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Introducciéon

1.1 La hipertension arterial como enfermedad en el

momento actual

La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre que bombea el
corazon sobre las arterias. La hipertension arterial es, por consiguiente, el
aumento de la presidn arterial por encima de unos valores normales.
Tradicionalmente, la hipertension arterial se ha definido en base a las cifras de
presion arterial diastolica (PAD). Sin embargo, actualmente existen evidencias
de que la presion arterial sistolica (PAS) es decisiva como factor de riesgo
cardiovascular y, por tanto, la hipertension arterial debe definirse en funcion de
ambos valores PAS y PAD (MacMahon et al., 1990; Lewington et al., 2002).

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a
nivel mundial. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, en 2005
murieron por esta causa 17,5 millones de personas al afio, lo cual representa
un 30 % de todas las muertes registradas en el mundo. Se calcula que en 2015
moriran cerca de 20 millones de personas al ano a nivel mundial por

enfermedad cardiovascular.

La hipertension arterial es uno de los principales factores de riesgo
implicados en la enfermedad cardiovascular. La hipertensién arterial ocasiona
el 13,5% de las muertes prematuras a nivel mundial (aproximadamente 7,6
millones de personas al ano). Los estudios estadisticos han revelado que la
mayoria de las muertes por hipertension se producen en paises en vias de
desarrollo en los que han alcanzado cifras de 6,2 millones de muertes por esta
enfermedad. En los paises desarrollados se alcanzan cifras de
aproximadamente 1,4 millones de muertes anuales causadas por esta misma
patologia. Ademas, el 54% de los accidentes cerebrovasculares y el 47% de
las enfermedades cardiacas son consecuentes a esta patologia. Se ha
estimado que en el aino 2025 la hipertensiéon habra aumentado un 24% en los
paises desarrollados y hasta un 80% en los paises en vias de desarrollo
(Messerli et al., 2007).



Introducciéon

Las enfermedades cardiovasculares son asimismo la primera causa de
muerte en Espafia. En nuestro pais la hipertension arterial es, ademas el factor
de riesgo cardiovascular mas frecuente. La hipertensién en Espafia afecta en
torno a 12 millones de personas. De hecho, la incidencia de esta enfermedad
en la poblacién general adulta de nuestro pais es de aproximadamente un
35%, llegando a aumentar esta cifra hasta valores de un 40% en edades
medias y un 68% en adultos mayores de 65 afnos (Banegas et al., 2005). En
términos absolutos, se estima que la hipertensién esta relacionada con la
muerte de unas 40.000 personas al afio en la poblacién espanola con una edad

igual o mayor de 50 afos (Graciani et al., 2008).

La hipertension arterial puede clasificarse en hipertension primaria o
esencial, e hipertension secundaria. La hipertensidn esencial tiene un origen
desconocido. Es la hipertensidn con mayor incidencia en la poblacion, y la
padecen aproximadamente el 95% de los hipertensos observados en la clinica.
Aunque la hipertension esencial cursa sin causa organica evidente, existen
diversos aspectos fisiopatoldgicos que la caracterizan. Entre ellos, la disfunciéon
endotelial (Swales, 1995) y el remodelado de la pared de las arterias de
resistencia (Folkow, 1990; Mulvany, 1994). Se conocen ademas distintos
factores controlables que contribuyen a su desarrollo y mantenimiento. Entre
ellos, la dieta (especialmente el exceso en el consumo de sal), el sedentarismo
y el consumo excesivo de alcohol. También existen algunos factores no
controlables, como la carga genética, la raza (existen valores de presion arterial
mas elevados en la raza negra que en la blanca) (Burt et al., 1996), el género
(los hombres presentan un mayor riesgo de ser hipertensos hasta los 55 afos,
y a partir de esa edad el riesgo para hombres y mujeres se iguala) o la edad (la
probabilidad de presentar hipertension aumenta con la edad) (Swales, 1995).
La hipertension esencial se considera, en realidad, una enfermedad de origen
multifactorial que se desarrolla como resultado de interacciones complejas
entre genes susceptibles, muchos de ellos aun desconocidos, y factores
ambientales. Ambos determinantes influyen en los mecanismos neuronales,
hormonales, celulares y subcelulares que regulan la presion arterial, dando

como resultado una elevacién crénica de la misma (Carretero & Oparil, 2000).
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También se sabe que el desarrollo de hipertension esencial suele estar
asociado a oftras alteraciones como la obesidad, la diabetes mellitus, la
hipercolesterolemia y la hipertrigliceridemia, que caracterizan lo que hoy dia se
denomina sindrome metabdlico, y que, junto con la propia hipertension, son
importantes factores de riesgo de accidentes cardiovasculares (Mancia et al.,
2007; Wassink et al., 2007).

La hipertension secundaria tiene, por el contrario, una etiologia
conocida, y la padecen el 5% de los pacientes hipertensos. Se puede atribuir a
la existencia de enfermedades renales o alteraciones de las arterias renales, a
un estrechamiento de la aorta, o a anomalias en la secrecion de diversas

hormonas (como las producidas por las glandulas suprarrenales o el tiroides).

Aunque la deteccion y el control de la hipertension arterial son
relativamente sencillos, la realidad es que muchos pacientes hipertensos no
tienen conocimiento de su situacion, y otros estan diagnosticados pero reciben
un tratamiento inadecuado. Aunque los datos epidemioldgicos varian de unos
estudios a otros, podemos decir que de cada 10 hipertensos adultos tratados
farmacoldgicamente en Espafia, practicamente 8 no estan bien controlados

(Guia Espanola de la hipertensién arterial, 2005).

El hecho de que la hipertension arterial sea, segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, una de las primeras causas de mortalidad
en el mundo, ha determinado que a lo largo de los afios hayan disminuido las
cifras de presion arterial que se consideran Optimas para cada poblaciéon
(Ezzati et al., 2002). Estas cifras han disminuido progresivamente a medida que
se ha profundizado en el conocimiento de esta enfermedad y de sus
consecuencias. Hasta hace una década aproximadamente, se consideraban
normales los valores de PAS inferiores a 140 mm Hg y los valores de PAD
inferiores a 90 mm Hg. En el afio 2003, las Sociedades Europea y Americana
de Hipertensién propusieron unas clasificaciones en las que se incluyeron
nuevas categorias, tales como la de presion arterial 6ptima, normal y normal

alta (clasificacién de la Sociedad Europea de Hipertensién), o presion arterial

11
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normal y pre-hipertension (clasificacion de la Sociedad Americana de
Hipertension). También se han establecido grados en la clasificacion de la
hipertension: “grado 1, grado 2 y grado 3", segun la clasificacion europea, y
‘estadio 1 y estadio 2”, de acuerdo con la clasificacion americana (Chobanian

et al., 2003). (Figura 1).

‘ Normotension o HTA controlada ‘ | HTA
- Normal-

Segun la Guia Europea | Optima | Normal alta Grado 1 | Grado 2 | Grado 3
PAS (mm Hg) <120 | 120-129 | 130-139 | | 140-159 | 160-179 | >180
PAD (mm Hg) <80 80-84 85-89 90-99 | 100-109 | >110

Segun la Guia Americana | Normal Prehipertension | | Estadio 1 Estadio 2

Figura 1. Clasificacion de la hipertension arterial. PAS = presién arterial sistolica; PAD
= presion arterial diastélica. Segun la Guia Europea (ESH/ESC, 2003). Segun la Guia
Americana (Chobanian et al., 2003).

En el afio 2007, un comité formado por expertos pertenecientes a las
Sociedades Europea de Hipertension y Europea de Cardiologia (ESH/ESC),
realizd una revision de las cifras aceptadas en las guias del 2003, y establecio
algunas modificaciones. Entre las consideraciones mas importantes, hay que
destacar que se decidié no utilizar la terminologia americana que englobaba la
presion arterial “normal” y “normal alta” como “pre-hipertension”. Entre otras
razones, se argumentd que el riesgo cardiovascular de ambos grupos de
pacientes no era el mismo, y que por tanto, no debian ser tratados ambos de
forma similar. También se sefialdé que dado el significado negativo del término
“hipertension”, la palabra “pre-hipertension” podia causar ansiedad en algunos
pacientes. También se hizo mencion a la importancia de la hipertensién

sistdlica aislada (PAS >140 mm Hg), y a la elevacion de la presién de pulso,
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que se define como la diferencia entre la PAS y la PAD, y se considera un

indicador de la distension arterial (Mancia et al., 2007).

En la actualidad, desde luego las cifras de 140 mm Hg para la PAS y de
90 mm Hg para la PAD se consideran altas, como limites que definen la
hipertension, y se aceptan los valores de 130 mm Hg y 85 mm Hg como los

limites de PAS y PAD que definen esta enfermedad.

Otro aspecto importante que resaltan las nuevas guias, es la necesidad
de tener en cuenta lo que se ha denominado “riesgo cardiovascular global”
para el tratamiento de la hipertension arterial. Es decir, hay que tener en
cuenta, que ademas de las cifras aisladas de presion arterial, la presencia en el
paciente de otros factores de riesgo cardiovascular pueden ser importante,
pues la gran mayoria de los pacientes presentan ademas de hipertension,

dislipidemias, obesidad, y diabetes, entre otras patologias.
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1.2 Principales factores y mecanismos implicados

en laregulacion de la presién arterial

En el musculo liso vascular existen distintos receptores que facilitan la
contraccion o la relajacidon de este tejido. Estos receptores controlan por
consiguiente el tono vascular y la presion arterial. El endotelio también
desempenfa un papel fundamental para el control del tono arterial, ya que en él
se sintetizan distintos factores vasoactivos. Es ademas importante el control
que ejerce el sistema renina-angiotensina sobre el tono arterial, y en este
momento también se sabe que el estado redox del organismo puede ser
determinante para la homeostasis vascular. En los siguientes apartados

comentaremos mas ampliamente todas estas cuestiones.
1.2.1 Efectos en el musculo liso vascular y en el endotelio

La pared de las arterias esta constituida por tres capas perfectamente
diferenciadas morfolégicamente: intima (o endotelio), media y adventicia. El
endotelio y la capa media estan separadas por la ldmina elastica interna, y a su
vez, la capa media y la adventicia estan separadas por la lamina elastica
externa (Rhodin, 1978) (Figura 2).

Adventicia (fibroblastos)

Lamina elastica externa

Lamina elastica interna

Intima (células endoteliales)
Media (células musculares)

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de la pared arterial.
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La capa media esta formada principalmente por musculo liso, y funciona
como el sistema efector de la contraccion y la relajacion vascular. Diversas
hormonas y mediadores quimicos son capaces de estimular la contraccion de
la musculatura lisa. Las sustancias efectoras mas importantes y relevantes
para la contraccion del musculo liso vascular son la noradrenalina, la

angiotensina Il y la endotelina-1.

La division de los receptores adrenérgicos en receptores a y 3 se debe a
Ahlquist (Ahlquist, 1948), quien tras un estudio con adrenalina, noradrenalina e
isopropanol, propone la existencia de estos dos tipos de receptores basandose
en la distinta sensibilidad de los compuestos en estudio. Los receptores 3 se
subdividieron en B4y B2, segun su localizacion en tejido cardiaco o en musculo
liso y células glandulares respectivamente. Mas tarde, la identificacion del gen
que codifica el receptor adrenérgico B3 ha ayudado a interpretar los resultados
de los experimentos farmacoldgicos en los que se identificaron efectos atipicos
de las catecolaminas, diferentes de los observados tras la activacion de los
receptores adrenérgicos 1y B2 (Arch et al., 1984). Los receptores (3 fueron los
que primero se estudiaron debido a los efectos terapéuticos tan importantes
que mostraron los B-bloqueantes sobre la hipertension, angina de pecho e
isquemia de miocardio; y debido también a los efectos de los B-estimulantes en

la terapéutica asmatica (Lands et al., 1967)

En contraste, fue ya en la década de los setenta cuando se iniciaron los
estudios sobre los receptores a (Van Zwieten et al., 1984). La necesidad de
introducir una nomenclatura similar a la de los receptores [3, para los receptores
a, llevé a Langer (Langer, 1974) a clasificar los receptores presinapticos como
ay y los postsinapticos como a4. Pronto se demuestra que esta clasificacion
basada en el lugar anatdmico en que se encuentran resulta inapropiada, puesto
que dificiimente se podrian clasificar de presinapticos los receptores a;
adrenérgicos de las plaquetas (Grant & Scrutton, 1979). Se hacia necesario
una revision de los términos, y diversos autores, entre los que destaca Langer

(Langer, 1980), propusieron una clasificacién de los receptores a basada en la
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localizacion anatémica de estos receptores respecto a la neurona y a la
sinapsis (pre y postinaptico) y los denominaron a1y a, segun la preferencia que
mostraban distintos agonistas y antagonistas por ella; en definitiva, segun la
afinidad quimica, pero no la localizacion anatémica (Timmermans & van
Zwieten, 1981, 1982; Starke, 1981). Los ligandos para el receptor a4 y el
receptor a, son la adrenalina y la noradrenalina. Un receptor a4 tiende a unirse
a una proteina G, activa la fosfolipasa C y aumentan la formacion de inositol
trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG) causando la liberacién de Ca** del reticulo
sarcoplasmico, y provocando asi la contraccion de la musculatura lisa. Los
receptores adrenérgicos a,, a su vez, se unen con una proteina G;, que reduce

la actividad del AMPc, produciendo asi la contraccion del musculo liso.

Los receptores a comparten varias funciones en comun. Los efectos
comunes mas destacados incluyen vasoconstriccion de las arterias coronarias
(Woodman & Vatner, 1987), vasoconstriccion de venas (Elliott, 1997) y
disminucién de la motilidad del musculo liso en el tracto gastrointestinal
(Sagrada et al., 1987). Las acciones especificas del receptor a4 principalmente
incluyen la contraccién del musculo liso. La activacion de este receptor causa
vasoconstriccion de muchos vasos sanguineos incluyendo los de la piel, el
riidn (arteria renal) (Schmitz, 1981) y el cerebro. Otros efectos adicionales
incluyen la glucogenolisis y la gluconeogénesis del tejido adiposo y el higado,
asi como la secrecion de las glandulas salivales y la reabsorcion de sodio en
los rifiones. Algunos antagonistas pueden utilizarse en la hipertension. Las
acciones especificas de los receptores a; incluyen la inhibicion de la liberacién
de insulina del pancreas, la induccién de la liberacion de glucagéon del
pancreas, la contraccion de los esfinteres del tracto gastrointestinal, la
agregacion plaquetaria, la inhibicion de la descarga de noradrenalina y
acetilcolina y vasoconstriccion. Existen tres subtipos homologos de los

receptores a: a2A, a2B, y a2C.

El receptor presinaptico a esta localizado a nivel de la membrana de la

fibra postganglionar, proximo a las vesiculas de las varicosidades. La
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excitacion del receptor presinaptico a adrenérgico, ya sea por agonistas
enddgenos neurotransmisores como noradrenalina o adrenalina, o por
agonistas exdégenos como es el caso de farmacos a simpaticomiméticos, inhibe
la liberacion de noradrenalina de las vesiculas. El receptor postsinaptico a esta
localizado en el 6rgano diana. A nivel vascular, si se excita por un
neurotransmisor o por un agonista, ocasiona una vasoconstriccion con
aumento de la presion arterial (Reid, 1985). Los receptores presinapticos son
fundamentalmente del subtipo a, adrenérgico y en menor proporcion del
subtipo a4 (Kobinger & Pichler, 1980). Los receptores postsinapticos son de
ambos subtipos a; y a2 en una proporcion que es muy aproximada a 1:1;
produciendo ambos estimulos vasoconstriccidon. La localizacién de los subtipos
postsinapticos respecto a la propia sinapsis es distinta. ElI receptor
postsinaptico a4 esta localizado intrasinapsis, en contacto con los nervios
“‘noradrenérgicos”, siendo de esta forma rapidamente accesible al
neurotransmisor noradrenalina. En el caso de que el 6rgano diana sea una
arteria, su posicidon anatémica se corresponde con la capa adventicia. El
receptor postsinaptico a; se localiza mas alejado de la zona de sinapsis, y en el
caso de las arterias se localiza en la tunica intima (Langer & Shepperson, 1982;
Van Zwieten, 1986).

Los receptores B se unen a la proteina Gs y aumentan la concentracion
intracelular del AMPc, produciendo la contraccion del musculo cardiaco, la
relajacion del musculo liso y glucogenolisis. El receptor 41 es el receptor
predominante en el corazén, y produce efectos inotrépicos positivos (aumento
de la fuerza de contraccion) y cronotrépicos positivos (aumento de la frecuencia
cardiaca). Las acciones especificas de los receptores 1 influyen en el aumento
del gasto cardiaco al aumentar la frecuencia cardiaca y al aumentar el volumen
expelido en cada contraccion cardiaca por medio del aumento en la fraccion de
eyeccion, la liberacion de renina de las células yuxtaglomerulares y la lipolisis
en el tejido adiposo. El receptor B, es un receptor polimérfico y es el receptor
adrenérgico predominante en el musculo liso. Sus funciones conocidas

incluyen la relajacion de la musculatura lisa en los bronquios, la relajacion del
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esfinter urinario, los musculos gastrointestinales y el utero gravido, la relajacion
de la pared de la vejiga, la dilatacion de las arterias del musculo esquelético, la
glucogenolisis y la gluconeogénesis, el aumento de las secreciones de las
glandulas salivales, la inhibicion de la liberacion de histamina de los mastocitos
y el aumento de la secrecion de renina del rifidn. El receptor B3 adrenérgico,
causa predominantemente efectos metabdlicos, por lo que las acciones
especificas del receptor B3 incluyen, por ejemplo, la estimulacion de la lipdlisis
del tejido adiposo. En las células del tejido adiposo pardo y blanco, estos
receptores se unen al adenilato ciclasa lll, y estimulan la generacion de AMPc.
Estas propiedades de los receptores B; hacen que su activacion sea un arma
farmacoldgica muy potente contra la obesidad; mas alla del efecto anoréxico su
valor radica en su capacidad para eliminar la grasa acumulada (Valet &
Saulnier-Blache, 1999).

La angiotensina Il también actua en receptores localizados en el

musculo liso vascular que se comentaran en el apartado 1.2.2.

Durante muchos afos, se pensé que solo era relevante la capa media de
la pared vascular, y que eran los receptores localizados en musculo liso
vascular los que controlaban prioritariamente el tono arterial. Las
investigaciones de Furchgott en 1980 cambiaron muchas de las ideas sobre la
funcionalidad vascular vigentes hasta entonces. Furchgott y Zawadki
demostraron que la relajacidon vascular inducida por acetilcolina era
dependiente de la presencia de endotelio (Furchgott & Zawadki, 1980). Esta
relajacion se debia a la liberacion de un factor labil, que se denomind
inicialmente factor relajante derivado de endotelio, y que se identificd
posteriormente como o6xido nitrico (NO) (Furchgott, 1999). Por otra parte,
Moncada y Vane, en 1984, habian también sefialado que el endotelio era
capaz de liberar prostaciclina (PGl,). La PGl,, fue en realidad el primer factor
relajante vascular derivado del endotelio que se caracterizé6 (Moncada & Vane,
1984). Estos hallazgos permitieron establecer que el endotelio no era una

simple barrera fisica entre la sangre y la musculatura lisa vascular. Se llego a la
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conclusion de que el tono vascular estaba regulado por factores
vasodilatadores y vasoconstrictores liberados mayoritariamente por el endotelio
vascular. En realidad, hoy dia se sabe que el endotelio actta como una

extensa glandula endocrina y paracrina.

El endotelio es un tejido activo y dinamico que se distribuye por todo el
organismo. Este tejido esta involucrado en el mantenimiento de la homeostasis
vascular en situaciones fisioldgicas y puede perder su funcionalidad en
diversos estados patoldgicos. Las células endoteliales cumplen funciones de
soporte en los vasos sanguineos y regulan el transporte de macromoléculas y
sustancias entre el plasma y el intersticio. También producen moléculas o
factores biologicamente activos que pueden liberarse como respuesta a
estimulos mecanicos y a determinadas condiciones metabdlicas (Simén et al.,
2001). Se han identificado distintos factores endoteliales vasoconstrictores.
Entre ellos, figuran el anion superoxido (O2'), endoperéxidos, el tromboxano A,
(TXA2) y la endotelina. Este péptido produce una marcada vasoconstriccion por
estimulos de los receptores ETa y ETg, localizados en el musculo liso vascular.
Los principales factores endoteliales vasodilatadores que se conocen son la
PGlz, el NO y un factor de naturaleza aun desconocida denominado factor

hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF).

La disfuncién endotelial puede definirse como un disbalance entre la
sintesis, la liberacion o el efecto, de los factores endoteliales vasoconstrictores
y los factores endoteliales vasodilatadores. De forma simplificada, podriamos
definirla también como la pérdida de la capacidad vasodilatadora del endotelio,
que se produce principalmente cuando existe una disminucion en la
biodisponibilidad de NO (Pepine, 1998; Granger & Alexander, 2000). La
disfuncion endotelial se reconoce como un fendmeno de aparicion temprana en
diversas enfermedades y patologias cardiovasculares, tales como la

hipertension, la hipercolesterolemia y la diabetes mellitus.
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En los ultimos afos se ha postulado que la adventicia, tradicionalmente
considerada una estructura de soporte, tiene también un papel importante en la
regulacion de la funcion y de la estructura vascular (McGrath et al., 2005;
Somoza et al., 2005; Haurani & Pagano, 2007).

