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Beneficio de la Suplementacion de la Vitamina E
en Ratas Hipercolesterolémicas
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RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar el efecto protector de la vitamina E (500 mg/Kg de dieta) sobre la genera-
c16n de radicales libres, involucrados en la formacién de placas de ateroma. MATERIALES 'Y
METODOS: Se uso como modelo experimental ratas machos Sprague-Dawley. durante 3 me-
ses, separados en cuatro grupos: 1) dieta control, 2) dieta control mas vitamina E, 3) dieta
hipercolesterolémica (3%) mas vitamina E, y 4) dieta hipercolesterolémica sola. Se evalué el
perfil lipidico y la peroxidacién lipidica en suero y tejido adértico. RESULTADOS: La dieta
hipercolesteroiémica, en ausencia o presencia de vitamina E (12 mg/dia), produce incremento
significativo (p <0,05) de los niveles de triglicéridos, colesterol total y LDL; y una disminu-
cién significativa de HDL (p <0,05), respecto al control. En €] grupo 4 hubo una elevacién
significativa de los niveles de peroxidacion lipidica (p <0,05) en suero y tejido adrtico. compa-
rado con los demds grupos. CONCLUSION: La vitamina E ejerce un papel protector sobre la
peroxidacién lipidica sérica y en tejido adértico, aun cuando no mejora el perfil lipidico.
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VITAMIN E SUPPLEMENTATION BENEFITS IN HIPERCHOLESTEROLEMIC RATS
SUMMARY

OBJECTIVE: To assess the vitamin E protective effects against free radicals generation. as it is
involved in atheroma plate formation. MATERIAL AND METHODS: We used adult Sprague-
Dawley rats as experimental models during three months, arranged into tour groups: 1) Control
diet group; 2) Control diet plus vitamin E (500 mg/Kg of food) group; 3) cholesterol-rich diet
(3%) plus vitamin E group, and 4) cholesterol-rich diet group. Lipid profile and lipid peroxidation
were measured both in serum and aortic tissue. RESULTS: The cholesterol-rich diet caused a
significant increase (p <0,05) in serum triglycerides, and total and LDL cholesterol levels and
a significant decrease in HDL cholesterol (p <0.,005) levels despite vitamin E (12 mg/day)
supplementation. Group IV showed a significant increase (p <0,005) in lipid peroxidation in
serum and aortic tissue. CONCLUSIONS: Vitamin E provided protection against both serum
and aortic tissue lipid peroxidation but does not improve the lipid protfile.
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INTRODUCCION

La hipercolesterolemia produce dafo
endotelial, pero los mecanismos que causan esta
injuria no estan completamente aclarados. Pro-
bablemente el endotelio, células musculares li-
sas, neutrofilos, monocitos y plaquetas puedan
ser la fuente de radicales libres (RL), los cuales
generarian el estrés oxidativo ().

El dario oxidativo que se produce por el des-
equilibrio entre fenémenos antioxidantes/
proxidantes parece crucial en el origen de la
ateroesclerosis, y esto aumenta la posibilidad
que los antioxidantes -como la vitamina C,
betacaroteno y en especial el alfatocoferol (vi-
tamina E)- puedan prevenir o retardar el desa-
rrolto de esta enfermedad (?).

Esta vitamina E constituye el mejor sistema
de neutralizacion de RL generados en medios
lipidicos, siendo muy efectiva para prevenir la
lesion causada por los RL en las membranas
celulares o en las lipoproteinas (5).

Estudios recientes sugieren que la génesis de
la lesion ateromatosa de la pared arterial
involucra la incorporacién de 1a LDL oxidada a
los monocitos-macréfagos arteriales, que se con-
vierten as{ en células espumosas, nicleo funda-
mental del ateroma (%7). Secundariamente pro-
liferan otros tipos celulares, especialmente cé-
lulas musculares lisas, originando la placa de
ateroma madura.

