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RESUMEN

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en la aterosclerosis; de hecho existe evidencias que indican que los antioxidantes son
moléculas capaces de retardar y/o revertir el proceso aterosclerdtico. El objetivo del presente estudio fue comparar el efecto de la Vitamina
C (Vit ©), sobre la actividad de la Glutation peroxidasa (GPx) y la formacién de ateromas en conejos. Se estudiaron 36 conejos divididos en
3 grupos: Grupol (Control): conejarina, Grupo2: huevo y conejarina, Grupo 3: huevo, conejarina y Vit C (100 mg/diarios). El periodo
experimental durd 12 semanas. Se determiné perfil lipidico por métodos enzimdticos y la actividad de GPx por cinética en (' y 12va semana.
Los conejos fueron sacrificados y se les realizd estudio histolégico de su aorta. Los resultados revelaron un incremento en la actividad de la
GPx en los grupos 2 v 3 con respecto al control en la 12va semana de experimentacién (p<0,05). Hubo inhibicién de lesiones aterosclerdticas
en los conejos del grupo 3. En conclusién en condiciones de hiperlipidemia con o sin suplementacion de Vit C, existe incremento en la
actividad de GPx. Por otra parte, la Vit C disminuye y evita la progresion de ateromas.
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Effects vitamin C, on glutathione peroxidase activity
and atheroma formation, in rabbits exposed
to a hyperlipidaemic diet

SUMMARY

Oxidative stress plays an important role in atherosclerosis; so antioxidants are molecules have been used to slow down or inhibit atheroscle-
rosis. The objective of the present study was to compare the effect of Vitamin C (Vit C), on serum Glutathione peroxidase activity (GPx} and
on the formation of aortic lesions in rabbits. 36 rabbits were studied: Groupl: “congjarina” (commercial rabbit food); Group2: egg and
conejarina, Group3: egg, conejarina and Vit C (100mg/day). The experiment lasted 12 weeks. Lipid profile was done by enzymatic methods
and GPx by kinetic method in weeks 0 and 12. Histological study of rabbit’s aorta was done. GPx activity in groups 2 and 3, increased
compared with controls, from week 12 of experimentation (p<0,05). There was inhibition of aortic lesions in groups 3. In conclusion, under
hyperlipidaemic conditions, with or without Vit C supplementation, activity of GPx there is increased. Vit C reduces and prevents the
progression of atheromas
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Introducciéon

Los radicales libres son especies quimicas, altamente reactivas
e inestables que tienen en su estructura atdmica uno o mas
electrones no apareado en su Gltima capa (1). Entre los radicales
libres, se encuentran el radical hidroxilo, anién superdxido,
perdxido de hidrogeno, éxido nitrico, acido hipocloroso,
peroxinitrito, entre otros, los cuales pueden ser generados en
el organismo como resultado del metabolismo aerobio (2). La
incrementada generacion de estas moléculas o iones puede
causar dafio oxidativo a diversas moléculas como lipidos,
proteinas y ADN, lo cual puede llevar a enfermedades cronicas
como la aterosclerosis (3-5).

La aterosclerosis es una enfermedad cronica inmuno
inflamatoria, caracterizada por un endurecimiento y pérdida
de elasticidad de la pared arterial; asi como un estrechamiento
del lumen arterial, que afecta principalmente a las arterias de
mediano y gran calibre. Este proceso se inicia desde la infancia
y la adolescencia (6-8). Es conocido que las consecuencias
clinicas de esta enfermedad, son causa de elevada mortalidad
en diferentes paises, siendo las enfermedades cardiovasculares
la principal causa de muerte en nuestro pais (9). Actualmente
existe suficientes evidencias que indican que el estrés oxidativo
juega un papel muy importante en el proceso aterosclerético
(10-13).

