentes en el glébulo rojo, como el
malondialdehido (MDA) y la medicién de niveles plasméaticos de Fj-isoprotanos.
Estudios previos han reportado que los niveles plasmaticos de F,-isoprotanos se
encuentran aumentados en pacientes con hipertensién arterial (Hozawa et al., 2004). Sin
embargo, Cracowski et al, (2003) no encontraron diferencias significativas al comparar
las concentraciones urinarias de F,-isoprotanos de pacientes normotensos y pacientes
hipertensos esenciales. Esta diferencia puede ser explicada debido a que los criterios de
inclusion, no consideraron la influencia de otros factores tales como: actividad fisica,
suplementacion con algin antioxidante, consumo habitual de frutas o verduras, todos
ellos factores que inciden directamente en el estrés oxidativo.

Existen también evidencias de que el uso de terapias antioxidantes reduce los
niveles de lipoperoxidacion en pacientes hipertensos, influencia que se observa en una
disminucion de los niveles de MDA y de Fj-isoprotanos (Sato et al., 2006). Esto
concuerda con los resultados encontrados en los pacientes hipertensos tratados con
vitaminas antioxidantes en nuestro estudio. Sin embargo, la administracién de
antioxidantes en el estudio antes sefialado, se extendié por un periodo mayor y los
pacientes presentaban un promedio de edad superior al de nuestra investigacion. Esto es
importante porque pacientes de edad muy avanzada, pueden presentar una hipertension
mucho mas severa, lo que podria derivar en dafios a 6rganos blanco, ademas de la
mantencion del dafio y no debiera esperarse una respuesta beneficiosa mediante la

administracion de agentes antioxidantes.



Respecto de las defensas antioxidantes, las enzimas antioxidantes (CAT, SOD y
GSH-Px) desempefian un papel fundamental constituyendo la primera linea de defensa
contra los radicales libres, proceso que realizan mediante la conversion de estas especies
quimicas, hacia otras de menor reactividad, protegiendo con ello del dafio oxidativo a las
biomoléculas. Por lo tanto, el estado de estrés oxidativo evidenciado en pacientes con HTA
esencial provoca una menor actividad enzimatica.

En la presente investigacion, se evidencia una mayor actividad de las enzimas
antioxidantes eritrocitarias (CAT, SOD y GSH-Px) en los pacientes tratados con vitaminas
antioxidantes y se aprecia una menor actividad de estas enzimas en los pacientes tratados
con placebo. Esto concuerda con resultados obtenidos en otros estudios donde la actividad
de las enzimas antes mencionadas, se encuentra notoriamente disminuida en pacientes con
HTA esencial (Redon et al., 2003; Kashyap et al., 2005). EI aumento encontrado en la
actividad de las enzimas antioxidantes en los pacientes tratados con vitaminas, responde a
un menor grado de estrés oxidativo producto de un aumento general en el estatus
antioxidante de los pacientes tratados. Sin embargo, queda por determinar el mecanismo de
esta modulacidn positiva de las vitaminas antioxidantes.

Respecto de las defensas no enzimaticas, en nuestro estudio encontramos una mayor
capacidad antioxidante del plasma en los pacientes tratados con vitaminas, medida a través
de método FRAP (ferric reducing ability of plasma), que mide la capacidad que posee el
plasma de reducir el i6n ferrico a ferroso. Bajo un estado de estrés oxidativo, donde
predominan las ROS, esta capacidad antioxidante se ve sobrepasada, con lo que sus valores
disminuyen. Nuestros resultados concuerdan con resultados previos, en los que se observa
una mayor capacidad antioxidante en pacientes hipertensos esenciales, tratados con
sustancias antioxidantes (Goch et al., 2004), a diferencia de los pacientes tratados con
placebo, que presentaron una menor capacidad antioxidante en plasma. Esta situacion se ve
reflejada, ademas, en el aumento en la relacion GSH/GSSG en los pacientes tratados con
vitaminas antioxidantes, a diferencia de los tratados con placebo. El glutation (GSH), es el
mayor tiol no proteinico implicado en muchas funciones celulares. Este tripéptido (g-
glutamil-L-cistenil-glicina) juega un papel central en la proteccion de las células frente a
los radicales libres y frente a intermediarios reactivos del oxigeno. El glutatién existe en

dos formas, reducido (GSH) y oxidado (GSSG), las que habitualmente se encuentran en



equilibrio. En condiciones de estrés oxidativo, las ROS oxidan GSH a GSSG, produciendo
una disminucion en la concentracion de GSH y un incremento en la concentracion de
GSSG. Estudios revelan que en individuos con HTA esencial, la relacion GSH/GSSG se
encuentra significativamente disminuida en comparacion a sujetos normotensos (Redon et
al., 2003).

