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Resumen

En el complejo y multicausal proceso que lleva a la hipertensión esencial, los radicales libres
parecen jugar un papel clave, particularmente en la regulación local del lecho capilar.
Además de la producción de ion superóxido en la célula endotelial, existen otros factores de
producción de radicales libres, especialmente el radical hidroxilo, aun cuando la
hipertensión esté medicada y clínicamente controlada.
Dado que si bien se han estudiado las defensas antioxidantes no se ha abordado todavía la
generación de radicales libres en sangre en pacientes hipertensos, en el presente trabajo se
estudió la producción del radical hidroxilo en sangre total en pacientes hipertensos
controlados, mayores de 65 años, sin otra enfermedad y se compararon los niveles obtenidos
con individuos de las mismas características, algunos de ellos hipertensos, que participaban
en un programa de ejercicio y controlaban su dieta desde el punto de vista calórico. La
producción del radical hidroxilo se determinó por la hidroxilación del salicilato,
determinando la concentración del derivado 2,3 di-hidroxibenzoico (2,3-DHBA) por técnicas
de cromatografía líquida de alta performance con detección electroquímica.
Las concentraciones de 2,3-DHBA luego de la interacción de la sangre con la molécula de
salicilato en tubo fueron significativamente mayores en los pacientes hipertensos que en los
individuos controles. En los individuos hipertensos que realizaban ejercicios se observó una
tendencia a una menor producción de radicales hidroxilo.
De acuerdo con estos datos, la hipertensión esencial, aun medicada, se acompañaría de una
producción elevada de radicales hidroxilo por los elementos formes de la sangre, que el
ejercicio y la dieta tienden a disminuir. Aunque no podemos hablar de estrés oxidativo ya que
no se determinó el estado de las defensas antioxidantes, es probable que estos radicales, si no
son neutralizados, contribuyan a la enfermedad vascular que se observa en la hipertensión
esencial. Estos resultados se ubicarían en la línea de investigación que propende a un control
activo de la producción radicalaria aumentada en la hipertensión, además de la medicación
antihipertensiva.
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Introducción

Una intensa investigación ha vinculado el estrés oxidativo
a la patología de las enfermedades de mayor prevalencia
en la edad avanzada como arteriosclerosis, diabetes, afec-
ciones neurodegenerativas, artrosis, etcétera(1-6). La ener-
gía que nos mantiene vivos y activos proviene de una
ordenada transferencia de electrones del oxígeno molecu-
lar en la maquinaria metabólica de la mitocondria, que cul-
mina en la formación de agua, anhídrido carbónico y ener-
gía. Esta transferencia puede generar formas intermedias
del oxígeno con un electrón desapareado que son algu-
nos de los llamados radicales libres. El estrés oxidativo se
refiere a un predominio de especies reactivas del oxígeno
(ROS) sobre las defensas naturales, enzimáticas y no
enzimáticas. Como tal, es el resultado de un desequilibrio
que implica importantes consecuencias ya que las ROS
reaccionan con estructuras y componentes celulares (mem-
branas, proteínas, genes) provocando daño y eventual-
mente muerte celular.

Las ROS, sin embargo, se pueden producir durante el
funcionamiento fisiológico celular. El superóxido se gene-
ra por acción de varias oxidasas y de su destino depende
en gran parte el equilibrio oxidativo celular. Puede ser
dismutado por la superóxido dismutasa a peróxido para
dar luego una molécula de agua o bien reaccionar con el
NO (óxido nítrico) para dar el peroxinitrito, potente oxidante
celular capaz de provocar daño celular. En presencia de
hierro se genera el radical hidroxilo que reacciona con mem-
branas, proteínas y genes, comenzando procesos como la
lipoperoxidación de membranas, que altera los equilibrios
iónicos, colocando a la célula en una situación de dese-
quilibrio oxidativo que, de no ser contrabalanceada por
defensas antioxidantes, lleva a la muerte celular.

El automantenimiento de los procesos patológicos que
genera el estrés oxidativo es la característica más ominosa
desde el punto de vista de la homeostasis general del
organismo, generando círculos viciosos de ROS –daño
celular–más ROS–más daño–. Identificar tempranamente
la existencia de estrés oxidativo y tomar medidas terapéu-
ticas para su control, aparece cada vez más como una
medida necesaria para estabilizar las enfermedades de base
como la hipertensión, la diabetes, etcétera(5,6).