1.2.2 Sistema renina-angiotensina

En condiciones fisiolégicas, el sistema renina-angiotensina actia como
un regulador de la presion arterial mediante diferentes mecanismos que
dependen de la produccion de angiotensina Il y aldosterona (Wolf & Wenzel,
2003).

La actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que
convierte angiotensina | en angiotensina Il (el péptido con mayor eficiencia
vasoconstrictora), resulta decisiva para la eficacia del sistema renina-
angiotensina. La modulacion del tono arterial por este sistema puede ser, en
realidad, critica en algunos pacientes hipertensos. Expondremos a continuacién
las vias bioquimicas del sistema renina-angiotensina, comentando la
significacion fisiolégica de los péptidos que en él se forman. La Figura 3
muestra un esquema de estas vias y estos péptidos. En el presente apartado
se expondran asimismo algunos conceptos sobre el sistema de las quininas, ya

que la ECA también juega un papel relevante en este sistema.
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La renina es una glucoproteina de 350 aminoacidos, con actividad
proteasa, que presenta alta especificidad de sustrato. Se sintetiza y almacena
en las células yuxtaglomerulares, situadas en la pared de la arteria renal
eferente. Su secrecidn esta controlada por distintos factores, entre los que
destaca la disminucion de la presion de perfusion renal, provocada por la
bajada de la presion arterial sistémica, y la reduccion de la carga renal de
sodio. La Figura 4 muestra un esquema de la regulacion fisiolégica de la

secrecion de renina.

., . 3 ( ., .
I Presion arterial l Presién arterial

f f

\Volumen sanguineo & 1
I T D <EI< l Vqume; sanguineo

’ I de Na+ 1 de Na+

—

LIBERACION DE
RENINA

Secrecion de

FORMACION DE
aldosterona

ANGIOTENSINA

Vasoconstriccion

Figura 4. Regulacion fisiolégica de la secrecion de renina.

Aunque la renina no es una sustancia presora por si misma, es capaz de
generar un péptido activo a partir del sustrato proteico angiotensinégeno. El
angiotensindgeno es el unico sustrato para la renina. Se sintetiza en el higado

y esta presente en la fraccion a, globulinica del plasma. Esta constituido por
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glucoproteinas que contienen un residuo peptidico de 14 aminoacidos, de los
cuales los diez primeros corresponden a la secuencia de la angiotensina. Esta
secuencia se libera cuando la renina actua sobre el angiotensinégeno a nivel
de la union Leu-Leu, pero el decapéptido que se libera, denominado
angiotensina |, carece de actividad biologica. La ECA es una glicoproteina
plasmatica que cataliza la conversion de angiotensina | en angiotensina Il, un
octapéptido con potente actividad vasoconstrictora. La ECA es una
metaloenzima no especifica que se encarga de separar dipéptidos carboxi-
terminales de diferentes sustratos proteicos, y por ello también se denomina
peptidildipeptidasa. Promueve la separacion del dipéptido carboxi-terminal de la
angiotensina | actuando sobre la union Phe-His de este compuesto (Figura 2).
La ECA humana se presenta en dos formas. Una de ellas, la ECA somatica,
tiene un peso molecular (Pm) de 150-180 kDa, y contiene dos dominios
homologos, el dominio N-terminal y el dominio C-terminal. Ambos dominios
contienen Zn?* en su centro activo (Deddish et al., 1996). La otra isoforma de la
ECA posee bajo Pm (90-100 kDa), se encuentra en el testiculo (ECA
germinativa o testicular), y contiene unicamente el dominio C-terminal (Brée et
al., 1992; Williams et al., 1992).

La angiotensina Il ejerce sus acciones a través de su unidn a receptores
especificos. Los mas estudiados son los receptores AT y los receptores ATo.
Las acciones caracteristicas de la angiotensina Il estan mediadas por los
receptores AT, cuya activacion promueve, entre otras cosas, un incremento de
la concentracion intracelular de calcio, con aumento de la contraccién del
musculo cardiaco y del tono arteriovenoso. Los receptores AT, del musculo liso
vascular son en realidad receptores acoplados a proteinas Gg. La activacion de
estos receptores también estimula la sintesis y liberacion de aldosterona en la
corteza suprarrenal. Ademas, la actividad del receptor induce la expresion de
varios genes encargados de la sintesis de proteinas y de ADN. Esta via nuclear
seria la responsable del estimulo de proliferacion y diferenciacién celular
observado tras perfusiones de angiotensina Il. Por ultimo, la angiotensina Il

activa la fosfolipasa A,, responsable de sintetizar el acido araquidénico a partir
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de fosfatidilcolina. Este acido es el precursor de los eicosanoides, implicados

fundamentalmente en procesos inflamatorios.

El hallazgo de que las principales acciones fisiopatologicas de la
angiotensina Il estaban mediadas por el estimulo de los receptores AT, fue la
base para el desarrollo de farmacos capaces de bloquear especificamente
estos receptores. Los antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARA
II) antagonizan el efecto de la angiotensina Il sobre el receptor AT4, por lo que
son utiles en el tratamiento de la hipertensién arterial (Novo et al., 2009) El
objetivo fundamental de estos farmacos es inhibir la vasoconstriccion y
disminuir la hipertrofia del endotelio vascular (Tamargo et al., 2006). La funcién
de los receptores AT, es aun incierta y podria estar implicada en el desarrollo
embrionario y en el control del desarrollo y diferenciacion de las distintas lineas
celulares del feto. Los receptores AT, predominan en los tejidos fetales, y
disminuyen tras el nacimiento. En el adulto sano se encuentran en pequefas
cantidades en el rifidn, las glandulas adrenales, el corazén, el cerebro, el utero

y el testiculo (De Gasparo et al., 2000).

La angiotensina lll es el primer metabolito de la angiotensina Il. Este
heptapéptido conserva todavia una importante actividad fisiolégica, y también
posee afinidad por los receptores ATy AT,. Puede ser responsable de algunos
de los efectos observados cuando se administra angiotensina Il, pero sus
propiedades no se han esclarecido totalmente, y pueden variar con los distintos
tejidos. Se sabe que la angiotensina Ill es el principal péptido efector del
sistema renina-angiotensina cerebral. Este compuesto podria ejercer un control
central ténico de la presion arterial (Gaynes et al., 1978; Sexton et al., 1979;
Garcia del Rio et al.,, 1981). Hay también que sefalar, que se han descrito
receptores ATs;, activados por angiotensina Il (Griendling et al., 1996;
Tamargo, 2000).

El ataque de la angiotensina Ill por la aminopeptidasa N produce otro

metabolito activo de 6 aminoacidos, la angiotensina IV. La angiotensina IV
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puede interactuar con los clasicos receptores de la angiotensina Il, los
receptores AT4 y AT,, pero también se han identificado sitios especificos de
union para angiotensina |V, los receptores AT4 (Swanson et al., 1992). Estos
receptores aparecen en distintos tejidos (cerebro, membranas cardiacas, rifidén
y células de los conductos colectores humanos). Estan ampliamente
distribuidos en el sistema nervioso central, donde su activacion por la
angiotensina IV parece estar vinculada a procesos de memoria, aprendizaje y
desarrollo neuronal. Se atribuye también a la angiotensina IV un papel
funcional en la regulacion del flujo sanguineo en diferentes tejidos. En el
pulmén este péptido actuaria como un relajante vascular, pues en las células
endoteliales de este 6rgano el receptor de angiotensina IV media la activacion
de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Patel et al., 1998). En otros lechos vasculares
se ha observado que la angiotensina IV actua como vasoconstrictora, via
receptores ATy (Gardiner et al., 1993; Garrison et al., 1995; Loufrani et al.,
1999). El subsiguiente ataque de las angiotensinas Ill y IV por amino- y carboxi-
peptidasas, da lugar a péptidos inactivos (Song & Healy 1999; Turner &
Hooper, 2002).

Las quininas son péptidos que se forman a partir de sustratos
denominados quininégenos, presentes en el plasma, la linfa y el fluido
intersticial de los mamiferos. Se forman cuando sobre estos sustratos actuan
un grupo de proteasas séricas, que son similares a otras enzimas conocidas,
tales como tripsina, trombina o plasmina. Las dos principales quininas
conocidas son la calidina, también denominada Lys-bradiquinina, con 10
aminoacidos, y la bradiquinina, un potente vasodilatador que tiene 9
aminoacidos. Aparentemente existe otra quinina con 11 aminoacidos, la Met-
Lys-bradiquinina. La inactivacion de estas quininas se lleva a cabo a través de
enzimas proteoliticas que actuan a nivel del grupo C-terminal de las quininas.
Se conocen dos enzimas que actuan sobre este grupo, la quininasa | y la
quininasa |l. Ambas son metaloproteinas. La quininasa | produce metabolitos
activos, y la quininasa Il, proporciona metabolitos biolégicamente inactivos. La

ECA pertenece a este ultimo grupo, ya que esta enzima, ademas de facilitar la
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formacion de angiotensina Il, se encarga de hidrolizar e inactivar bradiquinina y
otros potentes péptidos vasodilatadores (Figura 2). La bradiquinina ejerce su
accion vasodilatadora a través de receptores B, endoteliales que median la
sintesis y liberacion de prostaglandinas, NO y EDHF (Bernier et al., 2000; Tom
et al., 2001; Landmesser & Drexler, 2006).

La inhibicion de la ECA tiene como consecuencia la inhibicion de la
formacién de distintos compuestos vasoconstrictores (entre ellos, angiotensina
II, que es la sustancia presora mas potente que se conoce), y también la
inhibicion de la degradacién de distintas sustancias vasodilatadoras (entre ellas
la bradiquinina, que es el mas potente de los vasodilatadores conocidos). Sin
embargo, cuando se inhibe la ECA, no se bloquea completamente la
produccion de angiotensina Il. Esto se debe, en parte, a la conversién de
angiotensina | en angiotensina Il por accién de distintas quimasas. Tiene
especial importancia la quimasa que hidroliza la angiotensina |, aislada en los
mastocitos y en las células endoteliales del corazén humano (Husain, 1993).
En el ventriculo izquierdo del corazéon humano, la formacion de angiotensina |l
por accion de esta quimasa parece mas importante que la formacién de este
compuesto por accién de la ECA (Urata et al.,, 1996; Song & Healy, 1999;
Turner & Hooper, 2002). Hay también que tener en cuenta que, ademas de la
via clasica, existen otras vias enzimaticas de sintesis de angiotensina Il. Se ha
postulado una via puente de formacién de angiotensina Il, sorteando la ECA,
en la que se forma previamente angiotensina 1-9 (Figura 2). Esta via tiene
mayor importancia en tejidos como corazdén, vasos sanguineos y sistema
nervioso. Asi, en el corazdbn humano, la catepsina A y la ECA, son
responsables de procesar angiotensina | para formar angiotensina 1-9
(Donoghue et al.,, 2000). Otras metalopeptidasas (prolil-endopeptidasas)
producen a partir de angiotensina | angiotensina 1-7, péptido que también
puede generarse a partir de angiotensina Il. La angiotensina 1-7 puede
considerarse una hormona paracrina que contrabalancea negativamente las
acciones de la angiotensina Il en el sistema cardiovascular, el rifidn y el

sistema nervioso central. Posee efectos antiproliferativos y vasodilatadores,
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que estan mediados por liberacién de NO y prostaglandinas (Almeida et al.,
2000). La ECA tiene también la capacidad de procesar angiotensina 1-7 para
formar angiotensina 1-5, y lo hace con una rapidez 100 veces mayor por el
dominio-N que por el dominio-C (Deddish et al., 1998), lo que evidencia que los
dos dominios de la ECA pueden desempefnar diferentes funciones. La
concentracion de angiotensina 1-7 aumenta significativamente durante la
administracion de inhibidores de la ECA, y se sospecha que el aumento de este
péptido esta relacionado con el efecto beneficioso de estos compuestos. La
angiotensina 1-5 no aparece practicamente en el plasma y no participa en la

modulacion de la presion arterial.

Clasicamente se ha considerado al sistema renina-angiotensina un
sistema circulante de accion endocrina, pero hoy dia se sabe que la mayoria de
los componentes de este sistema se expresan en grado variable en diferentes
tejidos. Se sabe que la angiotensina Il se puede sintetizar y secretar a nivel
vascular. Este péptido ejerce efectos locales paracrinos/autocrinos/intracrinos
sobre las funciones vasculares. Se piensa que la renina y la angiotensina Il de
origen sistémico podrian controlar sobre todo las funciones vasculares agudas,
tales como el tono vascular y la presion sanguinea. El sistema renina-
angiotensina local seria, sin embargo, responsable del mantenimiento vy
reparacion de los tejidos. Sin embargo también se ha sefialado que el sistema
renina-angiotensina tisular es el que juega un papel mas relevante en la
hipertension (Re, 2004). En la hipertension esencial se encuentra, en realidad,
inducida la expresion génica de varios de los componentes del sistema renina-
angiotensina tisular, lo que produce un aumento local de angiotensina Il
(Timmermans et al., 1993). Esta elevacién local de la angiotensina Il produce
efectos patoldgicos, que se deben a la actuacion de este péptido como agente
proliferativo, profibrotico e inductor de la migracién celular (Touyz & Schiffrin,
2000). La angiotensina Il también ejerce efectos proinflamatorios a nivel
vascular, ya que promueve la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y citoquinas inflamatorias que dafian la pared vascular (Sanz-Rosa et
al., 2005).
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Los inhibidores de la ECA se descubrieron en los venenos de algunas
viboras como péptidos inhibidores de la quininasa |l que potenciaban a la
bradiquinina (Cushman et al., 1973; Ondetti et al., 1977). Estos péptidos, que
tenian entre 5 y 13 aminoacidos, se aislaron primero y se sintetizaron después.
Eran potentes y especificos, pero no resultaban los compuestos ideales para
inhibir la ECA, ya que su molécula era relativamente grande para la interaccién
enzimatica y no eran activos por via oral. El mas activo fue un péptido
denominado teprétido, con 9 aminoacidos. En la figura 5 se representa su
interaccion con la ECA, al igual que la interaccion de la angiotensina | con esta
enzima. Se sintetizé mas tarde el captopril, un octapéptido inhibidor especifico
de la ECA con una estructura mas adecuada, que resultaba ademas activo por
via oral. Este compuesto encabeza un grupo farmacoldgico, conocido
propiamente como los inhibidores de la ECA, que es en la actualidad un grupo
prioritario para el tratamiento de la hipertension. Los farmacos que lo
componen ejercen su accion interaccionando con el grupo Zn que contiene la
ECA en su centro activo. Este es también el lugar de unién de la enzima a la
angiotensina I. En la Figura 5 se puede ver también la interaccién del captopril
con la ECA. Los inhibidores de la enzima impiden la transformacion de
angiotensina | en angiotensina Il, y bloquean la cascada del sistema renina-
angiotensina, pero no impiden las acciones de la angiotensina Il. Algunos de
los componentes del grupo farmacoldgico, que estan estructuralmente
relacionados con el captopril, contienen un grupo sulfhidrilo. Otros presentan
una estructura distinta, y muchos son profarmacos inactivos que tienen mejor
biodisponibilidad, pero que necesitan que actue sobre ellos una esterasa para
generar in vivo el compuesto activo. Recientemente se ha constatado que los
inhibidores de la ECA son también capaces de estimular la sintesis de NO a
través de una activacion directa de los receptores B4, que se expresan sobre

todo en situaciones patologicas (Marceau et al., 1995; 1997; Ni et al., 1998).
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Figura 5. Interaccién con la enzima convertidora de angiotensina de la angiotensina |,

teprétido y captopril.

1.2.3. Balance redox en el organismo

1.2.3.1 Especies reactivas de oxigeno

En condiciones metabdlicas normales, se obtiene energia cuando tiene
lugar el proceso de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias. En este
proceso, el sistema enzimatico de la citocromo oxidasa mitocondrial acopla la
produccion de ATP a la reduccién controlada del oxigeno para formar agua. En
los organismos aerobios, sin embargo, entre un 2% y un 5% del oxigeno se
reduce parcialmente, y se forman por eso distintas especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Sies, 1993; Davies, 1995). Las ROS son especies quimicas que

poseen electrones no apareados en su orbital mas externo. Esto justifica su alto
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nivel de reactividad con biomoléculas (Reilly et al., 1991). Ademas de las ROS,
existen otros radicales, derivados de hidrégeno, carbono, nitrégeno, azufre y
cloro, que contribuyen a la propagacién y mantenimiento de nuevas especies
reactivas. Las principales especies reactivas las podemos clasificar en dos

grupos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Anion superéxido (O27)
Dioxido de nitrégeno (NO3®)
Oxido nitrico (NO")
Peroxinitrito (ONOO™)
Radical alcohoxilo (RO")
Radical diéxido de nitrdgeno (HOONO)
Radical hidroxilo (OH")
Radical peroxilo (ROQO*)

No radicales
Acido hipocloroso (HCIO)
Oxigeno singlete ('05)
Peréxido de hidrogeno (H203)

Las ROS se generan mediante sucesivas reacciones de reduccion que
aparecen esquematizadas en la Figura 6. Las principales reacciones que se

contemplan en esta figura son las que comentaremos a continuacion.
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Figura 6. Produccion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno por reduccion del

oxigeno molecular. CI"= ién cloruro; Fe?* = ién ferroso; Fe** = ién férrico; HCIO = acido
hipocloroso; H,O = agua; H,O, = perdxido de hidrégeno; HOONO = radical diéxido de
nitrogeno; MPO = mieloperoxidasa; NO" = 6éxido de nitrégeno; NO, = didxido de
nitrégeno; O, = oxigeno; O, = anién superdxido; 'O, = oxigeno singlete; OH" = radical

hidroxilo; ONOOQO™ = peroxinitrito; SOD = superoéxido dismutasa.

El oxigeno se reduce al radical anién superoxido (O;7), que es el
compuesto con mayor poder reductor. EI O, se comporta, en realidad, como
reductor u oxidante débil, y puede reaccionar facilmente con el NO generando
peroxinitrito (ONOQO™) (Beckman et al., 1990). EI ONOQO™ participa en el dafio
oxidativo celular y ocasiona principalmente la peroxidacion lipidica (Singh et al.,
2007). El ONOO™ también genera radical didxido de nitrégeno (HOONO). EI Oz~
debido a su inestabilidad se dismuta espontaneamente, y mediante la reaccion
catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD), genera peréxido de
hidrogeno (H202), un agente oxidante muy activo, selectivo y especifico. El
principal efecto nocivo del H,O, es su capacidad para oxidar los grupos tioles

de las proteinas y del acido desoxirribonucleico (ADN), causando roturas en la
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doble cadena del ADN que conllevan importantes danos en el genoma (Bader
et al., 1999). El O," y el H,O, pueden dar lugar al radical hidroxilo (OH*). Este
compuesto también posee efectos nocivos sobre el ADN, y puede ocasionar
graves alteraciones organicas. No existe, ningun sistema detoxificador
enzimatico conocido que elimine el radical OH*. Es por tanto muy importante
que las ROS, tales como el O3 y el H,O,, se eliminen rapidamente de la célula
para evitar la formaciéon del radical OH®. Para ello, existen mecanismos
enzimaticos de defensa antioxidante que neutralizan y eliminan estos radicales.
Los radicales de oxigeno anteriormente mencionados, el O,7, el H,O,y el OH’,
presentan ademas gran capacidad de difusién, siendo esta capacidad
especialmente alta para el OH* (O, < H0, < OH*). Este hecho permite a las

ROS la posibilidad de atravesar membranas celulares.

Al comenzar este apartado ya hemos comentado que las ROS se
generan principalmente en la mitocondria como parte del metabolismo celular,
y algunos defectos en la estructura y funcion de la mitocondria, que acontecen
fundamentalmente por anomalias genéticas, se asocian a enfermedades
cardiovasculares (Marin-Garcia & Goldenthal, 2002). Las ROS también se
pueden producir especificamente por fagocitos y otros tipos celulares, como
respuesta a distintos agentes externos. Por ejemplo, fuentes ambientales
(tabaco, radiacion electromagnética, luz ultravioleta), fuentes farmacoldgicas
(xenobidticos, drogas), fuentes nutricionales 6 fuentes contaminantes (aditivos).
Existen, ademas, otras fuentes enddgenas de radicales libres, que son
consecuencia de la activacidén catalitica de diversas enzimas metabdlicas en

los distintos compartimentos celulares.