Este LDL oxidado no es reconocido por el
receptor de LDL, sino por un grupo de recepto-
res llamados scavenger o “basureros”, a 1os que
inicialmente se les atribuyé un papel protector,
por su capacidad de captar el exceso de LDL
circulante. Sin embargo, en la actualidad se in-
dica que son estos receptores los que tendrian
una actividad proaterogénica (3!!).

De las evidencias antes mencionadas, es po-
sible sugerir que la hipercolesterolemia puede
incrementar la formacién de RL, los que ten-
drian efectos citotdxicos y causarian peroxi-
dacidn lipidica de la membrana.
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El objetivo del presente trabajo es estudiar
el papel antioxidante de la vitamina E en ani-
males de experimentacién sometidos a una die-
ta rica en colesterol (3%), teniendo como refe-
rencia el perfil lipidico y la disminucién de la
formacién de malondialdehido, usado como mar-
cador de lipoperoxidacién.

MATERIALES Y METODOS
Material Biolégico

Se usé ratas machos Sprague-Dowley (20)
de un peso aproximado de 160-180 g, los cuales
fueron colocados en jaulas independientes. Las
condiciones ambientales fueron: temperatura
promedio 22-25°C, humedad 75% y un
fotoperiodo de 12 horas.

Los animales de experimentacion fueron se-
parados en 4 grupos como sigue: Grupo I, dieta
control; Grupo II, dieta control + vitamina-E
(500 mg/Kg de dieta); Grupo III, dieta
hipercolesterolémica (3%) + vitamina E, y Gru-
po 1V, dieta hipercolesterolémica.

El consumo de alimentos y peso fue contro-
lado diariamente durante el periodo que duré el
experimento. Después de 3 meses, los anima-
les, previo ayuno de 14 horas, fueron
anestesiados y luego sacrificados, colectindose
la sangre y el tejido adrtico.

Preparacién del homogenizado del tejido
aértico

El tejido adrtico fue extraido rapidamente y
homogenizado al 10% en un Potter Elvejhem con
tampén fosfato de sodio 50 mmol/L, pH 7,0.

Métodos analiticos

1. Triglicéridos y colesterol total: Métodos
enzimdticos, segin Trinder ('?).

2. LDL: Se determiné por precipitacion selecti-
va mediante el uso de heparina. Dicho valor
se obtiene por diferencia entre los valores de
colesterol total y los de VLDL y HDL ('?).
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. HDL: Se obtiene precipitando selectivamente
las lipoproteinas LDL y VLDL. y quedando
la HDL en solucidn, en la cual se determina
el colesterol ('),

4. Malondialdehido (MDA): Se determind en
suero fresco y tejido adriico, segun el méto-
do de Buege (') con algunas modificaciones.
El tundamento es la rcaccidén de MDA, pro-
ducto de lipoperoxidacién con el TBA; la for-
macion del complejo MDA-TBA tiene
absorbancia a 535 nm.

Se presenta los valores estadisticos como me-
dia. desviacidn estandar y la prueba significativa
1 de Student por la diferencia de medias (™).

RESULTADOS

Los grupos I y IV, que correspondieron a
ratas con dietas ricas en colesterol, presentaron
niveles altos en el perfil lipidico, existiendo di-
ferencia significativa (p <0,05) con respecto a
los grupos controles I y I1. Esto es mis evidente
cuando se¢ determina la relacién LDL/HDL, en
la que el incremento es 320% (Tabla 1).

Los valores de lipoperoxidacion en suero y
tejido aértico se presentan en la Tabla 2, en la
que se observa una disminucion significativa
(p <0,05) en los grupos que recibieron suple-
mento de vitamina E (grupos Il y III) al ser
comparados con sus respectivos controles (gru-
pos Iy 1V).
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Tabla 2.- Nivcles dc lipoperoxidacion en
sucro y tejido adrtico segun tipo de dieta,

Grupo MDA sérico MDA tcjido adrtico
10 M mmol/g 10
[ 3,96 £ 0,227 2,40 = 0,13
1 2,69 +0.14° 1,19+ 0,107
11 354 +£1,12¢8 1,04 + 0.08°
v 6.27 £0,19¢ 5,16 + 0,19¢

Grupos: | Dieta Control.
Il Dieta Control + Vir E,
111 Dieta Hipercolest. + Vit E.
1V Dieta Hipercolest. + Vit
MDA: Malondialdehido
Diferenciu significativa: " p <0,05 ¥ p <0,005

Esta reduccidén fue, en general, mayor en el
tejido adrtico (50%) que a nivel sérico (32%),
cuando se comparé el grupo 1l con su control.

