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ABSTRACT. The effect of ascorbic acid upon the chelesterol rich-lipo-
proteins metabolism, not reported vet in the literature, was investigated.
The metabolic turnover of very low density lipoproteins {VLDL) Iabelled
with 125 I was determined in New Zealand male rabbits receiving
cholesterol {0.5 g/day} and ascorbic acid (0.2 g/day}. The rabbits showed
a reduction of serum cholesierol levels as compared to tholesterol-
fed animals and the arterial content of cholesterol was lowered in the
rabbits supplemented with ascorbic acid. The cbtained results not
only confirm the hypocholesterolemic effect of ascorbic acid but alse
demonstrated that VLDL from the cholesterol + ascorbic acid group
as compared to cholesterol fed animals show a marked increase of its
fractional catabolic rate. These findings support the hypotheses of a
possible mechanism for the favourable action of ascorbic acid in the
prevention of atherogenic processes.

RESUMEN. Se investigd el efecto del acido ascérbico sobre el metabo-
lisme de lipoproteinas ricas en colesterol, aspecto no reportado en la
Hteratura, El recambio metabélico de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VEDL) marcadas con 125 I fue dcterminado en conejos
Nueva Zelandia, machos, alimentades con dietas ricas en colesterol
0.5 g/dia) v suplementos de acido ascérbico (0.2 g/dia}. En estos ani-
males s¢ observd una reduccidn de los niveles de colesterol sérico
respecto al grupo alimentado con dietas ricas en colestol no suplemen-
tadas con dcido ascérbico siendo el contenido de colesterol en acrta
menor en €l grupo suplementado. Los resultados obtenidos no séio
confirman el efecto hipocolesterolémico del acido ascérbico sinc tam-
bién demuestran que las {(VLDL) del grupo que recibid colesterol + acl-
do ascérbico prescntan un incremento marcado de su velocidad catabd-
lica fraccional. Estos hallazgos dan base a una hipdtesis acerca de un
posible mecanismo para la accidn favorable del acido ascdrbico en la
prevencion de procesos aterogénicos.

INTRODUCCION

Numerosas investigaciones realizadas en diferentes paises han demos-
trado que un aumento en los lipidos plasméticos esta correlacionado con
el desarrollo de la aterosclerosis, causa de muerte principal en los pai-
ses desarrollados.

A pesar de que distintas evidencias aportadas por estudios epidemio-
légicos, inmunolégicos y bioquimicos confirman que las lipoproteinas
del plasma atraviesan el endotelio v se encuentran presentes en la {ntima
de las arterias, hasta el momento no ha sido posible dilucidar comple-
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tamente los mecanismos de génesis y desarrollo de las lesiones arteriales
en los que indudablemente el metabolismo de las lipoproteinas plasma-
ticas tiene un importante papel.

La alimentacién con dietas ricas en colesterol ocasiona en el conejo
modificaciones muy marcadas en 'a composicion de las lipoproteinas del
plasma. La principal clase lipeproieica que se afecta son las lipoproteinas
de muy baja derisidad (VLDL) que presentan en particular cambios con-
siderables, produciéndose un rapido incremento en su concentracion en
plasma, asi como modificaciones en su composicién quimica y su estruc-
tura', lo cual trac como resultado que los mecanismos que funcionan nor-
malmente en el catabolismo de dichas particulas disminuyen su velocidad
al no constituir las (VLDL) aisladas de conejos hipsrcolesterolémicos un
sustrate zdecuado para la lipasa lipoproteica y aumentar su interaccion
con componentes presentcs en la pared arterial. Esto habla en favor de la
aterogenicidad inherente de lzs VLDL hipercolesterolémicas que en lugar
de contener preferentemente triglicéridos presentan como componente
principal colesterol csterificado y resultan metabolizadas lentamente,
convirtiéndose a una velocidad menor que la normal en clases lipopro-
teicas de mayor densidad?.

Durante los titimos afios se ha prestado atencién considerable a ia
posible relacion existente entre ¢! dcido ascorbico, el colesterol sérico y
el desarrollo de la aterosclerosis existiendo en la literatura evidencias
contradictorias al respecto. Varios investigadores han reportado que
allas dosis de acido ascdrbico disminuyen la concentracion de colesterol
en sangre®®, mientras que oiros han obtenido resultados opucstos™.

En vista a la polémica cxistenle y por la relevancia que revestiria
la utilizacion del acido ascérbico en la prevencién o tratamiento del cx-
tense problema de salud que constituye la aierosclerosis, nuestro in-
terés ha sido estudiar el efecto de un suplemento dietético de dcido as-
corbico sobre los lipidos del suero y de los tejidos en conejos alimentadas
con dietas ricas en colesterol, asi como estudiar las posibles modifiza-
ciones inducidas en ¢l catabolismo de las VLDL circulantcs, aspecto que
no ha sido reportado hasta el momento.