El endotelio es un regulador activo de la tensión
vascular. Por ello, aparte de las causas más generales, exis-
ten en la hipertensión importantes procesos endoteliales
vinculados a la enfermedad. En situación normal el
endotelio recibe señales provenientes de angiotensina,
prostaglandinas, endotelinas, factor hiperpolarizante de-
rivado del endotelio (FHDE) y óxido nítrico(7,8).

Normalmente, enzimas endoteliales claves como la
xantino-oxidasa (XO), la óxido nitrico sintetasa y, por otro
lado, NADPH generan radicales superóxido. Por razones

aún desconocidas en el caso de la XO y de NADPH, éstos
pasan a generar mayor cantidad de radical superóxido en
la hipertensión(7).

En el caso de la óxido nítrico sintetasa, el flujo de elec-
trones ocurre desde el dominio oxigenasa al reductasa y
depende de equilibrios termodinámicos y conformaciona-
les. Este delicado equilibrio puede romperse y la enzima
quedar “desacoplada”, tendiendo a producir superóxido
a partir de NADPH , sin llegar a la producción de NO(8).

En la hipertensión se produce una activación conco-
mitante de los elementos formes de la sangre, particular-
mente leucocitos, los que tienden a aumentar su interac-
ción con la pared endotelial, generando más radicales li-
bres(7,8). En la hipertensión arterial, por lo tanto, se genera
un escenario endotelial-vascular altamente oxidativo, des-
viado hacia la generación de radicales libres que tienden a
empeorar la hipertensión, creándose un círculo vicioso de
agravamiento(7-11).

A escala experimental la generación aumentada de ion
superóxido ha sido demostrada en todas las formas de
hipertensión: espontánea, generada por angiotensina,
corticoides, etcétera(7). A nivel clínico se ha descrito una
disminución en los niveles de atrapadores de radicales
como tocoferol, una actividad disminuida de la enzima
superóxido dismutasa o una actividad aumentada de la
enzima glutatión peroxidasa(12-15).

Una evaluación de la lipoperoxidación ha mostrado
una producción incrementada de malondialdehido y exis-
ten evidencias clínicas de la participación de los leucoci-
tos en el estrés oxidativo(16-23). Por otra parte, como el es-
trés oxidativo ha sido vinculado al envejecimiento, es pro-
bable que exista un agravamiento de éste cuando la hiper-
tensión se asocia a la edad(24-27).

La mayor parte de los estudios del estrés oxidativo en
clínica se refieren al consumo de las defensas enzimáticas
y no enzimáticas y a las consecuencias del estrés como la
lipoperoxidación. Pocos trabajos determinan directamen-
te las ROS, especialmente el OH!, principalmente por su
extremadamente corta vida media.

Sin embargo, mientras que las defensas antioxidantes
pueden estar elevadas o disminuidas en presencia de es-
trés oxidativo –correspondiendo a las fases de control y
descontrol de éste– la determinación directa de los radica-
les puede dar una idea del nivel oxidativo instantáneo del
organismo. Una evaluación precisa del estrés oxidativo
requiere la determinación concomitante de las defensas
antioxidantes y ROS.

La determinación de OH! se realiza por la generación
de derivados estables que puedan ser evaluados en forma
práctica. La hidroxilación del salicilato, una alternativa plan-
teada hace varios años por Halliwell y colaboradores se
ha transformado en la más popular dada su accesibilidad
por técnicas de cromatografía líquida de alta performan-
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ce(28-38).
Luego de una ingesta oral de ácido acetilsalicílico, este

es hidroxilado por los OH! que encuentra en los tejidos
del organismo, generándose el derivado 2,3 di dihidroxi-
benzoico (2,3-DHBA) (figura 1). El 2,3-DHBA es estable y
circula en sangre, pudiendo ser detectado y medido en
plasma. De esta forma se obtiene una idea de la produc-
ción de OH! en todo el organismo.