El efecto méas notorio del suplemento vitami-
nico en la prevencién de la lipoperoxidacién se
observd en el grupo 1lI, en donde la disminu-
cion fue 50% y 80% en la determinacién sérica
y adrtica, respectivamente (Figura 1).

DISCUSION

En el presente estudio, examinamos si el su-
plemento de vitamina E (12 mg/dia) a ratas
hipercolesterolémicas podria mejorar las defen-

Tabla 1.- Perf1] lipidico en ratas segun tipo de dicta.

Grupo TG mg/dL CT mg/dL HDL mg/dL LDL mg/dL LDL/HDL
[ 1,00 & 0,06" 0,99 x 0,04° 0,36 £0,03° 0,62 £0,03° 1,73
11 0,99 + 0,08% 0,92 + 0,02¢ 0,29 + 0,06% 0.60+0,01°¢ 2,04
(13 1.45 # 0,03¢ 1,19 £ 0,068 0,16 + 0,048 1,07 = 0,048 6,60
v 1,21 +0,15° 1,18+ 0,07 0,18 =£0,01° 1.00 £ 0,05° 5,50
Grupos: ! Dieta Control: Il Dieta Control + Vir E;

111 Dieta Hipercolesterolémica + Vit E:
Diferencia significativa. Tp <0.05 *p <0.005

1V Dieta Hipercolesterolémica.
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Figura 1.- Niveles de lipoperoxidacion en suero
y tejido adrtico segiin grupo de tratamiento.

sas antioxidantes y asf evitar la oxidacién de la
LDL, lo cual ha sido propuesto como factor re-
levante en la aterogénesis.

Después de 3 meses de tratamiento, se oOb-
servd en suero un incremento de colesterol to-
tal, LDL y triglicéridos en el grupo de animales
que recibteron una dieta alta en colesterol (3%),
en presencia y ausencia de vitamina E. El in-
cremento de colesterol total podria deberse al
aumento de los componentes de la LDL, que
seria oxidada y tardaria en depurarse del torrente
sanguineo ('*). De esta manera, la LDL oxidada
atraviesa el endotelio y es captada por los
macréfagos, generando las placas de ateroma.
Sin embargo, la LDL es una molécuta comple-
ja, constituida por una parte proteica, lipidos
neutros y apolares y antioxidantes lipofilicos
representados fundamentalmente por la vitami-
na E y el betacaroteno. Teniendo en cuenta que
en nuestro trabajo se administrd vitamina E, ésta
se acumularia en la LDL y de esta manera la
protegeria frente a la “oxidacién” causada por
los radicales libres.

Datos reportados por Witzum (') demuestran
que un suplemento adecuado de vitamina E au-
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menta su contenido en la LDL, protegiéndola
frente a la oxidacidén. Sin embargo, en el ser
humano se requiere suplementos de vitamina E
de 1-2 g/dia para saturar a la LDL y asi dismi-
nujr la susceptibilidad a la peroxidacién lipidica.

Esta dltima hipdtesis estaria apoyada por los
resultados obtenidos en nuestra investigacion,
ya que ambos grupos que recibieron un suple-
mento de vitamina E (con dieta hipercolestero-
lémica y con dieta normal), muestran marcada
disminucién de la lipoperoxidacién (p <0,005),
comparado con los grupos que no recibieron
suplemento de vitamina E. Por lo tanto, el su-
plemento de vitamina E puede favorecer la ca-
pacidad antioxidante en el suero y proteger con-
tra la lipoperoxidacién in vivo.

