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REDUCCION DEL ESTADO NITROOXIDATIVO EN PACIENTES HIPERTENSOS, DISLIPIDEMICOS CON
HIPERTROFIA VENTRICULAR IZQUIERDA EN TRATAMIENTO CON ESTATINAS.

ESTUDIO ANIDADO REVIERTE
RESUMEN

En los paises occidentales la principal causa de muerte en adultos son las enfermedades cardiovasculares.
Entre los factores de riesgo de estas enfermedades se encuentran: la hipertension arterial sistémica, la
diabetes mellitus, la hipertrofia ventricular y la dislipidemia. En particular, el estrés oxidativo y el
nitroxidativo son importantes mecanismos que inician la cascada de la inflamacion, la disfuncién endotelial y
el dafio vascular.

Se tomaron pacientes de la Unidad Cardiovascular del Hospital Regional 1ro de Octubre del ISSSTE con
hipertensidn arterial sistémica esencial grado | y Il, con hipercolesterolemia leve a moderada segun el ATP llI,
sin tratamiento con estatinas en el mes previo de ingreso al estudio, con hipertrofia ventricular izquierda
demostrada por ecocardiografia.

Se aleatorizarén en 4 grupos, con tratamiento antihipertensivo con Valsartan, diferentes dosis y tipo de
estatinas. Se obtuvo el suero al inicio, 6to y 12vo mes de tratamiento, obteniendo el valor de malonaldehido,
de carbonilos, de proteinas plasmaticas oxidadas y de nitritos.

Se revisaron 110 pacientes, de los cuales solo 10 de ellos cumplieron con los criterios de inclusién, solo 1
abandono el estudio, 60% se encuentran entre la visita 1-3 y el 30% entre la visita 4-12. Se reportan
resultados preliminares del estudio.

Tener evidencia en mexicanos de disminucién de marcadores de inflamacidon y aumento de la funcidn
endotelial, es primordial para la salud de nuestro pais y el implemento de nuevas estrategias para las
enfermedades cardiovasculares, las cuales como ya se ha comentado, estan dentro de las principales causas
de muerte.

Palabras clave: Nitrooxidacion, hipertension, dislipidemia.

ABSTRAC

In Western countries the main cause of death in adults are cardiovascular disease. Among the risk factors for
these diseases are: systemic hypertension, diabetes mellitus, ventricular hypertrophy and dyslipidemia. In
particular, oxidative stress and nitrating oxidant, are important mechanisms that initiate the cascade of
inflammation, endothelial dysfunction and vascular damage.

We took patients in the Cardiovascular Unit of Hospital Regional ISSSTE October 1 with systemic essential
hypertension grade | and Il with mild to moderate hypercholesterolemia according to ATP Ill, no treatment
with statins in the month prior to study entry, with hypertrophy left ventricle demonstrated by
echocardiography. Were randomized into 4 groups, antihypertensive treatment with valsartan, and different
doses of statins. Serum was obtained at the beginning, 6th and 12th month of treatment, obtaining the
value of oxidative stress in carbonyls, plasma protein and oxidized nitrites.

We reviewed 110 patients, of whom only 10 of these met the inclusion criteria, leaving only 1 study, 60% are
between 1-3 visits and 30% between visits 4-12. We report preliminary results of the study.

Evidence of decreased inflammation and increased markers of endothelial function in Mexicans, it is vital to
the health of our country and implement new strategies for cardiovascular disease, which as already
mentioned, are among the leading causes death.

Keywords: Nitrooxidacion, hypertension, dyslipidemia



INTRODUCCION

En los paises occidentales la principal causa de muerte en adultos son las enfermedades
cardiovasculares. Entre los factores de riesgo de estas enfermedades se encuentran: la
hipertensién arterial sistémica (HAS), la diabetes mellitus (DM), la hipertrofia ventricular (HVI) y la
dislipidemia. La mayoria de éstos factores no son diagnosticadas oportunamente o bien se
encuentran tratadas de forma subdptima. Todos los factores de riesgo cardiovascular se asocian a
disfuncion endotelial, la cual es la base patogénica de la enfermedad cardiovascular. [1,2,3,4,5,7,8]

