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RESUMEN.

El mecanismo que explicaria la fisiopatologia de la hipertension arterial esencial se
ha vinculado con la presencia de estrés oxidativo, el que se manifestaria con disfuncion
endotelial y dafio sobre biomoléculas.

El objetivo de esta memoria fue medir pardmetros bioguimicos de defensas
antioxidantes y biomarcadores de estrés oxidativo en plasma y eritrocitos de pacientes
hipertensos esenciales comparados con controles sanos, con el fin de poder correlacionar
estos datos con la presentacion de hipertension arterial esencial.

Se realiz6 un estudio de caracter prospectivo o longitudinal tipo cohorte, consistente
en seleccionar pacientes hipertensos esenciales, sexo masculino, entre 30 y 65 afios de
edad, a los cuales se les aplicé una evaluacion clinica estandarizada. Por cada paciente
hipertenso seleccionado se incorporé al protocolo de estudio un control sano, normotenso,
del mismo rango de edad. A un grupo de 31 pacientes hipertensos esenciales y 35 sujetos
normotensos se les tomo muestra de sangre y plasma una vez cumplida su evaluacion
clinica.

Para evaluar los niveles de defensas antioxidantes a nivel plasmatico se midio la
capacidad antioxidante del plasma (FRAP, ferric reducing ability of plasma) y a nivel del
eritrocito se midi6 la actividad enzimatica de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px), y la relacion glutation
reducido/glutatién oxidado (GSH/GSSG). La evaluacion de estrés oxidativo se realizd
mediante los indices de lipoperoxidacion medidos en plasma (F,-isoprostanos) y en el
eritrocito (MDA, malondialdehido).

Los pacientes hipertensos esenciales respecto a los sujetos controles presentaron
valores menores de FRAP en plasma y actividad enzimatica de SOD, CAT Y GSH-Px en el
eritrocito, mostrando diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.001). Para el caso de
la relacion GSH/GSSG medida en el eritrocito, pese a que se encontré disminuida en
pacientes hipertensos respecto a los controles, esta no presento diferencia significativa (p =
0.403). Por otra parte, los indices de lipoperoxidacion se encontraron incrementados en
pacientes hipertensos respecto a los controles, tanto para la medicién de F,-isoprostanos
plasmaticos, como para la concentracion de MDA a nivel eritrocitario, mostrando

diferencia significativa para ambos grupos (p<0.001). Los valores obtenidos para defensas



antioxidantes medidos en plasma y eritrocito, se correlacionaron negativamente con las
cifras de presion arterial sistolica (PAS) y presion arterial diastdlica (PAD), y los valores
obtenidos en los biomarcadores de lipoperoxidacion se correlacionaron positivamente con
las cifras de PAS y PAD.

Estos resultados permiten reafirmar la contribucion que tiene el estrés oxidativo en
el desarrollo de hipertension arterial esencial humana, lo que permitiria establecer las bases
para instaurar un tratamiento antioxidante en aquellos pacientes portadores de esta
patologia con la finalidad de atenuar los efectos producidos por los radicales libres, y como
beneficio adjunto la prevencion de otras enfermedades cronicas mediadas por estrés

oxidativo.



SUMMARY.

The mechanism that would explain the physiopathology of arterial hypertension has been linked with
the occurrence of oxidative stress, which would manifest itself in endothelial disfunction and biomolecule
damage.

The objective of this thesis was to measure biochemical parameters of antioxidant defense and
biomarkers of oxidative stress in plasma and erythrocytes of essential hypertensive patients as compared to

sound controls in order to correlate these data with the occurrence of essential arterial hypertension.

For this purpose, a longitudinal cohort-type survey was carried out, involving
essential hypertensive, 30 to 65 year-old, male patients to which a standardized clinical
evaluation was applied. For each selected hypertensive patient a sound normotensive
control of the same age-range was included in the study protocol. A group of 31 essential
hypertensive patients and 35 normotensive subjects were blood and plasma tested after
being clinically evaluated.

To evaluate antioxidant defense levels at plasmatic level, the ferric reducing ability of plasma
(FRAP) was measured. At erythrocyte level, the enzymatic activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathion peroxidase (GSH-Px), as well as the ratio of reduced to
oxidized glutathione (GSH/GSSG), were measured. Evaluation of oxidative stress was carried out by means
of lipoperoxidation indices measured in plasma (F2-isoprostanes) and in erythrocyte (malondialdehyde,
MDA).

Essential hypertensive patients showed lower FRAP values and enzymatic activity
of SOD, CAT and GSH-Px erythrocyte than the control subjects with significant
differences with respect to the latter (p < 0.001). The ratio GSH/GSSG as measured in the
erythrocyte, in spite of appearing decreased in hypertensive patients with respect to the
controls, did not show significant difference (p = 0.403). On the other hand,
lipoperoxidation indices were higher in hypertensive than in the control subjects, both in
the measurement of plasma F2-isoprostanes and for the MDA concentration at erythrocyte
level, showing significant differences for both groups (p < 0.001). Values obtained for
antioxidant defense as measured in plasma and erythrocyte correlated negatively with
figures of systolic and distolic arterial pressure (SAP and DAP), while values obtained in

lipoperoxidation biomarkers correlated positively with SAP and DAP figures.



These results confirm the contribution of oxidation stress to human essential arterial hypertension,
which would allow to establish the bases for antioxidant treatment in those patients affected by this condition
so as to lessen the effects caused by free radicals and, as a concurrent benefit, to prevent other chronic

diseases resulting from oxidative stress.



1. INTRODUCCION.

La hipertension arterial (HTA) es una alteracion de la presion arterial que alcanza
cifras sobre 140 mm Hg., para la presion sistolica, y sobre 90 mm Hg., para la diastélica.
Es una de las enfermedades mas comunes que afecta al ser humano y constituye un
problema de salud publica debido a la morbilidad y mortalidad con que se le asocia.
Existen causas identificables a las cuales se asocia la HTA tales como: enfermedades
cardiovasculares, insuficiencia renal, tabaquismo, diabetes, entre otras, las que constituyen
un bajo porcentaje en la forma habitual de presentacion de esta enfermedad. En cambio, la
hipertension arterial esencial, cuyo mecanismo fisiopatologico se desconoce, ha sido
registrada en el 95% de los casos.

