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Introduccion

El 4cido-L-ascdrbico (AA) o vitamina C hidrosoluble, es un
cofactor que participa en las reacciones de hidroxilacion
de muchas proteinas estructurales, por ejemplo, el
colageno (1). Otro rol importante de esta vitamina es que
mantiene un efecto protector contra la oxidacion o
peroxidacién de las lipoproteinas (2) y contra la
generacion de la aterosclerosis (3, 4).

La Lipoprotein Lipasa (LPL) es una enzima glicoproteica
localizada en el endotelio capilar de los tejidos. Su funcién
principal es la hidrélisis de triacilglicéridos (ingeridos en la dieta) transportados por Quilomicrones y
VLDL, jugando un rol metabdlico clave al encargarse del destino de los &cidos grasos que serviran
tanto para almacenamiento o suministro energético en los tejidos (5).

Los defectos en la actividad de la LPL conllevan al desarrollo de desérdenes conocidos como
dislipidemias (6, 7), demostrando que la expresion de esta enzima en el macréfago de ratén
promueve la formacién de las células espumosas y desencadenamiento de los eventos tempranos
de la aterosclerosis (8), asi como la hiperexpresion de la LPL pudo reducir los niveles séricos de
colesterol e inhibir la aterosclerosis en conejos; ademas de identificar mutaciones en la LPL
humana asociadas a una marcada elevacién de los niveles séricos de triglicéridos y eventos
aterogenéticos (9).

Existe una evidencia sobre la relacién metabdlica entre la LPL y el acido ascérbico; en donde la
proteccidn contra la peroxidacion lipoproteica y la disminucién de los niveles séricos lipidicos
pueden ser eventos convergentes y productos de la influencia de la administracion vitaminica
dietaria y de la actividad enzimética de la LPL en el metabolismo lipidico integral, al asegurar el
efecto anti-aterogénico. Por ello se describiran algunos mecanismos sobre los roles que cumplen
esta enzima y esta vitamina en el metabolismo lipidico, analizando ratas alimentadas con dietas
con elevadas cantidades de lipidos en presencia de la administracion de vitamina C.

Material y Métodos

Material Biologico: Dieciséis ratas machos albinas de Raza Sprague Dawley de 362 + 41 g de
peso corporal y 6 meses de edad fueron obtenidas del Bioterio Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM). Estos animales fueron divididos en cuatro grupos de cuatro individuos cada uno
(Grupos I, 11, lll 'y IV), correspondiéndole a cada grupo un tratamiento distinto.
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Durante 30 dias previos al inicio de los tratamientos los animales fueron mantenidos en
alimentacion ad libitum con alimento para roedores procedente del Bioterio de la UNALM a fin de
lograr su aclimatacién al ambiente de crianza.

Preparacion de los tratamientos: Usando el alimento para roedores como base se
acondicionaron dos dietas: Normal y Grasosa utilizando leche, harina de maiz, manteca de cerdo y
aceite de oliva. La composicién lipidica de la dieta normal fue 8% y la composicién lipidica de la
dieta grasosa fuel3% (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Composicién nutricional (%) y energia total tedrica de las dietas usadas en los
diferentes tratamientos

Carbo-hidratos

9.50 20.00 55.60 8.00 2.90 4.00 374.4
9.50 20.00 50.60 13.00 2.90 4.00 399.4

Tratamiento: Dos grupos de animales fueron alimentados ad libitum con la dieta normal (Grupo | y
Grupo Ill) y los otros dos grupos fueron alimentados con la dieta grasosa (Grupo Il 'y Grupo V).
Solo a un grupo de cada dieta Normal y Grasosa (Grupos Il y 1V) se les administré un suplemento
de 14 mg. de vitamina C por dia en solucién acuosa, en forma individual a cada animal.

Determinacion de la actividad enzimatica de la LPL: Al finalizar los tratamientos, los animales
fueron sacrificados y el tejido adiposo de la zona retroperitoneal fue disectado. La enzima fue
extraida por homogenizacién del tejido adiposo con NHs 0.25N pH 9,2 a 4°C (10, 11). La
concentracion proteica en el extracto fue determinada usando el método de Bradford (12).

