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Efecto del trandolaprilo y su combinacién a dosis fija con verapamilo
sobre los niveles de biopterinas en pacientes diabéticos hipertensos

Montserrat Berenice Duran-Salgado,* Hilda Vargas-Robles,** Leonardo Del Valle-Mondragén,***
Bruno Alfonso Escalante-Acosta,**** Alberto Francisco Rubio-Guerra*

La tetrahidrobiopterina (BH4) es un cofactor esencial para la sintesis de 6xido nitrico; la disminucién de su sintesis o su oxidacién a dihi-
drobiopterina (BH2) provoca disfuncion endotelial y aterosclerosis. Se ha postulado que el indice BH4/BH2 sea mas importante que los
valores de BH4 para mantener una adecuada funcién endotelial. Tanto los inhibidores de enzima convertidora como los calcioantagonistas
han mostrado que mejoran la funcion endotelial.

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del trandolaprilo (T) y su combinacién a dosis fija con verapamilo (TV) en los niveles de
biopterinas y en el indice BH4/BH2 en pacientes hipertensos con diabetes mellitus tipo 2.

Material y método: cuarenta pacientes hipertensos con diabetes mellitus tipo 2, sin tratamiento antihipertensivo previo, fueron asigna-
dos aleatoriamente a alguno de dos grupos de 20 pacientes. Un grupo recibié TV dosis 2/180 mg una vez al dia y el otro grupo recibié
T, dosis 2 mg diarios. En ambos grupos el tratamiento duré 3 meses. BH4 y BH2 se midieron por cromatografia liquida de fase reversa
con fluorescencia al inicio y el final del estudio. Los pacientes fueron evaluados mensualmente y se registré presion arterial, glucemia de
ayuno y efectos adversos. El analisis estadistico se realizé con las pruebas de Shapiro-Wilk y Wilcoxon.

Resultados: Todos los pacientes presentaron una reduccion significativa de la presion arterial, los 2 regimenes terapéuticos aumentaron
los niveles de BH4 (TV: 3.85 a 9.95; T: 5.23 a 10.13) y redujeron también los niveles de BH2 (TV: 9.94 a 6.87; T: 8.36 a 7.47) ademas
de mejorar el indice BH4/BH2 (TV: 0.39 a 1.45; T: 0.63 a 1.35). Sin embargo, el incremento de BH4 con TV fue significativamente mayor
(p < 0.05) que el observado con T. Lo mismo sucedié con el indice BH4/BH2 (p < 0.01). Ningun paciente presenté efectos adversos.
Conclusién: Nuestros resultados muestran que dosis fija de TV brinda un beneficio mayor sobre los niveles de las biopterinas que la
monoterapia. Esto explica, al menos en parte, los efectos favorables de las combinaciones que incluyen un calcioantagonista con un
inhibidor de la enzima convertidora en pacientes hipertensos de alto riesgo cardiovascular.
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Tetrahydrobiopterin (BH4) plays an essential role in regulating nitric oxide (NO) synthesis. When BH4 oxidized to dihydrobiopterin (BH2),
leads to endothelial dysfunction and atherosclerosis. Recent studies show that BH4/BH2 ratio may be even more important than absolute
BH4 for an adequate endothelial function. Both calcium channel blockers (CCB) and angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEI) have
shown to improve endothelial function. The aim of this study was to evaluate the effect of trandolapril (T) and its fixed-dose combination
with verapamilo (TV) on biopterin levels and in BH4/BH2 ratio in hypertensive type-2 diabetic patients.

Material and Methods: Forty type-2 diabetic patients with never-treated hypertension were randomly assigned to two groups. One group
received TV 2/180 mg once a day; the other group received T 2 mg once a day. Medication time in both groups: 3 months. BH4 and BH2
were measured by reverse phase high performance liquid chromatography with fluorescence detection at the beginning and end of the
study. Patients were evaluated monthly for blood pressure, fasting serum glucose and adverse events. Statistical analysis was performed
with the Shapiro-Wilk and Wilcoxon test.