En la membrana celular, las enzimas nicotinamida-adenina dinucledtido
fosfato (NADPH) oxidasa, mieloperoxidasa y xantina oxidasa, generan
radicales tales como el O, el H,O,, el oxigeno singlete ('O,) y el acido
hipocloroso (HCIO) (Wolin, 2000; Genestra, 2007). Otras enzimas como la
lipooxigenasa y la ciclooxigenasa también generan ROS durante la sintesis de

leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas (Wolin, 2000; Genestra, 2007).
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También se produce O y H>O, en el reticulo endoplasmatico, por la
autooxidacion de la flavoproteina NADPH-citocromo P-450 reductasa y la
citocromo P-450 (Kozlov et al., 2007). En el citoplasma, la actividad catalitica
de distintas enzimas, tales como la aldehido deshidrogenasa, también genera
ROS (Greene & Paller, 1992).

A concentraciones fisiologicas, las ROS cumplen importantes funciones
biolégicas (Turpaev, 2002; Hancock et al., 2001; Valko et al., 2007). Llevan a
cabo funciones defensivas, que se ponen de manifiesto por su actividad
fagocitica y el ataque a los virus, bacterias y células anémalas (Donké et al.,
2005). Asimismo, actuan como vasodilatadores en la circulacion cerebral (Miller
et al., 2006; Terashvili et al.,, 2006). Las ROS también regulan diversas
actividades enzimaticas, participan en sistemas de transduccion de senales y
pueden actuar como segundos mensajeros (Nose, 2000; Galaris &
Pantopoulos, 2008). Ademas, intervienen tanto en la diferenciacion celular
como en los procesos de apoptosis (Suzuki et al., 1997; Ozben, 2007; Chen et
al., 2009). Sin embargo, cuando en un organismo se origina un desequilibrio
entre los sistemas generadores y neutralizadores de radicales libres, y existen
mas especies reactivas de las que los sistemas de defensa antioxidante

pueden compensar, se genera el estrés oxidativo.

La acumulacién de ROS en el organismo puede provocar dafios en la
estructura y funcién celular, y ocasiona la degradacion oxidativa de los lipidos,
las proteinas y el ADN (Finkel, 2003; Liu et al., 2005; Drogue & Schipper,
2007). En realidad, cuando se acumulan las ROS producen danos irreversibles
en los lipidos de las membranas, y se produce el fendbmeno conocido como
peroxidacion lipidica. También ocasionan dafio a las proteinas y al ADN, y
todos estos dafios pueden inducir importantes alteraciones funcionales y
estructurales en los diversos componentes y organulos celulares (Drogue,
2002; Paravicini & Touyz, 2008).
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Nos ocuparemos a continuacion de los dafios que pueden ocasionar las

ROS vy las restantes especies reactivas.

Dafio a lipidos

Los lipidos, y sobre todo los acidos grasos poliinsaturados que los
componen, son las biomoléculas mas susceptibles de ataque por los radicales
libres (Cheesman & Slater, 1993). Estos acidos grasos se localizan en las
membranas biolégicas, y cuando los radicales libres producen lesiones en
estas membranas se ocasionan dafios celulares irreversibles. A este proceso
se le denomina peroxidacion lipidica (Halliwell & Gutteridge, 1984; Nicolson,
2007; Casado et al., 2008; Zimniak, 2008). La peroxidacion lipidica consta de
tres fases: fase de iniciacion, fase de propagacion y fase de terminacion. Estas

fases, que comentaremos a continuacion, aparecen reflejadas en la figura 7.

RH

OH _
g INICIACION
H,0

R’

|

ROO’

RH -
g R PROPAGACION

ROOH

|

RO —— ROH | TERMINACION

FRAGMENTACION
(MDA)

Figura 7. Esquema de las reacciones principales de la peroxidacion lipidica. MDA =
malonildialdehido; R* = radical lipidico alquil; RH = lipido intacto; RO® = radical lipidico
alcoxil; ROH = hidroxido lipidico (estable); ROO* = radical lipidico peroxil; ROOH =

hidroperéxido lipidico.
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La fase de iniciacion comienza con el ataque de un radical OH* a un
acido graso poliinsaturado (RH), formandose un radical alquilo (R*). Este radical
R® es un dieno conjugado que reacciona con el oxigeno molecular dando lugar
a un radical peroxilo (ROQO"), el compuesto principal que se genera con la
peroxidacion lipidica (Aikens & Dix, 1993; Hogg, 1998). A continuacién, en la
fase de propagacion, el radical ROO*® reacciona con un acido poliinsaturado,
formandose el hidroperoxido (ROOH) (Bielski et al., 1983) y otro radical R, que
a su vez dara lugar a otro radical ROO". Los hidroperoxidos formados en esta
fase inducen a su vez dano oxidativo (Girotti, 2008). La fase de terminacién se
produce cuando reaccionan dos radicales y dan lugar a compuestos no
radicales. El 'O, que se genera en esta fase también puede reaccionar con un
acido graso poliinsaturado y desencadenar un nuevo proceso de peroxidacion
lipidica (Minami et al., 2008). En esta fase, hay ademas que considerar que
también se producen hidroperéxidos, F2-isoprostanos y aldehidos, como el 4-
hidroxinonenal o el malonildialdehido (MDA). Algunos de estos aldehidos son
muy reactivos y pueden aumentar la toxicidad de la peroxidacién lipidica
(Esterbauer et al., 1991; Moore et al., 1995; Guiotto et al., 2007). La medida del
MDA es un marcador comunmente utilizado, que nos permite hacer una

estimacion del grado de peroxidacion lipidica.

Dafio a proteinas

Todas las proteinas tienen residuos susceptibles de ser afectados por
los radicales libres, principalmente por el radical OH®. Los aminoacidos tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y cisteina, son los mas susceptibles
de ser oxidados por este radical, y pierden asi su funcion bioldgica (Davies,
1987). En situaciones de estrés oxidativo, los radicales libres provocan, por lo
tanto, danos en las proteinas, y modifican sus componentes. Estas
modificaciones en las proteinas, que pueden ser catalizadas por iones
metalicos, producen la pérdida de la actividad catalitica o de la integridad
estructural de las membranas (Shacter, 2000; Nystrom, 2003; Breusing &
Grune, 2008; Winterbourn & Hampton, 2008). Las proteinas que contienen los

aminoacidos cisteina y metionina son mas propensas a sufrir dafo oxidativo,
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por contener atomos de azufre que son susceptibles de oxidacion (Levine et al.,
1999; Shacter, 2000). El papel de la metionina no esta sin embargo claro, ya
que se ha descrito que este aminoacido podria proteger también a las

proteinas del dafio oxidativo (Levine et al., 1999).

Dafo al ADN

Los radicales libres pueden danar el ADN, provocando la rotura de las
cadenas polipeptidicas por hidroxilacion de sus bases nitrogenadas. Pueden
dafarlo también provocando uniones cruzadas entre las distintas cadenas del
ADN o entre las cadenas de ADN vy las proteinas, o pueden deteriorarlo
modificando la cromatina. El radical OH® es el que induce la rotura de las
cadenas de ADN. También es responsable de la formacion de las bases
anomalas, asi como de alteraciones durante la replicacion y la transcripcion
(Floyd & Carney, 1992; Meissner, 2007).

1.2.3.2 Estrés oxidativo e hipertensién arterial

Existen multiples evidencias cientificas que avalan la relacion existente
entre el estrés oxidativo y la aparicion de hipertensién arterial (Touyz &
Schiffrin, 2008; Schulz et al., 2008). En condiciones patoldgicas, el incremento
de la actividad de las ROS genera una disfuncidén endotelial, un aumento de la
contractilidad del musculo liso vascular, crecimiento de este tejido, invasion de
monocitos, peroxidacién lipidica, inflamacién y aumento de los depdsitos
proteicos de matriz extracelular. Todos estos factores son muy importantes
para determinar el dafio vascular de la hipertension (Diep et al., 2002;
Taniyama & Griendling, 2003). La produccién de ROS también puede
aumentar en otros érganos relacionados con el control de la presion arterial
como el corazdn, el sistema nervioso y los rifiones (Wilcox, 2003; Touyz &
Schiffrin, 2004; Kishi et al., 2004; Munzel et al., 2008). Algunos modelos de
ratones deficientes en enzimas generadoras de ROS tienen presiones
arteriales bajas en comparacion con sus controles normales, y la infusion de

angiotensina Il en estos animales que tienen la deficiencia enzimatica
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mencionada no produce hipertension arterial (Landmesser et al., 2002). En
modelos experimentales con deficiencia en la capacidad antioxidante se
desarrolla por el contrario hipertension arterial (Tanito et al., 2004). También se
ha descrito un aumento en la expresion de ROS y una reduccion de la actividad
antioxidante en el musculo liso vascular y en las arterias aisladas de ratas
hipertensas y de pacientes hipertensos (Touyz et al., 2003; Touyz & Schiffrin,
2004).

Aunque tradicionalmente se ha asumido que los macréfagos juegan un
papel fundamental en la generacion de ROS en la pared vascular (Cathcart &
Folcik, 2000), todas las células de la pared vascular (endotelio, musculo liso
vascular y células de la adventicia) producen ROS en cantidades variables en
respuesta a diversos estimulos (Griendling et al., 2000). Ya se han comentado
los principales sistemas enzimaticos que generan O3 y sus derivados. La
importancia relativa de cada uno de estos sistemas va a depender del estado

fisiologico o patoldgico de la pared vascular.

El tono vasomotor también se modula por los efectos directos de las
ROS sobre el calcio (Tabet et al., 2004). Las ROS aumentan el calcio
intracelular y pueden favorecer la vasoconstriccion (Suzuki et al., 1995). Las
ROS también participan en la regulacién de la expresion de protooncogenes y
genes inflamatorios (Touyz, 2003). Los radicales libres interfieren ademas en la
generacion de EDHF, este factor no es NO ni PGl,, pero ocasiona también
relajacion vascular y lo hace mediante la reduccion de la sefal eléctrica a
través de las conexiones mioendoteliales. Las ROS producen apoptosis de las
células endoteliales e incremento de la adhesién de monocitos, y participan
ademas en los procesos de la angiogénesis (Cai & Harrison., 2000; Taniyama
& Griendling, 2003).

Es importante sefalar que en la pared vascular juega también un papel

fundamental la sintasa de 6xido nitrico (NOS). De hecho, el NO se sintetiza a

partir de la L-arginina por la NOS, una enzima presente en las células
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endoteliales, plaquetas, macréfagos, células del muasculo liso y neuronas
(Palmer & Moncada, 1989; Moncada et al., 1991). Se han descrito tres
isoformas de la NOS (NOS [, Il y Ill), también denominadas neuronal (nNOS),
inducible (iINOS) y endotelial (eNOS), respectivamente. La nNOS y la eNOS
son enzimas constitutivas y la INOS es una enzima inducible que se activa por
lipopolisacaridos o por citoquinas, induciéndose su sintesis como un
mecanismo de respuesta citotdxico. Las tres isoformas se inhiben, de manera
competitiva, por analogos de la L-arginina, como la N®-nitro-L-arginina-metil
ester (L-NAME) (Moncada et al., 1991). Asimismo, en situaciones patolégicas
en las que se produce el desacoplamiento de la eNOS, debido a una
deficiencia en el sustrato, L-arginina, o debido a una deficiencia en algunos de
los cofactores de la enzima, como la BH,4, se produce una reduccién de la
cantidad de NO y un aumento de los radicales O~ y ONOO™ (Bonomini et al.,
2008; Ray & Shah, 2005). Esta situacion se puede producir durante la
hipertension, en la que la activacion de la NADPH oxidasa produce oxidacion
de la BH4 (Landmesser et al., 2003; Taniyama & Griendling, 2003; Ray & Shah,
2005).

La deficiencia en la vasodilatacion mediada por el endotelio que existe
en la hipertensioén, se ha vinculado a una disminucioén en la biodisponibilidad de
NO. Asi, en pacientes con hipertension esencial se ha detectado una
disminuciéon de la cantidad de NO en plasma (Node et al.,, 1997). Esta
disminucién en la biodisponibilidad del NO puede ser secundaria a la
disminucién en su sintesis o al aumento de su degradacion como consecuencia
de la interaccion del NO con Oy para formar ONOO™ (Landmesser et al.,
2003). Se ha senalado que la menor relajacion dependiente de endotelio
observada en pacientes hipertensos y en algunos modelos animales de
hipertension, se debe a una alteracion de la via L-arginina-NO (LUscher et al.,
1990; Panza et al., 1993; Vanhoutte & Boulanger, 1995). La disminucion de NO
en plasma se ha sehalado que puede deberse a una disminucion de la
expresion o de la actividad de la NOS, reduciéndose asi la produccion de NO.

Este hecho también se ha descrito en algunos modelos experimentales de
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hipertension (Malinski et al., 1993; Cuevas et al., 1996; Chou et al., 1998). Sin
embargo, la biodisponibilidad del NO, ademas de estar regulada por la sintesis
de este factor, esta también determinada por su destruccion y por los radicales
O, existentes (Kerr et al., 1999; Ulker et al., 2003). De hecho, en situaciones
de hipertensién, en las que se produce estrés oxidativo, la inactivacién del NO
por las ROS parece que es un mecanismo importante para mantener el
aumento del tono arterial (Drogue, 2002; Zalba et al., 2005). En pacientes
hipertensos se ha demostrado, que existe una mayor produccion de ROS
(Taddei et al., 2001) y un nivel mas bajo de SOD (Kumar & Das, 1993). En
algunos modelos animales de ratas hipertensas, también se ha demostrado
que existe una mayor produccion de radicales O,~ (Wu & Ding, 2001), y una
elevacion del sistema NADPH oxidasa (Touyz & Schiffrin, 2004; Fortufio et al.,
2004). Las ROS producidas por la pared vascular en situaciones patoldgicas,
afectan también a sistemas productores de otros factores vasodilatadores
distintos del NO. Asi, se ha demostrado que el ONOO™ desacopla la NOS vy
también la PGl sintasa, necesaria para la sintesis de PGl, (Minzel et al.,
2008).

1.2.3.3 Sistemas de defensa antioxidante

Existen varias estrategias de defensa celular frente a los procesos
mediados por las ROS. Las distintas sustancias que previenen de la oxidacion,
se denominan antioxidantes, y se define como antioxidante a toda sustancia
que hallandose presente en concentraciones bajas respecto a las de un
sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell &
Whiteman, 2004). Los sistemas antioxidantes celulares se han agrupado en
tres categorias: sistemas antioxidantes primarios, sistemas antioxidantes
secundarios y sistemas antioxidantes terciarios. La figura 8 muestra un
esquema con las tres categorias y con los sistemas antioxidantes mas
relevantes que existen en la Naturaleza. A continuacion los explicaremos

brevemente.
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SISTEMAS ANTIOXIDANTES
PRIMARIOS TERCIARIOS

ENZIMAS Enzimas reparadoras
: de ADN, Proteinas y
-SOD -CAT Lipidos

-GPx -GR
SECUNDARIOS

-Vitamina C  -Vitamina E

-Acido drico -Carotenoides
-GSH -Melatonina

-Coenzima Q -Flavonoides

Figura 8. Esquema representativo de los distintos sistemas de defensa antioxidantes
celular. ADN = acido desoxirribonucleico; CAT = catalasa; GPx = glutation peroxidasa;

GR = glutation reductasa; GSH = Glutation reducido; SOD = superoxido dismutasa.

1.2.3.3.1 Sistemas antioxidantes primarios

Son los que previenen la formacion de los radicales libres. Estan
constituidos por distintas enzimas que participan en procesos antioxidantes.
Estos sistemas enzimaticos se encuentran dentro de la propia célula. Entre las
enzimas que participan en los procesos antioxidantes celulares podemos

destacar las siguientes:
Superoxido dismutasa
La SOD cataliza la formaciéon de H,O, a partir del radical O,". Cataliza

esta reaccion 10.000 veces mas rapido que la reaccion de dismutacion

espontanea del H,O, a pH fisiolégico (Tulunoglu et al. 1998). Existen dos
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formas moleculares de la enzima SOD en los animales: la SOD-Cu-Zn y la
SOD-Mn. En la SOD-Cu-Zn, el atomo de Cu es el que realiza directamente la
dismutacion. Esta enzima abunda en el citoplasma, es dimérica y tiene un peso
molecular bajo (30 kDa). En la SOD-Mn, el atomo de Mn realiza la dismutacion.
Esta enzima abunda en las mitocondrias, es tetramérica y tiene un peso

molecular mayor (80 kDa).

Catalasa

Esta enzima cataliza la conversion de H,O, directamente a agua,
previniendo la generacién de radicales OH® (Sohal et al. 1990). Es una
hemoenzima tetramérica en la que el atomo de Fe realiza el intercambio redox.
Su peso molecular es muy alto (240 kDa) y se encuentra localizada

principalmente en los peroxisomas.

Glutation peroxidasa

El glutation es un tampdn redox que protege los grupos sulfhidrilo de las
proteinas. Esta formado por tres aminodacidos: y-L-glutamina, L-cisteina y
glicina, y se puede encontrar en dos formas redox: glutation reducido (GSH) y
glutation oxidado (GSSG). El GSSG esta formado por dos GSH unidos por un
puente disulfuro. La concentracion de GSH intracelular es un indice bueno del
estrés oxidativo. El paso de GSH a GSSG esta catalizado por la glutation
peroxidasa (GPx). La GPx esta presente en el citosol y en las mitocondrias
(Weitzel et al., 1990). Su funcion es eliminar hidroperdxidos organicos como el
radical (ROOH) y también hidroperéxidos inorganicos como el H,O, y para ello
utiliza el GSH.

Glutation reductasas
La glutation reductasa (GR) se localiza en el citosol y en las

mitocondrias, y tiene la capacidad de reducir una molécula de GSSG a dos
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moléculas de GSH. Esta enzima es de vital importancia para el funcionamiento
celular, ya que el “pool” de GSH celular es limitado y el aumento de la relacion
GSSG/GSH es altamente téxico para la célula. La actividad GR también es
importante para la eliminacién de H>O; por la via de las GPx, asi como para la
reconstitucion no enzimatica del GSSG (Grubor-Lajsic et al. 1998; Saicic et al.
1998).

1.2.3.3.2 Sistemas antioxidantes secundarios

Los sistemas antioxidantes secundarios, actian como moléculas
suicidas, oxidandose ellos al neutralizar los radicales libres. La gran mayoria
son antioxidantes exdégenos, requiriéndose una continua aportacion de estos
sistemas o compuestos a través de la dieta. Algunos de ellos se comentan a

continuacion:
Vitamina C o acido ascorbico

La vitamina C se considera el compuesto mas potente y menos téxico
entre los antioxidantes naturales. Es soluble en agua y se encuentra en
concentraciones altas en varios tejidos; la concentracién de ascorbato en
plasma humano es de 60 pM. Al interaccionar con las ROS se oxida a
deshidroascorbato, que se convierte de nuevo en ascorbato por la enzima
deshidroascorbato reductasa. Como neutralizador de ROS, el ascorbato ha

mostrado ser efectivo con el O;7, el H,O, y el OH® (Haliwell & Gutteridge, 1990).
Vitamina E o tocoferol

La vitamina E no es en realidad un solo compuesto, sino una mezcla de
varias sustancias conocidas como tocoferoles y tocotrienoles, que muestran
actividad bioldgica alfa-tocoferol. Es el antioxidante natural mas efectivo en
fase lipidica. Desempefia su accidon a nivel de membranas o lipoproteinas. La

vitamina E puede reaccionar con el 'O, el O,", el OH* y el ROO". Una de sus
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funciones mas importantes es la inhibicion de la peroxidacion lipidica, que tiene
lugar cuando la vitamina E actia como neutralizador del radical ROO® y genera
hidroperoxidos y el radical tocoferoxilo. Este ultimo, puede transformarse en

quinona en presencia de oxigeno y eliminarse por la orina o por la bilis.
Acido arico

El acido urico tiene la capacidad de reaccionar con el radical OH*, sobre
todo en el tejido pulmonar. Es un antioxidante hidrosoluble capaz de eliminar
radicales libres y trazas de hierro (Davies & Slater, 1986). Existe, sin embargo,
controversia respecto a sus propiedades antioxidantes, ya que podria llegar a
tener efectos pro-oxidantes y pro-inflamatorios cuando hay un exceso de ROS
(Strazzullo & Puig, 2007).

Carotenoides

El efecto antioxidante del caroteno, y en general de los carotenoides, se
ha atribuido a su papel neutralizador de radicales libres (Riccioni, 2009). Los
carotenoides son pigmentos organicos presentes en las membranas de los
cloroplastos. El caroteno puede interrumpir las reacciones de oxidacion en
cadena vy evitar la lipoperoxidacion. Ademas, los carotenoides constituyen las
especies quimicas mas eficientes para atrapar el '0,. El gran numero de
insaturaciones presentes en su estructura molecular les confiere su gran

capacidad antioxidante (Bensasson et al., 1976).
Glutation reducido

El GSH representa también un sistema antioxidante secundario, ya que
participa en la regeneracion de los radicales alfa-tocoferoxil mediante la
actuacion de la enzima GPx (Battin & Brumaghim, 2009). Como ya hemos
sefalado, el GSH es un tripéptido (Glutamato-Cisteina-Glicina). Su

caracteristica estructural mas importante es el grupo tiol de la cisteina, que le
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proporciona la peculiaridad de poder participar en reacciones redox; es decir, el
GSH se puede oxidar formando GSSG. En condiciones fisiologicas la GR
mantiene el 98% del glutation intracelular en estado reducido, el resto se
encuentra en la célula oxidado, o interaccionando con proteinas (GS-S-
proteina). EI GSH es el tiol no proteico mas abundante en todas las especies
aerobicas. Alcanza concentraciones intracelulares comprendidas entre 0,5y 10
mM, que contrastan con las concentraciones de GSH extracelular, que son
normalmente 3 6 4 veces mas bajas. Debido a sus propiedades reactivas, el
grupo tiol se considera responsable de algunas funciones del GSH. Estas
funciones incluyen el mantenimiento de la estructura y la funcion de las
proteinas, por reduccion de los puentes disulfuro de las mismas, la regulacién
de la sintesis y degradacion de las proteinas, el mantenimiento de la funcién
inmune, la proteccion frente el dafio oxidativo, la detoxificacion de especies
quimicas, y también el almacén y transporte de la forma activa de la cisteina
(Wang, 1998).