La actividad lipolitica fue determinada como la capacidad de la solucion enzimatica para hidrolizar
r-nitrofenilpalmitato de sodio a 37°C de temperatura por 15 minutos. El r-nitrofenolato liberado fue
cuantificado a 400 nm en un espectrofotdmetro. La actividad lipasica especifica de la LPL fue
determinada por la diferencia entre las actividades mostradas a 0,15 M NaCl y 1,2 M NacCl (13, 14);
debido a la inhibicion total de LPL en elevadas concentraciones salinas.

Determinaciones séricas: Los niveles séricos de lipidos totales, colesterol, triacilglicéridos y HDL
fueron determinados usando los Kits de Wienner Lab (Rosario, Argentina). Los niveles de LDL y
VLDL fueron determinados por la diferencia entre los valores de Colesterol y HDL (15).

Los niveles de acido ascérbico en sangre y tejido adiposo fueron determinados mediante el método
de Roe y Kuether (16), en donde el ascorbato es oxidado a dehidroascorbato; el cual reducira a la
2,4 dinitrofenilhidrazina en hidrasona, que tiene una absorbancia maxima a 500 nm de longitud de
onda.

Andlisis estadistico: Los niveles séricos y enzimaticos fueron determinados por duplicado. Luego
se determinaron los promedios, desviaciones estandar y coeficientes de variacion de cada grupo.
Mediante el uso del Software Estadistico SPSS v. 10 Windows 95, se determind la varianza entre
los tratamientos y las respuestas a los tratamientos fueron comparadas mediante el test de Tukey
y de Dunnett. Finalmente se determinaron los coeficientes de correlacion entre las variaciones de
los niveles séricos de vitamina C y la actividad enzimatica frente a las fracciones lipidicas y
lipoproteicas (17).

Resultados

La administracién de la dieta grasosa gener6 el aumento del 75.3% (P<0,001) de la lipemia total, la
triacilglicerolemia se incremento en 78.43% (P<0,008) y la colesterolemia aproximadamente en



60% (P<0,001). El suplemento de Vitamina C disminuy® la lipemia en aproximadamente 50%
(P<0.005) en las dos dietas, la disminucién de la colesterolemia fue en 36.6% (P<0,004) y 47%
(P<0,001); mientras que en los animales alimentados con la dieta grasosa, la vitamina contribuyé
con la reduccion de los niveles de triacilgliceroles hacia niveles normales.

Los niveles de HDL en los animales suplementados con vitamina C (Ver Tabla No. 2) fueron
mayores en un 37.2% (P<0.026) y 20,5% (P<0,39) frente a las dietas no suplementadas. Por otra
parte, los valores de LDL fueron 2 veces mayores (P<0,001) en los alimentados con la dieta
grasosa y la administracién de vitamina C pudo reducir esos niveles en 3 veces aproximadamente
(P<0.001). Ademas, el VLDL Colesterol en los animales alimentados con la dieta grasosa fueron
77% mayores (P<0.004) y s6lo en esa dieta se mostr6 una significativa reduccién de los niveles de
un 39% (P<0.016) al administrarle vitamina C.

Tabla 2. Niveles lipidicos séricos y lipoproteicos en ratas por tratamiento. Cada valor
representa la media de cada tratamiento (gr/L) y su desviacién estandar.

Dieta Trl,agl- Colesterol JHDL ColesterollLDL Colesterol VLDL
glicéridos total

0.714 +0.18
1.274 +0.26

DR 0510 +0.13
vitamina C

SISl 0776 +0.18
vitamina C

0.849 £ 0.07
1.357 + 0.07

0.623 = 0.08

0.714 £ 0.10

0.333 £ 0.08
0.297 £ 0.01

0.457 £ 0.04

0.358 + 0.05

0.516 +0.03
1.060 + 0.08

0.166 + 0.04

0.356 = 0.06

0.144 £ 0.03
0.255 £ 0.05

0.164 £ 0.03

0.155 £ 0.04

La LPL de tejido adiposo fue activada 2.4 veces en los animales alimentados con una dieta
grasosa (P<0.001) y la administracion de vitamina C generé una activacion de 2.6 veces mas
(P<0.001). La activacion mediada por vitamina C en los animales alimentados con una dieta
grasosa fue de 1.4 veces (P<0.001). (Ver Tabla No. 3)

Tabla No. 3: Niveles séricos y adiposos de vitamina C y actividad enzimatica de la
lipoprotein lipasa adiposa en ratas por tratamiento. Cada valor representa la media de cada
tratamiento (en mg%, mg/g de tejido y ng p-nitrofenol/min/mg proteina total,
respectivamente) + desviacion estandar.