Diversos estudios clinicos y experimentales recientes le han asignado importancia
al estrés oxidativo en la génesis de la HTA, ya que el aumento de radicales libres puede
afectar la estructura y funcién de la pared vascular, efecto que se traduce en la elevacion
de la presion arterial en forma cronica. En la HTA esencial se produce en forma primaria,
una alteracion de la funcién vasodilatadora del endotelio. Este efecto puede obedecer tanto
a factores genéticos como ambientales; pero ademas, la misma elevacion de la presion
arterial puede contribuir a generar disfuncion endotelial. El endotelio tiene un papel clave
en la regulacion del tono vascular, ya que sintetiza y libera un espectro de sustancias
vasoactivas vasoconstrictoras como la endotelina, y vasodilatadoras como el 6xido nitrico
(NO) y prostaciclina (PGly), las cuales deben mantener un balance finamente regulado.

En consecuencia, el estrés oxidativo altera la respuesta vasomotora de la pared
vascular, disminuyendo la efectividad vasodilatadora a agentes como acetilcolina o shear
estrés, o bien exacerbando el efecto de los vasoconstrictores.

Diversas propiedades de los radicales libres permiten dar explicacién a estos
hallazgos. De esta manera, el aumento en la produccion o una menor depuracion de anion
superoxido causa una inactivacion del NO, sustancia vasodilatadora con la que reacciona
para formar peroxinitrito. A su vez, el peroxinitrito tiene un efecto peroxidante sobre el
acido araquidonico que conduce a la formacion de F2-isoprostanos, agente vasoconstrictor
que actta como mediador del aumento de la produccion de endotelina-1 (ET-1).

En la actualidad se cuenta con métodos que permiten evaluar in vivo la
participacion del estrés oxidativo en diversas patologias humanas, en forma no invasiva,

como la medicion de niveles de F,-isoprostanos y la capacidad antioxidante del plasma.



Esto permite realizar un seguimiento de la eficacia de los tratamientos aplicados.

La realizacion de la presente memoria permitird conocer la contribucion del estrés

oxidativo en el mecanismo de la HTA esencial.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracteristicas de la hipertensién arterial

En la actualidad la hipertension arterial es el mayor problema de salud a nivel
mundial. Esta presente en el 60 a 70% de la poblacion mayor de 60 afios de edad y puede
llevar a complicaciones cardiovasculares tales como derrame cerebral, enfermedad cardiaca
coronaria e insuficiencia cardiaca (Kashyap et al., 2005). La prevalencia mundial estimada
para hipertensién puede ser a lo menos 1 billon de individuos, y aproximadamente se
registran 7.1 millones de muertes por afio atribuibles a hipertension arterial (Chobanian et al.,
2003).

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 diastdlica.
Pacientes con presion sistélica entre 120 a 139 mm Hg, o diastolica entre 80 a 89 mm Hg son
considerados “pre-hipertensos” y necesitan monitoreo médico y cambios en su estilo de vida
(Chobanian et al., 2003).

La hipertension es un problema cada vez méas importante en salud pablica. El punto
hacia donde mas se detecta como edad media es entre los 60 a 69 afios y aproximadamente la
edad del 75% de los afectados esta en 70 afios 0 mas (Chobanian et al., 2003). Por lo tanto,
existe un incremento en la incidencia y prevalencia de hipertension con el incremento de la
edad.

La hipertensién parece tener un componente genético y muchas personas pueden estar
genéticamente predispuestas a tener hipertension. Sin embargo, aungue esta alteracion se
presenta en algunas familias, esta base genética se comparte también con el estilo de vida que
se lleva. Factores del estilo de vida, tales como: obesidad (paticularmente abdominal),
sedentarismo, habito de fumar y alto consumo de alcohol estan asociados con un aumento en
el riesgo de sufrir hipertension (Krousel-Wood et al., 2004).

Hay diferentes causas de hipertension, algunas de estas incluyen: tono muscular
excesivo en las arterias, pérdida de la elasticidad de las arterias, formacion de placas en el
interior de las arterias, disfuncién renal, anormalidades en la retencién de sodio y agua que
produce otro tipo de falla renal, y estrés (Mahmud y Feely, 2005).

La probabilidad para el desarrollo de varias enfermedades cardiovasculares aumenta

con un incremento de la presion sanguinea. Evidencias experimentales implican al estrés



oxidativo desempefiando un importante papel en el aumento de presion sanguinea en
modelos animales (Nakazono et al., 1991).

El estrés oxidativo es un fendbmeno que puede resultar de una deplecion de
antioxidantes en el organismo debido a causas nutricionales o debido a una excesiva
produccidn de especies reactivas del oxigeno (EROS), que facilitan la patogenia de diversas
enfermedades (Kashyap et al., 2005).

Por lo tanto, el sistema antioxidante exdgeno y enddgeno del organismo juega un
papel principal en la prevencion y limitacion del dafio oxidativo. Superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), oglutation peroxidasa (GSH-Px) y la relacion glutation
reducido/oxidado (GSH/GSSG) corresponden a antioxidantes enddgenos del organismo. Por
otra parte, muchos de los antioxidantes exdgenos como polifenoles, vitaminas A, C y E
pueden ser suplementados en la dieta.

Numerosas enfermedades estan relacionadas con estrés oxidativo y produccion de
radicales libres. Los radicales libres inducen injuria que tiene implicancia en el desarrollo de
un numero de enfermedades cardiacas tales como infarto al miocardio, algunas formas de
cardiomiopatia, arritmias e hipertension esencial (Singhal et al., 1998).

Se ha propuesto que la liberacion de radicales libres podria ser estimulada por
hipertension aguda y este incremento en radicales libres posibilitaria el dafio vascular que
puede ser visto en sujetos hipertensos (Kashyap et al., 2005).

Un incremento en los radicales libres resultaria en una disminucion de la
vasodilatacion en arteriolas aisladas sujetas a una alta presion intravascular, sugiriendo el
compromiso por parte de radicales libres en la elevacion del shear estrés y resistencia
periférica en la pared.

Asi la baja concentracion de antioxidantes, vitaminas, enzimas y una alta
concentracion de lipoperdxidos puede llevar a un incremento en el riesgo de enfermedad
cardiaca coronaria.

Ensayos con agentes antihipertensivos muestran que casi siempre son requeridas mas
de 2 drogas para un control optimo de la presion sanguinea (Brown, 2003). Por lo tanto
nuevas estrategias para bajar la hipertension e identificar pacientes con alto riesgo de sufrir

complicaciones puede tener un alto impacto benéfico en salud publica (Ferroni et al., 2006).



Una intervencion farmacologica y cambios en el estilo de vida son recomendables
para disminuir la presion sanguinea, pero una intervencién en el estilo de vida puede tener
menos efectos adversos que el uso de drogas.

Un estudio realiz6 intervenciones dietéticas como: reduccion de calorias, reduccion de
sodio y aumento de potasio. Otras intervenciones fueron combinar perdida de peso,
realizacion de ejercicio y relajacion (Nicolson et al., 2004). Con estas intervenciones
dietéticas realizadas se pueden obtener disminuciones en las cifras de colesterol, con lo que
se puede disminuir el riesgo de morbilidad y mortalidad de enfermedades cardiovasculares
independientemente de algun cambio en la presion sanguinea. Asi una dieta saludable puede
reducir, retrasar o eliminar el uso de drogas por periodo prolongados en algunos pacientes
(Nicolson et al., 2004).