La susceptibilidad del endotelio vascular al dafio oxidativo es
una funcion que va a depender del balance entre el grado de
estrés oxidativo y la capacidad de defensa de los antioxidantes
(5,14,15); por lo tanto los antioxidantes son un sistema de
defensa, al daiio oxidativo producido por los radicales libres.
Los antioxidantes son clasificados como exégenos (naturales
o sintéticos) o endégenos, ambos son responsables de la
remocion de los radicales libres. Los antioxidantes naturales
son clasificados en dos grupos: enzimatico y no enzimatico.
Los antioxidantes enzimdticos incluyen a la catalasa, glutation
peroxidasa (GPx), entre otros. Entre los antioxidantes no
enzimaticos, se encuentran el acido ascorbico, polifenoles,
entre otros (1,16-18).

La Vitamina C (Vit C) o acido ascorbico es un antioxidante de
naturaleza hidrosoluble, que actiia mediante la remocién de
especies reactivas de oxigeno v de nitrégeno (19-21).
Asimismo, la Vit C es capaz de regenerar otras moléculas
antioxidantes como d-tocoferol, glutatién, urato, -caroteno,
Por otra parte, s¢ ha evidenciado que el ascorbato es uno de
los principales antioxidantes que neutraliza directamente a los
radicales libres (22,23). Y en estudios in vive se ha demostrado

que es capaz de disminuir la progresion de la aterosclerosis
(12).

Por su parte, la GPx es un término que describe a una familia

de enzimas (EC 1. 11. 1. 9.), que tienen actividad peroxidasa.
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Por lo que, la GPx es una proteina de naturaleza enzimatica
que contiene selenio, y que se encarga de reducir ¢l perdxido
de hidrégeno y una amplia gama de hidroperdxidos organicos
en sus correspondientes alcoholes, requiriendo glutation como
cofactor, y de igual manera oxida el glutation a glutation
disulfido (24-26). La actividad de esta enzima se esta
investigando como marcador bioldgico de patologias como la
aterosclerosis (12,27). Asimismo, s¢ han descrito disminucion
de la actividad de esta enzima en enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo, incluyendo la enfermedad coronaria
(28).

Por lo tanto, tomando en cuenta que el estrés oxidativo esta
involucrado en la fisiopatologia de la aterosclerosis, y que los
efectos deletéreos de los radicales libres pueden ser prevenidos
por la accion de los antioxidantes. En el presente estudio se
evalud el efecto que tiene la Vit C, sobre la actividad de la
GPx y sobre la formacion de ateromas en conejos macho Nueva
Zelanda expuestos a una dieta hiperlipidémica.

Materiales y Métodos

Muestra y diseiio experimental

Se utilizaron 36 conejos macho raza Nueva Zelanda de 12
semanas de edad con un peso entre 1,350 - 1,400 Kilogramos,
provenientes del Bioterio del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC, Caracas, Venezuela).
Después de una semana de ambientaciéon en el Bioterio Ex-
perimental de la Universidad de Carabobo (UC) (Valencia,
Venezuela), los conejos fueron divididos aleatoriamente en 3
grupos de 12 conejos. Cada conejo fue alimentado diariamente
de la siguiente manera: Grupo 1 (control): 150 gramos de
conejarina (Protinal®, Venezuela). Grupo 2: un huevo hervido
y 150 gramos de congjarina. Grupo 3: un huevo hervido, 150
gramos de conejarina y 100 mg de Vit C (Merck). El periodo
experimental tuvo una duracion de doce semanas.

Todos los conejos fueron pesados antes, durante y después de
la experimentacion. Los procedimientos de cuidado de los
animales fueron llevados a cabo de acuerdo con la Guia para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (29). El
experimento fue realizado rigurosamente segin las normas
éticas del Bioterio Central de la UC. Estos animales estuvieron
bajo la vigilancia del personal del bioterio a lo largo del estudio.