Ya que los elementos formes de la sangre son impor-
tantes generadores de ROS, en nuestro grupo desarrolla-
mos una técnica para medir la producción de OH! en san-
gre. Una muestra de sangre fresca se mezcla con salicilato
en un tubo y se agita. Los OH! producidos son captados
instantáneamente por hidroxilación del salicilato dando
2,3-DHBA, el que puede ser determinado por cromatogra-
fía líquida de alta presión a posteriori(28-36).

De los elementos formes de la sangre, los eritrocitos y
leucocitos son importantes generadores de peróxido de
hidrógeno y superóxido. En la edad avanzada, a la posible
presencia de factores que generan un escenario oxidativo,
activador de los leucocitos, se agrega la limitada elastici-
dad de la pared vascular que obliga a una mayor distor-
sión de las membranas celulares y su mayor exposición,
con eventual aumento de la lipoperoxidación en la mem-
brana eritrocitaria. Con la edad se generaría una situación
potencialmente oxidativa que empeoraría las enfermeda-
des de base en un círculo vicioso que debería ser necesa-
rio interrumpir desde un punto de vista preventivo.

Sin embargo, en clínica aún no se ha determinado la
generación de radical hidroxilo en sangre en la hiperten-
sión esencial. A los efectos de contribuir al estudio de
esta situación, determinamos la producción de radicales
hidroxilo en pacientes hipertensos, luego de hacer
interaccionar salicilato con sangre total, a los efectos de
observar la producción sistémica de radical hidroxilo y su
producción instantánea en sangre. Por lo que hemos po-
dido evaluar de la bibliografía, sería la primera vez que se
realiza este análisis.

Material y método

Pacientes y controles

Los participantes en este estudio tenían más de 65 años
de edad. Fueron seleccionados en la Clínica de Geriatría
del Hospital de Clínicas por dos geriatras con experiencia,
entre aquellos que atendían regularmente los servicios de
policlínica. Todos los participantes sufrían de hiperten-
sión, medicada y controlada. No presentaban otra enfer-
medad como diabetes o artritis. También se excluyeron
cardiopatías, nefropatías u otras enfermedades crónicas.

Los controles se reclutaron en los grupos de tercera
edad de la Asociación de Empleados Bancarios del Uru-
guay (AEBU) y de la Asociación Cristiana de Jóvenes.
Mayores de 65 años, de ambos sexos, participaban de un
programa de ejercicios tres veces por semana (60 minutos
cada vez) y en su mayoría seguían una dieta rica en frutas
y verduras. Como tal se consideró la presencia de vegeta-
les en la dieta más de tres veces por semana y la presencia
de proteínas de pollo y pescado por lo menos más de una
vez en la semana, en forma regular y por un período mayor
de un año. Constituido el grupo, se separaron aquellos
que no presentaban ninguna enfermedad y los que tenían
un diagnóstico de hipertensión esencial, sin afecciones
concomitantes.

Procedimientos y métodos

El grupo de individuos estudiados estuvo constituido por
un grupo de pacientes hipertensos sedentarios (n=28) o
que realizaban ejercicio (n=12), así como un grupo de con-
troles (n=8). Todos los participantes tenían por lo menos
cuatro horas de ayuno (incluso para té y café) al momento
de la extracción de sangre, que se realizó hacia las 10:00
horas de la mañana. Todos fueron entrevistados por lo
menos por un médico geriatra que realizó una cuidadosa
historia clínica, interrogando particularmente sobre enfer-

Figura 1. Hidroxilación del salicilato luego de la captura de OH!
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medades concomitantes en el caso de la hipertensión y
sobre hábitos alimenticios y de actividad física.

Estas entrevistas se realizaron en la Policlínica de Ge-
riatría del Hospital de Clínicas o en los departamentos
médicos de AEBU y la Asociación Cristiana de Jóvenes.

Luego de la entrevista clínica se les extrajo 10 ml de
sangre del pliegue antecubital con una jeringa previamen-
te lavada con heparina (Liquemine Roche), la que se dis-
tribuyó en dos tubos. Uno era un tubo seco y el otro tenía
100 ml de una solución de salicilato de sodio 1M. En este
caso se agitó la mezcla sangre-salicilato lentamente por
espacio de un minuto. El primer tubo daba el valor basal
de 2,3-DHBA que se restaba del valor obtenido en el se-
gundo.

Los tubos se mantuvieron a 4ºC, en hielo, forma en
que fueron transportados al laboratorio donde se
centrifugaban para obtención de plasma y se guardaban a
–70ºC hasta su análisis.