Vitamina C Vitamina C Actividad
Dieta
sérica adiposa LPL adiposa

[ NORMAL | 1.614 £ 0.12 1.731+£0.12 24.3+0.85
GRASOSA 2.16 £0.13 1.555 +0.24 58.3+5.48
NORMAL +

VITAMINA C 3.176 + 0.36 2.084 + 0.56 62.7 £ 3.87
GRASOSA +
VITAMINA C 2.589 + 0.09 3.963 + 0.45 82.2+12.0

En la Figura No. 1 se muestran los indices de correlacion encontrados entre los tratamientos. Los
niveles de vitamina C sérica y la actividad de la LPL de tejido adiposo muestran un indice de
correlacion directa y significativa (r = 0.930 y r = 0.861 respectivamente, P<0.01).
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Figura No.1. Correlaciéon de Pearson (r) entre los niveles de vitamina C sérica y actividad
LPL frente alos niveles séricos en ratas por tratamiento. Scatterplot de la correlacién entre
la concentracion de vitamina C séricay 1: Actividad enzimatica de LPL adiposa, 2:
concentracion sérica de colesterol total, 3: concentracién sérica de HDL, 4: concentracién
sérica de LDL. Correlacion entre la actividad enzimética de LPL adiposay 5: concentracion
sérica de colesterol total, 6: concentracion sérica de HDL, 7: concentracién sérica de LDL

En tanto el colesterol sérico total muestran una severa correlacion negativa estadisticamente
significativa frente a la los niveles Vitamina C sérica (r = -0.8 y -0.9; P<0.05). Frente al perfil
lipoproteico, la distribucion sérica de vitamina C frente a los valores de LDL muestra una gran
correlacién negativa (r = -0.9; P<0.001) frente a la administracion de acido ascorbico, mientras que
con el HDL Colesterol mantienen una mediana relacion directa r = 0.786, 0.595; aunque
estadisticamente no significativa.

La actividad de la LPL de tejido adiposo frente a los niveles de colesterol sérico muestran una
correlacion indirecta y significativa (r> -0.8; P<0.05) y también frente a los niveles de LDL (r = -0.9,
r = 0.8; P<0.05), mientras que muestra una correlacién directa frente a los niveles de HDL (r = 0.7).



Discusion y Conclusiones

Los niveles séricos normales encontrados en el desarrollo de nuestro trabajo presentan una gran
similitud con aquellos reportados en ratas Sprague Dawley de 10 a 12 semanas de edad y 380 g
de peso corporal mantenidos en condiciones normales (18).

La disminucién de los lipidos totales séricos se ha correlacionado con el suministro de Vitamina C
(19, 20, 21) y ha sido observado una fuerte disminucion de triacilglicéridos y colesterol sérico hasta
niveles normales, lo que concuerda con lo que refiere Kotze y colaboradores (22), quienes
evaluaron el efecto de la vitamina C sobre los babuinos (Papio ursinus). La evidencia de los
efectos reductores del colesterol, estd manifestado en que en los animales en estrés por cautiverio
existe una fuerte correlacion entre la disminucién de los niveles de vitamina C sérica y el aumento
de la colesterolemia (23)

El suplemento de vitamina C afectd enérgicamente los niveles de colesterol asi como a las
fracciones lipoproteicas (24). Esta proteccion a futuro evitaria la generaciéon de enfermedades
coronarias, cardiovasculares y aterosclerosis.

La variacidn de concentracién de HDL es inversa a la variacion de la concentracion de
quilomicrones y VLDL y directa frente a la actividad de la LPL (25), ademas que tiene una relacion
inversa con la frecuencia de aterosclerosis coronaria (26), debido a que reflejan la depuracién del
colesterol de los tejidos.

Nuestros resultados anotan que el colesterol total ha disminuido en favor a la administraciéon de
ascorbato. Esta vitamina en altas dosis, activa el catabolismo del colesterol, dada la activacion de
la enzima 7a-hidroxilasa (27) con una reduccion de los niveles de la apolipoproteina B, aunque la
cantidad de reduccién de ambos niveles no son similares. La dieta grasosa aumento el nivel de
colesterol aproximadamente en 60% (P<0,001) y la administracion de Vitamina C pudo reducir la
colesterolemia en 47% (P<0,001).