Andilisis quimico de los alimentos

Conejarina G granulada marca Protin al®: Maiz, SOIgo,
afrechillo de trigo, harinas de maiz, ajonjoli, algoddn, girasol
y soya, concha de arroz, bagacillo de cania, pasto deshidratado,
melaza, grasa estabilizada, carbonato y fosfato de calcio, sal,
minerales “trazas” (cobalto, cobre, hierro, manganeso, yodo y
zinc) suplementos de las vitaminas A, B,, B ,, C, D, E, écido
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pantoténico y niacina, antioxidante, suplemento antibidtico y
anticoccidial. Proteina cruda 12%, grasa cruda 1%, fibra cruda
20%, extracto libre de nitrogeno 42%.

Huevo (30): Cada huevo contiene aproximadamente 300 mg
de colesterol en su yema. El porcentaje de colesterol en cada
racion de alimento para los grupos 2 y 3 fue de 0,12%.

Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre fueron extraidas por puncion
intracardiaca bajo anestesia a todos los conejos previo ayuno
de 14 horas en la semanas 0 y 12va. Las muestras de suero
fueron conservadas en congelacion a -70°C hasta el momento
del procesamiento. Se realizaron determinaciones séricas de
colesterol total {(CT) y triglicéridos (TG) por métodos
enzimaticos colorimétrico directo (Wiener Lab, Argentina).
El ¢-HDL, ¢-LDL se realizaron por extraccién y posterior
determinacion enzimdtica (Wiener Lab, Argentina). La
actividad de la GPx fue determinada por ensayo cinético (Cay-
man Chemical, EEUU).

Preparacion de tejidos y tipificacion histologica de las
lesiones aterosclerdticas: Los conejos fueron sacrificados por
dislocacion cervical, posteriormente se procedi6 a realizar la
autopsia de dichos animales, extrayendo la aorta para ser
examinada. Las muesitras de tejido extraidas, fueron fijadas
en formaldehido al 10 % en PBS durante 24 horas y procesadas
segun la técnica de rutina y posteriormente tefiidas con
hematoxilina- eosina (31), para luego ser observados por
microscopia optica. Las lesiones fueron tipificadas de acuerdo
a la clasificacion de la American Heart Association (32).

Anilisis de los datos

Se calculd el promedio y desviacion estandar para las vari-
ables estudiadas. Se empleé la correlacién de Pearson para
relacionar el perfil lipidico con los niveles de la actividad de
la GPx. Se utilizé el analisis de varianza para comparar los
valores de las variables sujetas a estudio, empleando el analisis
de Kruskal — Wallis para comparar grupos independientes y el
analisis de Friedman para comparar grupos relacionados, y
una tabla de asociacion para clasificar el grado de ateroma. Se
considerd significativo p<0,05. Se utilizé el programa Statistix
version 8.

Resuliados

No se encontraron diferencias significativas en los pesos
basales entre los grupos de conejos sujetos a estudio. En la
2da, 41a, 61a, Bva, 10ma y 12va semana de experimentacion
hubo un incremento significativo en ¢l peso de los conejos de
los grupos 2 y 3 con respecto al grupo 1, y con respecto a sus
pesos basales (p< 0,05). Los conejos del grupo 1 aumentaron
de peso a lo largo del estudio. Asimismo, no se encontraron
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diferencias en los pesos de los conejos entre los grupos 2 y 3
a lo largo del experimento (Datos no mostrados).

Mo se observaron diferencias significativas en las
concentraciones séricas de CT, ¢c-HDL, ¢-LDL y TG basales
entre los grupos de conejos sujetos a estudio. El CT, ¢-HDL,
¢c-LDL y TG en el grupo | permanecieron sin cambios
significativos a lo largo del experimento. Al final del estudio
se aprecio un aumento significativo en la concentracion de
CT, ¢-HDL, ¢-LDL y TG en los grupos 2 v 3 con respecto al
grupo 1. Asimismo, para los grupos 2 y 3 los valores de CT,
c-HDL, ¢c-LDL y TG variaron desde el inicio hasta el final del
experimento (p< 0,05) (Tabla 1).