En particular, el estrés oxidativo y el nitroxidativo son importantes mecanismos que inician la
cascada de la inflamacion, la disfunciéon endotelial y el dafio vascular. [5,8,10] Estos mecanismos son
comunes a la mayoria de las entidades cardiovasculares como la aterosclerosis, la HAS, la DM, el
sindrome metabdlico y la insuficiencia cardiaca. En condiciones fisioldgicas, se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS), que juegan un papel critico como sefiales moleculares locales de
defensa tisular. El principal ROS es el anion superodxido (02-) que se produce primordialmente por
la accion de la oxidasa de fosfato de dinucledtido reducida (NADHP). Una vez que la produccion
del anidn superdxido excede a la capacidad antioxidante en células endoteliales, macréfagos,
neutroéfilos y neuronas se origina el estrés oxidativo. El superdxido oxida al dxido nitrico (ON) para
formar peroxinitrito, este a su vez, oxida a los radicales sulfihidrilos e inicia la lipoxidacion de las
membranas, y sus productos finales, el acido peroxinitroso, radicales OH y diéxido de nitrogeno,
profundamente histotdxicos y reactantes. La oxidaciéon de lipidos y la reduccién de carbohidratos y
aminoacidos, forma compuestos dicarbonilos, como el metilglioxal y el glioxal, que son agentes
glicantes extremadamente reactivos involucrados en la formacién de productos finales de la
glucosilacién avanzada (AGEs) y por lo tanto involucrados en la oxidacidon de proteinas, el dafio
celular. Otros mecanismos celulares y bioquimicos involucrados son la acumulacion de la
dimetilarginina asimétrica (ADMA), uno de los analogos guanidinicos de la L-arginina, que actua
inhibiendo competitivamente a la sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS), también interviene la
enzima dimetilaminohidrolasa de la dimetilarginina (DDAH), que normalmente actia como un
regulador autécrino de la actividad de la eNOS. Esta enzima metaboliza a la ADMA y por lo tanto
preserva la funcion endotelial. La actividad de la DDAH disminuye en diferentes estados
cardiometabdlicos lo que lleva a la disfuncidn endotelial, esto debido principalmente a oxidacidn
de esta enzima. La disfuncidn endotelial propicia que el endotelio produzca péptidos vasoactivos
como la angiotensina Il (Ang Il) y la endotelina-1 (ET-1), que aparte de promover la
vasoconstriccidn, son proinflamatorios e inducen la proliferacion de los miocitos cardiacos y
vasculares y la distrofia de la matriz extracelular. [4,5,7,8,10,14,15,16,17,18,19]

El objetivo principal de este estudio consiste en disminuir el estado nitrooxidativo en pacientes
con riesgo bajo a moderado, a través de las estatinas. De lograr la evidencia de disminucién de
marcadores de nitrooxidacion, se obtendria una indicacién de prescripcion de estatinas sin tener
niveles de LDL altos.



MATERIALY METODOS
Poblaciéon de estudio.

Los pacientes fueron reclutados de la Unidad Cardiovascular del Hospital Regional 1ro de Octubre
del ISSSTE, en México D. F. Se aprobé el protocolo por el comité de ética del hospital, se obtuvo la
firma de aceptacion de los pacientes mediante el consentimiento informado antes de su
participacion en el estudio.

Se realizdé una historia clinica y examen fisico completos. El examen fisico incluyé la toma de
presion arterial, peso, talla, superficie corporal por la férmula de Dubois; se obtuvieron resultados
de laboratorio completo (QS, ES, PFH, BH, Perfil de lipidos, CPK total); un electrocardiograma de 12
derivaciones y se realizé6 un ecocardiograma para el calculo de la masa ventricular izquierda
indizada.

Se tomaron pacientes con hipertensién arterial sistémica esencial grado | y Il de la clasificacion de
la sociedad europea de cardiologia. Que tuvieran cifras de Tensidn arterial (TA) en la visita inicial
>140/90 y <180/110, o que estén bajo tratamiento antihipertensivo. Los pacientes fueron
revisados clinicamente al mes, al segundo, cuarto, sexto, noveno y doceavo mes para la medicién
de la TA, las variables antropométricas (peso y cintura) y la vigilancia de efectos secundarios.