El nivel de triglicéridos es crucial en la mo-
dulacidn del comportamiento metabélico de las
lipoproteinas; asi, una hipertrigliceridemia su-
pone un incremento en los niveles de
lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL y
quilomicrones), lo cual tiene una profunda re-
percusion en la cantidad, calidad y en la fun-
cién de las lipoproteinas transportadoras de
colesterol (LDL y HDL).

En el ser humano se ha encontrado actividad
de una proteina transferidora de colesterol
(CETP) que promueve el intercambio de ésteres
de colesterol y triglicéridos entre los diferentes
tipos de lipoproteinas, de tal manera que capta
los €steres de colesterol de la HDL y los entre-
ga -a cambio de triglicéridos- a las lipoproteinas
ricas en triglicéridos (VLDL y quilomicrones).
Estas HDL que recibieron triglicéridos adquie-
ren menor tamafo y menor densidad, disminu-
yendo su vida media, por lo que son rapida-
mente retiradas de la circulacién (*¢'7).

Un fenédmeno similar se observa en el grupo
de animales que recibieron colesterol mas su-
plemento de vitamina E, lo cual nos lleva a pen-
sar que las ratas también presentarian la CETP,
la cual probablemente originaria una HDL rica
en triglicéridos, que seria rapidamente depura-
da del torrente sanguineo, disminuyendo sus
niveles con respecto al grupo control.
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Datos reportados por Diez (*¥) muestran que
un suplemento de vitamina E a congjos Wartanabe
(genéticamente hiperlipidémicos) y a hamsters
que recibieron una dieta hipercolesterolémica sélo
redujeron la ateroesclerosis, mientras que los
cambios en el perfil lipidico fueron confusos.

Estas diferencias halladas entre nuestros re-
sultados y los reportados por Diez pueden de-
berse a las diferentes dosis de vitamina E usa-
das, al modelo experimental y al tiempo del tra-
tamicnto para inducir la ateroesclerosis.

El efecio protector de la vitamina E en el
desarrollo de la aterosclerosis () también ha
sido demostrado en conejos, los que recibieron
una dieta hipercolesterolémica (2%) méas vita-
mina E (50 mg/Kg), encontrandose una preven-
cién en la tormacion de lesiones ateroscleréticas
en la aor(a.

Una de las estructuras mas sensibles al dano
oxidativo causado por los radicales libres son
las membranas lipidicas, lo cual puede ser me-
dido por la formacion de productos generados
en la lipoperoxidacion, tanto in vivo como In
vitro. En nuestro caso. medimos productos se-
cundarios de la degradacién lipidica, es decir,
la formacidn de matondialdehido (MDA).

En general, hubo una menor formacion de
MDA en el tejido adriico que a nivel sérico en
los grupos que recibieron suplemento con vita-
mina E, siendo esta disminucién mis acentuada
en ¢l grupo hipercolesterolémico.

Los valores mas altos de lipoperoxidacion se
observo en el grupo 1V, tanto a nivel sérico como
aortico. En cambio, las ratas que consumieron
una dieta rica en colesterol + vitamina E (gru-
po II1) presentaron valores de lipoperoxidacion
que tienden a alcanzar los del grupo control
(grupo I).

Estos hallazgos son similares a los de otros
estudios realizados en nuestro laboratorio en
ratas diabéricas [datos no publicados].

Los valores disminuidos de lipoperoxidacion
observados en animales que recibieron vitami-
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na £ demostrarian una mayor resistencia de la
LDL a la “oxidacion™ y de este modo la
lipoperoxidacién disminuye en el torrente san-
guineo.

En conclusion, la administracion de vitami-
na E a animales hipercolesterolémicos no mejo-
ré et perfil lipidico. Sin embargo. los niveles
de malondialdehido en suero y tejido adrtico dis-
minuyeron significativamente en los animales
que recibieron una dieta con suplemento de vi-
tamina E, lo cual sugiere que la vitamina E pro-
tegid de Ja tipoperoxidacion a los animales que
recibieron una dieta rica en colesterol mas vita-
mina E.
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