Tabla 1. Valores promedio y desviacion estindar del perfil
lipidico.

Semana Cero
Variables (mg/dL) Grupo | Grupo 2 Girupa 3
Colesterol 88 + 8 A 91 + 11 A 87 + 9 A
C-HDL 28 +4 A 28 +3 A 30 +2 A
C-LDL 52+ 6A 55 +4 A 57 +6 A
Triglicéridos o + 12 A 8% + 0 A 88 + 10 A
;:‘_enmna]}me - -
Variables (mgldl)  Gryno | Grupo 2 Grupo 3
Colesterol 83 +9 A 1072 +167 B 1073 + 130 B
C-HDL, 28 +4 A 72410 B 7 +12B
C-LDL 53 +4 A 996 + 150 B 013 + 147 B
Trighicéridos g + 19 A 159 + 16 B 1ss +21 B
Valores p
Colesterol 0,2411 0,0025 0,0025
C-HDL 0.7671 0,0025 0,0025
C-LDL 0. 30646 (1,002 5 0,0025
Triglicéridos 0.9687 0.0025 0,0025

Las medias de los grupos en cada semana con diferentes letras
son estadisticamente diferentes. Andlisis de Kruskal — Wallis.
p=<0,05

Valores p: Comparacidon de cada grupo con respecto a sus
valores basales. Analisis de Friedman. p<0,05.

En cuanto a la GPx, no se observaron diferencias significativas
en la actividad de esta enzima entre los grupos sujetos a estudio
en ¢l inicio del experimento. Asimismo, no se observo
diferencias significativas en los niveles de GPx en el grupo |
al inicio y final del estudio. Para la 12va semana, se observo
que la actividad de la GPx en los grupos 2 y 3 difieren de los
encontrados en el grupo 1. Asimismo para los grupoes 2 y 3,
los valores de la actividad de GPx variaron al final de la
investigacién con respecto a sus valores basales (p< 0,05).
(Tabla 2).
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Tabla 2. Valores promedio y desviacion estindar de la actividad de la GPx.

Grupo 2 Grupo 3

Semana Cero
Variables Grupo |
GPx (nmol/min/mL) 70,33 + 380 A
Semana Doce
Variables Grupo |
GPx (nmol/min/mL) 73,18 + 6,70 A
Valores p
GPx 0,1078

71,33 +1337 A

128,53 + 14,56 B

74,50 + 11,78 A

Grupo 2 Grupo 3

117,10 + 14,09 B

0,0025 0,0025

Las medias de los grupos en cada semana con diferentes letras
son estadisticamente diferentes. Andlisis de Kruskal — Wallis,

p<0,05.

Valores p: Comparacion de cada grupo con respecto a sus
valores basales. Andlisis de Friedman. p<0,05.

No se observd asociacidon significativa entre las variables
sujetas a estudio en los diferentes grupos de conejos al inicio
y final del estudio.

En cuanto a los cortes histologicos en las aortas, se observo
que ninglin conejo del grupo 1 evidencid lesiones
ateroscleréticas (Tabla 3). Todos los conejos del grupo 2
evidenciaron lesiones de tipo Il y IV (Figura 1). Por su parte,
algunos conejos del grupo 3 no presentaron lesiones y otros
evidenciaron lesiones de grado vanable (Figura 2).

Tabla 3. Distribucién de los conejos segiin el méximo grado de ateroma encontrado en los cortes de aorta.