Análisis de 2,3-DHBA

Muestras de plasma se colocaban en tubos Ependorff de
1 ml a los que se agregaba ácido perclórico 1M y se agita-
ban vigorosamente (vortex). La solución resultante se
centrifugaba por 15 minutos a 15000 por g a 4ºC y el
sobrenadante se utilizaba para análisis de cromatografía
líquida de alta presión (HPLC). Todas las muestras se pro-
cesaron en duplicado.

El 2,3-DHBA se midió por cromatografía líquida de alta
presión con detección electroquímica  (HPLC.LC). El equi-
po de HPLC utilizado fue un BAS LC-4B (Bioanalytical
Systems, West Lafayette, IN, USA) equipado con una
columna cromatográfica C18 Waters (3,9 por 150 mm). La
máxima sensibilidad amperométrica utilizada fue 1 nA y el
potencial de oxidación se fijó a 0.6 V. Se utilizó un electro-
do de carbón vítreo contra un electrodo de referencia Ag/
AgCI. Otros parámetros cromatográficos se utilizaron de
acuerdo con Floyd y colaboradores(31).

Reactivos

Los solventes para HPLC fueron comprados a Baker
(Phillipsburg, PA, USA) y eran de grado analítico. El sali-
cilato se obtuvo de Analar y el 2,3 y 2,5 DHBA que se
utilizaron como estándares se importaron de Sigma
Chemicals (St. Louis, USA).

Ética

La metodología utilizada y el diseño general de este estu-
dio fueron aprobados por el Comité de Ética del Hospital
de Clínicas, que monitoreó el desarrollo del mismo. Todos
los pacientes firmaron un consentimiento informado.

Análisis estadístico

Las diferencias entre medias en pacientes fueron analiza-
das por el test de Student. La significación estadística se
fijó en p<0,05. Los datos se muestran como la media ±
SEM (error estándar).

Resultados

Aunque la hidroxilación del salicilato puede generar dos
derivados: el 2,3 y el 2,5-DHBA, que se diferencian por la
posición de la hidroxilación, de hecho sólo la hidroxila-
ción en posición 3 corresponde a una acción de
“atrapamiento” del radical. La hidroxilación en posición 5
es fruto de un proceso enzimático. Existe amplio acuerdo
entre los investigadores en este aspecto(33,39) y en nuestro
caso los niveles encontrados de 2,5-DHBA en tubo eran
muy bajos. Por ello, en el presente trabajo sólo se tomó en
cuenta la producción de 2,3-DHBA como indicación de
producción del radical hidroxilo por la sangre.

 Algunos parámetros vitales medios de los pacientes
fueron: presión arterial media: 150/80 mmHg ± 15/10; edad:
73,3 ± 6,1 años; peso: 69,6 ± 12,4 kg; altura: 1,57 ± 0,90 m;
frecuencia cardíaca: 75 ± 8 cpm. Los controles no difirie-
ron significativamente en ninguno de esos valores, ex-
cepto la presión arterial.

Las concentraciones de 2,3-DHBA obtenidas luego
de la reacción de salicilato con sangre total en tubo fueron
significativamente más elevadas en pacientes hipertensos
que en controles. Los pacientes hipertensos que realiza-
ban ejercicio y se preocupaban por la dieta mostraron una
menor concentración de 2,3-DHBA, aun significativamente
más elevada que los controles (figura 2).

Discusión

La determinación directa de las especies radicalarias del
oxígeno no es común en clínica; la situación oxidativa del

Figura 2. Concentraciones de 2,3-DHBA en sangre luego de
mezclar la sangre con salicilato en tubo. Hipertensión I
son los valores de pacientes sedentarios, sin preocu-
pación especial por la dieta. Hipertensión II correspon-
den a los valores de pacientes hipertensos que hacían
ejercicio dos a tres veces por semana y seguían una
dieta hipocalórica.
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organismo es comúnmente evaluada por el estado de las
defensas antioxidantes y por las consecuencias de las
acciones de los radicales libres (liperoxidación, daño al
DNA, etcétera). Sin embargo, la estimación de radicales
libres como el ion hidroxilo puede dar una medida de la
situación óxido-reductiva celular en un momento dado y
en conjunto con una evaluación de las defensas (por ejem-
plo: superóxido dismutasa, catalasa, tocoferol, etcétera)
proporciona una visión más acabada de la presencia –y
de la dimensión– del estrés oxidativo.