MATERIALES Y METODOS

Sc atilizaron 18 conejos Nueva Zelandia, machos, de aproximada-
mente 3 kg de peso corporal, los que fueron alojados en jaulas indivi-
duales y divididos en 3 grupos: 6 fueron alimentados con pellet comer-
cial para conejos {(conejina), suplementado con 0.5 g de colesterol
diariamente, é recibieron la dieta anterior descrita, suplemeniada ademads
con 0.2 g de acido ascorbico cada dia y el resto constituyo el grupo
control.

Al inicio del experimento y en las semanas 1 y 3 después de haber
comenzado el tratamiento dietético se realizaron extracciones de sangre
para la determinacién de las concentraciones de lipidos séricos. A las
4 semanas de tratamiento dictético sc realizé el experimento de catabo-
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lismo y luego fueron sacrificados los animales, toméandose- muestras de
aorta e higado para el analisis de lipidos. Los lipidos fueron cxtraidos
por el méiodo de Folch y cols.’ y se tomaron alicuotas del extracto clo-
roférmico para cuantificar colestero!, por el método de Pearson y cols™
y fosfolipidos segiin Sinousen y Wertman, siendo estos métodos los
empleados para cuantificar los lipidos séricos.
" Para el estudio del catabolismo se aislaron las VLDL por ultracen-
trifugacién preparativa a una densidad 1.006 g/mL, 15°C vy 140,000 g
durante 16 horas y posteriormente fucron marcadas con 125 I segin
el métode de Mc Farlane'®, modificado por Bilheimer y cols, El 125 1
fue removido por didlisis contra solucion de NaCl 0.15 M conteniendo
0.01 % de EDTA, pH 74 durante aproximadamente 24 horas a 4°C con
al menos 4 cambios de la solucion de dialisis. Las lipoproteinas marcadas
-presentaron un comportamiento similar a sus homélogos no marcadas
segun se comprobo cn la clectroforesis en gel de agaresa'®, La eficiencia
del procedimiento fue de 11.3 % y la radioactividad asociada a proteina
del 86 . _ o
La solucién de 125 I-VLDL fuc inyectada a los conejos en la maifiana
y se extrajeron muestras de sangre a diferentes intervalos de tiempo
para determinar el decrecimiento de la radicactividad en el tiempo. Las
lecturas fueron realizadas en un gamma espscirometro Wilj 2001, Para el
andlisis d=] catabolismo sz utilizé un modelo de dos compartimientos
cuya solucidn viene dada por una ecuacion biexponencial, calculandose
los diferentes parametros cindticos: alfa, beta, velocidad catabdélica frac-
cional (V.C.F.) y tiempo de vida media (T %) de las particulas, segun
Notari'*® y Matthews!?.

1
A'fa+B /B
donde: A” = A/Po; B" = B/Po y Po = 100

VCF =

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé segin
ef test T de Student.

RESULTADOS

En ia Tabla I se muestran fos nivcles de colesterol sérico a través
del periodo experimental en cl grupo control (C), grupo hipercolestero-
iémico (HC) y grupo tratado con écido ascérbico (HC + AA). A partir
de la lra. semana se observd la elevacidn de los niveles de colesterol
en el grupo hipercolesterolémico cn relacién con el grupo control
(p < 0.001}). El grupo tratado con acido ascorbico presentd una menor
elevacién del colesterol sérico con una diferencia significativa de p < 0.05.

Los niveles de fosfolipidos séricos se incrementaron en el grupo hi-
percolesterolémico ocho veces por encima de los valores del grupo con-
irol a la 3ra. stmana y existié la tendencia a la menor elevacidn de este
parametro en los conejos tratados con dcido ascérbico (Tabla II). La
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elevacion del colesterol sérico se relacioné en particular con el incre-
mento del mismo en la fraccién 8 mas pre 8 lipoproteinas. En el grupo
tratado con 4cido ascérbico se observo una menor elevacién (Fig. 1}.

TABLA I

Niveles de colesterol sérico (mg/dL) en conejos de los grupos control (C},
hipercolesterolémico (HC)} y tratado con dceido ascérbico (HC + AA)

Periodo experimental (semanas)

=
o
L]

C ) 77.43

+ 20.052 76.30 = 1530 68.30 = 1685
HC (&) 83.51 = 2851 96841 = 46650 - 1391.87 + 551.89
HC + AA (6) 80.10 = 24.54 595.99 = 318.89 867.56 =

452.20

a: ¥ = ds.