GRUPO Sin ateroma Tipo | Tipo Il Tipo 111 Tipo IV Tipo V Tipo VI
1 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%} 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (41,7%) 7 (58,3%) 0 (0%) 0 (0%)
3 4 (33,3%) 4 (33,3%) 2 (16,7%) 2 (16,7%) 0 (0%) 0 {0%) 0 (0%)

Figura 1. Corte histolégico de la aorta de un conejo
perteneciente al grupo 2. Se observa en la intima arterial
abundantes ciimulos de lipidos intracelulares (flechas
blancas) y extracelulares (flecha negra). Lesién Tipo IV.
Tincion hematoxilina—eosina.100X.
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Figura 2. Corte histolégico de la aorta de un conejo
perteneciente al grupo 3. Se observa en la intima arterial
camulos de células espumosas con lipidos intracelulares
(Flechas). Lesion Tipo II. Tincién hematoxilina—eosina.
S0X.
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Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
Vit C sobre la actividad de la GPx y la formacion de ateromas
en congjos; evidencidndose que al inicio del experimento todos
los grupos de conejos fueron semejantes entre si, pues no se
observaron diferencias en las variables estudiadas.

En cuanto al peso de los conejos, se pudo apreciar que todos
los conejos aumentaron de peso a lo largo del estudio, tal y
como se ha reportado previamente (12,13,33); esto es debido
a que los mismos son conejos jovenes que estaban en periodo
de crecimiento.

Asimismo se pudo observar que la dieta suministrada a los
grupos 2 y 3 fue hiperlipidémica; ya que la concentracion sérica
de CT y TG en la 12va semana de estudio en estos grupos
aumento, tal y como lo hemos reportado en otros estudios
(12,13,33); esto pudo ser debido a que los conejos no pueden
incrementar la excrecion de esteroles (34,35), incrementandose
de esta manera su perfil lipidico. Asimismo, es importante
destacar que la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia no
se evitd a pesar del consumo de antioxidantes (Vit C), lo cual
ha sido previamente reportado (12,34).

La falta de suplementacion de antioxidantes, asi como la
hipercolesterolemia, ha estado relacionada con un incremento
en la oxidacion de LDL (10,36). Para combatir el estado de
estrés oxidativo, el organismo cuenta con mecanismos
enzimaticos v no enzimaticos. Los mecanismos enzimaticos
incluyen la GPx (27). Esta enzima representa la principal linea
de defensa antioxidante en células de mamiferos (37).

En el presente estudio se pudo observar que la actividad de la
GPx en los grupos 2 y 3 estuvo incrementada con respecto al
grupo 1; esto pudo ser ocasionado por la dieta hiperlipidémica
que consumieron los conejos pertenecientes a estos grupos,
ya que la hiperlipidemia es capaz de ocasionar un estado de
estrés oxidativo (38).

5S¢ ha observado que la deficiencia celular de la GPx promueve
disfuncién endotelial asociado posiblemente a estrés oxidativo
(39), por su parte la expresion y actividad de esta enzima se
incrementan ante un ambiente pro oxidante (40,41); tal y como
lo reportamos en nuestro estudio; este incremento en la
actividad puede obedecer a una medida de respuesta por parte
del organismo para combatir ¢l estrés oxidativo; ya que la GPx
tiene un papel muy importante en la prevencion del mismo,
puesto que la expresién reducida de la enzima, incrementa la
oxidacion de las LDL en ratones (42). Asimismo se ha
propuesto que la GPx podria ser una importante enzima
antiaterogénica, debido a que su actividad estd disminuida o
ausente en placas aterosclerdticas; por lo que la falla de su
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actividad en la placa parece encontrarse asociada con el
desarrollo de lesiones mds severas en humanos (43,44). Por
otra parte, otros investigadores han demostrado que en
pacientes con enfermedad coronaria existe una baja actividad
de GPx, la cual esta relacionada con el riesgo incrementado
de los pacientes a sufrir eventos cardiovasculares; por lo que
la induccién en la actividad de esta enzima podria disminuir
el riesgo de eventos cardiovasculares en estos pacientes (45).

