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Resumen. La interaccion de la LDL con proteoglicanos arteriales y la
modificacion oxidativa de esta lipoproteina estan relacionadas con la aterogé-
nesis. El objetivo del presente estudio fue evaluar en fumadores el efecto de la
administracion individual de vitamina E y de vitaminas E y C sobre la afinidad
de la LDL por proteoglicanos (PGs) arteriales. Veinte sujetos sanos fumadores
y diez no fumadores recibieron por via oral placebo de ambas vitaminas por 15
dias, luego recibieron 400 mg/d de vitamina E y placebo de vitamina C por 30
dias y finalmente se les administro simultdneamente 400 mg/d de vitamina E
y 1000 mg/d de vitamina C durante 30 dias. Al final de la administracion de la
vitamina E, la afinidad de la LDL por PGs arteriales disminuyd 19,3% en los
fumadores y 25,2% en los no fumadores. La disminucién de dicha interaccién
con la administracion simultéanea de las vitaminas E y C fue de hasta un 25,6%
en los fumadores y 30,1% en los no fumadores. En conclusion, la administra-
cion simulténea de las vitaminas E y C mostro un efecto sinergistico, al dismi-
nuir en mayor proporcion la afinidad de la LDL por los proteoglicanos arteria-
les, en comparacion con la administracion individual de la vitamina E. Estos
hallazgos indican un efecto antiaterogénico potencial de estas vitaminas
antioxidantes.
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Reduction of artery proteoglycans affinity for LDL isolated from
smokers after E and C vitamins administration.
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Abstract. LDL interaction with arterial proteoglycans and its oxidative
modification is closely related to atherosclerosis. The objective of the present
study was to examine the effect of the individual administration of vitamin E
and a combination of vitamin E and C on LDL affinity for arterial
proteoglycans in smokers and non-smokers subjects. Twenty smokers and ten
non- smokers healthy subjects received by the oral route placebos of vitamins
E and C for 15 days; then vitamin E (400 mg/d) for 30 days and finally vita-
min E plus vitamin C (1000mg/d) during the following 30 days. During the vi-
tamin E supplementation period, the affinity of LDL for arterial proteoglycans
decreased 19.3% in smokers and 25.2% in non-smokers. When the subjects re-
ceived vitamin E plus vitamin C, the affinity of LDL for arterial proteoglycans
decreased 25.6% and 30.1% in smokers and non-smokers respectively. In con-
clusion, simultaneous administration of vitamins E and C showed a synergistic
effect to diminish the affinity of the LDL by arterial proteoglycans, that was
greater than caused by the administration of vitamin E alone. These finding

suggest a potential antiatherogenic effect of both antioxidant vitamins.

Recibido: 19-06-2003. Aceptado: 04-12-2003.

INTRODUCCION

La interaccién, in vitro, de la lipopro-
teina de baja densidad (LDL) con el proteo-
glicano (PG) arterial aislado de intima-me-
dia de aorta humana induce alteraciones es-
tructurales en dicha lipoproteina (LP) que
permanecen aun después de la disociacion
del complejo, entre ellas, una disminucién
en la organizacion del nacleo y de la mono-
capa de la LP, un aparente aumento en la
exposicion de los aminoacidos arginina y li-
sina y un aumento en la susceptibilidad a la
oxidacion (1-3). Algunas de estas modifica-
ciones podrian ayudar a explicar el origen
de las células espumosas ya que la LDL se
une con el PG arterial formando complejos
insolubles que son captados por los macré-
fagos (4).

En 1949, Faber (5) demostré que el
colesterol transportado en plasma por las li-
poproteinas se localizaba en la intima arte-
rial unido a glicosaminoglicanos (GAG) del
tipo condroitin sulfato (CS) y que este he-
cho podia contribuir al desarrollo de la le-
sion aterosclerdtica.

La interaccién entre la LDL y el PG ha
permitido sugerir que los PGs podrian rete-
ner a la LDL en la matriz extracelular, lo
gue favoreceria la aparicion de modificacio-
nes estructurales (2), hidroliticas (6,7) y
oxidativas (8) de la lipoproteina que haria a
las LDL agentes altamente citotoxicos ini-
ciadores de la respuesta del tejido, todo lo
cual culminaria en una lesion proliferativa
de la intima y media arterial.

Las LDL interactuan con los PGs a tra-
vés de la asociacion entre los grupos sulfato
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de los GAG, cargados negativamente, y las
cargas positivas de los aminoacidos lisina y
arginina de la apo B100 de la LDL (9,10);
por otra parte la LDL pequefia y densa aisla-
da de pacientes con hipertrigliceridemia
moderada y baja HDL, definido como el “fe-
notipo lipoproteico aterogénico” presenta
alta afinidad por los PGs aislados de arteria
humana (11,12).