P < 0.001 (C vs HC) a partir de la semana 1

'p < 0.05 (HC vs HC + AA) a partir de la semana 1
( )} numerc de animales :
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Fig. 1. Contenido de colesterol en 8§ + pre g8 lipoproteinas.
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TABLA II

Niveles de fosfolipidos séricos (mg/dL) en conejos de los grupos control
(C), hipercolesterolémico (HC) y tratado con dcido ascérbico (HC 4+ AA)

Periodo experimental (semanas)

0 1 3
C %) 1293 o 18.6+ 1243 = 227 1182 = 153
HC (6) 1403 = 186 3935 = 966 892.0 + 241.4
HC + AA (B 1298 += 21.5 395.8 = 193.1 6624 = 1257

a: ¥ * ds.
p < 0001 (C vs HC) semana 3
ns. (HC vs HC 4+ AA)
{ ) nimero de animales
De modo anadlogo se comprobd un mayor incremento en la relacion

del colesterol en 8/« lipoproteinas en el grupo hipercolesterclémico en

relacién con el grupo tratado con acido ascérbico y el grupo control
(Tabla IIT).

TABLA III
Cambios en la relacion colesterol 8/« lipoproteinas del suero en conejos

de los grupos control (C), hipercolesterolémico (HC) v traiado
con dcido ascorbico (HC - AA)

Periodo experimental {semanas)

C (6) 132 110 0.96
HC (6) 1.60 13.72 18.712
HC + AA (6) 1.59 8.10 13.52

( ) mimero de animales

En la Tabla IV se muestra el contenido de colesterol y fosfolipidos
en aorta e higado de los conejos de los grupos control, hipercolestero-
Iémico y tratado con Acido ascérbico. Como se observa el contenido de
colesterol en higado fue superior en los conejos hipercolesterolémicos
en relacion al grupo control (p < 0.001) y al compararlo con el grupo
tratado con Acido ascorbico se gbservaron diferencias significativas entre
ellos (p < 0.05). Este ultimo presenté diferencias significativas con el
grupo control (p < 0.05). El contenido de colesterol en aorta mostré
también una tendencia a una menor acumulacién en el grupo tratado
con acido ascorbico.
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Al estudiar ¢l catabolismo de las VLDL aisiadas de concjos hiperco-
lesterolémicos tratados con dcido ascérbico se observd que cstas par-
ticulas tiencn favorecida su degradacion en relacion con las VLDL aisla-
das de conejos hipercolesterclémicos. Los parametros cinéticos calculados
a partir de las curvas de decrecimiento de la radicactividad en sangre en
el tiempo para los tres grupos de animales se observan en la Tabla V. Al
comparar los valores de tiempo de vida media (T ¥) de la fase lenta
para los tres grupos estudiados se observa que el mencor valor corres-
ponde - al grupo control y que en ¢l grupo hipercolesterclémico hay un
aumento de més de dos veces en relacidn con ¢l grupo control. El valor
obtenido para cl grupo tratado con dcido ascérbico se encuentra mas
cercano a los obtenidos para el grupo control. Lo mismo sucede con
los valores obtenidos para la velocidad catabédlica fraccional (V.C.F.)
correspondiente al grupo hipercolesterolémico presentando un valor de
cinco veces menor a la calculada para el grupo controi, observandose me-
nores modificaciones en este parametro en el grupo que recibié 4dcido
ascorbico.

TABLA 1V

Contenido de colesterol y fosfolipidos (z + d.s). en aorta e higado
de conejos de los grupos control (C} hipercolesterolémico {(HC)
y tratado con deido ascdrbico (HC + AA)

Colesterol: ' Fosfolipidos?
Aorta - Higado Aorta " Higado
C@® 068 016 117 + 067 277 = 0.19 812 = 3.6
HC  (6) 126 + 040 - 1180 = 380 - 467 = 1.24 2508 + 132
HC 4 AA (6) 098 = 040 632 + 2385 480 = 1.62 2161 + 543
' b c b b

{ ) nimero de animales
a: mg/g de tejido fresco o
b: no significative
e p < 0001 {C vs HC)
p < 005 (HC vs HC 4 AA)
p < 005 {C vs HC 4+ AA)

DISCUSION

En el presente estudio se ha comprobado que en una etapa experi-
mental temprana se produce en el grupe de animales alimentado con una
dicta rica en colesterol una elevacién notable y estadisticamente signi-
ficativa del colesterol sérico respecto a los niveles que presenta el grupo
control. Este incremento refleja la elevacion del colesterol en la fraccion
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# més pre 8 lipoproteinas, lo cual se pone de manifiesto en el aumento
de la relacién colesterol en 8/« lipoproteinas en este grupo.