Melatonina

La melatonina es una molécula secretada por la glandula pineal, que
posee capacidad neutralizadora de radicales libres (O, , OH*, '0,, ROO" y
ONOO"). Ademas, la melatonina exhibe una actividad antioxidante indirecta,
que deriva de su efecto estimulante de las enzimas SOD, GPx y GR (Barlow-
Walden et al., 1995).

Ubiquinol o coenzima Q
Es un antioxidante liposoluble, que difunde rapidamente a través de la
membrana mitocondrial interna. Es un constituyente de la cadena de transporte

de electrones con capacidad para estabilizar membranas, ya que inhibe la

peroxidacion lipidica (Alleva et al., 1995).
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Flavonoides

Entre los antioxidantes secundarios de origen exdgeno también se
encuentran los flavonoides, hecho de relevancia para el planteamiento de esta
Tesis Doctoral. Estos compuestos constituyen un amplio grupo de
antioxidantes polifendlicos, que resultan eficaces para la neutralizacion de los
radicales ROO*, OH* y O, (Rice-Evans & Miller, 1996). Mas adelante

comentaremos con mas detalle estos compuestos en esta Introduccion.

1.2.3.3.3 Sistemas antioxidantes terciarios

Se consideran sistemas antioxidantes terciarios a aquellas enzimas
reparadoras del dafo oxidativo. Hay enzimas reparadoras del ADN, de las
proteinas y de los lipidos. A diferencia de los sistemas de defensa
antioxidantes, los sistemas de reparacién del dafio oxidativo se han estudiado
poco. Se sabe que en las células se pueden reparar los lipidos oxidados
mediante la actuacion de fosfolipasas. Asi, la fosfolipasa A, se une a los
peréxidos lipidicos de los fosfolipidos para repararlos (Pacifici & Davies, 1991).
Los acidos nucleicos oxidados se reparan mediante la actuacion de
glucosilasas. Existen glucosilasas especificas que reconocen y escinden bases
oxidadas en la doble cadena del ADN, y reparan asi estos acidos nucleicos
(Bohr & Anson, 1995; Croteau & Borh, 1997; Tchou et al., 1991). Ademas,
existen también enzimas reparadoras de proteinas oxidadas (Pacifici et al.,
1993; Stadtman, 1995).

1.2.4 Tratamiento antioxidante de la hipertension

Como hemos sefalado en el apartado 1.2.3.2, el estrés oxidativo juega
un papel fundamental en el desarrollo de la hipertension arterial y en la
disfuncion endotelial que acomparia a esta enfermedad. Se ha sugerido por ello
que las terapias antioxidantes pueden ejercer una influencia beneficiosa en

esta patologia (Paravicini & Touyz, 2008). De hecho, se ha demostrado que la
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disfuncion endotelial que acompafa a la hipertension, y también la
hipercolesterolemia, mejoran en animales de experimentacion tratados con
antioxidantes (Keaney & Vita, 1995). El tratamiento con SOD y también con
otros antioxidantes, mejora la funcién vascular y renal, promueve el
remodelado cardiovascular y desciende la presion arterial en animales
hipertensos (Virdis et al., 2004).

Se pueden utilizar terapias antioxidantes de tipo farmacolégico o terapias
antioxidantes basadas en el control dietético. Entre los farmacos
frecuentemente utilizados para el tratamiento de la hipertension, figuran los
inhibidores de la ECA y los antagonistas de los receptores AT, de la
angiotensina 1l (ARAII). Ambos grupos farmacolégicos se comportan como
antioxidantes (Dohi et al., 2003; Ogawa et al., 2006). Los efectos antioxidantes
se han atribuido principalmente a que estos compuestos inhiben el efecto de la

angiotensina Il sobre la NADPH-oxidasa (Touyz, 2005).

Existe cierta controversia respecto a la utilidad que pueden tener los
suplementos dietéticos antioxidantes para el tratamiento de la hipertension, y
los resultados con ellos no son consistentes (Paravicini & Touyz, 2008). Se han
realizado ensayos clinicos con un elevado numero de pacientes, para estudiar
el efecto que tienen las vitaminas antioxidantes en la hipertension y las
enfermedades cardiovasculares, y la mayoria de estos estudios, no pudieron
demostrar estadisticamente los efectos beneficiosos de estos compuestos
(Jialal et al., 2002; Hasnain & Mooradian, 2004; Paravicini & Touyz, 2008).
También fueron negativos los resultados de los ensayos en los que se
estudiaban los suplementos de micronutrientes antioxidantes (Ceriello, 2008).
Sin embargo, algunos ensayos clinicos con menos pacientes, en los que se
estudiaba el efecto de la vitamina C, demostraron una relacion inversa entre los
niveles de ascorbato (vitamina C) en plasma y la presion arterial (Bates et al.,
1998; Duffy et al., 1999; Taddei et al., 1998; Salonen et al., 2003).
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Los datos negativos de los ensayos anteriormente mencionados podrian
justificarse en base a que los estudios realizados no se habian disefiado para
investigar especificamente la accion de los antioxidantes sobre la presion
arterial. Otra explicacion podria ser que la mayoria de los pacientes de estos
estudios tenian una enfermedad cardiovascular avanzada, y en esa situacion
los efectos deletéreos del estrés oxidativo pueden ser irreversibles. También
podria haber influido el hecho de que estos pacientes estaban tomando
aspirina, y este compuesto ya tiene propiedades antioxidantes (Wu et al.,
2002). Otros investigadores sugirieron que los antioxidantes administrados
podrian no ser accesibles a la fuente generadora de radicales libres, ya que
concretamente las ROS se generan en compartimentos intracelulares (Cai et
al., 2003).

Cuando se llevaron a cabo ensayos con dietas antioxidantes, se pudo
comprobar que estas dietas podian tener efectos mas beneficiosos sobre la
hipertension que los suplementos antioxidantes (Ceriello, 2008; Paravicini &
Touyz 2008). Asi, por ejemplo, se ha demostrado que el consumo elevado de
frutas y verduras en la dieta, reduce la presion arterial e incrementa la
capacidad antioxidante del plasma de sujetos hipertensos y obesos (Appel et
al., 1997). Una posible explicacion a este hecho es que estas dietas contienen
una mezcla de antioxidantes, y que estos antioxidantes podrian actuar en
cadena de forma mas eficiente, mientras que la suplementaciéon con una o mas
vitaminas no completa ese efecto antioxidante. También se sabe que si un
antioxidante no se recupera después de captar un radical libre, el siguiente
paso de la cadena lo convierte en un prooxidante, y por lo tanto hay que tener
precaucion cuando se utilizan suplementos con determinados micronutrientes,
como por ejemplo las vitaminas C y E, que en determinadas circunstancias

pueden tener efectos prooxidantes (Paravicini & Touyz, 2008; Ceriello, 2008).
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1.3 Polifenoles: flavonoides

1.3.1 Origen, estructuray distribucion

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que
presentan una estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o
varios anillos fendlicos. Estas moléculas se denominan polifenoles. Los
polifenoles son constituyentes habituales de la dieta que poseen principalmente
un origen vegetal. Los vegetales sintetizan un elevado numero de compuestos
fendlicos como producto de su metabolismo secundario. Algunos son
indispensables para sus funciones fisiolégicas. Otros participan en funciones de
defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso,
etc.). Los polifenoles poseen, de hecho, diferentes actividades terapéuticas, y
por ello se han utilizado desde la antiguedad en fitoterapia. Recientemente han
suscitado un gran interés desde el punto de vista cientifico, ya que presentan
propiedades antiinflamatorias, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas,
antifungicas y antioxidantes. Se ha sugerido que cuando se ingieren con la
dieta pueden también prevenir el desarrollo de diferentes enfermedades
(D’Archivio et al., 2007).

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en
funcidn del numero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos
estructurales que presentan estos anillos. Los principales grupos de polifenoles
son: acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del &acido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Figura
9). Comentaremos con mas detalle, el grupo de los flavonoides en esta Tesis

Doctoral.
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Figura 9. Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles. Se sefialan los sustituyentes que corresponden a la estructura
concreta de algunos compuestos. En la figura 12 se presentaran asimismo los distintos nucleos estructurales de los flavonoides que

derivan del nucleo principal que aparece en esta figura.
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Los polifenoles son, por lo tanto, productos del metabolismo secundario
de las plantas, y su biosintesis tiene lugar a través de dos importantes rutas
primarias: la ruta del acido siquimico y la ruta de los poliacetatos (Bravo, 1998).
La ruta del acido siquimico proporciona la sintesis de los aminoacidos
aromaticos (fenilalanina o tirosina), y de los acidos cinamicos y sus derivados
(fenoles sencillos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del
fenilpropano). La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las

xantonas.

La ruta del acido siquimico es dependiente de la luz. Se inicia en los
plastos por condensacién de dos productos tipicamente fotosintéticos, la
eritrosa-4-fostato, procedente de la via de las pentosas fosfato, y el
fosfoenolpiruvato, originario de la glucdlisis. Tras diversas modificaciones, se
obtiene el acido siquimico, del que derivan directamente algunos fenoles. La
via del acido siquimico puede continuar con la adhesion de una segunda
molécula de fosfoenolpiruvato, dando lugar a la fenilalanina, un aminoacido
esencial propio del metabolismo primario de las plantas. La fenilalanina entra a
formar parte del metabolismo secundario por accion de la enzima fenilalanina
amonioliasa, que cataliza la eliminacion de un grupo amonio, transformando la
fenilalanina en el acido trans-cinamico. Posteriormente, el acido trans-cinamico
se transforma en acido p-cumarico por incorporacién de un grupo hidroxilo a
nivel del anillo aromatico. La accion de una Coenzima A (CoA)-ligasa
transforma el acido p-cumarico en p-cumaroilCoA, que es el precursor activo de

la mayoria de los fenoles de origen vegetal.

La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula inicial de
acetilCoA, y a través de una serie de condensaciones se originan los
poliacetatos. Por reduccion de los poliacetatos se forman los acidos grasos, y
por ciclacién posterior se forman una gran variedad de compuestos aromaticos,
como las quinonas y otros metabolitos que se generan a través de rutas mixtas.
Las rutas mixtas combinan precursores tanto de la via del acido siquimico

como de la ruta de los poliacetatos. Este es el caso de un importante grupo de
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moléculas bioldgicamente activas, denominadas genéricamente flavonoides
(Figura 10).

Eritrosa-4-fosfato
(via pentosas-fosfato)

ﬂ Ruta del acido
sigquimico

Acido galico ﬂ Acetil-CoA

ﬂ Fenilalanina ﬂ

Taninos ﬂ R d
hidrolizables 00 atato
Acido

ﬂ trans-cinamico
FENOLES [

SIMPLES

Fosfoenolpiruvato <:| Glucolisis

<:I®

p—cumaroilCoA MalonilCoA

FLAVONOIDES

Figura 10. Esquema de la ruta biosintética de los polifenoles en las plantas.

CoA= Coenzima A.

Los flavonoides, con un nombre deriva del latin “flavus”, cuyo
significado es “amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles mas abundante
dentro del reino vegetal. El cientifico hungaro Albert Szent-Gydrgyi, premio
Nobel de Fisiologia y Medicina en 1937, los descubrio en el siglo pasado
cuando aisl6 de la cascara de limén una sustancia, la citrina, y demostré que su
consumo regulaba la permeabilidad de los capilares. A la citrina y a los
compuestos afines los denominé ‘“vitamina P” (por permeabilidad).
Posteriormente, también observd que estos compuestos poseian propiedades

similares a la vitamina C. Mejoraban la absorcion de esta vitamina y la
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protegian de la oxidacién, y por ello también se denominaron “vitamina C”
(Singleton, 1981). Sin embargo, no se pudo confirmar que los flavonoides
fueran vitaminas, y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950
(Martinez-Flérez et al., 2002).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten
un esqueleto comun difenil-pirano (Cs-C3-Cg), compuesto por dos anillos fenilo
(A y B) ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico. Los atomos de
carbono individuales de los anillos A, B y C se numeran mediante un sistema
que utiliza numeros ordinarios para los anillos Ay C, y nUmeros primos para el
anillo B. De los tres anillos, el A se biosintetiza a través de la ruta de los
poliacetatos, y el anillo B junto con la unidad C3 proceden de la ruta del acido
siquimico (Figura 11). Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas en

sus anillos aromaticos, y son por lo tanto estructuras polifendlicas.

Figura 11. Nucleo estructural de los flavonoides con los atomos de carbono

numerados.
Los flavonoides se encuentran mayoritariamente como glucésidos, pero

también pueden aparecer en forma libre (también llamados agliconas

flavonoides). Ademas, se pueden presentar como sulfatos, dimeros 6
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polimeros. Los glucdsidos se pueden encontrar de dos formas: como O-
glucésidos con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno
(enlace hemiacetal), o como C-glucdsidos con los carbohidratos ligados a
través de enlaces carbono-carbono. De todas estas formas naturales, los O-

glucésidos son los mayoritarios.

Existen varios subgrupos de flavonoides. La clasificacion de estos
compuestos se hace en funcion del estado de oxidacion del anillo heterociclico
(anillo C) y de la posicién del anillo B. Dentro de cada familia existen una gran
variedad de compuestos, que se diferencian entre si por el numero y la
posicion de los grupos hidroxilos, y por los distintos grupos funcionales que
pueden presentar (metilos, azucares, acidos organicos). Los principales
subgrupos de compuestos flavonoides son: flavonoles, flavonas, flavanonas
(dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (Manach et al.,
2004) (Figura 12).
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Figura 12. Nucleo estructural de los principales grupos de flavonoides. Se senalan ejemplos de algunos compuestos que son

caracteristicos de cada grupo.
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Flavonoles

Se caracterizan por poseer un grupo ceto en el carbono C4 y una
insaturacién entre los carbonos C, y Cs. Poseen ademas un grupo hidroxilo
adicional en el carbono C; Representan el grupo mas ubicuo de polifenoles
presente en los alimentos. La quercetina es el compuesto mas representativo.
Las principales fuentes de flavonoles son las verduras y las frutas. El té y el
vino son también alimentos ricos en flavonoles. La biosintesis de flavonoles es
un proceso fotosintético. Por ello, estos compuestos se localizan
principalmente en el tejido externo y aéreo de la planta. La distribucién y la
concentracion de los flavonoles puede ser distinta incluso en frutas
procedentes de la misma planta; esto se debe a que la localizacidén de los

frutos condiciona la exposicion al sol.

Flavonas

Poseen un grupo ceto en el carbono C4 y una insaturacion entre los
carbonos C, y C3. Son los flavonoides menos abundantes en los alimentos.
Perejil y apio representan la unica fuente comestible de flavonas. La piel de

las frutas también posee grandes cantidades de flavonas polimetoxiladas.

Flavanonas

Son analogos de las flavonas con el anillo C saturado. Se glucosilan
principalmente por la union de un disacarido en el carbono Cy. Constituyen un
grupo minoritario en los alimentos. Las flavanonas aparecen a altas
concentraciones en citricos y en tomates, y también se encuentran en ciertas
plantas aromaticas como la menta. Las flavanonas se localizan
mayoritariamente en las partes sélidas de la fruta, en particular en el albedo
(membranas que separan los segmentos de las frutas). Por ello, su

concentracion es hasta cinco veces mayor en la fruta que en los zumos.
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Isoflavonas

Poseen un anillo bencénico lateral en posicion Cj;. Su estructura
recuerda a la de los estrégenos. Las isoflavonas poseen grupos hidroxilos en
los carbonos C7;y Cg, al igual que sucede en la estructura molecular de la
hormona estriol (uno de los tres estrégenos mayoritarios junto al estradiol y la
estrona). En realidad, las isoflavonas se pueden unir a receptores de
estrogenos, y por ello se clasifican como fitoestrogenos. Se pueden presentar
como agliconas, o a menudo conjugadas con glucosa, pero son
termosensibles y pueden hidrolizarse durante su procesamiento industrial y
durante su conservacion. Se presentan casi exclusivamente en plantas

leguminosas, siendo la soja y sus derivados la principal fuente de isoflavonas.

Antocianidinas

Son compuestos hidrosolubles, y constituyen uno de los grupos mas
importantes de pigmentos vegetales. Se encuentran principalmente como
heterdsidos con los tres anillos de su estructura conjugados. La glucosilacion
ocurre principalmente en la posicion 3 del anillo C 6 en las posiciones 5y 7 del
anillo A. También es posible la glucosilacion de las posiciones 3’, 4’ y 5 del
anillo B, aunque esta glucosilacion aparece con menos frecuencia. Las
antocianidinas estan ampliamente distribuidas en la dieta humana. Se pueden
encontrar en ciertas variedades de cereales, en el vino tinto y en algunos

vegetales, aunque aparecen mayoritariamente en las frutas.

Flavanoles

Poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en el carbono Cs.
Pueden aparecer como monoméros o como polimeros con distintos grados de
polimerizaciéon. A diferencia de otros grupos de flavonoides, sus
combinaciones de tipo heterosidico (entre el grupo reductor del azucar y un

grupo tiol) son poco habituales. Los flavanoles mas representativos en los
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alimentos son de tipo flavan-3-ol, y estos pueden aparecer como mondmeros
(catequinas), como dimeros condensados entre si y como oligdbmeros
(procianidinas), o bién pueden aparecer como polimeros (proantocianidinas o
taninos condensados). Epicatequina y catequina son los compuestos
mayoritarios en frutas. Las catequinas también se encuentran en el vino y en
el chocolate, que son las fuentes mayoritarias. En cambio, galocatequina,
epigalocatequina y epigalocatequina galato aparecen principalmente en el té
(Arts et al., 2000). Es bastante complejo valorar el contenido de
proantocianidinas en los alimentos, debido a que poseen un amplio rango
estructural y pesos moleculares muy variables. Los unicos datos disponibles
hacen referencia a dimeros y trimeros de catequinas, que representan las
formas mayoritarias (de Pascual-Teresa et al., 2000). Las proantocianidinas
son responsables del caracter astringente de algunas frutas (uvas, manzanas,

etc.) y del amargor del chocolate (Rasmussen et al., 2005).

Los flavonoides son pigmentos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, mayoritariamente en angiospermas, aunque de forma minoritaria
también se encuentran en hongos y algas. Pueden localizarse en distintas
zonas de la planta, aunque principalmente aparecen en las partes aéreas. Son
compuestos necesarios para el desarrollo fisiologico de los vegetales, y se
ubican en la membrana del tilacoide de los cloroplastos. Estas sustancias
participan en la via de expresion de dos enzimas multigénicas, la fenilalanina
amonio liasa y la chalcona sintasa, que son enzimas importantes en el
proceso de pigmentacion de los vegetales. Ademas, los flavonoides juegan un
papel importante en los sistemas de defensa frente a agentes agresores
externos. Los flavonoides también pueden actuar como senalizadores
quimicos, y pueden ejercer distintos efectos directos o indirectos sobre
determinadas enzimas que afectan a la fisiologia y el metabolismo de los

vegetales.

Algunos polifenoles son especificos de determinados alimentos

(flavanonas en citricos, isoflavonas en soja). Otros, como la quercetina, se
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pueden encontrar en un gran numero de plantas (frutas, vegetales, cereales,
leguminosas, té, vino etc.). Generalmente, los alimentos contienen una mezcla
compleja de polifenoles. Ademas, numerosos factores medioambientales
como la luz, el grado de madurez o el grado de conservacion, pueden afectar
al contenido total de polifenoles. El clima (exposicion al sol, precipitaciones,
etc.) o factores agrondmicos (diferentes tipos de cultivos, produccién de fruta
por el arbol, etc.) juegan un papel fundamental. La exposicion a la luz es, en
particular, uno de los principales condicionantes para determinar el contenido
de la mayoria de los polifenoles. ElI grado de conservacion puede también
determinar el contenido en polifenoles facilmente oxidables, permitiendo la
formacion de mas o menos sustancias polimerizadas que afectan al color y a
las caracteristicas organolépticas de los alimentos. La conservacién en frio,
sin embargo, no afecta al contenido de polifenoles (Van der Sluis et al., 2001).
El contenido de polifenoles en los alimentos esta también influenciado por los
meétodos culinarios de preparacién; asi, el contenido de polifenoles de las
frutas y de los vegetales pueden disminuir por el simple hecho de pelar estos
alimentos, ya que estas sustancias estan a menudo presentes en altas
concentraciones en las partes externas de los mismos. La coccion de los
alimentos puede disminuir hasta un 75% el contenido inicial de polifenoles
(Van der Sluis et al., 2001)

El contenido cualitativo y cuantitativo de polifenoles es diferente en
cada especie vegetal. Entre las plantas con alto contenido en polifenoles se
encuentran el cacao (Theobroma cacao), la uva (Vitis vinifera), el té (Camelia
sinensis), la manzana (Malus domestica) y diversas bayas. Asi pues, las
fuentes mayoritarias de polifenoles en la dieta humana son principalmente las
frutas, el té, el vino y el chocolate. En el cacao los flavanoles estan
principalmente en forma de epicatequinas, catequinas y procianidinas. El vino
es rico en catequinas y procianidinas, y en el té los flavanoles se encuentran
fundamentalmente como derivados de galatos (Adamson et al., 1999; Lazarus
et al., 1999). A continuacion se muestra una tabla del contenido de polifenoles

encontrados en distintos alimentos (Tabla 2).