2.2 Etiologia de la Hipertension arterial.

La presion arterial (PA) resulta de la interaccion entre factores genéticos y factores
ambientales. En algunos individuos predomina el factor genético, mientras que en otros los
factores ambientales. ElI 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 idiopatica, 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
(Maicas et al., 2003).

La hipertension arterial esencial es un desorden heterogéneo, que puede presentar
considerables variaciones en la participacion de los factores causales en diferentes periodos y
estadios, y en diferentes individuos. La interaccidon entre variaciones genéticas y factores
ambientales tales como el estrés, la dieta y la actividad fisica, contribuyen al desarrollo de la
hipertension arterial esencial.

Esta interaccion origina los denominados fenotipos intermedios, mecanismos que
determinan el fenotipo final de hipertension arterial a través del gasto cardiaco y la
resistencia vascular total. Los fenotipos intermedios incluyen, entre otros: el sistema nervioso
autonomo, el sistema renina-angiotensina, factores endoteliales, hormonas vasopresoras y
vasodepresoras y volumen de liquido corporal.

La historia familiar de hipertension predice de forma significativa el padecimiento

futuro de esta patologia en miembros de esa familia. La fuerza de prediccion depende de la
5



definicion de historia familiar positiva, del sexo y la edad de la persona en riesgo: es mayor
el riesgo de padecerla cuantos méas familiares de primer grado la presenten, cuando la
presentaron a edad mas temprana, cuanto mas joven es el sujeto en riesgo, y para la misma
definicion y edad siempre es mayor en las mujeres (Maicas et al., 2003)

Los estudios de familias han indicado que menos de la mitad de las variaciones de la
presion arterial en la poblacion general son explicadas por factores genéticos.

Se han descrito los siguientes factores hipertensinogénicos relacionados con estrés
oxidativo:
1. Obesidad.
2. Ingesta elevada de alcohol.
3. Ingesta elevada de sal en pacientes sensibles a la sal.

Muchos de estos factores son aditivos, tal como ocurre con la obesidad y la ingesta de

alcohol.

2.2.1 Obesidad.

La obesidad ha sido ampliamente reconocida como un factor de riesgo para el
desarrollo de HTA. Es comun en todas las sociedades desarrolladas y ha sido observada con
una alta frecuencia entre nifios.

Es sabido, que el aumento de la grasa abdominal, se asocia con peores consecuencias
metabolicas y se ha relacionado con la dislipidemia, la diabetes mellitus (DM) tipo 1l y con la
HTA. El mecanismo por el cual la obesidad y la distribucién de la grasa a nivel abdominal
provocan un mayor riesgo de HTA aln se desconoce. Se ha observado que la pérdida de peso

se correlaciona con una disminucién de las cifras de presion arterial (Maicas et al., 2003)

2.2.2 Alcohol.

En las pasadas dos décadas, los estudios epidemioldgicos han establecido una relacion
entre el consumo de alcohol y la HTA, en ambos sexos y para todos los tipos de bebidas
alcohdlicas (Rayo y Marin, 1999). Estudios randomizados muestran que la reduccion del
consumo de alcohol disminuye los niveles de PA en pacientes hipertensos en tratamiento
farmacoldgico como en aquellos que no reciben tratamiento (Beilin et al., 1996). EI consumo
excesivo de alcohol debe ser considerado como un posible factor de riesgo para la HTA. Se

han descrito varios posibles mecanismos por los que el alcohol media su efecto en la PA:



— Aumento de los niveles de renina-angiotensina y/o de cortisol.
— Efecto directo sobre el tono vascular periférico, probablemente a través de interacciones
con el transporte del calcio.
— Alteracion de la sensibilidad a la insulina.
— Estimulacion del Sistema Nervioso Central.
— Deplecidn de magnesio que podria provocar vasoespasmo e HTA.
El consumo excesivo de alcohol se relaciona con aumento de la PA, asi como con
arritmias cardiacas, miocardiopatia dilatada y accidentes cardiovasculares (ACV)

hemorragicos.

2.2.3 Ingesta de sal.

El aporte excesivo de Na induce hipertension por aumento del volumen sanguineo y
de la precarga, lo cual eleva el gasto cardiaco. También puede aumentar la PA mediante otros
mecanismos. La asociacion positiva entre aporte de sal e hipertension arterial estd avalada
por datos epidemioldgicos como la ausencia de HTA en individuos que tienen baja ingesta de
sodio, la aparicion de hipertension en determinados individuos que adoptan un estilo de vida
moderno que incluye mayor aporte de sodio y estudios comparativos entre diferentes paises
como el estudio INTERSALT (Cooperative Research Group, 1988). En este estudio,
realizado en 52 centros de diversos paises, se relacion6 la excrecion de sodio ajustada por el
peso corporal con la pendiente de los niveles de PA diastolica con la edad. En los paises con
mayor consumo de sodio la pendiente es mayor, indicando la relacion entre ambos
parametros, ingesta de sal y PA diastdlica.

Se encontraron también estudios experimentales en animales a favor de la
participacion del exceso de Na en la aparicion de HTA, tales como el incremento de la PA en
chimpancés genéticamente predispuestos con el aumento progresivo de Na en la dieta
(Maicas et al., 2003).

En el ensayo DASH de restriccion de Na y aumento de potasio (K) se observo un
pequefio efecto de la restriccion de sal independiente de los cambios en la ingesta calérica y
de potasio.

Son predictores clinicos de sensibilidad a la sal: obesidad, edad avanzada, raza negra,
niveles bajos de renina plasmatica, actividad incrementada del Sistema Nervioso Simpatico
(SNS) y presencia de enfermedades concomitantes tales como insulino-resistencia/diabetes

mellitus (DM), insuficiencia renal y microalbuminuria.
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Se han propuesto diferentes mecanismos de sensibilidad al Na:
— Defecto en la excrecidon renal de Na: Vasoconstriccion renal y mayores indices de
reabsorcion proximal de Na.
— Aumento de la actividad del intercambiador de Na e hidrogeniones en el tibulo proximal.
— Mayor nivel de actividad del SNS y mayor reactividad presora que la normal.
— Disfuncion endotelial por disminucion de la respuesta del éxido nitrico (NO) a cargas de
Na.
La sensibilidad a la sal en normotensos se asocia con un aumento del riesgo para el

desarrollo de hipertension, eventos cardiovasculares y muerte (Maicas et al., 2003)

2.3 Patogenia de la hipertension arterial esencial.

2.3.1 Alteraciones de la membrana celular.

Se han descrito alteraciones en las propiedades fisicas de la membrana celular y de los
sistemas de transporte en la patogenia de la HTA.