Con hipercolesterolemia leve a moderada segutn el ATP IlI (c-LDL >130mg/dl y < 190 mg/dl), sin
tratamiento con estatinas en el mes previo de ingreso al estudio con triglicéridos menores a 400
mg/dl. Siguiendo las recomendaciones de la Asociacion Mexicana para la Prevencién de la
Aterosclerosis y sus Complicaciones (AMPAC)[13], se midieron también el colesterol total (CT), el
colesterol de alta densidad (C-HDL) y los triglicéridos (TG). El colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (C-LDL) se estimé mediante la formula de Friedwald. CT-(TG/5+HDL)=LDL

Con hipertrofia ventricular izquierda demostrada por ecocardiografia (>114 y 106g/m’SC en
mujeres y hombres respectivamente). Medida por el método de Penn, que aplicé la siguiente
formula: MVI = 1,04 [(TIV + DVI + PPVI)2 — (DVI)?] - 13,6.

Se tomd una muestra de sangre a los pacientes en el primer mes, en el 6to y 12vo. Se centrifugo la
muestra y se obtuvo el plasma para la obtencién de las variables de nitrooxidacién e inflamacion.
Se obtuvo el valor de malonaldehido (MDA), de carbonilos, de proteinas plasmaticas oxidadas
(POAP) y de nitritos.

El grupo carbonilo expresa la oxidacion inicial de hidratos de carbono y proteinas. Las POAP nos
indica el nivel de oxidaciéon en proteinas, mientras que el MDA sefiala la lipoxidacién. Como
expresion de la degradacién de ON, se cuantificaron los nitritos.

Para la determinacién de carbonilos, se utilizd la técnica propuesta por Dalle-Donne, mezclando
100 pl de plasma con 1ml de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM en HCl 2.5 M. Las muestras
fueron incubadas a temperatura ambiente en la oscuridad (agitadas cada 15 minutos durante 60
minutos) y precipitadas con acido tricloroacético (TCA) al 20%. Se centrifugaron por 10 minutos a



3500 rpm para recolectar la proteina precipitada que fue lavada nuevamente con 1ml de TCA al
10%. Finalmente el precipitado fue lavado con 3ml de una mezcla de etanol-acetato de etilo (1:1
v/v), para eliminar la DNPH excedente. Se centrifugd nuevamente y el precipitado final fue
disuelto en 1ml de clorhidrato de guanidina 6M en una solucion de fosfato de potasio 20 mM, e
incubados por 10 minutos a 37 C2. Se analizé espectrofotométricamente a una longitud de onda
de 370 nm. El coeficiente de extincidon molar de la dinitrofenilhidrazina es de € = 22,000/M-1 cm-1
= 22,000/106 nmol/ml, el cual fue utilizado para calcular la concentracion de carbonilos,
expresados en osazona/ml plasma, corregidos por mg proteina cuantificada, de acuerdo al método
de Lowry. El MDA se estudié con la técnica de Determinacion de Compuestos Reactivos al acido
tiobarbiturico (CRAT). Los CRAT son marcadores de dafio a lipidos, el cual se realizé mezclando
400ul de amortiguador Tris-preset 7.2mM a pH 8.0, 100 pl de plasma y 1 ml de acido
tiobarbiturico (TBA) al 0.375% en HCI 0.2N, y se calenté a 902 C durante 15 minutos. Se agregaron
0.5 ml de HCI 0.2 N y se analizé espectrofotométricamente a 532 nm de longitud de onda en un
espectrofotémetro Perkin Elmer UV/VIS modelo B050-9914 a 252 C. Se utilizé el 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como estandar . La cuantificaciéon de las ditirosinas se realiz6 con una
muestra de plasma resuspendida en una solucién de urea 6M en NaHCO3 0.1M pH 9.8, incubada a
23 C° durante 30 min. El espectro de excitacion por fluorescencia de las ditirosinas fue de 280 a
370 nm de longitud de onda, utilizando un espectrofluorémetro PTI (Photon Technology
International) y la emision fue registrada a 405 nm. Finalmente los POAP se determinaron de
acuerdo a la técnica de Capeillére-Blandin [339]: a 200 pL de plasma (dilucién 1:5 en PBS) se le
agregan 20 pL de acido acético glacial se agita durante 2 minutos y la densidad éptica se lee a 340
nm. La concentracién de oxido nitrico se evalud indirectamente cuantificando nitritos utilizando la
reaccidon de Griess. Para convertir los nitratos a nitritos se utilizé una cepa de E. Coli 1775 como
fuente de reductasa de nitrato. La técnica requiere que 250 pL de plasma se incuben con 40 L de
E. Coli durante 1 hora a 37° C, con agitacién constante. La muestra se centrifuga a 3000 rpm
durante 5 minutos. Una cantidad de 250 pL del sobrenadante se mezclan con 250 pL de N-(1-
naftil) hidrocloruro de etilenediamina (0.1g en 100 mL de agua bidestilada) y con 250 pL de
sulfanilamida (1g en 100 mL de acido ortofosférico al 5%), agitdndose durante 1 minuto. La
densidad dptica se lee a 540 nm.