Bajo condiciones de estrés oxidativo se ve alterada la funcion endotelial, debido a
que se genera una menor biodisponibilidad de NO, una de las principales sustancias
vasodilatadoras secretadas por del endotelio. Analizada esta situacién, se ha comprobado
que pacientes con HTA esencial presentan una menor biodisponibilidad de NO, debido a
que el aumento de las ROS inactiva a este Gltimo. Estudios previos, han reportado que la
administracién de acido ascérbico, en dosis supra fisiolégicas administradas intra-
arterialmente, provoca efectos benéficos en la funcién endotelial de pacientes hipertensos.
(Taddei et al., 1998; Sherman et al., 2000). Sin embargo, en un estudio donde se administré
la vitamina C oralmente (500 mg/dia durante 1 mes), no hubo efecto aparente (Duffy et al.,
2001). Posiblemente al administrar la vitamina C intra-arterialmente se logran mayores
concentraciones plasmaticas, lo que produce un mayor efecto benéfico en la funcion
endotelial, a diferencia de lo que ocurre con la administracion oral. En contraste con lo
anterior, otro estudio si evidencié un efecto benéfico al administrar acido ascorbico
oralmente (500 mg/dia durante 1 mes) a pacientes con enfermedad coronaria (Gokce et al.,
1999). Por otro lado, un estudio en el que se administrd vitamina E (1000 Ul/dia) durante
10 semanas por via oral, no mostro efectos benéficos en la funcién endotelial (Simons et
al., 1999). Sin embargo, es valido pensar que la administracion cronica de vitaminas
antioxidantes, podria beneficiar la funcidn endotelial en pacientes con grados moderados de
hipertension arterial. La diferencia con los estudios anteriormente mencionados, es que se
requiere la administracion combinada de la vitamina C y E en dosis apropiadas. Esto
debido a que la vitamina C puede reciclar el efecto prooxidante de la vitamina E,
reduciendo de esta manera el radical a-tocoferoxilo a a-tocoferol. Asi, el tratamiento
combinado puede ser mas efectivo en la reduccion de radicales libres, con el consecuente
aumento de la biodisponibilidad del NO.

La asociacion de vitaminas C y E en el presente estudio, demuestra un efecto

antihipertensivo, debido a que ambas vitaminas podrian actuar sinérgicamente en la



generacion de 6ptimas condiciones para la formacion de NO a nivel endotelial. Ambas
vitaminas, no s6lo actGan inactivando y barriendo (scavengers) a las ROS, sino que
también pueden inducir a una disminucién de la NADPH oxidasa y a un aumento de la
eNOS (Attia et al., 2001), explicando asi su efecto antihipertensivo.

En resumen, el presente estudio aporta evidencia sobre los efectos del tratamiento
con vitaminas antioxidantes C y E en el tratamiento de la HTA esencial, basado en la
evidencia cientifica que implica al estrés oxidativo en la fisiopatologia de la HT A esencial.
Es por eso que una disminucion del estrés oxidativo a través del aumento de las defensas
antioxidantes, puede provocar una disminucién significativa en la presion arterial de los

pacientes con HTA esencial.



8. CONCLUSIONES

La administracion de vitaminas C + E en pacientes con HTA esencial:

1.
2.

Reduce la presion arterial de los pacientes tratados.

Aumenta los niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, y GSH-Px de los
eritrocitos.

Aumenta la capacidad antioxidante total del plasma.

Disminuye la lipoperoxidacion, evidenciado en la reduccion de los biomarcadores

del estrés oxidativo.

Este estudio confirmd al estrés oxidativo como uno de los principales causantes de la

HTA esencial. Si bien los resultados obtenidos a partir de la investigacién realizada

representan un significativo aporte en el tratamiento de la HTA esencial, es importante

recalcar que es necesario seguir investigando acerca del tema y sus alcances. Sin embargo,

la responsabilidad de los pacientes respecto de la evolucién de la enfermedad, es

preponderante y obedece a la adopcidn de un estilo de vida sano, basado en el consumo de

de una dieta balanceada rica en frutas y verduras, con el fin de obtener las vitaminas

antioxidantes de la manera mas natural posible, para prevenir una futura hipertension, ya

que la eficacia de los antioxidantes naturales ha demostrado ser superior a la administracion

farmacoldgica de antioxidantes aislados.
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