La determinación del radical hidroxilo ofrece dificulta-
des particulares y requiere métodos sofisticados. Hace
unos años Halliwell y colaboradores(29,30) propusieron la
capacidad del OH! de hidroxilar la molécula de salicilato
como una medida de su producción(30). El OH! hidroxila el
salicilato para dar el derivado 2,3 DHBA que puede ser
detectado por HPLC con detección electroquímica. Desde
su descripción, el método se ha popularizado a escala ex-
perimental y clínica(33-36,38-43).

En la forma en que el método es utilizado por nosotros
se detectaron concentraciones de 2,3-DHBA en pacien-
tes que nunca habían tomado AAS en forma similar a otros
estudios previos(2,42). El ácido salicílico es un componente
habitual de la dieta, encontrándose en las plantas (verdu-
ras, mate, etcétera) donde es un metabolito importante,
comportándose como una señal de estrés(44,45). Es dable
pensar que una vez en el organismo este salicilato reac-
cione con los radicales OH! que se producen en los teji-
dos, formándose el 2,3-DHBA. En el presente estudio este
valor basal, cuando se detectó, se restó del obtenido lue-
go de la reacción de salicilato y sangre en tubo, para que
el valor obtenido en este último caso fuera expresión más
acabada de la producción instantánea de OH!.

Nuestros resultados muestran una mayor producción
de radicales OH! en pacientes hipertensos que en contro-
les de la misma edad. Esto no quiere decir que exista estrés
oxidativo ya que para afirmar la existencia de estrés nece-
sitaríamos medir concomitantemente el estado de las de-
fensas antioxidantes. Un nivel elevado de defensas po-
dría estar dando cuenta de una producción elevada de
radicales. Podemos sí afirmar que existe una mayor pro-
ducción de OH! en sangre de pacientes hipertensos, lo
cual es un riesgo potencial. Es importante la comproba-
ción de la tendencia que el ejercicio y la dieta muestran
hacia la disminución de la generación de OH•.

Existen evidencias de que en la hipertensión esencial
se produce un aumento de lipoperoxidación en los glóbu-
los rojos y una activación de los leucocitos(20,21). Dado
que el salicilato puede atravesar membranas, con nuestra
técnica estaríamos observando la capacidad instantánea
de estos elementos formes activados de generar radicales
OH!. Existiría una generación elevada de radicales libres
en sangre, la que se sumaría a su producción aumentada
en la célula endotelial , lo que agravaría el proceso de base

al consumir aún más defensas y, directamente, agentes
vasodilatadores como el NO.

Se ha reportado recientemente una disminución de la
presión arterial por tratamiento de pacientes hipertensos
con ácido ascórbico, dado como antioxidante(7,9,10). Sin
embargo, la falta de consecuencias prácticas de tratamien-
tos con vitamina E en grandes poblaciones ha sido un
argumento importante en contra del efecto beneficioso de
antioxidantes en la hipertensión esencial. Debe recordarse,
empero, que la vitamina E es un antioxidante liposoluble y,
por lo tanto, fundamental al nivel de membranas celulares,
sobre todo en relación con la lipoperoxidación. La acción
antioxidante de la vitamina E lleva a la producción del
radical tocoferilo y es necesario una cadena antioxidante
que se integra también con la vitamina C (ácido ascórbico)
para que el tocoferol no termine a su vez formando parte
de la cadena lipoperoxidante.

La ancianidad es una condición que favorece la apari-
ción de estrés oxidativo(3,5,24) y ello puede estar contribu-
yendo a facilitar de alguna manera la generación de OH!.
Un estudio en pacientes hipertensos jóvenes, en hiper-
tensión de comienzo temprano –que estamos realizando
en el momento actual– aparece como imprescindible para
establecer los alcances de los resultados obtenidos en
pacientes ancianos.