Transporte i6nico a través de las membranas:

— Na" intracelular: La mayoria de las determinaciones de Na® intracelular han encontrado
concentraciones mas elevadas en células de individuos hipertensos en relacién con las
concentraciones halladas en pacientes normotensos.

— Intercambio Sodio-Hidrogeno (Na*-H"): El cotransporte Na'-H® intercambia H”
intracelulares por Na* extracelular, resultando fundamental para la regulacion del pH y de la
volemia. El aumento de la actividad de este intercambiador podria estar implicado en la
patogenia de la HTA, estimulando el tono vascular y el crecimiento de células musculares
lisas, y probablemente, aumente la reabsorcion de Na* a nivel renal.

Se ha descrito que las membranas celulares de los pacientes hipertensos presentan
alteraciones en la composicion de los lipidos, que determina un aumento de la viscosidad y
una menor fluidez de la membrana que puede ser responsable de variaciones en la
permeabilidad a determinados iones.

- Transporte y fijacion de Ca®*: Se ha encontrado en pacientes hipertensos un mayor
contenido de Ca** en las membranas celulares, comparado con individuos con PA

normal.



2.4 Endotelio vascular.

El endotelio es el recubrimiento interior de los vasos sanguineos (arteriales y
venosos), los vasos linfaticos, las cavidades cardiacas y los cuerpos cavernosos.

El endotelio provee una superficie activa para el intercambio gaseoso, acuoso y
macromolecular y para el trafico celular.

Constituye una capa unicelular continua que sirve de interfase estructural y
funcionalmente entre el torrente circulatorio y la pared vascular, que dispone de una amplia
superficie de contacto, presentando importantes variaciones o especializaciones regionales.
Por su localizacion capta sefiales quimicas, fisicas e inmunoldgicas y de acuerdo con éstas
cumple funciones especificas.

Las células endoteliales tienen diversas funciones en la homeostasis, entre las que
figuran las siguientes:

1. Forman una superficie lisa que facilita el flujo laminar de la sangre y previenen la
adherencia de las células sanguineas.

2. Forman 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.

3. Regulan la angiogeénesis y el remodelado vascular.

4. Contribuyen a la formacion y mantenimiento de la matriz extracelular.

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

6. Producen sustancias que regulan la agregacion plaquetaria, coagulacion y fibrinolisis.

Sintetizan y degradan diversas hormonas.

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

8. Liberan agentes que actlan de forma paracrina sobre las células musculares lisas
adyacentes, regulando su contraccion.

Bajo condiciones fisiologicas mantiene el tono vascular normal y la fluidez de la
sangre mediante la elaboracion de una variedad de factores vasodilatadores, tales como el
NO, el factor de hiperpolarizacion dependiente del endotelio, la prostaciclina, y también
factores vasoconstrictores como la endotelina, prostanoides vasocontrictores, angiotensina Il

y el anion superdxido ( Ferroni et al., 2006).
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2.4.1 Disfuncion endotelial.

La disfuncién endotelial puede ser un predictor temprano de eventos cardiovasculares,
particularmente en pacientes hipertensos (Zoccali et al., 2006), lo cual se puede deber a una
reduccion en la biodisponibildad de NO y a un incremento del estrés oxidativo (Taddei et
al., 2006).

El endotelio bajo condiciones patolégicas puede modificar su fenotipo facilitando la
vasoconstriccion, inflamacion y eventos trombaticos. Esta respuesta anormal se manifiesta en
diferentes estados clinicos tales como hipercolesterolemia, diabetes mellitus (DM) e
hipertension, y ocurren en ausencia de cambios morfoldgicos en la pared. La etiologia de
estas alteraciones de la funcion endotelial es multifactorial, y los principales mecanismos aun
no han sido totalmente dilucidados. Actualmente existen evidencias sustanciales que muchas
funciones endoteliales son susceptibles a la presencia de EROS y el subsiguiente estrés
oxidativo (Pratico, 2005).

Se ha sefialado que el estrés oxidativo puede ser responsable del aumento del tono
vascular, aumento de la sensibilidad a vasoconstrictores, disminucion de la respuesta
vasodilatadora dependiente del endotelio y aumento del feedback tubuloglomerular en
diversos estados fisiopatologicos (Schnackenberg, 2002a; 2002b).

La funcién endotelial es méas claramente evaluada como la respuesta vasodilatadora a
los estimulos (Laroia et al.,, 2003). El delicado balance de la produccion de estos
moduladores vasoactivos resulta perturbado por los radicales libres, como también la
respuesta a otras sustancias que ejercen su efecto a distancia sobre la actividad vasomotora
(ej. angiotensina I1).

A continuacion se sefialaran las principales caracteristicas y funciones de estos

moduladores vasoactivos:

2.4.1.1 Oxido nitrico.

Es un gas volatil simple, biolégicamente activo, presente practicamente en todos los
tejidos y gracias a que tiene bajo peso molecular y propiedades lipofilicas, difunde muy
facilmente a través de la membrana celular (Esper et al., 2006).

El NO se forma por la reaccion catalizada por oxido nitrico sintasa (NOS). Se han
identificado 3 isoformas de NOS: la endotelial o tipo I11 (eNOS), la neuronal o tipo | (NNOS)
y la calcio independiente (iNOS).
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La accién de NOS sobre el aminoacido L-arginina, produce NO y L-citrulina,
requiriendo oxigeno y la coenzima NADPH (Esper et al., 2006). También se requiere la

presencia de calmodulina y de 3 cofactores que son: flavin mononucleétido (FMN),
flavin adenina dinucle6tido (FAD) y tetrahidrobiopterina, los que facilitan y aceleran el
proceso.

La eNOS es calcio/calmodulina dependiente, se encuentra en el citosol, y solo
produce cantidades importantes de NO al ser activadas por una elevacion del calcio
intracelular.

En presencia de la calmodulina los electrones donados por el NADPH son
transportados por el FAD y por el FMN hacia el grupo hem. La L-arginina se convierte en N-
hidroxialanina y luego en NO y L-citrulina.

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

Por otra parte, un disturbio en el transporte de L-arginina ha sido descrito
recientemente en hipertensos e individuos normotensos genéticamente predispuestos
(Schlaich et al., 2004).

El NO por ser un radical libre se une al oxigeno, dando dos productos principales que
son: nitritos (NO) y nitratos (NO3).

El NO puede difundir hacia las células subyacentes donde activa la guanililciclasa
(GC), lo que provoca el aumento intracelular de GMPc que es el mediador de sus efectos
fisiologicos.