TABLA V
Pardmetros cinéticos del catabolismo de las 125 I'WLDL aisiadas de

conejos de los grupos control (C), hipercolesterolémico (HC) v tratado
con dcido ascdrbico (HC + AA) al ser invectadas en sus propios grupos

Pariametros cinéticos VLDL-C VLDL-HC VLDL-HC + AA

Alfa — 3960 — 1.980 — 2772
Beta — 0,073 —0.033 — 0048
T '3 fasc rapida (h) 0.175 0.350 0.250
T 13 fase lenta (h) 940 20.80 14.20
VCE (v 0.301 0.059 0.113

K., (h1) 0.967 0.103 0.192

K, (h'D) 2.764 0.764 1.491

Al estudiar el catabolismo de las VLDL aisladas del grupo hiperco-
lesterolémico se observé una disminucidén en su catabolismo dada por
una mayor retencién de la radioactividad en suero en el periodo de
tiempo estudiado, un aumento del tiempo dc vida media y una dismi-
nucién de la velocidad catabdlica fraccignal respecto al grupo coatrol.
Esto confirma que las alteraciones en ef: metabolismo de estas particu-
las se producen en un periodo de tiempo corto (4 semanas} de sumi-
nistrar a conejos una dieta rica en colesterol. Estas particulas son po-
brementc catabolizadas por animales del grupo control, lo cual corrobora
la aterogenicidad inherente a estas particulas independientemente de las
alteraciones que se produzcan en los mecanismos normales de la pared
arterial durante el desarrollo de la aterosclerosis. Ademas de las mo-
dificaciones en las lipoproteinas séricas se produjo un increcmento en
el contenido de colesterol en aorta ¢ higado siendo slgnlflcatwo este
incremento para ¢l tejido hepatico.

Ha sido pianteado que Ja concentracion de colesterol en sangre y
tejidos estd regulada por la conversion de colesterol en sales biliares
¥y que s¢ requieren niveles adecuados de acido ascérbico para que esta
transformacién ocurra, dada su funcién generalmente aceptada como
promotor de los mecanismos de hidroxilacion. Se ha sugerido que el
ascorbato afecta la sintesis o degradacion del sistema 7-alfa hidroxilante,
en particular el componente citocromo P-450'%. Por otra parte, Mumma
v Verlangieri'® han sugcrido que el acido ascorbico esta involucrado en
la excrecidn del colesterol sulfatado y Nambisan y Kurup®®, observaron
que en animales que reciben bajas dosis de Acido ascorbico, el metabo-
lismo del sulfato estd disminuido, afectando el contenido de glicosami-
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noglicanos sulfatados en la parcd arterial, lo cual es una caracteristica
de los estados ateroscléréticos. '

Los datos reportados en el presente trabajo sciialan gu: la adminis-
tracién de acido ascérbico junto al colesterol a conejos disminuye mar-
cadamente el grado de hipercolesterolemia. aicanzado, lo-cual habla en
favor del efecto hipocolesteroiémicd dzl mismo v posiblemente antiate-
rosclerético. :

El metabolismo de lipoprotcinas ricas ¢ colesterol se ve favorecido
en los animales que reciben suplementos dz acide ascérbico. Estos re-
sultades son de gran relevancia por el hecho de que en ¢! conejo hiper-
colesterolémico una carac cristica principal es su dificultad en catabo-
lizar las VLDL circulantes lo cual trac como consccuencia una captacion
y permanencia, incrementada de estas particulas en la pared arterial,
aun en los casos de animales que tengan un endotelio normal, situacién
que puede sor similar a la hiperlipoprotzinemia tipo IIT ¢n,el humane
donde las particulas VLDL grandgos, ricas ¢n colesterol, son lentamente
degradadas a unidades lipoprotecicas mas pequefas™. La metabolizacién
incrementada de VLDL en el grupo tratado con acido ascorbico puede
ser un-factor importantc ¢n determinar una mener acumulacion de lipi-
dos en los tejidos de cstos animales. En efecto, nuestros resultados
indican un menor contenide de colesterel, en aorta ¢ higado de los ani-
males tratados con acido ascorbico respecto al grupo hipercolestero-
lémico. Esto sugicre que el tratamiento con dcido ascérbico induce una
menor acumulacidn de colesterol en los tejidos ante un consumo igual
de colesterel dietético.

Al evaluar ¢l impacto de estos hallazgos respecto a la incidencia de
la aterosclerosis en el humano, debemod scialar que varios investiga-
dores soviéticos, encabezados por M1asn1kova han utilizado la vitamina
C regularmente por via oral o inyeccidén intravenosa como medida tera-
péutica cn pacientes con ateroscicrosis™,

Los conocimientos actuales sobre ¢l papel del dcido ascérbico en la
prevencién del proceso aterosclerético se encuentran en su mayoria
cn el nivel empirico, aunque se hace cvidente que el consumo de acido
ascdrbico puede ser un factor importante en los niveles de colesterol
sérico v el metabolismo de las lipoproteinas plasméticas, por lo que sc
debe seguir profundizando en su papel a nivel molecular.
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