Results: All patients experienced a significant reduction of blood pressure. Both therapeutics regimens increased the levels of BH4 (TV
3.85t0 9.95, T 5.23 to 10.13) and decreased the levels of BH2 (TV 9.94 to 6.87, T 8.36 to 7.47), and improved the BH4/BH2 ratio (TV
0.39 to 1.45, T 0.63 to 1.35) However TV produces a significantly greater increase in the BH4 levels (p < 0.05) and in the BH4/BH2 ratio
(p < 0.01) when compared with monotherapy. No patient suffered adverse events.

Conclusion: Our results shown that a fixed dose of TV has more beneficial effects on biopterin parameters than monotherapy. This may
explain the beneficial effects seen with combinations that included a CCB with an ACEI in high risk hypertensive patients.
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1 endotelio vascular tiene como funcién conser-

var la integridad del sistema vascular. Entre las

actividades que realiza para lograrlo destacan:
controlar la contraccién y relajacion vascular, la fibrino-
lisis, inhibir la adhesion plaquetaria y de leucocitos, evitar
la proliferacion de las células musculares y mantener un
estado antitrombotico y antiinflamatorio.

El mecanismo fundamental para un buen funcionamien-
to endotelial es la produccién y disponibilidad constante de
oxido nitrico. La disfuncion endotelial se presenta cuando
la biodisponibilidad del 6xido nitrico (ON) disminuye (por
reduccion en la sintesis o aumento en la degradacion), lo
que lleva a un estado vasoconstrictor, proliferativo, proin-
flamatorio y procoagulante; esta situacion facilita el dafio
vascular y el desarrollo de hipertension y aterosclerosis.?

La BH4 es un cofactor indispensable para el funcio-
namiento de la sintasa de o6xido nitrico (eNOS); cada
monomero de la sintasa tiene un sitio de union al cofactor
en el dominio de oxigenasa de la enzima, como eNOS es
funcionalmente un dimero se requieren 2 moléculas de
BH4 para una adecuada actividad de la enzima.? Durante
este proceso, que es completamente dependiente de BH4,
el cofactor dona electrones al complejo Heme-Fe-O-O
de la enzima permitiendo la oxidacion de L-arginina y la
liberacion de 6xido nitrico. De esta manera se transforma
en el radical trihidrobiopterina-H+ (BH3-H+) que es re-
ducido a BH4 por la accidon de las flavinas ligadas a eNOS
mediante transferencia de electrones.?

Cuando las concentraciones de BH4 disminuyen en la
célula endotelial (por disminucion en su sintesis 0 aumento
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en la oxidacion) hay un desacoplamiento entre el oxigeno
y el proceso de oxidacion de L-arginina, lo que genera
aniones superdxido y menor produccion de 6xido nitrico.
Este hecho da lugar a disfuncion endotelial.®

Por otra parte, el aumento de estrés oxidativo dentro
de la célula endotelial favorece que la BH4 se oxide a
dihidrobiopterina (BH2) que carece de actividad como
cofactor pero que compite con la BH4 por el dominio de
oxigenasa del eNOS; esto interfiere con la actividad de la
enzima, reduce la produccion de ON y genera disfuncion
endotelial (Figura 1).2

Recientemente se ha postulado que el indice BH4/BH2
es mas importante que los valores de BH4 para mantener
un adecuado funcionamiento de la eNOS.*

Diversos fArmacos, como las estatinas y algunos antihi-
pertensivos aumentan la concentracion de BH4 y también
el indice BH4/BH2. Es probable que ello contribuya a la
normalizacion de la funcidon endotelial que acompana su
uso.?

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del
trandolaprilo (T), y de su combinacién a dosis fija con
verapamilo (TV), en los niveles de las biopterinas y en
el indice BH4/BH2 en pacientes hipertensos con diabetes
mellitus tipo 2 (DM2).

En este estudio clinico incluimos 40 pacientes hiperten-
sos con diabetes tipo 2 sin tratamiento antihipertensivo
previo. Después de recabar su consentimiento informado
fueron asignados aleatoriamente a uno de dos grupos de
20 pacientes cada uno. Un grupo recibid la combinacion
a dosis fija de trandolaprilo y verapamilo (TV): 2/180 mg
una vez al dia; el otro grupo recibi6 trandolaprilo (T): 2 mg
diarios. En ambos grupos la duracion del estudio fue de
tres meses. Los pacientes fueron evaluados mensualmente
para registr6 de su presion arterial, glucemia en ayuno y
efectos adversos.