58



Tabla 2. Contenido en polifenoles (mg) de distintos alimentos.

Flavonoles riztr?mu:]r?)ss Procianidinas | Flavanonas | Antocianidinas | Cromatografia | Ensayo Folin®
Patatas (200 g) 28 57
Tomates (100 g) 8 0,5 8 37
Lechuga (100 g) 8 1 9 23
Cebolla (20 g) 7 7 18
Manzana (200 g) 11 7 21 200’ 239 440
Fresas (50 g) 37 1 3 35 200 276
Salvado de trigo (10 g) 50 50
Chocolate negro (20 g) 16 861 102 168
Zumo de naranja(100 mL) 22 22 75
Café (200 mL) 150 150 179
Té negro (200 mL) 8 130 138 200
Vino tinto (125 mL) 12 2 34 45° 4 97 225

Tomado de Fernandez-Larrea et al., 2007. 'Oligémeros hasta decameros. 2Oligémeros hasta trimeros. *Estimado mediante el ensayo
colorimétrico Folin-Ciocalteu como equivalentes de catequina o acido galico. Los valores estan sobreestimados para las muestras con

acido ascorbico.
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1.3.2. Biodisponibilidad de los polifenoles

La definicion de biodisponibilidad mas comunmente aceptada hace
referencia a “la proporcién de nutrientes que se digieren, se absorben y se
metabolizan a través de las rutas metabdlicas habituales de asimilacién”. Es
importante conocer la cantidad total de polifenoles que esta presente en un
alimento o ingrediente alimentario, pero, teniendo en cuenta la definicion
anterior de biodisponibilidad, es mas importante conocer la cantidad de
polifenoles que es biodisponible, dentro del contenido total de un alimento.
(Srinivasan, 2001).

La mayoria de los polifenoles estan presentes en los alimentos como
ésteres, glucdsidos o polimeros, formas que no se pueden absorber. En
realidad, en los alimentos, practicamente todos los flavonoides, excepto los
flavanoles, presentan formas glucosiladas. El destino de los glucésidos en el
estbmago aun no esta claro. La mayoria de los glucésidos resisten
probablemente la hidrdlisis acida del estébmago y llegan intactos al intestino
(Gee et al., 1998). Estas sustancias deben hidrolizarse por enzimas intestinales
como la B-glucosidasa y la lactasa-florizin hidrolasa, o deben ser degradadas
por la microflora del colon antes de poder asimilarse (Németh et al., 2003).
Durante el proceso de absorcion, los polifenoles sufren, por tanto, diversas
modificaciones. De hecho, estos compuestos se conjugan en las células del
intestino y posteriormente sufren procesos de metilacion, sulfatacion y/o
glucuronidacién en el higado. Como consecuencia de estos procesos, las
formas que se encuentran en el plasma y en los tejidos son muy distintas de las
que estan presentes en los alimentos, y esto dificulta la tarea de identificacion
de los metabolitos y la evaluacion de su actividad biolégica (Day & Williamson
2001; Natsume et al., 2003). Los principales objetivos de los estudios de
biodisponibilidad son, en realidad, determinar cuales son los polifenoles que
mejor se absorben, valorar que polifenoles dan lugar a metabolitos activos, y

caracterizar la actividad biolégica de estos metabolitos. La estructura quimica
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de los polifenoles, mas que su concentracion, determina el rango de absorcion
y la naturaleza de los metabolitos circulantes en el plasma. La glucosilacién
afecta al grado de absorcion de los polifenoles. Los polifenoles mas comunes
de nuestra dieta no son necesariamente los que producen una mayor
concentracion de metabolitos activos en los tejidos diana, y, desde luego, las

propiedades bioldgicas difieren en gran medida de unos polifenoles a otros.

Para estudiar indirectamente la biodisponibilidad de los polifenoles se
puede evaluar el incremento en la capacidad antioxidante del plasma tras el
consumo de alimentos ricos en estos compuestos (Duthie et al., 1998; Young et
al., 1999). Para realizar estudios directos de biodisponibilidad, se puede medir
la concentracion del compuesto en el plasma y en la orina tras la ingestion de
alimentos con cantidades conocidas de los polifenoles a analizar (Marrugat et
al., 2004; Fito et al., 2007).

Uno de los polifenoles mas estudiado es la quercetina. Estudios
experimentales en ratas, han demostrado que la quercetina puede absorberse
a nivel gastrico, pero sus glucosidos no se absorben a este nivel (Piskula et al.,
1999; Crespy et al., 2002). La glucosilacion de la quercetina facilita, sin
embargo, su absorcidn a nivel intestinal. Alli los glucésidos de quercetina se
absorben mejor que su propia aglicona (Morand et al., 2000). Se ha sugerido
que los glucdsidos pueden ser transportados al interior del enterocito, por un
transportador de glucosa dependiente de sodio (Hollman et al., 1995), y el
glucosido se hidrolizaria después por una B-glucosidasa citosolica (Day et al.,
1998). El metabolismo de la quercetina en humanos se ha caracterizado
extensamente. En muestras de plasma de voluntarios que recibieron
quercetina por via oral, se encontraron formas conjugadas de quercetina
distintas a las administradas (Graefe et al., 2001; Erlund et al., 2000; Sesink et
al., 2001).

En la rata y el ratdn, las antocianidinas también pueden absorberse en el

estdmago (Matuschek et al., 2006; Talavera et al., 2003). Las proantocianidinas
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difieren del resto de polifenoles en su estructura polimérica que las caracteriza
y confiere un alto peso molecular. Su peso molecular limita su absorcién en el
intestino delgado; sobre todo cuando se trata de compuestos con estructura

superior a trimeros (Halliwell et al., 2000).

Sabemos, por tanto, que una vez absorbidos, los polifenoles estan
sujetos a procesos de detoxificacion metabdlica, que incluyen distintas
modificaciones como metilacion, sulfatacion y glucuronidacion. Estos procesos
aumentan la hidrofilicidad del compuesto y facilitan su excrecién por via urinaria
o biliar. La frecuencia de estas modificaciones esta condicionada por la
naturaleza y la dosis de polifenol ingerida. El balance entre sulfatacion y
glucuronidaciéon de los polifenoles varia en funcién de la especie y el sexo
(Piskula, 2000). Es importante identificar la posicion de los grupos conjugados
sobre la estructura polifendlica, ya que estas modificaciones pueden afectar a
sus propiedades biologicas (Day et al., 2000). Sin embargo, hay pocos datos
disponibles de las cantidades en plasma de los distintos tipos de conjugados

polifendlicos y sus formas libres (Shelnutt et al., 2002; Manach et al., 2003).

Los metabolitos circulantes se pueden unir a proteinas del plasma;
principalmente a la albumina. La afinidad de los polifenoles a la albumina varia
en funcién de su estructura quimica (Dangles et al., 2001; Dufour & Dangles,
2005). La capacidad de union a la albumina puede determinar la presencia del
metabolito en células y tejidos. Sin embargo, esta poco claro si los polifenoles
han de estar en forma libre para ejercer su actividad bioldgica, o si, como se ha
demostrado recientemente para la quercetina, pueden estar unidos a la
albumina (Dufour & Loonis, 2007).

La concentracidon de polifenoles en el plasma es muy variable; depende
principalmente de su estructura quimica y de su fuente de origen. No suele ser
superior a 1 uM, y es necesario ingerir estos compuestos de forma reiterada a
lo largo del tiempo para mantener sus concentraciones elevadas en el plasma.

(van het Hof et al., 1999). Los escasos estudios realizados en humanos han
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sefalado que la concentracion de polifenoles en plasma no esta directamente
relacionada con la concentracion de polifenoles en los tejidos. Ademas, la
distribucion entre plasma y tejidos difiere para los distintos tipos de polifenoles
(Henning et al.,, 2006). Por lo tanto, puede ser incluso mas importante
determinar polifenoles en los tejidos que conocer su concentracién en el
plasma. Fundamentalmente, los polifenoles se encuentran en el higado y el
intestino, tejidos donde se metabolizan estos compuestos. Los datos sobre el

contenido de polifenoles en los restantes tejidos son muy escasos.

Los polifenoles que no pueden absorberse en el intestino delgado
alcanzan el colon, y alli la microflora hidroliza glucdsidos en agliconas vy
metaboliza masivamente las agliconas en distintos acidos aromaticos (Kuhnau,
1976). Las agliconas se hidrolizan por apertura del anillo heterociclico en
diferentes puntos, dependiendo de su estructura quimica, y ademas se pueden
liberar diferentes acidos que se metabolizan hasta generar acido benzoico. La
microflora del colon genera en ocasiones metabolitos activos especificos, como
el equol, enterolactona y enterodiol. El equol parece que tiene propiedades
fitoestrogénicas que son aun mayores que los compuestos originales de
isoflavona (Setchell et al., 2002), y la enterolactona y el enterodiol, producidos
a partir de la linaza (semilla del lino), presentan efectos agonistas 6

antagonistas sobre los estrégenos (Mousavi & Adlercreutz, 1992).

Los polifenoles y sus derivados se excretan por via urinaria o por via
biliar. Diversos estudios han demostrado que el contenido de polifenoles no
modificados presentes en la orina, varia segun se trate de unos compuestos
fendlicos u otros. Se han observado incluso variaciones inter-individuales,
probablemente debido a diferencias en la composicion de la microflora del
colon, que afecta al metabolismo de los polifenoles (Fuhr & Kummert, 1995). La
cantidad total de metabolitos excretados en orina puede correlacionarse, sin
embargo, con la maxima concentracion en el plasma. Las concentraciones

halladas en la orina son de 0,5-6% para algunas catequinas del té (Yang et al.,
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2000), de 2-10% para las catequinas del vino (Donovan et al., 2002) y de hasta

un 30% para la epicatequina del cacao (Baba et al., 2000).

1.3.3. Propiedades beneficiosas de los flavonoides a nivel

cardiovascular

Numerosos estudios han avalado las propiedades bioldgicas de los
polifenoles (Waterhouse et al., 1996; Rice-Evans, 2001). En los ultimos afos,
los flavonoides han recibido una atencion especial, debido a sus efectos
beneficiosos sobre el sistema cardiovascular (Schroeter et al., 2003; Grassi et
al., 2005; Keen et al., 2005; Potenza et al., 2007; Perez-Vizcaino et al., 2009).
Estos efectos son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades
antioxidantes que pueden usualmente justificar sus acciones vasodilatadoras y
vasoprotectoras, asi como sus acciones antitromboticas, antilipémicas,
antiateroscleréticas, antiinflamatorias y antiapoptéticas. La capacidad de los
polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas, vy
consecuentemente interferir mecanismos de sefalizacion y otros procesos
celulares, puede deberse, al menos en parte, a las caracteristicas
fisicoquimicas de estos compuestos, que les permiten participar en distintas

reacciones metabdlicas celulares de oxidaciéon y reduccion.

Los polifenoles son, en realidad, los principales antioxidantes de la dieta,
y su ingesta es 10 veces superior a la de la vitamina C, y 100 veces superior a
la de la vitamina E o los carotenoides (Middleton et al., 2000). Algunos
alimentos sabemos que destacan por su alto contenido en polifenoles. Entre
ellos el té, el vino y el cacao. Los polifenoles contenidos en estos alimentos son
altamente efectivos como defensa antioxidante (Cos et al., 2004). Flavonoides
como la catequina o la quercetina pueden directamente neutralizar ROS, como
el O77, el H,O, (Pannala et al.,, 1997) o el HCIO (Binsack et al., 2001). La
quercetina y la miricetina, seguidas por el kenferol, son los flavonoides que
poseen mayor actividad neutralizadora de radicales libres. El grupo fendlico

que poseen puede actuar directamente capturando electrones desapareados
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de las ROS, y genera asi especies menos reactivas (Cotelle et al., 1996). Los
flavonoides actuan fundamentalmente como tampones, y capturan radicales
libres para generar el radical flavinico, mucho menos reactivo, ya que en él los
electrones desapareados estan mas deslocalizados (Figura 13A). Ademas,
flavonoles como la quercetina pueden quelar iones metalicos de transicion
como el hierro o el cobre, evitando asi la formacion de las ROS producidas por
la reaccién de Fenton (Figura 13B) (Korkina & Afanasev, 1997; Nijveldt et al.,
2001; De Luis & Aller, 2008).

RADICAL FLAVINICO

O+
R+ RH
: /é/ o
(@]
R+ RH
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H

OH H
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REACCION DE FENTON

Fe2++H,0, ==> Fe¥+OH+OH-

Fe3*+H,0, ==> Fe?*+O0H+OH*

Figura 13. Formacién del radical flavinico por la captura de radicales libres por

los polifenoles (A). Reaccion de Fenton (B).
Los polifenoles también pueden interferir con los sistemas de

detoxificacion celular, como la SOD, la catalasa o la GPx (Krinsky, 1992).

Ademas, estos compuestos pueden inhibir enzimas generadoras de ROS,
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como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa (Nijveldt et al., 2001; Orallo et al.,
2002).

Los polifenoles del té muestran una fuerte capacidad antioxidante in
vitro, y su efecto es hasta 5 veces mas efectivo que el de la vitamina C o la
vitamina E (Dreosti, 1996). Recientemente, se ha observado que el flavonoide
epigallocatequina galato, procedente del té, puede regular la produccion de
ROS, modulando la actividad del glutation y de la enzima citocromo P450
(Raza & John, 2005). El vino también es rico en polifenoles antioxidantes,
principalmente  acidos fendlicos, resveratrol, flavonoles, flavanoles,
procianidinas y antocianinas (Rice-Evans & Millar, 1996; Fuhrman & Aviram,
2001). El cacao es uno de los alimentos que mayor cantidad de flavonoides
contiene, principalmente epicatequina y catequina (Lee et al., 2003; Manach et
al., 2004). El estudio del cacao y sus derivados ha suscitado actualmente gran
interés entre los cientificos, pues, por su elevado poder antioxidante, hoy dia el
cacao puede considerarse un buen candidato para su uso como alimento
funcional en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades cardiovasculares

y patologias asociadas al estrés oxidativo.

Como consecuencia de su accion antioxidante, los polifenoles pueden
actuar de manera beneficiosa sobre numerosas patologias, y como ya hemos
senalado, estos compuestos poseen efectos vasodilatadores, antitrombaticos,
antiinflamatorios y antiapoptéticos (Perez-Vizcaino et al., 2002; Dell’Agli et al.,
2004; Williams et al., 2004; Schroeter et al., 2006). Ademas de las propiedades
vasodilatadoras que favorecen el control del tono arterial, se han descrito otras
propiedades de los flavonoides que favorecen también su efecto
cardioprotector. Los flavonoides poseen efectos antilipémicos vy
antiaterogénicos (Ruf, 1999; Dell’Agli et al., 2004; Williams et al., 2004). Habria
ademas que sefalar, que algunos estudios han demostrado que estos
compuestos también pueden inhibir la ECA, y la inhibicion de esta enzima
justificaria también sus efectos vasodilatadores y cardioprotectores (Actis-

Goretta et al., 2006; Ojeda et al., 2010). A continuacion comentaremos mas
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detalladamente algunos de los estudios que han demostrado todos estos
efectos, y que, por consiguiente, avalan las propiedades cardioprotectoras de

los polifenoles.

1.3.3.1 Efectos vasodilatadores

Como hemos comentado en el apartado 1.2 de la Introduccion, la
homeostasis vascular se consigue gracias a wuna produccion y una
biodisponibilidad adecuada del NO. Este mediador juega un papel fundamental
en la regulacion del tono vascular. Varios estudios realizados en anillos de
aorta o0 en arterias mesentéricas de ratas, muestran que los compuestos
polifendlicos presentes en el vino tinto pueden inducir relajacion endotelio-
dependiente (Fitzpatrick et al., 1993; Andriambeloson et al., 1997; Perez-
Vizcaino et al.,, 2006). Se ha descrito que este efecto esta principalmente
mediado por la produccion de NO (Andriambeloson et al., 1997; Zenebe et al.,
2003; Duarte et al., 2004). En algun caso se ha descrito que los polifenoles
modulan la produccion de NO en células endoteliales a través de un
mecanismo dependiente del calcio extracelular (Andriambeloson et al., 1999),
pero también podrian estar implicados en este efecto otros procesos
(Fitzpatrick et al., 1995; Woodman et al., 2004). El resveratrol y la quercetina se
ha demostrado que inducen un incremento de la concentracién intracelular de
calcio en las células endoteliales, y lo hacen por activacion de canales de K* o
por inhibicion de las Ca**-ATPasas del reticulo endoplasmatico (Mckenna et al.,
1996; Li et al.,, 2000; Romero et al., 2009). La delfinidina, una antocianina
presente en el vino tinto, es también capaz de estimular las células endoteliales
e inducir en ellas un incremento de Ca™ intracelular. Estos estudios han
revelado que el efecto vasodilatador de los flavonoides, se debe principalmente
a la produccién de NO en el endotelio y al aumento del guanosin monofosfato
ciclico (GMP¢) (Martin & Andriantsitohaina, 2002). También se ha comprobado
que una dieta rica en quercetina ocasiona un incremento en la actividad de la
NOS, y con ello, aumento de la produccion de NO y de GMPc. La ausencia en

la sobreexpresion del gen de la eNOS, indica que los mecanismos de accidn
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implicados en la activacion de la enzima no son transcripcionales (Benito et al.,
2002). Sin embargo, otros autores también concluyen que los flavonoides
pueden incrementar la actividad de la eNOS al mismo tiempo que se inhibe por
via transcripcional la expresion del gen de la iNOS (Kim et al., 1999; Olszanecki
et al., 2002). Los polifenoles del vino también pueden promover la liberacion de
NO endotelial a través de vias sensibles a procesos de oxido-reduccién
(Ndiaye et al., 2005). También se ha descrito que los compuestos polifendlicos
del vino tinto pueden modular los niveles de NO en células endoteliales
actuando sobre las fosfodiesterasas (PDE) PDE-2 y PDE-4, que catalizan la
degradacion de los nucledtidos ciclicos, adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y
GMPc (Beretz et al., 1986; Beretz et al., 1986; Lugnier & Schini, 1990).
Recientemente, se ha demostrado que las antocianinas pueden inhibir in vitro
la PDE-5 especifica de GMPc (Orallo et al., 2004; Orallo et al., 2005; Dell’Agli
et al., 2005). Los flavonoides del cacao también pueden incrementar la
produccion de NO en el tejido endotelial, provocando asi un efecto

vasodilatador (Hermann et al., 2006).

Es importante también el efecto antioxidante que ejercen los flavonoides
a través de la neutralizacion y disminuciéon de la formaciéon de O, que
promueven. Algunos estudios realizados en animales y algunos ensayos
clinicos demuestran que los polifenoles disminuyen los niveles de ROS y MDA

en el corazén (Bagchi et al., 2003).

1.3.3.2 Efectos antilipémicos y antiaterogénicos

Una de las propiedades beneficiosas mas estudiadas de los polifenoles es
su capacidad para mejorar el perfil lipidico. De este modo, pueden prevenir el
desarrollo y aparicion de aterosclerosis. Esta enfermedad se caracteriza
principalmente por la progresiva obstruccion de las arterias como consecuencia
de la acumulacion de lipidos en la pared arterial. Estos lipidos atraviesan el
endotelio y se oxidan en las células endoteliales, en las células de la

musculatura lisa vascular y en los macréfagos (Aviram & Rosenblat, 1994;
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Fuhrman & Aviram, 2001). La oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y las lipoproteinas de alta densidad (HDL) puede amplificarse por la
produccion de ROS y especies reactivas de nitrégeno, y se acompafia de
disfuncion de las células endoteliales y de la formacion de las células
espumosas a partir de los macréfagos. También se produce la migracion de las
células del musculo liso desde la capa media a la intima, con la consecuente
proliferacion de las células del musculo liso en la zona neointima. Todo ello
provoca una excesiva deposicion de matriz extracelular y la adhesion al
endotelio vascular de leucocitos, monocitos y linfocitos T. La acumulacion de
macrofagos en ese lugar, para eliminar las moléculas de LDL oxidadas,
provoca ademas un proceso inflamatorio, con un reclutamiento de células y con
la proliferacion y migracion de células del musculo liso. También aumenta el
depodsito de matriz extracelular alrededor de la zona donde se localiza la
inflamacion, y esto permite la formacion de la llamada placa de ateroma, que
ocluye mas o menos el vaso (Abu-Amsha et al., 1996; Fuhrman & Aviram,
2001). El paso final del proceso aterogénico es la ruptura de la placa
aterosclerdtica y la activacién plaquetaria que provoca la formacion de trombos
(Ross, 1999). Todos estos procesos van acompanados de episodios de
vasoconstriccion, por inhibicion de la formacion de NO y por la pérdida de la

capacidad natural de relajacidén que tienen las arterias (Ridker et al., 2004).