La liberacion de NO se produce de manera pulsatil y el estimulo mas importante para
su liberacion corresponde al shear estrés, que es causado por el incremento en la velocidad
del flujo sanguineo lo que lleva a una vasodilatacion proporcional a la cantidad de NO
liberado por el endotelio (vasodiltacion endotelio — dependiente). Las membranas de la célula
endotelial tienen canales idnicos especializados, como el canal de calcio 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 y activando la eNOS y la subsecuente
generacion de NO (Esper et al., 2006).

ElI NO es muy inestable por su reaccién con la oxihemoglobina y el superéxido, por lo

que su vida media es muy corta (6 seg).
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El NO, cumple importantes funciones para mantener la homeostasis vascular, ya que
es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaquetaria (Laroia et al., 2003).
Inhibe también la adherencia y quimiotaxis de los monocitos y la proliferacion de las células
musculares lisas vasculares, procesos implicados en la aterogénesis (Cosentino y Lischer,
2001).

La primera funcion del NO se lleva a cabo cuando al liberarse de las celulas
endoteliales actia a nivel de la fibra muscular cardiaca, sobre el receptor de GMPc
produciendo un aumento de este, a su vez inhibiendo la entrada de Ca*" extracelular e
impidiendo la liberacion de Ca®* intracelular, por lo que inhibe la contraccién tanto de la
fibra muscular cardiaca como la del endotelio favoreciendo asi la vasodilatacion.

Cuando disminuye la biodisponibilidad del NO aumenta el riesgo de disfuncion
endotelial y precisamente esto sucede en condiciones de estrés oxidativo en que aumenta la
produccidn y/o disminuye la remocion de anion superoxido.

Ademaés con la disminucion del NO se aumenta la adhesion y agregacion plaquetaria,
la quimiotaxis de monocitos y su adhesion endotelial, y aumenta la proliferacion de las
células musculares lisas, lo que favorece la aparicion de la HTA esencial ademas de
hipertrofia vascular y enfermedad vascular oclusiva.

En presencia de estrés oxidativo, el anion superoxido actla neutralizando al NO, con
el cual se combina para formar peroxinitrito (Pryor y Squadrito, 1995), lo que explica el
efecto vasoconstrictor del primero. EI NO tiene una interaccién reciproca con la endotelina-1
que permite explicar la disfuncion endotelial de diversas enfermedades como la hipertension
(Alonso y Radomski, 2003).

2.4.1.2 Endotelina-1.

La endotelina es un péptido de 21 aminoacidos que tiene 3 isoformas (ET-1, ET-2 y
ET-3)

A través de sus dos receptores ET-A ubicado en la célula muscular lisa (CML), y ET-
B ubicados en la células musculares lisas y endoteliales. A partir del endotelio vascular Se
activa su produccion, metabolizacion y excrecion. Es considerado uno de los mas potentes
vasoconstrictores conocidos (Agapitov y Haynes, 2002).

Los receptores ETa de las células musculares lisas, a través de la fosfolipasa C,
permiten la formacion de inositoltrifosfato y de diacilglicerol, segundos mensajeros que
llevan a la liberacion de calcio intracelular y a la activacion de proteina kinasa C (Simonson
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et al., 1989). Este efecto vasoconstrictor es reforzado por la accion de los receptores ETg, que
ademaés poseen acciones proliferativas (Luscher et al., 1993).

La produccion de endotelina es estimulada por fuerzas mecanicas, hipoxia, trombina,
arginina vasopresina, angiotensina Il, interleucina y otros mediadores (Dohi et al., 1992;
Luscher et al., 1992).

La ET-1 contribuye a la remodelacion vascular en hipertensién y otras enfermedades
cardiovasculares (Amiri et al., 2004).

Estudios acerca de la expresion génica de ET-1, realizados sobre células endoteliales
de aorta de bovino, demostraron que concentraciones fisiologicas de F,-isoprostanos
estimulaban la produccion de mRNA de endotelina y la expresion de la proteina (Yura et al.,
1999). Ademas, en las células musculares lisas tratadas con peroxido de hidrégeno (H20,)
habia un significativo aumento en la formacion 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
endotelina-1 en estas células. Ademas, la ET -1 influencia la homeostasis de la sal y el agua a
través de una estimulacion del sistema simpatico, del eje renina-angiotensina-aldosterona, de
la liberacion de vasopresina y péptido natriurético auricular. Se ha comprobado que el
bloqueo de los receptores de ET -1 mejora la respuesta vasodilatadora dependiente del
endotelio en pacientes con hipertension esencial (Cardillo et al., 2002), mediante una mayor
produccion basal y respuesta de NO (Klingbeil et al., 2003). Recientemente se ha sugerido
que el efecto vasodilatador producido por el shear estrés obedece a que las células
endoteliales censan el shear estrés como estrés oxidativo y traducen una sefial que
disminuye la expresion de la enzima convertidora de endotelina y su respectivo mRNA
(Masatsugu et al., 2003).

2.4.2. Otros marcadores de disfuncion endotelial.

La disfuncion endotelial es también caracterizada por un cambio fenotipico y un
incremento en la adhesividad de las celulas vasculares. Respecto a esto, actualmente se han
realizado diversos estudios que demuestran la liberacién de moléculas de adhesion activadas
a partir del endotelio durante la hipertension. Algunos ejemplos son el factor de von
Willembrand (VWF), las moléculas de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), las moléculas de
adhesion de células vasculares (VCAM-1) y las E-selectinas (Nadar et al., 2004).

Entre estos, el VWF es probablemente el mas extensamente estudiado de estos

productos endoteliales. Asi se demostrd la presencia de un incremento en los niveles de VWF
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en pacientes con hipertension esencial y microalbuminuria, sugiriendo que la
disfuncionalidad del endotelio glomerular puede causar una disminucion de la funcién renal
(Pedrinelli et al., 1994).

Mientras el VWF es un marcador establecido de dafio y disfuncion endotelial, otros
marcadores pueden reflejar distintas funciones del endotelio. ICAM-1, por ejemplo, refleja
una disrupcion del equilibrio entre mecanismos pro y anti-inflamatorios, y se ha propuesto
que ICAM-1 y FMD se han relacionado para estimar riesgo de enfermedades coronarias,
independientemente de otros factores asociados (Witte et al., 2003). Asi pruebas bioquimicas
y hemodinamicas de la funcion endotelial pueden dar informacién complementaria en la
prediccion de riesgo de pacientes hipertensos.