Los pacientes incluidos se asignaron en forma aleatoria a cuatro grupos.

Brazo 1. 30 pacientes con Valsartan 80mg y Pravastatina 40mg,

Brazo 2. 30 pacientes con Valsartan 80mg y Simvastatina 20mg,

Brazo 3. 30 pacientes con Valsartan 80mg y Simvastatina 20mg + ezetimibe 10mg,
Brazo 4. 30 pacientes con Valsartan 80mg.

Durante el estudio si no se lograba la meta terapéutica para la hipertension arterial, se siguio con
el siguiente esquema: se aumentaba la dosis de Valsartan a 160mg, de no controlarse se agregaba
hidroclorotiazida 25mg Vo. ¢/24hrs, nifedipino cc 30mg y metoprolol 100mg en forma sucesiva.



En caso de no alcanzar la meta de colesterol con el tratamiento inicial se reforzaba con dieta, de
ser insuficiente al brazo 1 se agregaba 10 mg de ezetimibe, el brazo 2 se aumentaba de 40mg de
Simvastatina a 80mg de Simvastatina y el brazo 3 se aumentaba de 10/20 a 10/40mg de la
combinacién Simvastatina/ ezetimiba.

A los pacientes que durante el escrutinio de laboratorio y gabinete se encontraron criterios de
diabetes mellitus, enzimas hepaticas y creatinin fosfocinasa (CPK) aumentadas 3 veces por arriba
de su valor normal, creatinina mayor o igual a 3mg/dl, tuvieran antecedente de infarto del
miocardio, angina crénica estable, hipertension arterial secundaria o hipertension sistdlica aislada,
antecedente de intolerancia o la realicen durante el estudio a los medicamentos utilizados, que
presentaran a criterio del médico alguna situaciéon que comprometiera la salud del paciente o las
mediciones del estudio, eran excluidos del estudio.

En todo momento del estudio, si el paciente asi lo decidiera se podria dar de baja del mismo.

RESULTADOS

Se revisaron 110 pacientes, de los cuales solo 10 de ellos cumplieron con los criterios de inclusion,
solo 1 abandono el estudio, 60% se encuentran entre la visita 1-3 y el 30% entre la visita 4-12. Se
presentan las caracteristicas iniciales de la poblaciéon en la tabla 1.

Se muestran los resultados de las muestras oxidativas en la tabla 2.