Los efectos beneficiosos de los polifenoles sobre la aterosclerosis se han
estudiado ampliamente. Estos compuestos son capaces de atenuar el inicio y
la progresion de esta enfermedad debido a su habilidad para atenuar la
oxidacion de las LDL. Son capaces ademas de producir un incremento en la
concentracion de HDL colesterol en el plasma, y también de inhibir la
proliferacion del musculo liso vascular (Fuhrman et al., 1995; Stein et al., 1999;
Cordova et al., 2005).

Numerosos trabajos relacionan el efecto de los flavanoles, tanto
monomeéricos como oligoméricos, con la proteccidén de la oxidacion de las LDL
(Kondo et al., 1996; Osakabe et al., 2001; Mathur et al., 2002). Se sabe, en

realidad, que el consumo moderado de vino resulta beneficioso, y este hecho
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fue inicialmente descrito como la “paradoja francesa” (Constant, 1997).
Concretamente, se ha demostrado que el resveratrol, uno de los principales
polifenoles del vino, previene la oxidacion de las LDL y disminuye la
citotoxicidad producida por las LDL oxidadas en células endoteliales (Ou et al.,
2006). Se ha observado también que los polifenoles procedentes del vino tinto
y del zumo de uva reducen la concentracion de lipidos plasmaticos (Vinson et
al., 2001). A largo plazo, los polifenoles del vino tinto tienen un efecto inmediato
sobre la lipemia posprandial. El incremento de hidroperdxidos lipidicos,
altamente aterogénicos y tipicos de la situacién posprandial, es mucho menor
cuando se consume vino tinto en las comidas y, ademas, con el vino el nivel de
oxidacion de las LDL posprandiales es mucho menor (Ursini et al.,
1998). También se ha descrito que la administracién oral de polifenoles reduce
el crecimiento de la neointima y la deposicién de lipidos en la arteria iliaca de

conejos hipercolesterolémicos (Elbaz et al., 2005).

Las procianidinas del cacao afectan también muy favorablemente al
perfil lipoproteico (Kondo et al.,, 1996; Osakabe et al., 2001; Mathur et al.,
2002). Se ha demostrado que la administracion crénica de procianidinas en
conejos alimentados con dieta hipercolesterolemica, disminuye los niveles
plasmaticos de hidroperdxidos lipidicos e incrementa la capacidad antioxidante
del plasma de estos animales. De hecho, esta administracion previno la
aparicion de aterosclerosis e inhibid su progresion en los animales (Ursini et al.,
1999). También se comprobd que la administracion crénica de procianidinas en
hamsteres que desarrollan depdsitos lipidicos aterogénicos similares a los que
aparecen en humanos hipercolesterolémicos, reducia los niveles plasmaticos
de colesterol, trigilicéridos, apolipoproteina B y MDA, cuando los hamsteres se
alimentaban con una dieta hipercolesterolémica. Este efecto se asocié con una
disminucién en los depdsitos de células espumosas en la pared arterial y con
una inhibicion del desarrollo de la placa aterosclerética (Auger et al., 2004). La
administraciéon aguda de procianidinas en ratas normolipémicas alimentadas
con dieta estandar, produjo también una disminucion drastica de los valores de

triglicéridos, acidos grasos libres y apolipoproteina B, asi como un aumento del
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cociente colesterol-HDL/colesterol LDL en plasma, lo que representa una
situacion de lipemia posprandial claramente antiaterogénica (Del Bas et al.,
2005). En algunos ensayos clinicos también se ha comprobado que los
suplementos de procinanidinas reducen significativamente los valores de las

LDL oxidadas en pacientes hipercolesterolémicos (Bagchi et al., 2003).

Se ha descrito también que las procianidinas del cacao inhiben el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), marcador pro-inflamatorio en las células
endoteliales vasculares, reduciendo asi la adhesion al endotelio de los
linfocitos-T (Bagchi et al., 2003; Kalin et al., 2002). En las células del musculo
liso, las procianidinas se unen al receptor del factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGFR). Este bloqueo produce la inhibicion de las sefnales
proliferativas y migratorias mediadas por este factor, e inhibe la migracién de
las células del musculo liso a la zona intima, y también su proliferacion (lijima et
al., 2002). Asi, la epigalocatequina-3 galato y la catequina-3 galato se unen al
receptor PDGFR e inhiben la sefal proliferativa de las células de musculo liso.
Este efecto evita uno de los principales componentes de la inflamacion crénica
de los vasos sanguineos que promueve la aterosclerosis (Esterbauer et al.,
1992; Steinberg, 1997).

1.3.3.3 Efecto antitrombatico

La agregacion plaquetaria también juega un papel fundamental en el
desarrollo de la aterosclerosis, y el efecto antiagregante puede asociarse con
una menor incidencia y prevalencia de la enfermedad cardiovascular. En un
estudio realizado con antocianinas pudo demostrarse que estos compuestos
son capaces de inhibir la funcién plaquetaria (Rechner et al., 2005). El efecto
antitrombdtico de los polifenoles puede justificarse en base a su capacidad
para inhibir enzimas implicadas en la sintesis de eicosanoides, como el TXA,,
la ciclooxigenasa (COX), y la lipooxigenasa (LPO). Estos compuestos inhiben
por lo tanto la sintesis de moléculas derivadas del acido araquiddnico que

estan directamente involucradas en la regulaciéon de la homeostasis vascular
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(de Gaetano et al., 2002). Los efectos positivos de los flavanoles del cacao y el
chocolate, se han demostrado mayoritariamente con modelos in vitro. Se ha
visto que las procianidinas del cacao estimulan la formacién de PGl; (inhibidor
de la agregacion plaquetaria) e inhiben la formacién de los leucotrienos
(agentes vasoconstrictores y estimulantes de la inflamacion) (Rein et al., 2000).
Por ello, podemos decir que los polifenoles del cacao, inhiben la coagulacion y
favorecen la fluidez sanguinea, evitando la formacion de trombos. Disminuyen,
por tanto, el riesgo de un accidente vascular (Schramm et al., 2001; Schewe et
al., 2001). Al parecer los polifenoles del cacao actuan en cierto modo a través
de mecanismos diferentes a los de la aspirina, y sus efectos con ella serian

complementarios (Pearson et al., 2002).

1.3.3.4 Efecto antiinflamatorio

Se sabe que en la enfermedad cardiovascular tiene lugar un importante
proceso inflamatorio (Rader, 2000). Se han publicado diversos estudios que
implican a las células y a las moléculas relacionadas con la respuesta
inmunoldgica en el proceso de la lesion vascular asociado a la aterosclerosis
(Ridker, 1997; Tracy et al., 1997; Ridker, 1997). El estrés oxidativo produce un
aumento de enzimas tales como la COX y la LPO, implicadas en la liberacién
de factores tales como interleuquinas y quimocinas. Se ha demostrado que los
polifenoles, y especialmente la quercetina, inhiben la COX y la LPO (Ferrandiz
& Alcaraz, 1991; Crescente et al., 2009). El resveratrol también se considera
una molécula con accion antiinflamatoria, ya que es capaz de inhibir la
biosintesis de prostaglandinas (Martinez et al., 2000; Fan et al., 2008). Badia et
al., en 2004, observaron que el consumo moderado de vino tinto en humanos
era capaz de reducir la adhesion de los monocitos a las células endoteliales, y
este efecto se relacionaba con la regulacién de las moléculas de adhesion
localizadas sobre la superficie del monocito (Badia et al., 2004). La curcumina,
un pigmento polifendélico procedente de la curcuma y componente del “curry”,
también tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y se ha

comprobado que este pigmento bloquea la activacidn del factor de transcripcion
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NF-kB, un factor decisivo en las respuestas de sefializacion rapida, que se
localiza en el citoplasma, y que participa en las vias de sefalizacion de la

célula cardiaca (Jobin et al., 1999).

1.3.3.5 Efecto apoptotico y antiapoptotico

La apoptosis, o “muerte celular programada”, es una forma de suicidio
celular genéticamente definida, que tiene lugar de forma fisioldégica durante la
morfogénesis y la renovacion tisular, y también en los procesos de regulacién
del sistema inmunitario. La muerte celular programada es parte integral del
desarrollo de los tejidos en los seres vivos. Cuando una célula muere por
apoptosis, empaqueta su contenido genético y evita que se produzca la
respuesta inflamatoria caracteristica de la muerte accidental o necrosis. Las
células en proceso de apoptosis reducen su tamano y fragmentan su contenido
genético. De esta manera, pueden ser eficientemente englobadas via
fagocitosis y, consecuentemente, sus componentes son reutilizados por
macrofagos o por células del tejido adyacente. La aparicion de trastornos en la
regulacion de los genes responsables del proceso apoptoético puede contribuir
al desarrollo de diversas enfermedades como tumores, enfermedades
autoinmunes, o enfermedades neurodegenerativas (Thompson, 1995; Hetts,
1998). En los ultimos afios se han publicado varios estudios que sugieren que
las alteraciones de los procesos apoptoticos pueden estar relacionadas con la
enfermedad cardiovascular (Tedgui & Mallat, 2003; Gurbanov & Shiliang,
20006).

La regulacion de la proliferacion y de la muerte celular por apoptosis en
las ceélulas del musculo liso vascular, es un factor importante para la
configuracion de la estructura normal de la pared vascular en condiciones
fisioloégicas. Cuando la proliferacion de las células del musculo liso vascular
sobrepasa el fendbmeno de apoptosis, se produce una acumulaciéon de células
en este tejido, y consecuentemente el engrosamiento de la capa media y la

pared de las arterias pequenas, caracteristico de la hipertension (Hamet, 1995).
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La apoptosis es ademas el principal mecanismo de muerte celular en el
endotelio en condiciones fisioldgicas. El equilibrio proliferacién-apoptosis de las
células endoteliales, desempefia un papel fundamental en la formacion vy
regresion de los vasos sanguineos, especialmente en las arteriolas y los
capilares. Una apoptosis excesiva de estas células puede provocar la
disfuncion endotelial caracteristica de las enfermedades cardiovasculares, y
merece especial consideracion la apoptosis endotelial durante el desarrollo de
la aterosclerosis (Karsan & Harlan, 1996; Bombeli et al., 1997; Dimmeler et al.,
1997; Galle et al., 1999).

Se ha descrito que los flavonoides poseen distintos efectos moduladores
de la apoptosis. Se comprobdé que algunos flavonoides como el resveratrol
pueden inducir apoptosis en células endoteliales de vena umbilical humana
(Szende et al.,, 2000). También se ha descrito que la teasinensina A, un
polimero formado por unidades de antocianidinas procedente del té de oolong,
induce apoptosis en células tumorales (Pan et al., 2000). Los polifenoles
también pueden modular el nivel de expresion de distintos factores pro-
apoptoticos. De hecho, se ha descrito que el resveratrol induce procesos de
apoptosis mediante la regulacion de factores pro-apoptéticos (Nam et al., 2001;
Tinhofer et al., 2001).

Estudios in vitro en células endoteliales de aorta bovina y en fibroblastos,
han demostrado que los polifenoles también poseen una actividad inhibidora de

la apoptosis inducida por la oxidacion de las LDL y el H,O, (Vieira et al., 1998).

Debido a las propiedades pleoiotrépicas de los polifenoles y el potencial
sinérgico de accion sobre el endotelio vascular, estos compuestos podrian
considerarse buenos candidatos para la prevencidén y/o el tratamiento de la
enfermedad cardiovascular. No obstante, los efectos saludables de los
polifenoles no afectan solo al aparato cardiovascular. Aunque no se han
estudiado tan extensamente los efectos beneficiosos de los polifenoles sobre

otras patologias, existen algunos estudios que demuestran los efectos del
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chocolate o de los extractos del cacao sobre células tumorales de animales
(Yamagishi et al.,, 2002; Yamagishi et al., 2003), sobre el dafio gastrico y
hepatico producido por el alcohol (McKim et al., 2002; Osakabe et al., 1998),
sobre la proteccion del intestino (Scalbert et al., 2000), sobre la estabilidad de
los glébulos rojos (Zhu et al., 2005), sobre las cataratas inducidas por la
diabetes (Osakabe et al., 2004), y sobre la inflamacion (Sies et al., 2005),
Todos estos estudios respaldan de algun modo el efecto beneficioso de estos

compuestos.
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1.4. El cacao

1.4.1 Historia del cacao

El origen del cacao se remonta a mas de 2.500 afios, cuando los mayas
empezaron a cultivar el arbol del cacao. En la época de los mayas, las semillas
del cacao tenian un gran valor por sus cualidades nutritivas y porque se
utilizaban ademas como moneda de cambio. De hecho, la palabra cacao
proviene del término “cac”, que en maya significa rojo (en referencia al color de
la cascara del fruto), y del término “cau”, que expresa las ideas de fuerza y
fuego. Posteriormente, los aztecas aprendieron de los mayas el cultivo y el uso
del cacao y elaboraron una bebida aromatica con las semillas denominada
“xocolatl”, que proporcionaba gran energia y vitalidad. Cristébal Colén fue el
primer europeo que descubrid los granos de cacao. Durante su cuarto viaje al
continente americano, al llegar a lo que hoy en dia es Nicaragua, recibié unas
semillas de regalo, pero no les dio mucha importancia debido a su sabor
amargo. Posteriormente, Hernan Cortés, en 1519, propicié sin embargo su
conocimiento y difusiéon al comprobar el valor nutritivo de la bebida elaborada
con las semillas del cacao, pues comprobd6 que sus tropas podian aguantar un

dia entero de marcha con soélo un vaso de esta bebida.

El cacao llegd a Espafia de la mano de algunos monjes que viajaban en
las expediciones de Hernan Cortés. Estos monjes enviaron semillas de cacao
junto con las instrucciones para su preparaciéon al Abad del Monasterio de
Piedra de Nuévalos en Zaragoza. A partir de entonces, este alimento consiguid
gran popularidad, gracias por una parte a que la Iglesia consideré6 que no
rompia el ayuno, y por otra a que se declaré bebida oficial de los reyes y de la
Corte espanola. La Corona logré6 mantener este secreto durante
aproximadamente un siglo, y fue durante los siglos XVII y XVIII cuando su
consumo se extendid por Europa. Asi, beber este liquido se convirtid en un
signo de distincion y elegancia. Los Monasterios y las farmacias eran las dos

vias principales de fabricacién y distribucién del chocolate. A principios del siglo
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XIX se inicié en Espana la fabricacion del chocolate en forma de tabletas, y ya
en el siglo XX se llevd a cabo la comercializacion del cacao soluble y su

comercializacion en forma de cremas, chocolatinas, grageas y caramelos.

El cacao ocupa el tercer lugar después del azucar y el café en el
mercado mundial de materias primas. La produccion de cacao se concentra al
Oeste de Africa y la produccion alli representa cerca del 70 % de la produccién
mundial. Los principales productores se encuentran en la Costa de Marfil,
Ghana, Nigeria y Camerun. Ademas de Africa, otros grandes productores de

cacao son Indonesia, Brasil, Ecuador, Republica Dominicana y Malasia.

En Espafa, el cacao es un alimento de bajo consumo, pese a su
riqueza en polifenoles y a que es una buena fuente de minerales y vitaminas. El
consumo en nuestro pais es de solo 3,5 kg por espanol y ano, frente a los 10
kilos que ingiere cada suizo. Galicia y las comunidades de la cornisa
Cantabrica son las zonas donde se ingiere mas cantidad de chocolate. En
Espafa la produccion y la ingesta de chocolate y derivados del cacao esta
actualmente estabilizandose, pero hasta hace poco este alimento tenia muy
mala prensa. El chocolate como alimento es nutricionalmente completo, ya que
contiene aproximadamente un 30% de materia grasa, un 6% de proteinas, un
61% de carbohidratos, y un 3% de humedad y de minerales (fésforo, calcio,
hierro), ademas de aportar vitamina A, vitaminas del complejo B y flavonoides.
La materia grasa del chocolate es la manteca de cacao, que contiene un 35%
de acido oleico, un 35% de acido estearico y un 25% de acido palmitico. El 5%
restante esta formado por diversos acidos grasos de cadena corta (Vinson et
al., 1999). La estructura de los triglicéridos que componen la materia grasa del
chocolate se caracteriza por tener el punto de fusion en el rango de 27°C a
32°C, y ésta es la caracteristica organoléptica mas interesante del chocolate,
ya que este producto se funde con relativa rapidez en el paladar humano,

generando una textura y un sabor muy agradable.

Aunque el chocolate se ha consumido durante cientos de afos, muy

recientemente se han empezado a conocer y a entender los beneficios de este
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sabroso alimento, que derivan principalmente de su alto contenido en
flavonoides. Existen muchas fuentes de flavonoides, y la recomendacion es
combinar adecuadamente el consumo de frutas y verduras, pero tampoco
privarnos del placer de comer un buen chocolate. Una porcién frecuente de

chocolate, puede ser, sin lugar a dudas, un trocito mas de salud.

1.4.2 Estructura, composicion y procesamiento del grano

de cacao

El arbol del cacao es el cacaotero, cuyo nombre cientifico se debe a Carl
von Linne quién lo denominé Theobroma cacao, que significa «cacao, alimento
de los dioses» (Dillinger et al., 2000). Es una planta tropical que crece en una
franja geografica muy determinada, con centro en el Ecuador y que se extiende
por el norte y el sur unos 20 grados sin sobrepasar nunca el Trépico de Cancer
ni el de Capricornio. Pertenece a la familia de las Esterculiaceas. Su fruto es
una baya con forma ovoidea también denominada mazorca, de unos 25 cm de
largo por 15 cm de ancho (Figura 14). La superficie del fruto puede variar
desde muy rugosa hasta completamente lisa. El color varia entre blanco, verde
y rojo en los frutos verdes hasta el amarillo, naranja y morado de los maduros.
Cuando el fruto es joven tiene 5 compartimentos rellenos de granos, pero al
madurar las paredes desaparecen, quedando una cavidad uUnica llena de
granos o semillas que pueden variar segun las especies entre las 25-70
unidades. La semilla se encuentra recubierta por una capa de mucilago de
color blanco que puede tener entre 15y 30 mm de longitud y entre 5y 15 mm
de diametro. Constituye la materia prima fundamental para la elaboracion del
chocolate. La cascara que envuelve el grano de cacao se conoce usualmente
como la cascarilla del cacao. La cascarilla del cacao también se ha usado
como material crudo para extraer teobromina, un alcaloide de la familia de la

cafeina caracteristico del cacao (Bonvehi & Coll, 1999).
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Corteza
Mazorca

Pulpa

Semilla

Figura 14. Seccion transversal del fruto del cacao. La mazorca posee una corteza
rugosa de casi 4 cm de espesor. Esta rellena de una pulpa rosada viscosa, dulce y

comestible, que encierra de 25 a 70 granos o semillas de cacao.

La composicion fisica y quimica de los granos de cacao varia a lo largo
del periodo de crecimiento del grano. Cada semilla consta de dos cotiledones y
del pequefio embrion de la planta. Los cotiledones almacenan el alimento para
el desarrollo de la planta. Este almacén consta de grasa, conocida como
manteca de cacao, que conforma casi la mitad del peso seco de la semilla. La
cantidad de grasa y sus propiedades, tales como su punto de fusion y dureza,
dependen de la variedad del cacao y de las condiciones ambientales. Existen

tres variedades principales de cacao:

-El criollo o nativo: Originario de Centroamérica. Es el cacao genuino
reconocido como de gran calidad, de escaso contenido en taninos y reservado
para la fabricacion de los chocolates mas exquisitos. El arbol es fragil y de
escaso rendimiento. El grano es de cascara fina, suave y poco aromatica.

Representa, como mucho, el 10% de la produccién mundial.

-El forastero: Originario de la alta Amazonia. Se trata de un cacao
normal, con el contenido en taninos mas elevado. Es el mas cultivado y
proviene normalmente de Africa. El grano tiene una cascara gruesa, es
resistente y poco aromatico. Los mejores productores usan granos de la

variedad forastero en sus mezclas, para dar cuerpo y amplitud al chocolate,
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pero la acidez, el equilibrio y la complejidad de los mejores chocolates proviene

de la variedad criolla.

-Los hibridos, entre los que destaca el trinitario: Originario de Trinidad,
es un cruce entre el criollo y el forastero, aunque su calidad es mas proxima al
del segundo. Este cacao, heredd la robustez del cacao forastero y el delicado
sabor del cacao criollo, y se usa también normalmente mezclado con otras

variedades.