Se excluyeron pacientes con alguno de los siguientes
diagnosticos: insuficiencia cardiaca, hepatica (aminotrans-
ferasas séricas aumentadas a mas del doble de su limite
superior normal) o renal (creatinina > 2.5 mg/dL), diabetes
mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2 descompensada
(glucemia > 200 mg/dL), enfermedades reumaticas,
neoplasias, antecedentes de infarto agudo de miocardio
o enfermedad vascular cerebral; historia de abuso de
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Figura 1.

alcohol o drogas psicotropicas, antecedente de ingesta de
antihipertensivos, estatinas y glitazonas.

Todas las muestras se tomaron por puncidon venosa
(aproximadamente 15 mL), después de un ayuno de 8
horas, en tubos sin anticoagulante. Las muestras para
quimica sanguinea y perfil de lipidos se enviaron al
laboratorio y las requeridas para determinacién de biop-
terinas se centrifugaron a 800 rpm durante 15 minutos,
posteriormente se separ6 el suero y se guardo a -70°C
hasta ser procesado.

Se hicieron en forma inmediata las determinaciones
de glucosa sérica (glucosa oxidasa), creatinina sérica
(JAFFE), perfil de lipidos con colesterol (CHODPAP) y
triglicéridos (triglicérido-PAP). La cuantificacion del co-
lesterol LDL se realiz6 mediante el método de Friedewald
en pacientes que presentaron valores de triglicéridos
<400 mg/dL; en quienes tenian valores superiores el LDL
se determino directamente.

Las BH4 y BH2 se midieron por cromatografia liquida
de fase reversa con fluorescencia al inicio y el final del
estudio. El analisis estadistico se realizd con las pruebas
de Shapiro-Wilk y Wilcoxon. Los datos se presentan como
promedios + desviaciones estandar y se considero estadis-
ticamente significativo un valor de p < 0.05.

El estudio fue aprobado por el comité de bioética e
investigacion de nuestro hospital y se realizé de acuerdo
con la declaraciéon de Helsinki. Los pacientes dieron
su consentimiento informado por escrito antes de ser
incluidos.

Las caracteristicas basales en ambos grupos se muestran en
el cuadro 1. Todos los pacientes presentaron una reduccion
significativa de la presion arterial. En el grupo con dosis
fija de TV ésta disminuy6 de 174 + 12/94 = 8 mm Hg
a 131 £ 9/79 + 4 mm Hg (p < 0.005); en el grupo tra-
tado solamente con T de 176 + 15/92 = 13 mm Hg a
134 £12/81 £ 7 mm Hg (p < 0.005)

Los dos regimenes terapéuticos aumentaron los niveles
de BH4 (TV:3.8529.95; T: 5.23 a 10.13) y redujeron los
de BH2 (TV: 9.94 a 6.87; T: 8.36 a 7.47). Ambos trata-
mientos mejoraron el indice BH4/BH2 (TV: 0.39 a 1.45;
T:0.63 a 1.35). Sin embargo, al analizar estadisticamente
los resultados encontramos que el incremento de BH4 con
dosis fija de TV fue significativamente mayor (p < 0.05)
que el observado unicamente con T. Lo mismo sucedio
con el indice BH4/BH2 (p < 0.01).

Ningun paciente tuvo cambios significativos en la
frecuencia cardiaca: en el grupo TV la modificacion fue
de76 £4Xa75+5X yenelgrupoTde 767 X’ a
76 £5 X’ (p > 0.05).

Ningln paciente presento efectos adversos.

En el manejo del paciente diabético con hipertension arterial
las guias de tratamiento recomiendan iniciar con un inhibidor
del sistema renina-angiotensina-aldosterona.>¢ Sin embargo,
la mayoria de los pacientes va a requerir al menos dos far-
macos para alcanzar la meta terapéutica (< 130/80 mm Hg);
en tal caso las mismas guias sugieren agregar un segundo
agente con distinto mecanismo de accién, usualmente un
antagonista del calcio o un diurético tiacidico.