Es importante tener en cuenta que a pesar de la administracion
de antioxidantes (Vit C), la actividad de la GPx, no evidencid
cambios con respecto al grupo 2, demostrando que bajo las
condiciones de nuestro estudio no hubo diferencias en la
induccion de la actividad de la enzima entre los grupos 2 y 3;
sin embargo, la administracion de antioxidantes disminuyd el
grado y la presencia de lesiones ateroscleroticas con respecto
al grupo de conejos que no fueron suplementado y que se les
administrd lipidos en su dieta (grupo 2); sugiriendo que a pesar
de no existir diferencias en la actividad de la GPx (defensa
antioxidante) entre estos grupos de conejos, posiblemente
existe una menor concentracion de marcadores de oxidacion,
como la LDLox, en los conejos suplementados con
antioxidantes, como ya lo hemos reportado previamente

(12,13).

El estrés oxidativo ha sido implicado como un importante fac-
tor etiologico en la aterosclerosis; de hecho los antioxidantes
pueden disminuir la aterogénesis y mejorar la funcion vascular;
ya que son capaces de disminuir la oxidacion de las LDL,
disminuyen la produccién de radicales libres en la pared
arterial, inhiben la activacién endotelial (expresion de molé-
culas de adhesion celular, moléculas quimioatrayentes, entre
otros) y mejoran la actividad biologica del 6xido nitrico deri-
vado del endotelio (1-8,10,11,18-23),

En cuanto a la formacion de lesiones aterosclerdticas, se pudo
apreciar que la dieta administrada a los conejos con lipidos,
fue aterogénica, pues indujo lesiones aterosclerdtica de grado
intermedio y avanzado en los conejos que consumieron Gni-
camente esta dieta; por su parte, como era de esperar los co-
nejos del grupo 1, no evidenciaron lesiones, pues no consu-
mieron una dieta rica en lipidos; estos resultados coinciden
con los reportados previamente (12,13,33,35).

Por su parte, la administracién de Vit C en la dieta de los co-
nejos del grupo 3, logrd disminuir la formacion y el grado de
las lesiones ateroscleroticas, ya que la mayor parte de estos
conejos no evidenciaron lesiones, o tuvieron lesiones de gra-
do leve 0 medio, demostrando que la Vit C es efectiva en dis-
minuir la formacion y progresion de lesiones en conegjos so-
metidos a dieta hiperlipidémica bajo nuestras condiciones de
estudio, tal y como ha sido reportado previamente (12).
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La accion antiaterogénica de la Vit C observada en nuestro
estudio, pudo ser debida a sus efectos antiinflamatorios, ade-
més de sus efectos antioxidantes; ya que la Vit C inhibe la
disfuncion celular, la liberacion de IL-6 vy moléculas de adhe-
sion celular (19). Asimismo, la Vit C es uno de los antioxidantes
mas potentes, que en concentraciones fisiologicas es capaz de
inhibir las modificaciones oxidativas de las LDL in vivo (46);
asi como de revertir la disfuncion endotelial en pacientes con
enfermedad coronaria arterial (47). Es importante tener en cuen-
ta que la Vit C es un antioxidante efectivo por varias razones, ya
que tanto el ascorbato como el radical ascorbilo tienen bajos
potenciales de reduccidn y pueden reaccionar con la mayoria de
radicales y oxidantes relevantes bioldgicamente; por otra parte,
el radical ascorbilo tiene baja reactividad, por lo que ripidamen-
te puede ser convertido a ascorbato y dcido dehidro ascérbico;
adicionalmente el ascorbato puede ser regenerado desde ¢l radi-
cal ascorbilo por mecanismos dependientes e independientes de
enzimas (22). Por lo tanto, estas propiedades y acciones de la Vit
C pueden sugerir una explicacion al efecto beneficioso sobre la
inhibicion de la formacidén y progresion de lesiones
aterosclerdticas visto en nuestro estudio.

En conclusion se tiene que bajo condiciones de hiperlipidemia,
en presencia o ausencia de antioxidantes, la actividad de la
GPx se encuentra incrementada; sin embargo, la Vit C, fue
efectiva en inhibir la formacion y progresion de lesiones
aterosclerdticas bajo nuestras condiciones de estudio.
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