La contribución más importante de este estudio radica
en la descripción y aplicación por primera vez de un test
simple que permite tener una idea de la situación oxidativa
instantánea del organismo en enfermedades de alta pre-
valencia como la hipertensión. Complementado por otros
indicadores de estado oxidativo, como la capacidad
antioxidante del plasma, puede darnos una idea acabada
de las acciones preventivas a realizar y una medida de su
efectividad. Más allá de aplicar o no terapias antioxidantes
específicas –otro de los objetivos de investigación abier-
tos por los resultados obtenidos– estas medidas pueden
dar una idea cuantitativa del esfuerzo antioxidante a reali-
zar con medidas higiénicas que abarquen la dieta, el ejerci-
cio, etcétera.
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Summary

Free radicals seem to play an important role in the complex
and multicausal process that leads to essential hyperten-
sion, particularly in the local regulation of capillary bed.
Apart from the superoxide ion production in endothelial
cells there are other factors that produce free radicals,
specially hydroxyl radical, even when hypertension is
treated with drugs and clinically controlled. Hydroxil radi-
cal production was study in patients with controlled hy-
pertension and no other pathology, older than 65 years.

Results were compared to a group of people with simi-
lar characteristics, some with hypertension, who were in
an exercise and caloric-controlled program. Hydroxil radi-
cal production was determined by salicylate hydroxyla-
tion; derivative 2,3-dihydroxybenzoic (2,3-DHBA) by Liq-
uid Chromatography of High Performance with Electro-
chemical Detection techniques.

Levels of 2,3-DHBA after the interaction between
plasma and salicylate molecules were significantly higher
in patients with hypertension compared to control group.
Patients with hypertension and under the exercise pro-
gram showed a trend to decrease hydroxyl radical produc-
tion. According to these facts, essential hypertension,
even under treatment, is accompanied by a higher hy-
droxyl radical production that exercise and diet tend to
diminish.

Although we are not able to talk in terms of oxidative
stress since antioxidant banners were not determined,
hydroxyl radicals, if not neutralized, are involved in the
vascular pathology observed in essential hypertension.
The results support the idea to control radical production,
increased in hypertension, as well as prescribing antihy-
pertensive pharmacological treatment.

Résumé

Dans le complexe processus qui mène à l’hypertension
essentielle, les radicaux libres semblent jouer un rôle
important, surtout en ce qui concerne la régulation locale
du lit capillaire. A part la production d’ion superoxyde
dans la cellule endothéliale, il existe d’autres facteurs de
production de radicaux libres, particulièrement le radical
hydroxyle, même si la tension est cliniquement contrôlée.
Bien qu’on ait déjà étudié les défenses antioxydantes, on
n’a pas encore abordé la génération de radicaux libres en
sang chez des patients hypertendus. Dans ce travail, on
analyse la production du radical hydroxyle en sang total
chez des patients hypertendus contrôlés, âgés de plus de
65 ans, sans autre pathologie et on a comparé les niveaux
obtenus avec des individus de mêmes caractéristques,
quelques-uns hypertendus, qui participaient à un
programme d’exercice et qui contrôlaient leur alimentation
du point de vue calorique. La production du radical

hydroxyle a été déterminé par l’hydroxylation du salicylate,
tout en déterminant la concentration du dérivé 2,3 di-
hydroxybenzoique (2,3-DHBA) par des techniques de
Chromatographie Liquide de haute Performance avec
Détection Électrochimique.

Les concentartions de 2,3-DHBA après interaction du
sang avec la mollécule de salicylate ont été remarquable-
ment plus élevées chez les patients hypertendus que chez
les individus contròles. Chez les individus hypertendus
qui faisaient des exercices on a observé une tendance à
une production moins grande de radicaux hydroxyle. Selon
ces données, l’hypertension essentielle, même traitée avec
des médicaments, serait accompagnée d’une production
élevée de radicaux hydroxyle par les éléments formes du
sang, que l’exercice physique et la diète peuvent diminuer.
Quoiqu’on ne puisse pas parler de stress oxydatif, car on
n’a pas déterminé l’état des défenses antioxydantes, il est
probable que ces radicaux, s’ils ne sont pas neutralisés,
contribuent à la pathologie vasculaire qu’on observe à
l’hypertension essentielle. Ces résultats se situeraient dans
la ligne de recherche qui mène à un contrôle actif de la
production radicalaire augmentée à l’hypertension, en plus
des médicaments hypotenseurs.
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