En este estudio encontramos que la combinacion a dosis
fija de trandolaprilo con verapamilo produjo una mejoria
de los valores de biopterinas mas acentuada que la monote-
rapia con trandolaprilo; es importante sefialar que nuestros
pacientes no habian recibido estatinas ni antihipertensivos
que se ha demostrado que modifican los valores de las
biopterinas, lo cual hubiera introducido un sesgo.’

La hipertension y la DM2 son promotores de disfuncion
endotelial e inflamacion vascular, ambas entidades clinicas
son precursoras del desarrollo de aterosclerosis; de igual
manera los efectos proinflamatorios de la angiotensina 2
son bien conocidos.®



Cuadro 1. Caracteristicas basales de los pacientes

TV T p
Edad 59.6 + 9.1 Afios 60+9.2 Ns
Sexo (M/F) 8/12 7113 Ns
Glucemia basal 133 £29 135+ 30 Ns
indice de masa corporal 3045 304+4 Ns
LDL 126.5 + 27 125+ 29 Ns
Presion arterial 174 £12/94 + 8 mm Hg 176 £15/92 + 13 mm Hg Ns
Tiempo de evolucion de la diabetes mellitus 8.52 afios 8.46 afos Ns
Tiempo de evolucion de la hipertension 11.4 afios 11.3 afios Ns

Como se menciond previamente una menor dispo-
nibilidad de BH4 provoca un desacople entre eNOS y
L-arginina; esto ocasiona que la enzima produzca radicales
libres de oxigeno en lugar de 6xido nitrico. Particular-
mente, el peroxinitrito oxida la BH4 a BH2 dando lugar
a disfuncion endotelial.? De hecho, una de las principales
causas de disfuncion endotelial en animales de experi-
mentacion con resistencia a la insulina es la reduccion en
la disponibilidad de BH4.°

El déficit de BH4 en las células endoteliales se ha in-
volucrado entre los mecanismos que llevan a la patologia
vascular, incluida la aterosclerosis'® y algunos autores han
propuesto que la oxidacion de BH4 a BH2 sea la causa mas
comun de disfuncién endotelial que conduce a enfermedad
vascular.!" Se sabe que la BH4 reduce la inflamacion de
la pared arterial y la expresion de moléculas de adhesion
en aortas de rata,'> ambas situaciones estidn involucradas
en el desarrollo de aterosclerosis.'” El aumento en los
valores de la BH4, pero fundamentalmente la mejoria en
el indice BH4/BH2 que, como se menciond previamente,
parece ser mas importante que los valores de la BH4 para
mantener un adecuado funcionamiento de la eNOS* podria
tener implicaciones terapéuticas.

En el estudio Avoiding Cardiovascular Events Through
Combination Therapy in Patients Living With Systolic
Hypertension (ACCOMPLISH) la combinacion a dosis fija
de benazeprilo/amlodipina fue superior a la combinacion
benazeprilo/diurético para reducir las complicaciones
renales’ y la mortalidad cardiovascular'* a pesar de ha-
berse dado una reduccion similar de la presion arterial en
ambos grupos; en dicho estudio 60% de los pacientes eran
diabéticos. Una de las razones del menor nimero de des-
enlaces en quienes recibieron la combinacion benazeprilo/

amlodipina en este estudio podria ser la mejoria inducida
sobre la funcion endotelial a través de las concentraciones
de biopterinas, aunque este hecho requiere ser confirmado
en otro estudio.

Aunque seria esperable una reduccion de la frecuencia
cardiaca en los pacientes tratados con verapamilo no la
encontramos en este estudio; no tenemos una explicacion
pero lo hemos reportado previamente y podria deberse a
una respuesta idiosincratica de los mexicanos.®!?

En conclusion, nuestros resultados muestran que aun-
que ambos manejos mejoran los niveles de biopterinas,
la combinacion a dosis fija de trandolaprilo/verapamilo
(TV) produce niveles mayores de BH4 y una mejoria en
el indice BH4/BH2 al compararse con la monoterapia con
trandolaprilo (T).

Esto puede explicar, al menos parcialmente, los
resultados de algunos estudios que muestran que las
combinaciones que incluyen un inhibidor del eje renina-
angiotensina con un antagonista del calcio reducen el dafio
a 6rgano blanco por mecanismos que no estan relacionados
con sus efectos antihipertensivos.
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