Un desorden en el transporte sérico de excesivas cantidades de colesterol conlleva a su
acumulacion junto con sus lipoproteinas en el higado y prolonga el tiempo de vida del colesterol en
suero (28). La aterosclerosis, inducida por la alimentacion (29), asi como la colesterolemia puede
ser controlada por la ingesta de algunos alimentos ricos en vitamina C o lipidos poli-insaturados;
debiendo considerarlos en la prevencion de estos trastornos (30).

Cuando los niveles de vitamina C sérica se mantienen normales o son deficientes, la lipemia tiende
a incrementarse sin necesidad de tomar colesterol u otros lipidos en los alimentos (31). Las
deficiencias en esta vitamina también muestran un incremento en los niveles de triacilglicéridos en
una variedad de especies incluyendo a los primates (32). Ginter (33) también anota que deben
dosarse los niveles biliares u otros esteroides excretados originados por el metabolismo del
colesterol con el fin de monitorizar agudamente el destino de los intermediarios catabdlicos del
colesterol.

La deficiencia de esta vitamina también puede originar que los niveles de colesterol total y LDL se
incrementen drasticamente, mientras que no se ven afectados los quilomicrones y la VLDL (34),
Suh Paik y Yearick (35) indican que la tasa de remocion de los acidos grasos de los triacilglicéridos
dietarios esta inversamente relacionado con la actividad de la LPL adiposa, sugiriendo que los
otros tejidos extrahepaticos son los principales encargados de su utilizacion para el suministro
energeético y que este mecanismo prima ante el almacenamiento adiposo.

Los niveles de VLDL disminuyeron drasticamente luego de administrar vitamina C a pesar de
seguir una dieta hiper-lipidica. La remocion de su contenido lipidico, bajo accion de la LPL
producen una menor formacion de LDL responsabilizandose por los bajos niveles séricos de la



lipoproteina (<50% en este estudio; ver Tabla No. 2) pudiendo servir como indicadores de la
disminucién del riesgo asociado al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, lo cual coincide
con Jacques y colaboradores (36) al encontrar una negativa asociacion entre los niveles de acido
ascorbico sérico y LDL. Si un incremento en los niveles de LDL Colesterol es acompafiado por una
disminucioén o niveles muy bajos de HDL e incrementa el riesgo de producir enfermedades
coronarias y sus concentraciones séricas han mostrado también efectos inversos ante la
administracion de ascorbato. La dieta grasosa aumento los niveles de LDL y a la vez fue
responsable de la reduccion de HDL; pero al administrar 4cido ascorbico se produjo lo inverso.
Cuando los niveles de colesterol asociado a HDL son mayores que los niveles de LDL colesterol, el
riesgo de desarrollar ateromas es cada vez menor. El HDL depura el colesterol de los tejidos
periféricos de vuelta hacia el higado para ser excretado (37,38) y se han asociado bajos niveles de
HDL con deficiencias en la actividad de la LPL (39); asi como se ha demostrado la estrecha
relacion existente entre los niveles de HDL Colesterol y el riesgo del desarrollo de la enfermedad
coronaria, ya que el predominio de esta enfermedad es mayor cuando los niveles de HDL son muy
bajos (40). En este trabajo se consiguié modificar los niveles de HDL Colesterol mediante la
administracion de Vitamina C; aumentando 12,4 mg/dL y 6,1 mg/dL; resultando til en la reduccién
del riesgo de enfermedad coronaria. Si por cada aumento de 1 mg/dL de HDL Colesterol, el riesgo
disminuye entre 2 y 3% se reduce el indice de mortalidad cardiovascular en un 4 a 5 % (41). Otros
estudios sobre riesgos cardiovasculares indican que la vitamina C al disminuir moderadamente los
niveles de colesterol total, incrementa los niveles de HDL ejerciendo un efecto hipotensivo, que
previene la aterogénesis (42). Si extrapolamos nuestros resultados a los humanos podemos decir
que la tasa de riesgo de desarrollar una enfermedad coronaria se pudo reducir en 12 — 37%
gracias a la administracion de Vitamina C en la dieta.

Kotze y Spies (43) evaluaron la aparicion de la LPL en la circulacion de babuinos deficientes en
vitamina C, luego de la administracion de Heparina y ascorbato. La heparina administrada por via
intravenosa libera LPL rapidamente hacia la circulacion; en los animales deficientes en vitamina C
la LPL liberada fue menor al compararla con la de animales con un amplio suministro ascorbato;
asi se sugiere que el acido ascarbico influye sobre la sintesis de la LPL adiposa. Estudios de
expresion del gen de la LPL frente al suministro de acido ascérbico podrian ser concluyentes de
este fenémeno.