Niveles plasméaticos de moléculas de adhesion solubles (E-selectinas, ICAM-1,
VCAM-1) también mostraron ser elevados en pacientes hipertensos en comparacién a
controles normotensos (Blann et al., 1994; Parissis et al., 2001), e incluso elevaciones suaves

de presion sanguinea podrian ser suficientes para activar su expresion (Preston et al., 2002).

2.5 Radicales libres.

Los radicales libres son especies quimicas que contienen uno o mas electrones
desapareados. Debido a esto, pueden ser moléculas muy reactivas, que al no poseer
receptores especificos, atacan o inestabilizan todo lo que encuentran al frente, mediante
acciones directas o indirectas, reversibles o irreversibles sobre distintas biomoléculas
(Gutteridge y Halliwell, 2000).

Los radicales libres pueden ser generados por disfuncion del sistema de transporte
mitocondrial de electrones, la reaccion de xantina oxidasa, la NADPH oxidasa, la activacion
de neutrofilos, el metabolismo del acido araquidonico y la autooxidacion de catecolaminas.

La importancia biologica de estas especies quimicas estriba en que pueden alterar la
estructura de las membranas celulares, producir dafio en las proteinas intracelulares,
oxidacion de las lipoproteinas plasmaticas y aceleracion del envejecimiento celular. En los
elementos quimicos y en las moléculas en que ellos entran en combinacion los electrones se
encuentran habitualmente apareados. Asi, en un enlace covalente se puede encontrar un par
de electrones con el aporte de cada uno de los elementos que forman ese enlace. Un radical
libre es una especie quimica que contiene un electron desapareado, lo que generalmente se
traduce en un aumento de la reactividad de la sustancia, en relacion a la especie no radicalaria

que la genera (Rodrigo y Rivera, 2003).
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Los radicales libres pueden formarse quimicamente por la transferencia de un
electrdn, 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).

Durante el metabolismo aerdbico las células generan energia reduciendo al oxigeno
molecular hasta la formacién de agua. Esta reaccién, que ocurre en la mitocondria catalizada
por la citocromo ¢ oxidasa, involucra la transferencia de cuatro electrones al oxigeno sin
formacion de intermediarios. Pero una pequefia proporcion del oxigeno (2-4%) puede aceptar
un namero menor de electrones, dando lugar a la formacién de intermediarios conocidos
como especies reactivas de oxigeno (ERO). De esta manera, el oxigeno se puede reducir
sucesivamente a anién superoxido (O,7) al incorporar un electrén, a peroxido de hidrégeno
(H205) al aceptar 2 electrones y a radical hidroxilo (*OH) al aceptar 3 electrones. Otra ERO
es el oxigeno singlete o singulete (*0,), que puede generarse, por ejemplo, cuando los
electrones han sido excitados por la luz. Cuando las ERO se encuentran en exceso,
reaccionaran con diversas biomoléculas causando citotoxicidad y dafio mutagénico (Rodrigo
y Rivera, 2003).

La ERO maés comun es el anién superoxido, generado en células vivas por: xantina
oxidasa, NADPH oxidasa, citocromo P450 microsomal y las enzimas mitocondriales de la
cadena transportadora de electrones, entre otras.

Bajo condiciones fisioldgicas cada dia el 3% de la hemoglobina total se convierte a la
forma oxidada (metahemoglobina). La autoxidacion de la hemoglobina resulta en la
generacion de O,". Ademas, el O,~ también es producido a través de reacciones de algunas
moléculas con el oxigeno (adrenalina, dopamina, tetrahidrofolato, citocromos, entre otros y
por células en que ocurre el mecanismo de la fagocitosis (polimorfonucleares neutréfilos,
monocitos, macréfagos). El anidon superoxido en si no es una especie quimica
particularmente nociva para las células, excepto cuando se encuentra protonado (radical
perhidroxilo: HO,¢), lo que sb6lo ocurre en la proporcion del 1% al pH fisiologico. Sin
embargo, el O, puede ejercer acciones deletéreas derivadas de los productos que genera o
consume en las reacciones quimicas en que interviene (Rodrigo y Rivera, 2003).

Los iones metélicos de los elementos de transicion, especialmente cuando se
encuentran en el estado reducido, pueden sufrir una autoxidacion a la vez que transforman la

molécula de oxigeno en anién superoxido:
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Fe** + 0, —— > Fe* + Oy

Cu" + 0, —»Cu* + 0O,

El peroxido de hidrogeno 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 al hidroxilo (*OH) en presencia de iones metalicos como Fe?*, Cu* 6 Mn* a
través de la reaccion de Fenton (Rodrigo y Rivera, 2003).

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

Es importante sefialar que los iones metalicos 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.

Como ya fue sefialado, el radical *OH es extremadamente reactivo y puede reaccionar
con cualquier molécula organica abstrayéndole un atomo de hidrégeno a la vez que se forma
otro radical libre (Rodrigo y Rivera, 2003).

El endotelio es un tejido altamente sensible al dafio producido por los radicales libres,
afectando con esto, entre otros, a lipidos, proteinas y ADN. EI dafio puede ser inducido tanto
por las ERO o de nitrégeno, como el peroxinitrito.

La hipertension se encuentra asociada con una elevacion de las especies reactivas del
oxigeno (ROS) y frecuentemente también con un deterioro de los mecanismos antioxidantes
enddgenos (Lassegue y Griendling, 2004).

Se han desarrollado diversos modelos de hipertensién experimental en ratas
espontaneamente hipertensas. En estos modelos se han encontrado incrementados en la pared
vascular, corazén vy rifion, ROS tales como anion superoxido y peroxido de hidrogeno, y
marcadores de oxidacion tales como F2-isoprostanos, malondialdehido y sustancias reactivas

del &cido tiobarbiturico (Lasségue y Griendling, 2004).

2.6 Defensas antioxidantes.
Existen mecanismos de defensa contra la accién nociva de los radicales libres, los

cuales estan constituidos por enzimas y moléculas antioxidantes. La accién de estos
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mecanismos de defensa antioxidante se traduce en una mayor depuracion de radicales libres o
en su transformacion en especies de menor reactividad (Rodrigo y Rivera, 2003).

Un antioxidante se puede definir como "Aquella sustancia que se encuentra en
pequefias concentraciones comparada a un sustrato oxidable e inhibe o retarda
significativamente la oxidacién de dicho sustrato™ (Halliwell y Gutteridge, 1995). A partir de
esta definicion se considera que las defensas antioxidantes incluyen:

a) Los agentes que remueven cataliticamente las especies reactivas.

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

c) Las proteinas que protegen biomoléculas por otros mecanismos.

d) Agentes de bajo peso molecular que reducen las especies reactivas (Rodrigo y Rivera,
2003).

Posteriormente, este concepto fue aplicado a los antioxidantes aportados por la dieta,
los que quedaron 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:
enzimas y moléculas. Las enzimas antioxidantes (superdxido 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).