TABLA 1 “Caracteristicas basales de la poblacién”

Caracteristica | Media Caracteristica | Media Caracteristica Media

Edad 56.1a TGP 22.1 U/l TGO 22.6 UI/I

Peso 75.3Kg Glucosa 92.6mg/dI MDA 7.09nmol/mL
IMV 162.5gm/m2 | CT 230.8mg/dI Nitritos 167.55umol/I
T. sistdlica 157.6mmHg | C-LDL 145.27mg/dl Proteinas 70.93mg/dl

T. Diastolica 91.4mmHg TG 175.22mg/dl Carbonilos 57.06mmol/mL
Creatinina .86mg/dI C-HDL 50.56mg/dI Prot/carb .87 nmol/mg

Se presenta la media de las caracteristicas de la poblacién.
a=afios, Kg=kilogramos, gm/m2=gramos por metro cuadrado, mmHg=milimetros de mercurio, mg/dl= miligramos por
decilitro, Ul/I=Unidades internacionales por litro, nmol/ml= nanomoles por mililitro, umol/I= micromoles por litro,

mmol/ml=milimoles por mililitro, nmol/mg=nanomoles por miligramo
IMV= indice de masa ventricular, T= tension,




TABLA 2 “Resultados de marcadores de oxidacion en plasma”

Plasma Paciente 1 Paciente 1 % . Paciente2 | Paciente 2 % ' Paciente 3 Paciente 3 % ,
Basal 2do mes Cambio Basal 2do mes Cambio Basal 2do mes Cambio
MDA~ (uM) 5.0060 2.9313 42% 4.8588 5.0194 3% 5.3138 2.2353 58%
(nmol/mL)
Carbonilos 42.9048 57.0670 | -33% | 227250 | 26.5428 | -16% | 93.6270 | 183.2544 -95%
(nmol/mL)
POAP (mg/mL) | _ 89.7562 61.2768 32% 71.7600 | 89.3069 | 24% | 582816 76.5149 31%
Nitritos
(umoliL) 71.7675 34.4484 52% | 328.3641 | 57.6349 83% 87.4460 79.4963 10%

Se presentan los valores plasméticos de marcadores de oxidaciéon en nmol/ml= nanomoles por mililitro, umol/I= micromoles por litro,
mmol/ml=milimoles por mililitro, nmol/mg=nanomoles por miligramo, asi como porcentaje de cambio de la muestra basal a toma 2do
mes, se muestra en negativo los que expresaron un aumento del nivel basal.

Pac #= nimero de paciente, m#=nimero de muestra del paciente

DISCUSION

En una variedad de alteraciones como la dislipidemia, la HAS, el hiperinsulinismo, la edad
avanzada o la insuficiencia renal, entre otras, estados todos con estrés oxidativo aumentado, la
actividad de la DDAH disminuye, la concentraciéon de ADMA aumenta y correlativamente se
incrementa la disfuncion endotelial. Por lo que ADMA se toma como marcador de disfuncién
endotelial. Durante la lipoxidacion se forman entre otros subproductos, el malonaldehido (MDA)
que junto al 4-hidroxinonenal (HNE) son productos de la oxigenacion de los acidos grasos
polinsaturados de las LDL. La MDA, su subproducto lisina-MDA-lisina y el producto final de
glicacién avanzada, la carboximetlil-lisina (CML) aumentan durante la oxidacién de las LDL, lo que
demuestra que el MDA y sus andlogos son marcadores tanto de lipoxidacion como de glicacion.
Una de las consecuencias de la oxidacién es la oxidacién del aminoacido tirosina para formar
nitrotirosina y ditirosina, que representa un estadio inicial de la oxidacién y degradacién proteica.
Por su parte, las POAP (AOPP en ingles) son proteinas plasmaticas oxidadas, especialmente la
albimina, que no poseen actividad oxidante, pero que se consideran ahora excelentes vy
econdmicos marcadores de dafio oxidativo avanzado. Los grupos carbonilos son también
marcadores de dafio a proteinas. La concentracién de las POAP vy los carbonilos guarda correlacién
con la ditirosina y otros productos AGEs, pero no con los indices de lipoxidacién. Por dltimo los
nitritos en plasma representan un marcador cldsico de actividad del ON. [4,5,7,8,10,14,15,16,17,18,19]
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Estatinas y oxidacion