Coincidiendo con Suh Paik y Yearick (44) una dieta lipidica es suficiente para activar a la LPL
mostrando una gran capacidad de acumulacion de grasas a partir de la dieta. El suplemento de
vitamina C gener6 una mayor activacién. Weissenburg y Harris (45) observaron que la actividad de
la LPL cardiaca y muscular en animales recién alimentados es alta, mientras que la actividad de la
LPL de tejido adiposo es muy baja, y Kotze y colaboradores (46) encontraron que la actividad de la
LPL de musculo cardiaco es fuertemente reprimida por Vitamina C. El efecto fisioldgico diferencial
entre la LPL adiposa y la cardiaca, evidenciado en muchos trabajos (47,48,49) sefiala que
existiendo un ligero aumento de vitamina C sérica puede ser suficiente para activar a la LPL
adiposa de rata. Finalmente la actividad de LPL de tejido adiposo de ratas fue influenciada por el
tipo de dieta y por el suplemento de ascobato, encontrandose un incremento de 1.6 y 0.4 veces en
ratas alimentadas con una dieta normal y grasosa respectivamente.

Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar la influencia del acido ascérbico (AA) sobre el metabolismo
lipidico y su efecto protector frente al riesgo de desarrollar enfermedades

cardiovasculares. Durante 7 semanas se alimentaron a ratas albinas Sprague Dawley con dietas
normal (grasa total 8%) y grasosa (grasa total 13%) bajo la administracion de 14 mg/dia de AA. Se
analizo la lipemia, lipoproteinemia y actividad de Lipoprotein lipasa (LPL). Se evalud la variacion
entre los tratamientos mediante los test de Tukey y Dunnett y ademas se realiz6 un analisis de
correlacién entre los niveles de vitamina C sérica y la actividad de la LPL frente a la distribucion de
colesterol y lipoproteinas séricas. Finalmente se estimd el riesgo de enfermedad coronaria. Un
significativo aumento de la actividad de la LPL de tejido adiposo fue observada en ratas



suplementadas con AA asociada a una significativa reduccion de la lipemia, triacilglicerolemia y
colesterolemia, LDL y VLDL, mientras que los niveles de HDL aumentaron. Ademas se encontré
que la concentracién de vitamina C sérica y la actividad de LPL muestran una correlacion directa
con la concentracion de HDL y una relacion inversa con LDL y Colesterol. CONCEI rol del &cido
ascorbico sobre el metabolismo lipidico se manifiesta en la activacién de la LPL, lo que conduce a
una favorable redistribucién de los niveles lipidicos y lipoproteicos. La administracion de acido
ascorbico disminuye en un 12-37% la tasa de riesgo de enfermedades coronarias y otras
dislipidemias directamente mediada por una severa activacion de la LPL adiposa.

Palabras clave: Acido ascérbico, lipoprotein lipasa, colesterol sérico, colesterol, enfermedades
cardiovasculares y dislipidemias.

Abstract

The objective was to evaluate the ascorbic acid influence (AA) on lipid metabolism and the protect
effect against the risk of cardiovascular diseases development. During 7 weeks we fed Sprague
Dawley male albine rats with normal (total fat 8%) and fatty (total fat 13%) diets under 14 mg. of
ascorbic acid administration. We analized the lipemic and lipoproteinemic levels and lipoprotein
lipase (LPL) activity. We evalued the variation between treatments by means of Tukey and
Dunnett’s test. In addition we realized the correlation analysis between the seric vitamin C leves
and the LPL activity against the seric colesterol and lipoprotein distribution. Finally we are estimated
the coronary disease risk. A significant weak of adiposse tissue LPL activity were observed in
ascorbic acid supplement rats, associated with a significant reduction of lipemic, triacilglicerolemic
and colesterolemic level, LDL and VLDL; where as HLD increased. In addition the seric ascorbate
and LPL activity shown a direct correlation with HDL and a inverse correlation with LDL and
Colesterol. The ascorbic acid role in the lipidic metaboslism is declared in the LPL activation. The
ascorbic acid administration disminishes in 12-37% the risk of coronary diseases and others
dislipidemias directlly oriented by adiposse LPL activation.

Key words: Ascorbic acid, lipoprotein lipase, serum cholesterol cholesterol, cardiovascular disease
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