El cacao ordinario procedente de la variedad “forastero” representa el 95
% de la produccion mundial. El cacao fino o aromatico, que proviene de las

variedades “criollo” o “trinitario”, representa el 5 % de la produccién mundial.

En el procedimiento tradicional para procesar el cacao, las semillas se
fermentan. Durante el proceso fermentativo se producen diversos cambios
quimicos en el grano de cacao. Este proceso se lleva a cabo por bacterias y
levaduras presentes en el ambiente, que se multiplican en la pulpa que rodea
los granos de cacao, debido a su alta concentracidn en azucares. La pulpa, tras
el proceso de fermentacion, se descompone en acido y alcohol. Su color
cambia del purpura al marréon chocolate y el olor a cacao empieza ya a
manifestarse en este proceso. El objetivo de esta fermentacién es doble: en
primer lugar la pulpa se convierte en acido acético que se evapora y aumenta
el tamafio de la semilla. En segundo lugar, se reduce el amargor y la
astringencia, y se desarrollan los precursores del aroma. La calidad de los
granos de cacao dependera de este proceso de fermentaciéon. A continuacion,
las semillas se secan y se prensan, y a partir de este momento se pueden
utilizar como materia prima para la elaboracion de la masa o licor de cacao, del

cacao en polvo y de la manteca.

Licor de cacao

La primera etapa del proceso incluye el tostado de los granos de cacao y

la eliminacion de la cascara. El licor de cacao se produce mediante la molienda
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de los granos de cacao sin cascara. La calidad del licor de cacao dependera de
los granos utilizados. A menudo, los fabricantes mezclan diversos tipos de
granos para lograr la calidad, el aroma y el sabor requerido. Este producto
puede sufrir posteriormente un proceso de alcalinizacién para alterar su color y

sabor, y también su composicion quimica.
Manteca de cacao

La grasa o manteca de cacao puede extraerse del grano de cacao por
diversos procedimientos. La manteca pura se extrae a partir de la masa de
cacao utilizando una prensa horizontal. La manteca pura de cacao obtenida por
presion horizontal no necesita un tratamiento posterior pero a menudo tiene
que desodorizarse. Asimismo, para extraer la manteca de la pasta residual
proveniente del prensado, se puede utilizar un proceso adicional de extraccion

por solventes. En este caso, la manteca asi extraida debera refinarse.
Polvo de cacao

El polvo de cacao se forma a partir de la masa de cacao. Se utilizan
prensas especiales para remover parte del contenido graso y obtener
finalmente un material sélido denominado pasta de cacao prensada. Este
producto posteriormente se tritura para dar lugar al polvo de cacao. El proceso
puede alterarse para producir polvos de cacao de diversas composiciones y
con diferentes niveles de grasa. La composicion quimica de este producto

variara segun el tostado, la alcalinizacion y el tipo de prensado realizado.

La mezcla de estos 3 componentes (licor, manteca y polvo de cacao)
origina la pasta de cacao, que es la base para la fabricacion de las tabletas de
chocolate y de los diferentes tipos de chocolate que existen en la actualidad.
Fue un fabricante suizo de leche evaporada, Henry Nestlé quien tuvo la original
idea de mezclar la pasta de cacao con leche evaporada y azucar, iniciando asi
la fama del chocolate suizo. Esta idea fue secundada por otro suizo, Rudolf
Lindt que comenzé la fabricacién de tabletas de chocolate sobre una formula

similar a la de Nestlé.
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La variedad botanica y las distintas etapas del procesado del cacao
(tales como la fermentacion, el secado, el tostado de la semilla y el tratamiento
de alcalinizacién) afectan, sin embargo, al contenido total de flavonoides y a la
calidad de los productos derivados del cacao. Kim y Keeney demostraron que
la concentracion de (-)-epicatequina disminuia un 90% después de la
fermentacion y el secado del grano de cacao (Kim & Keeney, 1984). Se han
observado también disminuciones significativas en el contenido total de
flavonoides después de la fermentacion y los procesos de tostado del grano de
cacao (Kim & Keeney, 1984). Ademas, se ha demostrado que las altas
temperaturas durante la fermentacion reducen el contenido de polifenoles, y
producen una disminucion de 3 a 5 veces inferior en los niveles de
procianidinas (Kealey et al., 1998). También se pierden gran cantidad de
flavonoides, durante el proceso de alcalinizacion. Las pérdidas se estiman en
un 36% para la (+)-catequina, el 67 % para la (-)-epicatequina, el 69 % para el
dimero By, el 67 % para el trimero C4, y el 31% para el tetramero D (Gu et al.,
2006; Andres-Lacueva et al., 2008). Por estos motivos, para mantener las
propiedades saludables asociadas al consumo de cacao, es muy importante la
preservacion de los polifenoles durante la fabricacion y procesamiento del

cacao.
El cacao es, en realidad, uno de los alimentos que posee mayor

contenido en polifenoles, principalmente flavanoles como la epicatequina y la
catequina (Figura 15) (Lee et al., 2003; Manach et al., 2004).
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Figura 15. Estructura molecular de la epicatequina y catequina, dos flavonoides

mayoritarios del cacao.

En un estudio reciente se han caracterizado por electroforesis capilar
quiral, los distintos epimeros de (-)-epicatequina, (+)-catequina y (-)-catequina,
en las semillas de cacao y en los derivados del cacao. Los componentes
mayoritarios de la semilla del cacao sin tostar y sin fermentar eran (-)-
epicatequina y (+)-catequina. Sin embargo, en semillas fermentadas y en
productos derivados del cacao, se encontré adicionalmente un flavonoide
atipico, la (-)-catequina. La (-)-catequina se generaria probablemente durante el
procesado del cacao por epimerizacion de la (-)-epicatequina (Kofink et al.,
2007). En la Figura 16 se muestran las estructuras de los distintos epimeros de

epicatequina y catequina.
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Figura 16. Estructuras de los enantiomeros de epicatequina y catequina.

1.4.3. Consumo de cacao e hipertension arterial

A finales de los afios 90, se observo en las poblaciones indigenas que
habitaban en las Islas Kuna en Centroamérica, que existia una interesante
asociaciéon entre el consumo de cacao y la baja incidencia de enfermedades
cardiovasculares tales como la hipertensién arterial. Curiosamente, cuando los
habitantes de estas islas emigraron al continente, desarrollaron hipertension, y
se observo que la aparicion de esta patologia estaba relacionada con la menor
ingesta de cacao en su dieta (Hollenberg et al., 1997). Posteriormente, otros
estudios han confirmado la relaciéon inversa entre el consumo de cacao y la

prevalencia de hipertension arterial. Un importante estudio epidemiologico
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relaciond en 2006, el alto consumo de chocolate con niveles bajos de presion
arterial, menor riesgo de enfermedad cardiovascular y menor riesgo de muerte
en general (Buijsse et al., 2006). También hay estudios que han demostrado
que la funcion endotelial mejora en las personas que consumen cacao (Hung et
al., 2004; Heiss et al., 2005). Existen también algunos trabajos que demuestran
que los polifenoles del cacao tienen efecto vasodilatador y antihipertensivo
(Ding et al. 2006; Schroeter et al., 2003).

Como ya hemos comentado en el apartado 1.3.3 de esta Introduccion,
los flavanoles y las procianidinas del cacao poseen accion antioxidante, tanto in
vitro como in vivo (Lotito et al., 2000; Osakabe et al., 2002; Ottaviani et al.,
2002; Orozco et al., 2003; Grassi et al. 2005; Hermann et al., 2006). Algunos
estudios en humanos han demostrado, que tras el consumo de cacao se
produce un aumento de la capacidad antioxidante total del plasma (Rein et al.,
2000; Wang et al., 2000; Wan et al., 2001; Serafini et al., 2003), una reduccion
de los niveles plasmaticos de productos oxidados (Keen et al., 2005) y una
reduccion de la oxidacion de las LDL (Kondo et al., 1996; Osakabe &
Yamahishi, 2009). Sin embargo, una limitaciéon para considerar que la accion
antioxidante de los flavanoles pueda justificar sus efectos, es que estos
compuestos no alcanzan una concentracién en sangre que avale su capacidad
para neutralizar radicales libres o quelar metales (Holt et al., 2002). Por lo
tanto, se presume que existen otros mecanismos de proteccion celular,
basados en la regulacién de sefales celulares, a través de los cuales actuarian

los flavanoles (Mackenzie et al., 2004).

La mayoria de las hipotesis convergen en afirmar que el efecto
beneficioso de los flavonoides podria deberse a la mayor biodisponibilidad de
NO que promueven. Estudios clinicos recientes sefialan que productos ricos en
flavanoles como el cacao, estimulan la vasodilatacion y mejoran la funciéon
endotelial, y lo hacen debido en parte a que aumentan la biodisponibilidad de
NO (Fitzpatrick et al., 1993; Schroeter et al., 2006). Sin embargo, es posible

que otros mecanismos de accién estén también implicados en el efecto de los
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flavanoles. Se sabe que estos compuestos también pueden inhibir un gran
namero de enzimas (Middleton et al., 2000). La inhibiciéon farmacolégica de la
ECA esta considerada actualmente como un enfoque farmacolégico importante
en el tratamiento de la hipertension arterial, y tiene también efectos adicionales
positivos sobre la disfuncidn renal y la insuficiencia cardiaca. La inhibicion de la
ECA reduce los valores de angiotensina Il, con la consecuente inhibicion de la
enzima NADPH oxidasa, una de las principales productoras de anién
superéxido (Cai & Harrison, 2000). Cuando esto ocurre, aumenta la
biodisponibilidad del NO y disminuye el estrés oxidativo (Dzau et al., 2002; Cai
& Harrison, 2000). Varios estudios han demostrado que los flavonoides inhiben
la ECA in vitro (Wagner & Elbl, 1992; Parker et al., 1999; Cyrino et al., 2002;
Actis-Goretta et al., 2006). Aviram et al., en 2001, demostraron asimismo que el
consumo de productos ricos en flavanoles reducia un 30% la actividad de la
ECA en el plasma humano, y disminuia también un 5% la presion arterial de los
pacientes hipertensos (Aviram et al., 2001). Recientemente se ha demostrado
que los flavanoles y procianidinas del cacao son también capaces de inhibir la
ECA (Actis-Goretta et al., 2006; Ottaviani et al., 2006).

Aun se encuentran, sin embargo, en investigacion los mecanismos
bioquimicos que podrian explicar los efectos beneficiosos de los flavanoles del

cacao, y de los flavanoles en general, sobre el sistema cardiovascular.

Como hemos visto a lo largo de esta Introduccion, el consumo de cacao
y sus derivados ricos en polifenoles, asi como el consumo de otros alimentos
que contienen estos compuestos, pueden inhibir la peroxidacion lipidica,
reducir la presion arterial, estimular la vasodilatacién, atenuar el proceso
inflamatorio, etc. Todo ello seria importante para prevenir la enfermedad
cardiovascular y otras patologias asociadas, tales como la diabetes, la
obesidad, el sindrome metabdlico y el accidente cerebrovascular. Por lo tanto,
estaria justificada, la preparacién de alimentos enriquecidos con polifenoles y la

inclusion de cantidades equilibradas de estos alimentos en la dieta.
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1.5 Ingredientes bioactivos y alimentos funcionales

Desde los tiempos de Hipdcrates, y a lo largo de la historia de la
humanidad, se ha reconocido que los habitos alimenticios influyen sobre el
desarrollo de ciertas enfermedades. Recientemente se admite, por ejemplo, el
beneficio de la llamada “dieta mediterranea” en la baja incidencia de

enfermedades cardiovasculares.

El consumo de dietas mas saludables responde actualmente a los
resultados de diferentes estudios epidemioldgicos y al creciente interés de la
poblacion, que considera a los alimentos desde una nueva perspectiva. Los
alimentos suministran nutrientes en mayor o menor medida, pero algunos,
aportan ademas componentes fisioldgicamente activos que contribuyen a
reducir el riesgo de desarrollar algunas enfermedades o que ayudan a
atenuarlas, y que, por lo tanto, promueven un buen estado de salud. Entre las
enfermedades que pueden prevenir los alimentos se encuentran las
enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer como el de colon y el
de prostata, las cataratas y la degeneracion de macula. Entre las que se
pueden atenuar destacan la hipercolesterolemia, la diabetes tipo Il y la
osteoporosis (Weaver & Liebman, 2002; Pelletier et al., 2003; Montonen et al.,
2004; Roudebush et al., 2004).

Los alimentos funcionales se definen segun el “Internacional Life
Science Institute” (ILSIl), como aquellos alimentos, que ademas de su efecto
nutricional, aportan efectos beneficiosos adicionales sobre una o mas funciones
fisiologicas, y que pueden, por lo tanto, mejorar la salud y el bienestar o reducir
el riesgo de trastornos en el organismo (Diplock et al., 1998). Los alimentos
funcionales estan ampliamente distribuidos en la Naturaleza, y pueden tener
origen animal o vegetal. Este tipo de alimentos deben consumirse en las
mismas cantidades en las que habitualmente se consumen el resto de los
alimentos. Dentro de una dieta sana y equilibrada, un alimento funcional puede

encuadrarse en unos de los siguientes esquemas:
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- Un alimento natural en el que la proporcion de uno de sus
componentes se ha incrementado.

- Un alimento al que se ha afiadido un componente que proporciona
beneficios para la salud.

- Un alimento del que se han eliminado componentes, de forma que el
alimento tiene menos efectos adversos.

- Un alimento en el que uno o mas de sus componentes se han
modificado quimica, bioquimica o biotecnolégicamente para mejorar sus
efectos sobre la salud.

- Un alimento en el que se ha mejorado la biodisponibilidad de uno o
mas de sus componentes beneficiosos, consiguiéndose en realidad una
absorcién mayor.

- Cualquier combinacién de los anteriores alimentos.

Los ciudadanos japoneses llevan décadas consumiendo estos productos
que, en su entorno, gozan de gran popularidad. El concepto de alimento
funcional nacié, de hecho, en Japén. En los afios 80, las autoridades sanitarias
japonesas se dieron cuenta de que el incremento en la esperanza de vida
habia provocado un aumento del gasto sanitario. Esto provocd que el gobierno
nipdn se planteara la necesidad de desarrollar productos alimenticios que
mejorasen la salud de los ciudadanos. Japon fue, en realidad, el primer pais
con una legislacion especifica para la comercializacion y etiquetado de los
alimentos funcionales: “Foods for Specified Health Use” (FOSHU). Durante esta
ultima década, también los consumidores europeos se han familiarizado con
los alimentos funcionales, y estos alimentos han conseguido crecer de forma
importante en el mercado europeo. Concretamente, en Espafa los alimentos
funcionales alcanzan una cuota de mercado del 26 % del gasto en
alimentacion, y un 40% de los consumidores optan por este tipo de productos.
Sin embargo, hasta hace solo unos afios las legislaciones europea y espafola
no exigian a los fabricantes de estos productos que demostrasen

cientificamente los efectos beneficiosos que publicitaban. En realidad, en la
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Comunidad Europea no habia una legislacion especifica hasta hace poco.
Dentro de los paises miembros existian reglamentaciones sobre las posibles
cualidades beneficiosas de los alimentos funcionales, pero no se permitian
propiamente alegaciones funcionales para los alimentos. La falta de un marco
legal propio para respetar las caracteristicas de los alimentos funcionales,
provoco que las empresas productoras de estos alimentos interpretaran "a su
manera” la normativa general existente sobre los mismos, asi como la
informacion que se ofrecia al consumidor a través del etiquetado, la
presentacion y la publicidad de productos en los que se resaltaban los
beneficios para la salud y la disminucion del riesgo de sufrir determinadas
enfermedades. Todo ello, a pesar de que el marco legal permitido no era
permisivo con este tipo de alegaciones. Durante los ultimos afos, y debido al
creciente interés por este tipo de alimentos, la Union Europea, a través de una
Accion Concertada denominada “Functional Food Science in Europe”
(FUFOSE), ha conseguido regular las alegaciones funcionales; es decir, la
informacion dirigida al consumidor sobre los efectos favorables que este tipo de
alimentos ejercen sobre la salud y la prevencion de enfermedades.
Concretamente, el 1 de julio de 2007 entr6 en vigor el reglamento que
establece en toda la Unidn Europea las nuevas reglas para promocionar los
alimentos funcionales, el llamado “Reglamento del Parlamento Europeo y del
Consejo sobre las Alegaciones Nutricionales y de Propiedades Saludables en
los Alimentos”. La nueva normativa sobre el etiquetado prohibe atribuir a un
alimento propiedades de prevencion, tratamiento y curacion de una
enfermedad, pero diferencia entre “prevencién” y “reduccién de un factor de
riesgo de enfermedad”. Ademas, en ningun caso se admitirdn alegaciones que
no se hayan demostrado; asi se evitara el posible fraude para el consumidor y
los riesgos para su salud por la ingesta confiada de alimentos con un potencial
efecto nutritivo o beneficioso del que carece. Debera informarse también en la
etiqueta de la importancia de una dieta equilibrada y un estilo de vida
saludable, de la cantidad de alimento que se debe consumir y del patrén de
consumo requerido para obtener el efecto beneficioso alegado. También

debera incluirse una declaracién dirigida a las personas que deberian evitar el
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consumo de ese alimento, y la advertencia de no superar las cantidades de
producto que puedan presentar un riesgo para la salud (Reglamento (CE) N°
1924/2006).

El sector de la alimentacion tendra tres anos para adaptarse a esta nueva
normativa, que exige pruebas cientificas que avalen la validez de los mensajes
con los que se promocionan los productos. Asi, aquellos alimentos con
aportaciones innovadoras sobre determinadas enfermedades deberan aportar
investigaciones que lo demuestren. Unicamente van a permitirse alegaciones
de propiedades saludables que se hayan evaluado cientificamente por la

Agencia Europea de Seguridad Alimentaria.

Cuando se desarrollen alimentos funcionales sera por lo tanto
imprescindible comprobar cientificamente las propiedades de estos alimentos,
principalmente cuando se trate de nuevos alimentos. Hay que identificar los
principios activos, confirmar su seguridad, establecer las dosis necesarias para
que ejerzan su efecto, y dilucidar la base en que se fundamenta el mecanismo
de accion. Para demostrar sus efectos bioquimicos y fisioldgicos son de gran
utilidad los marcadores analiticos, y deberan realizarse ensayos en humanos.
La sociedad misma demanda que las propiedades saludables de los alimentos

estén demostradas cientificamente.
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1.6. CocoanOX

CocoanOX (CCX) es un polvo de cacao obtenido mediante un
procedimiento industrial. Este proceso preserva los compuestos fendlicos
contenidos naturalmente en los granos de cacao. La empresa Natraceutical
Group patenté este procedimiento en el afio 2006 en Espafia con numero
P200600462 y fecha de solicitud 27/02/06 (Cienfuegos-Jovellanos et al., 2006).
Dicha empresa con posterioridad, y dentro de los 12 meses que marca la ley
para reivindicar prioridad, solicitdé este registro como Patente Europea con
numero EP2036601 y con fecha 27/02/07 (Pasamar et al., 2007), reivindicando
entonces también la prioridad de depdsito de la Patente Espainola. Asimismo, la
empresa extendid la solicitud como una Patente Internacional via PCT con
numero W02007/096449 y con la misma fecha de solicitud y prioridad que la

Patente Europea (Pasamar et al., 2007).

1.6.1 Proceso de fabricacion de CCX

La obtencién de este polvo de cacao es posible gracias a un
procedimiento industrial muy similar al convencional, pero en el cual se
incluyen ligeras modificaciones. Los cambios mas destacados en el proceso de
elaboracion de CCX, respecto al proceso convencional, se resumen a

continuacion.

- Seleccién del tipo de grano de cacao en origen

Para obtener CCX se partié6 de variedades tradicionales de cacao que
habian demostrado un historial de uso alimentario seguro. Entre ellas se
selecciond la variedad botanica que mayor contenido inicial de polifenoles
tenia. El grano de cacao seleccionado para la produccion de CCX corresponde
al clon hibrido CCN51 procedente de la region de Quevedo en Ecuador. Este
triple hibrido se obtuvo después de cruzar el clon amazdénico IMC67 con el clon

trinitario 1C595. Posteriormente este hibrido se cruz6 con el genotipo canelo
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amazonico, procedente de la region de Quevedo. Este grano tiene
aproximadamente un 12% de polifenoles, mientras que un grano de cacao

estandar tiene unicamente entre un 3% y un 5% de polifenoles.

- Eliminacion del proceso de fermentacion

La fermentacién es una etapa del procesado del grano de cacao que
provoca grandes pérdidas en el contenido total de polifenoles, y la pérdida es
mayor a medida que se alarga esta etapa en el tiempo. Ademas, hay que tener
en cuenta que la fermentacion del grano de cacao es dificil de controlar. Ello
justifica la gran variabilidad en las distintas producciones de cacao. Por ello,

cuando se procesa CCX se evita que el grano fermente.