Ademas de los resultados benéficos en la mortalidad y morbilidad cardiovascular de las estatinas
por su accion en la hipercolesterolemia en estudios clinicos, se han observado otros efectos no
relacionados con la accidon hipolipemiante. Estudios experimentales in-vitro e in-vivo han
documentado una gran evidencia de efectos, tales como incremento en la expresion de éxido
nitrico, efectos anti-inflamatorios, inmunomodulatorios, anti-trombéticos, anti-proliferativos, y
anti-oxidantes los cuales reciben el nombre de efectos pleiotrépicos. También se ha observado la
inhibicion de la hipertrofia cardiaca, la disminucién en el reclutamiento de células progenitoras y
un efecto inmunosupresor. [4,6,7,9]

Las estatinas mejoran la funcién endotelial, en parte disminuyendo el colesterol LDL. El colesterol
LDL incrementa los niveles de caveolina-1, un inhibidor mayor de la actividad de la eNOS. Su
disminucidon por lo tanto, incrementa la biodisponibilidad del éxido nitrico. También se ha
observado el aumento de la proteina Hsp90 que actia como molécula chaperona facilitando la
activacion a la larga de la eNOS, mediante la estabilizacion del RNA mensajero. Las estatinas
disminuyen las especies reactivas de oxigeno que inactivan al ON; interfieren en la prenilacion de
las proteinas Rho, previniendo la traslocacién y produccion de sefiales de inflamacion. Las
estatinas activan la via de PI3-cinasa/Akt incrementando la produccion de ON. Esto de manera
independiente a su efecto hipolipemiante. [6,9]

En los resultados obtenidos de MDA en los pacientes 1 y 3 se observa una disminucion del
marcador, pero no asi en los marcadores para oxidacion de proteinas donde no tienen efecto las
estatinas, en el paciente dos no se muestra una disminucidon de ningunos de los marcadores de
oxidacidn, y por ultimo e los tres pacientes hay una disminucidon de los nitritos, marcador de la
formacion de éxido nitrico.

El estudiar pacientes con dislipidemia leve e hipertensiéon grado | pudiera no ser evidente los
cambios en oxidacién, debido tal vez a que el grado de disfuncion endotelial se espera sea menor.

Han sido varios los estudios (WOSCOPS, CARE, PROV-IT, ENTRE OTROS) que han demostrado el
beneficio en mortalidad y morbilidad a nivel cardiovascular en enfermos de mediano vy alto riesgo,
independiente del valor de reduccién de LDL y colesterol total. Esto llevo a pensar en otras vias en
gue las estatinas disminuyan la inflamacién y la proliferacién de la placa ateroesclerética, estudios
realizados por Shishehbor Mehdi y cols. (Circulation 2003;108;426-431), Haendeler Judith y cols.
(Circulation 2004;110;856-861), se ha demostrado una clara reduccidon de la inflamacién de
manera independiente a la reduccidn de lipidos.

El primer estudio se realizé en paciente sin evidencia de enfermedad coronaria con una reduccion
de ditirosina y clorotirosina hasta de de 32 y 25%. Mientras que en el segundo estudio la terapia
con estatinas mostro una reduccién en las ROS.

Medicamentos como el Metformin, han demostrado también reduccion de niveles de inflamacién
mediante la disminucion de las POAP y carbonilos, y aumento de la disponibilidad del ON, esto en
mediante el estudio por Meaney y cols. (MEFISTO), en el cual se dio seguimiento por un afo de los
pacientes
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No solo las estatinas han demostrado disminuir la disfuncion endotelial al bajar los niveles de LDL
oxidada, como ya lo hemos descrito, también al disminuir la transcripcién de sustancias
proinflamatorias, lo cual no observamos en los resultados obtenidos, aun falta la recopilacidon de
datos y desarrollo de mas pacientes.

Se reportan resultados preliminares, debemos completar la muestra de estudio y asi poder
comparar los grupos.

Tener evidencia en mexicanos de disminucién de marcadores de inflamacién y aumento de la
funcion endotelial, es primordial para la salud de nuestro pais y el implemento de nuevas
estrategias para las enfermedades cardiovasculares, las cuales como ya se ha comentado, estdn
dentro de las principales causas de muerte.
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