2.6.1 Superoxido dismutasa (SOD).

Esta enzima cataliza la dismutacion del anién superdxido (dismutacion es una
reaccion de destruccién de radicales libres en que a partir de éstos se forman especies no
radicalarias). Asi, reaccionan dos moléculas de anion superoxido para formar peroxido de
hidrogeno, el cual a su vez puede ser destruido por las actividades de catalasa o glutation
peroxidasa (Rodrigo y Rivera, 2003).

0, + 07 +2H" —22 3, H,0, + O,

En el ser humano existen 3 clases de SOD: Mn-SOD mitocondrial, Cu/Zn-SOD
citosélica y SOD extracelular. La Mn-SOD es un homotetramero de 96 kDa que contiene un

atomo de Mn en cada subunidad y es esencial para la supervivencia de la vida aerobia y el
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desarrollo de resistencia celular a la toxicidad inducida por las ERO; 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 Postulado que Cu/Zn SOD es la enzima clave en la proteccion de la pared
vascular frente al dafio oxidativo (Sato et al., 2002).

Se ha comprobado que, en ratas espontaneamente hipertensas, una deficiencia
dietética de Zn durante 4 semanas altera los niveles de presion sanguinea sistémica por un
deterioro en la actividad de la Cu/Zn SOD (Sato et al., 2002).

Estudios experimentales han revelado que la administracion cronica de tempol, un
compuesto de efecto mimético de superoxido dismutasa, a ratas espontdneamente
hipertensas, reduce en forma concomitante la presion arterial y el estrés oxidativo in vivo, lo
que se deduce de la caida en la excrecién urinaria de F,-isoprostanos (Schnackenberg et al.,
1999).

Un estudio muestra que la hipertension en pacientes de edad avanzada esta asociada a
un desbalance en el estatus antioxidante, reflejado en una disminucién de la concentracion de
GSH y actividad de Cu/Zn SOD (Kedziora-Kornatowska et al., 2004)

2.6.2 Catalasa (CAT).
Es una enzima tetramérica de 60 kDa formada por cuatro subunidades idénticas. Es
una de las enzimas mas eficientes de las conocidas, tanto que no puede ser saturada por H,O,

a ninguna concentracion, catalizando su conversiénen H,O y O,

2 H,0O, — CAT H,O + 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 adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta
adaptativa de las células (Cheeseman y Slater, 1993).

Cuando los niveles de ROS y H,0, estan incrementados, el organismo produce mas
CAT para remover el H,O, y asi asegurar la detoxificacion de ROS (Kashyap et al., 2005).

Se ha encontrado que la actividad de acido ascorbico se encuentra correlacionada con
la de CAT y de grupos azufrados no proteicos en la remocién de ROS. A medida que

aumenta la actividad de acido ascorbico, se incrementa la actividad de CAT y de grupos
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azufrados no proteicos. Cuando existe sobreproduccion de ROS, disminuye la actividad de

acido ascorbico y por consiguiente, de CAT (Kashyap et al., 2005).

2.6.3 Glutation peroxidasa (GSH-Px).

Es una enzima formada por cuatro subunidades idénticas y cada una de ellas contiene
un residuo de selenocisteina, que es esencial para su actividad enzimatica. La GSH-Px
comparte su sustrato con la CAT, pero ademas puede reaccionar en forma efectiva con
lipidos y otros hidroperéxidos organicos, catalizando la reduccion de diferentes
hidroperdxidos (ROOH y H,0;) usando glutation reducido (GSH), y asi contribuye a la

proteccion de las células de mamiferos contra el dafio oxidativo (Cheeseman y Slater, 1993).

GSH-Px
H,O, + 2GSH » H,O + GSSG

GSH-Px
ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H,0

Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GSH-Px en mamiferos, cuyos
niveles varian dependiendo del tejido. La GSH-Px citosélica o mitocondrial reduce los
hidroperdxidos de acidos grasos y el H,O, a expensas del glutation. El ciclo redox del
glutation es la mayor fuente de proteccion en situaciones de bajos niveles de estrés oxidativo,
pero la CAT es mas importante a la hora de proteger contra el estrés oxidativo severo. En
células animales, y especialmente en eritrocitos humanos, la principal enzima antioxidante
para la detoxificacion de H,0, es la GSH-Px, ya que la CAT presenta mucha menos 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).

Un estudio demostré baja actividad de Se GSH-Px en sangre entera de pacientes
hipertensos y con falla cardiaca crénica (Mihailovic et al., 1998).

GSH-Px estaria inhibiendo la formacion de lipoperoxidos por la conversion en
alcoholes (OH-) con lo que diminuye la lipoperoxidacion y dafio celular. También previene
la oxidacién por remocion de H,O,, mediante la formacién de H,O y O, (Kashyap et al.,

2005). Por lo tanto una disminucion en los niveles de actividad de GSH-Px resultan en una

19



acumulacién de lipoperédxidos y H,O, lo que lleva al aumento de estrés en la pared arterial,

pudiendo causar ademas hipertension e injuria celular (Kashyap et al., 2005).

2.6.4 Sustancias 0 moléculas antioxidantes.

La segunda barrera antioxidante es de tipo no enzimatico, dada por compuestos
antioxidantes que acttan 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 méas estable y por lo tanto menos dafino 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 formacion 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, aminoacidos, melatonina y otros. Entre los antioxidantes exdgenos se
encuentran la vitamina E, &cido ascorbico (vitamina C), beta-caroteno (provitamina A),
vitamina A, bilirrubina, &cido urico, polifenoles, entre otros.

El tripéptido glutation (GSH) en su forma reducida, es el antioxidante que se

encuentra en las mayores concentraciones intracelulares. Actla como cofactor de la GSH-Px
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para detoxificar H,O,; puede detoxificar radicales libres por vias no enzimaéticas, por
ejemplo, participa en la detoxificacion de drogas con grupos funcionales que reducen
parcialmente al oxigeno molecular. La medicion del glutation oxidado (GSSG) es uno de los
mejores medidores de la generacion de oxiradicales de forma droga-dependiente. EI GSH
estd involucrado en otros procesos metabdlicos, como el mantenimiento de comunicacion
intercelular, el transporte intracelular de cobre y es cofactor de enzimas en diversas vias.
También el GSH participa en la regulacion del estado redox de los distlfuros en proteinas
con otras moléculas como la tioredoxina y glutaredoxina, entre otros tioles.

Se ha demostrado una diminucion significativa en el nivel de selenio presente en
plasma y sangre de pacientes hipertensos y con falla cardiaca cronica, respecto a controles
(Mihailovic et al., 1998).