- Adicion de una etapa de escaldado

El escaldado es un proceso habitual en la industria agroalimentaria para
el tratamiento de productos vegetales. El objetivo de este proceso es inactivar
distintas enzimas que puedan ocasionar alteraciones en los alimentos a largo
plazo. Con la adicidon de esta etapa en el proceso de elaboracién de CCX se
consigue concretamente inactivar la enzima polifenol oxidasa, y con ello se
evita la oxidacion de los distintos polifenoles contenidos en CCX. La
incorporacion de este proceso no parece afectar el perfil nutricional, y preserva
la mayor parte de los polifenoles que inicialmente estaban presentes en el

grano de cacao.

En la siguiente tabla se muestra el perfil nutricional estandar del CCX.
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Tabla 3. Perfil nutricional estandar de CocoanOX.

Energia (kcal) 283
Proteinas (g) 23,4
Carbohidratos (g) 27,8
- Almidon - 139
- Azucares simples - 13,9
Fibra dietética total (g) 25,2
- Fibra dietética insoluble - 227
- Fibra dietética soluble - 25
Grasas (g) 8,6
Cenizas (g) 5,5
Teobromina (g) 1,78
Cafeina (g) 0,25
Potasio (mg) 168,26
Sodio (mg) 15,46
Calcio (mg) 227,47
Magnesio (mg) 542,14
Fasforo (mg) 778,86
Hierro (mg) 39,83
Zinc (mg) 9,91
Cobre (mg) 3,57

1.6.2 Propiedades bioldgicas de CCX

La capacidad antioxidante de un compuesto puede medirse in vitro por el
método “Oxygen Radical Absorbance Capacity” (ORAC). El ORAC indica el
poder que tienen los alimentos o los suplementos dietéticos para neutralizar y
destruir los radicales libres. Este indice fue 3,5 veces mayor en CCX que en un
polvo de cacao estandar (Rios et al., 2009). En la siguiente tabla se muestra la

capacidad antioxidante medida por el método ORAC de diferentes alimentos.
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Tabla 4. Capacidad antioxidante total (ORAC) de diferentes alimentos.

ORAC hydro
ALIMENTOS (umolTE/g)
Productos de cacao
CocoanOX 2861
Polvo de cacao 826
Chocolate negro 131
Chocolate con leche 67
Frutas
Ciruelas secas 58
Uvas pasas 28
Pomelos rosas 5
Vegetales
Col rizada 18
Espinacas 13
Berenjenas 4

Tomado de Adamson et al., 1999 y Gu et al., 2006.

Estudios previos realizados en humanos han demostrado que los
polifenoles presentes en el CCX son biodisponibles y que, ademas, su
absorcion conlleva un aumento de la capacidad antioxidante del plasma. La
ingesta de una bebida preparada con CCX provocé una acumulacion de
metabolitos derivados de las procianidinas en el plasma humano, y la cantidad
de metabolitos detectada fue muy superior que la obtenida tras el consumo de
un polvo de cacao estandar. Asimismo, el consumo de CCX aumentd la
concentracion de metabolitos en la orina. Los metabolitos sulfatados
detectectados en la orina fueron mayoritarios y ademas mas abundantes que
los derivados glucurénidos (Tomas-Barberan et al., 2007). En este estudio, se
describié ademas, un incremento de la capacidad antioxidante del plasma dos
horas después de la ingesta de CCX y también 2 horas después de la ingesta
de cacao estandar, pero la capacidad antioxidante fue 8 veces mayor tras la
ingesta de CCX que tras la ingesta del cacao estandar (Tomas-Barberan et al.,
2007).
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Recientemente, se ha demostrado también el papel protector de CCX
frente al estrés térmico. Se ha comprobado que CCX aumenta la longevidad en
el modelo Caenorhabditis elegans, un nematodo comunmente utilizado para
estudios bioldgicos de genética del desarrollo (Ramén et al., 2008). También se
ha demostrado que CCX presenta efecto antiinflamatorio en un modelo de

colitis ulcerosa (Andujar et al., 2009).
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1.7 La rata espontaneamente hipertensa como modelo

experimental de hipertension

Los ensayos en animales de experimentacion son muy utiles para
investigar factores concretos que pueden determinar el desarrollo o el
mantenimiento de la hipertension. Se utilizan ademas, modelos animales
experimentales de hipertension arterial, como instrumento para ensayar

posibles compuestos antihipertensivos.

Los modelos animales para investigacion deben ser faciles de
desarrollar y deben ser relativamente baratos, y en principio se prefiere utilizar
animales pequefios. La localizacion anatémica de las diferentes arterias en la
rata hace que este animal sea el mas idoneo para la investigacion de
compuestos antihipertensivos. Se pueden llevar a cabo medidas de presién
arterial en la arteria caudal de la rata con relativa facilidad. Para ello, se utiliza
un pequefo manguito inflable y un transductor de presion semejante al
esfingomandmetro que permite llevar a cabo la medida en humanos. La rata
tiene ademas un tamafo muy adecuado que facilita su manejo, y su coste es
relativamente bajo. Se han desarrollado, por eso, diferentes modelos
experimentales de hipertensién arterial en ratas. Los de origen genético son los
mas utilizados actualmente. Ello se debe a que el desarrollo de hipertension en
estos modelos de ratas hipertensas es muy parecido al desarrollo de la
hipertension esencial en humanos. Entre los modelos animales para el estudio
de la hipertensidén esencial destacan las ratas espontaneamente hipertensas
(SHR). El modelo se desarroll6 mediante la seleccidn y el cruce de ratas de la
cepa Wistar, de la Universidad de Kyoto, que presentaban una presién arterial
elevada. A partir de la sexta generacion endogamica se consiguié una nueva
raza de ratas, que se conoce hoy dia como ratas SHR (Okamoto & Aoki, 1963).
La cepa de las ratas Wistar-Kyoto (WKY), de la que se partié para desarrollar
este modelo, quedd definida en 1971 como el control normotenso de las ratas
SHR. La diferencia que existe entre las ratas SHR y las ratas WKY es

sustancial, comparable a la existente entre personas no relacionadas (St Lezin
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et al.,, 1992). Sin embargo, es importante destacar que teniendo en cuenta el
desarrollo de las ratas SHR, algunos investigadores consideran a las ratas
WKY como animales prehipertensos (Wright & Rankin, 1982). La esperanza
media de vida de las ratas SHR en condiciones normales de cuidado y
mantenimiento es de 18 meses, pero las ratas WKY suelen vivir unos 24

meses.

El desarrollo de la hipertensién arterial es muy semejante en las ratas
SHR y en la especie humana. En ambos casos la hipertension arterial se
instaura en edades tempranas y esta condicionada genéticamente, existiendo
por ello un importante factor de agregacién familiar. También en ambos casos
los niveles de presion arterial van aumentando paulatinamente a lo largo de la
vida, como consecuencia del incremento progresivo de las resistencias
vasculares periféricas. Ademas, la rata SHR presenta una progresion de las
alteraciones hemodinamicas similar a la que se observa en los pacientes
hipertensos. Asi, esta raza presenta una fase de pre-hipertension, seguida por
una fase de desarrollo de esta anomalia, y un periodo final donde la
hipertension ya esta establecida. La hipertension arterial en estos animales se
ve ademas agravada por la ingesta de una dieta rica en sodio, por el estrés, y
por otros factores ambientales, al igual que en la especie humana. En la cepa
SHR, al igual que en los humanos, existe diferencia de género en el desarrollo
de la hipertension, alcanzando valores de presion arterial mayores las ratas
macho que las ratas hembra (lams & Wexler, 1979). No obstante, existen
algunas diferencias entre la hipertension arterial humana y la hipertension
arterial de las ratas SHR. Asi, por ejemplo, los pacientes hipertensos suelen
tener un exceso de peso corporal y, sin embargo, las ratas SHR pesan menos
que sus controles normotensos. Se ha descrito ademas que en las ratas SHR
existe una alteracion en la funcion tiroidea, pero los pacientes hipertensos no
presentan necesariamente este tipo de alteracion. Desde el punto de vista
terapéutico, hay también que senalar que las ratas SHR no muestran una
respuesta definida a los diuréticos y, por el contrario, el uso de estos farmacos

es altamente efectivo para la reduccién de la presion arterial en los pacientes
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hipertensos. Otra diferencia importante es que la aparicion de arterioesclerosis
en personas hipertensas es muy frecuente, pero las ratas parecen mostrar

cierta resistencia a su desarrollo (Trippodo & Frohlich, 1981).

En conjunto, podemos decir que son, sin embargo, muchas las
similitudes funcionales y estructurales que presentan las ratas de la cepa SHR
y los pacientes con hipertension esencial, y por eso esta cepa es una de las
mas utilizadas para probar nuevas terapias antihipertensivas. Sera también la
que utilizaremos en esta Tesis Doctoral para evaluar los efectos de CoconOX,

el cacao rico en polifenoles descrito en el apartado anterior.
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Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

CocoanOX (CCX) es un cacao rico en polifenoles que presenta efecto
antihipertensivo y los polifenoles que contiene son los responsables de sus

efectos sobre la presion arterial.
Objetivos

1. Caracterizar la composicién de las muestras del cacao denominado
CCX después de su produccion industrial.

2. Estudiar el efecto que ocasiona la administracién aguda y cronica de
CCX sobre la presion arterial de ratas espontaneamente hipertensas, y
también los efectos que tiene la administracion aguda de los principales
polifenoles de CCX sobre la presion arterial de estos animales.

3. Dilucidar cuales son los principales mecanismos implicados en el
efecto anithipertensivo de CCX. Intentaremos comprobar fundamentalmente si
las propiedades antioxidantes de CCX pueden justificar su efecto sobre la

presién arterial, y si el efecto de este cacao es endotelio dependiente.
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Antihypertensive Effect of a Polyphenol-Rich Cocoa Powder
Industrially Processed To Preserve the Original Flavonoids
of the Cocoa Beans
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BEGONA MUGUERZA,® LEILA MOULAY, MARTA MIGUEL,” AND AMAYA ALEIXANDRE*"
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A natural flavonoid-enriched cocoa powder, commercially named CocoanOX and developed via a
patented industrial process, was characterized and tested for a possible antihypertensive effect.
The bioavailability of this polyphenol-rich cocoa powder developed at pilot scale was previously
demonstrated in humans. The present results showed that this product was very rich in
total procyanidins (128.9 mg/g), especially monomers, dimers, and trimers (54.1 mg/g), and
mainly (—)-epicatechin (19.36 mg/g). The effect of a single oral administration of CocoanOX in
spontaneously hypertensive rats (SHR) was evaluated at different doses (50, 100, 300, and
600 mg/kg). This product produced a clear antihypertensive effect in these animals, but these
doses did not modify the arterial blood pressure in the normotensive Wistar—Kyoto rats.
Paradoxically, the maximum effect in the systolic blood pressure (SBP) of SHR was caused by
300 mg/kg of CocoanOX. This dose brought about a decrease in this variable very similar to that
caused by 50 mg/kg Captopril. It was also surprising that the maximum effect in the diastolic blood
pressure (DBP) was caused by 100 mg/kg CocoanOX. The initial values of DBP and SBP were
recovered in SHR, respectively, 24 and 48 h postadministration of the different doses of
CocoanOX or Captopril. These results suggest that CocoanOX could be used as a functional
ingredient with antihypertensive effect, although it would be also necessary to carry out bioavail-
ability and clinical studies to demonstrate its long-term antihypertensive efficiency in humans.

KEYWORDS: CocoanOX; polyphenols; procyanidins; flavanols; epicatechin; hypertension; sponta-

neously hypertensive rats

INTRODUCTION

Hypertension is an important problem in our society given its
high prevalence and its role as a critical cardiovascular risk factor.
This pathology is a common and usually progressive disorder,
which, if not effectively treated, has a high mortality rate.
Epidemiological studies have shown an inverse association of
flavonoid-rich diet consumption with the risk of hypertension
and cardiovascular disease (/—5).

Cocoa and cocoa derivatives are known as significant sources
of flavonoids, particularly of flavan-3-ols and procyanidins.
Other examples of sources rich in this kind of flavanoids are wine
and tea. However, cocoa has been shown to have the highest
content of flavanols (6, 7). Several studies have published the
quantitative determination of (+)-catechin, (—)-epicatechin, and
procyanidins in cocoa products by normal- and reverse-phase
liquid chromatography—mass spectrometry (§—/7). Monomer
units contribute most to the total procyanidin content in cocoa,
(—)-epicatechin being the main component (12). Great interest is

*Author to whom correspondence should be addressed (telephone
34-91-3941475; fax 34-91-3941463; e-mail amaya@med.ucm.es).

pubs.acs.org/JAFC Published on Web 06/19/2009

focused on cocoa compounds for their possible beneficial health
effects, and flavanols have made cocoa a candidate as a functional
food. In fact, a recent epidemiological long-term study has
reported a lowering effect of cocoa intake on cardiovascular
mortality in elderly men (/3). In addition, a prospective study in
postmenopausal women demonstrated a borderline inverse cor-
relation of chocolate intake and cardiovascular disease (/4).
Moreover, animal and human intervention studies have shown
that cocoa polyphenols exhibit many health benefits (15, 16).
In addition, the ingestion of cocoa beverage by Kuna Indians, a
small population of Indians living in the San Blas Island, is related
with a low prevalence of atherosclerotic diseases and no rise in
blood pressure with age (/7). These results are in agreement with
data from human studies that showed the antihypertensive
properties of cocoa polyphenols (/8—23).

The botanical variety and manufacturing factors related to the
processing of cocoa beans (such as postharvest handling, fermen-
tation, drying, roasting, and alkalinization treatment) affect,
however, the flavonoid quantity and quality of a cocoa-based
products. Kim and Keeney reported a 90% drop in the con-
centration of epicatechin after fermentation and drying (24).

©2009 American Chemical Society
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We have evaluated the effect of the long-term intake of a cocoa powder, with high concentration of poly-
phenols, named CocoanOX (CCX), on the development of hypertension of spontaneously hypertensive
rats (SHR). Systolic blood pressure was measured weekly in the rats, from the 6th to 24th week of life,
by the tail cuff method. The development of hypertension was attenuated in the groups treated with cap-

topril or CCX. The antihypertensive effect was more accentuated in the group treated with captopril, and

Keywords:
Antihypertensive activity
Cocoa

Polyphenols

Spontaneously hypertensive rats activity.

it was paradoxically more accentuated in the group treated with the lowest dose of CCX than in the other
CCX groups. The arterial blood pressure increased in the treated SHR when the corresponding antihyper-
tensive treatment was removed. Both, CCX and the standard cocoa, improved the aorta endothelial func-
tion in the SHR. In conclusion, CCX could be used as a functional food ingredient with antihypertensive

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Several studies provide evidence suggesting that dietary flavo-
noids may play a protective role against cardiovascular disease
(Hooper et al., 2008; Knekt et al., 2002), the primary chronic dis-
ease afflicting industrialised countries. Foods with high polypheno-
lic flavonoid contents include many fruits and vegetables, such as
apples, onions, tea, red wine and cocoa. In recent years much inter-
est has been focused on cocoa and cocoa derivates. Most of the
healthy effects of cocoa are attributed to the flavanols, which are
one class of flavonoids, including (—)-epicatechin and (+)-catechin
and oligomers of these molecules, also named procyanidins. The
presence of these compounds has qualified cocoa and chocolate
products as functional food, with especial cardiovascular function-
ality. In this context, the ingestion of a cocoa beverage by Kuna
Indians, a small population of Indians living in the San Blas island
chain off the Coast of Panama, was related to low prevalence of
atherosclerotic diseases and no rise in blood pressure with age
(Hollenberg et al., 1997). More recently, an epidemiological study
has reported that long-term cocoa intake lowered cardiovascular
mortality in elderly men (Buijsse, Feskens, Kok, & Kromhout,

* Corresponding author at: Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC), C/
Juan de la Cierva, 3, 28006 Madrid, Spain. Tel.: +34 91 5622900; fax: +34 91
5644853.

E-mail address: marta.miguel@ifi.csic.es (M. Miguel).

! Both authors contributed equally to this study.

0308-8146/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2010.03.059

2006). In addition, a prospective study in post-menopausal women
demonstrated a borderline inverse correlation of chocolate intake
and cardiovascular disease (Mink et al., 2007).

Cocoa polyphenols have also shown antihypertensive proper-
ties (Taubert, Roesen, & Schomig, 2007). They also stimulate nitric
oxide production and improve endothelial function (Heiss et al.,
2003).

The concentration of flavanols in cocoa products depends on the
initial flavanol content of the cocoa beans and the processing steps.
The loss by the manufacture process can reach 90% of the initials
flavonoids (Keen, Holt, Oteiza, Fraga, & Schmitz, 2005). A new con-
trolled process to develop a cocoa powder with higher flavonoid
monomer content and enhanced bioavailability in healthy humans
has been reported (Tomas-Barberan et al., 2007). This flavanol-en-
riched cocoa powder (CocoanOX, CCX) contained four times more
procyanidins and eight times more (—)-epicatechin and procyani-
din B2 than did conventional cocoa powder. In previous studies,
this product has demonstrated a high antioxidant capacity and
has also shown a blood pressure lowering effect after a single oral
administration in spontaneously hypertensive rats (Cienfuegos-
Jovellanos et al., 2009; Ramos et al., 2008). However, hypertension
is a chronic pathology which requires chronic treatment, and the
long-term administration of functional products without side ef-
fects is an attractive possibility, to be considered in treating this
pathology.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of the
long-term intake of CCX on the development of hypertension in
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Abstract

In this study the antihypertensive effect of the principal monomers
contained in a functional polyphenol-rich cocoa powder, named CocoanOX™
(CCX) was evaluated on spontaneously hypertensive rats (SHR) and
normotensive Wistar Kyoto (WKY) rats. Animals were used with 17-22-week-
old. Different doses of the main monomers were administered to the SHR. The
dose which produced the best blood pressure lowering effect for each
polyphenol was administered to WKY rats. All monomers decreased SBP in
SHR in a dose-dependent manner. The maximum decrease in SBP was caused
by 6 mg/kg of (-)-epicatechin and was observed 6-8 hours post-administration.
The administration of (+)-catechin, also result in a significant decrease of the
SBP in SHR, and the maximum decrease in SBP was caused by 0.5 mg/kg and
was observed 4 hours post-administration. The administration of (-)-catechin
also caused a blood pressure lowering effect in SHR. The maximum decrease
in SBP was caused by 0.5 mg/kg of (-)-catechin and was observed 6-8 hours
post-administration, but its effect was less accentuated than the effect of (-)-
epicatechin or (+)-catechin. The initial values of SBP after administration of
different monomers were recovered 48 or 72 hours post-administration. None of
the monomers administered modified the SBP in WKY rats. In conclusion, the
main polyphenols included on it would be beneficial for controlling blood

pressure.

Key words: antihypertensive effect, cocoa, polyphenols, spontaneously

hypertensive rats.
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Introduction

Cardiovascular disease (CVD) is the primary chronic disease in
industrialized societies and the number one cause of death in these populations
™. The consumption of polyphenols has been associated with a reduced risk of
CVD @* and a large number of epidemiological studies indicating that
increased consumption of foods and beverages rich in flavonoids, reduces the
risk of CVD death ©7).

Cocoa is one of the foods that possess major content in flavanols ¢°. At
the end of the 90s, it was observed an association between the consumption of
cocoa and the low incident of CVD in the indigenous populations of Kuna
islands "9, From this time, the healthy benefits of cocoa and cocoa derivatives
on CVD have been extensively studied ("'®. Cocoa flavanols consist of a
complex mixture of the monomeric (-)-epicatechin and (+)-catechin and the

)1t is worth

oligomers of these monomeric base units known as procyanidins (
noting that the preservation of polyphenols during the cocoa manufacturing is
important to exhibit the health effects associated to cocoa consumption.
Recently it has been described that roasted cocoa beans and cocoa products
additionally contained the atypical flavan-3-ol (-)-catechin. This is generally
formed during the manufacturing process by an epimerization which converts (-
)-epicatechin to its epimer (-)-catechin. High temperatures during the cocoa
bean roasting process and particularly the alkalization of the cocoa powder are
the main factors inducing the epimerization reaction (15)

It is known that cocoa flavanols and their oligomers have the ability to
inhibit LDL oxidation ®, promote endothelium-dependent relaxation "), and
modulate the production of inflammatory cytokines "® on in vitro systems.
However, there is little information about the effects of cocoa flavanols on in
vivo models of CVD and particularly, on animal models of systemic
hypertension. The in vitro effects observed with the monomers are often
significantly different from those observed with the oligomers, suggesting that
there may be considerable structure specificity for these compounds. In
addition, although the potent in vitro effects of the flavanols and their oligomers

have generated considerable interest in these compounds, it has been
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suggested that their in vivo effects may be minimal because of gastric
degradation '® or because are hardly absorbed in the intestine ?%. Therefore,
careful distinction between in vitro and in vivo effects of flavanols is mandatory.
In a previous study the antihypertensive properties of a polyphenol-rich
cocoa powder, named CocoanOX™ (CCX), produced by an innovative
industrial patented process ", were demonstrated after short- 2 and long-

term treatment ®®

. The principal polyphenols contained