El &cido ascorbico remueve directamente ROS e iones de metales de transicion, pero
frente a una sobreproduccion de ROS se puede inhibir la actividad de acido ascérbico
(Kashyap et al., 2005).

Mediante el ensayo FRAP, que mide la reduccién de ion Fe** a Fe?* se puede dar
cuenta del nivel antioxidante del plasma, mediante una reaccion colorimétrica. Durante el
desarrollo de hipertension arterial se produce una significativa disminucion en los niveles de
FRAP, lo que es indicativo de la presencia lipoperoxidacion y dafio celular (Kashyap et al,
2005)

2.7 Estrés oxidativo en hipertension.

El sistema de defensa antioxidante puede manejar y disponer de las ERO 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 produccién normal de radicales libres. Sin
embargo, hay situaciones patologicas en las cuales se elevan las ERO 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 metabodlico 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). Esta situacion se puede dar en determinadas circunstancias en que aumenta la
generacion de radicales libres (radiaciones, isquemia y reperfusion, activacion de los

leucocitos, efecto de tdxicos, drogas, etc).
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El estrés oxidativo ha sido implicado como la causa en la fisiopatologia de muchas
condiciones cardiovasculares incluyendo la hipertension (Cai y Harrison, 2000).

Hallazgos experimentales sugieren que los radicales libres pueden contribuir en la
génesis de la hipertension arterial esencial. Se ha documentado que en el contexto de estrés
oxidativo se produce un aumento del tono vascular renal, aumento de la sensibilidad a los
vasoconstrictores, alteraciones en la vasodilatacion endotelio dependiente, eventos que se
relacionan con la aparicién de hipertension (Rodrigo y Rivera, 2003).

A continuacién se sefialan evidencias experimentales que implican al estrés oxidativo

en la patogenia de la HTA.

2.7.1 F,-isoprostanos.

Son compuestos quimicamente semejantes a prostaglandinas que se forman de la
peroxidacién no enzimatica del acido araquiddnico, catalizada por radicales libres, y que
tienen marcados efectos bioldgicos (Crakowski et al., 2001) a través de los cuales pueden
alterar la regulacion de la presion arterial (Yamada et al., 1999).

Durante una infusion sistémica de F,-isoprostanos adn cuando no se observan
alteraciones significativas de la presion arterial, se ha demostrado que se produce
vasoconstriccion renal con reduccion de un 40 a 45% del flujo plasmético renal y la
velocidad de filtracion glomerular (Morrow et al., 1990; Takahashi et al., 1992). Este
efecto selectivo en la vasculatura renal se ejerce primariamente en la arteriola aferente, lo
que determina una caida de la presién hidrostatica en los capilares glomerulares (Fukunaga
et al., 1993). Ademas, los F,-isoprostanos pueden inducir mitogénesis en las células
musculares lisas de la pared vascular y liberacion de ET-1, potente vasoconstrictor, en
células endoteliales de aorta de bovino (Fukunaga et al., 1993; Fukunaga et al., 1995).

Por lo tanto existen evidencias suficientes que han detectado un aumento de F2-
isoprostanos, que indicarian que la lipoperoxidacion coexistiria con las alteraciones

vasculares que derivarian en un alza de la presion arterial.

2.7.2 Anion superdxido.

La enzima encargada de su depuracion es la superdxido dismutasa (SOD). Cuando
aumenta la produccion y/o disminuye la depuracion de anion superoxido, este puede inactivar
la accion vasodilatadora del NO. La actividad de la NADPH oxidasa, principal enzima

encargada de su produccion, puede ser modulada por ET-1 a través del efecto producido en
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los receptores ETa, cuya activacion se traduce en una mayor produccion de superdxido en la
pared vascular (Li et al., 2003). Un ejemplo en el cual interviene este mecanismo es el de la
hipertension en la insuficiencia renal cronica, que se asocia con una disminucion de la
actividad enzimatica de la SOD y una mayor expresion de la actividad de la NADPH oxidasa
(\Vaziri et al., 2003a).

También, la hipertension inducida por plomo, que se sabe cursa con estrés oxidativo,
se asocia a sobreexpresion de NADPH oxidasa sin cambios de las 3 enzimas antioxidantes
(\Vaziri et al., 2003b).

Estudios realizados en ratas espontaneamente hipertensas sugieren que el aumento en
la produccion de superoxido contribuye al desarrollo de hipertensién a través de la activacion
del sistema nervioso simpético (Shokoji et al., 2003). A su vez, el tratamiento cronico de
estas ratas con antioxidantes como N-acetilcisteina o melatonina, que reduce los niveles de
superdxido, resulta en una disminucion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca,
sugiriéndose una inhibicion de la actividad simpatica (Girouard et al., 2003).

El anién superdxido es el mayor determinante en la biosintesis y biodisponibilidad de
NO, y puede asi modificar la funcion endotelial. Puede también actuar como un
vasoconstrictor.

La isoforma eNOS, es reconocida como un importante origen de superdxido. Se
descubri6 que eNOS puede generar mas superdxido que NO en respuesta a una estimulacion
aterogénica. Esto ha llevado al concepto de “desacoplamiento de eNOS”, donde la actividad
de la enzima para la produccién de NO es baja, en asociacion con un incremento en la
produccion de superéxido-NOS dependiente. En la medida que eNOS pueda convertirse en
generador de peroxinitrito esto lleva hacia un dramético incremento en estrés oxidativo,
desde el peroxinitrito formado por la reaccion de NO-superdxido, generando un efecto
detrimental en la funcion vascular por oxidacion de proteinas celulares y lipidos (White et
al., 1994).

2.7.3 Peroxinitrito.

Este compuesto es un potente vasodilatador in vivo, y produce reducciones de la
presion arterial media y de la resistencia vascular en la rata. Sin embargo, esta vasodilatacion
esta sujeta a rapida taquifilaxis (Kooy & Lewis, 1996), lo que altera la subsiguiente respuesta

vascular a otros vasodilatadores. Asi, después del desarrollo de taquifilaxis por peroxinitrito,
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se atenuan significativamente los efectos hemodinamicos de la administracion de acetilcolina
y prostaciclina.

Ademas, el peroxinitrito no sdlo elimina el efecto vasodilatador de la PGl,, sino que
también permite y promueve la accion de PGH,, potente vasoconstrictor (Zou et al., 1999).
La administracion crénica de N-acetilcisteina tiene un efecto protector contra el dafio de la
relajacion dependiente del endotelio producido por peroxinitrito en las ratas espontdneamente
hipertensas (Cabassi et al., 2001). A partir de estos hallazgos se puede sugerir que la mayor
produccién in vivo de peroxinitrito puede tener una contribucion en la patogenia de la

hipertension esencial.

2.7.4 Angiotensina Il.