Los pacientes con enfermedad corona-
ria aguda y crénica que sufrieron un infarto
de miocardio antes de los 50 afos de edad
presentaron una LDL con alta afinidad por
PGs de condroitin sulfato (13, 14). Esta
alta afinidad estaba asociada con subclases
de LDL enriquecidas en particulas de alto
punto isoeléctrico. Las LDL con mayor afi-
nidad por el PG eran pequefias, densas, po-
bres en lipidos polares en la superficie y
cargadas méas positivamente que aquellas
que presentaban baja afinidad (15).

No esta claro aun como se determinan
muchas de las propiedades estructurales
que modulan la afinidad de la LDL por el
PG rico en condroitin sulfato, llamado ver-
sican, pero si se ha observado que la dieta 'y
ciertas drogas pueden modificar estas pro-
piedades. Cuando a los pacientes se les
cambia de una dieta rica en aceite de oliva
a una dieta rica en aceite poliinsaturado, se
incrementa el tamafo de la LDL y disminu-
ye su afinidad, in vitro, por el PG arterial
(16). Ciertas drogas que disminuyen los ni-
veles de LDL, por ejemplo la simvastatina y
el gemfibrozil, disminuyen la afinidad de la
LDL por el PG, lo que sugiere que parte de
la accién antiaterogénica de estas drogas
puede estar asociada con un disminucién
en la actividad de retencion de la LDL por
los PGs de la intima arterial (17).

Los PGs son un grupo de macromolé-
culas complejas y diversas que estan presen-
tes en todos los tejidos y son sintetizados
por todas las células (18). En los vasos san-
guineos se han identificado 3 familias prin-
cipales de PGs: de condroitin sulfato

(PGCS), de dermatén sulfato (PGDS) y de
heparan sulfato (PGHS). La alta densidad
de carga negativa de los PGs los convierte
en las macromoléculas mas anionicas de los
seres vivos lo cual les facilita interactuar
con proteinas ricas en aminoacidos carga-
dos positivamente como lisina y arginina,
siendo los PGCS los principales componen-
tes de la intima de las grandes arterias.

La intima arterial normal y las regio-
nes con predisposicién al desarrollo de la
lesion ateroesclerotica son ricas en versican
y el contenido de este PG aumenta a medi-
da que avanza la lesion y predispone a la pa-
red arterial a la acumulacion de lipidos, a la
calcificacion y a la trombosis debido a la
propiedad de estos PGs de interactuar con
componentes moleculares implicados en es-
tos procesos. Por lo general no hay ateroes-
clerosis en venas, arterias pulmonares, arte-
rias abdominales sino basicamente en aorta
y en arterias coronarias lo que sugiere que
este hallazgo debe estar relacionado con la
composicién de los PGs de estas zonas
(18).

Por otro lado, la hipotesis de la modifi-
cacion oxidativa de la LDL puede ayudar a
explicar la asociacion que existe entre fu-
mar, proceso aterogénico y enfermedades
cardiovasculares, ya que el fumar induce es-
trés oxidativo y este se reconoce como un
factor de riesgo primario en la aterosclero-
sis y en el desarrollo de enfermedades coro-
narias (19). EI mecanismo parece incluir
modificaciones oxidativas de la LDL, ha-
ciéndolas més aterogénicas (20, 21). Tam-
bién se ha reportado una disminucién en
los niveles plasméticos de betacarotenos y
de vitamina C en los fumadores (22) y se ha
demostrado que la LDL de fumadores es re-
conocida y captada por macrofagos en un
mayor grado que la LDL de los no fumado-
res (20).

Evidencias experimentales y epidemio-
I6gicas sugieren que la iniciacion de la ate-
roesclerosis esta relacionada con la modifi-
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cacién oxidativa de la LDL (23) la cual es
protegida contra la oxidacién por sus antio-
xidantes enddgenos (24). La oxidacién sélo
puede iniciarse cuando se han agotado to-
dos éstos antioxidantes (25), principalmen-
te la vitamina E, cuyo contenido en la LDL
es preservado por los niveles de vitamina C
del plasma. La modificacién oxidativa de la
LDL ocurre en las lipoproteinas que tienen
disminuido el nivel de vitamina E y se ha
demostrado que cuando la LDL contiene
siete veces més vitamina E que lo usual,
ésta necesita el doble de tiempo para sufrir
la oxidacion (26). Las evidencias sugieren
que la modificacion oxidativa de la LDL y su
afinidad por PGs presentes en la intima y
media arterial podrian ser eventos claves en
el inicio del proceso aterogénico, principal-
mente en los fumadores porque el habito ta-
baquico promueve el estrés oxidativo y dis-
minuye los antioxidantes enddgenos (22).

En el presente trabajo se decidio eva-
luar si la administracion simultanea de las
vitaminas E y C, a fumadores y no fumado-
res, podia disminuir in vitro la afinidad de
la LDL por PGs arteriales y si esta disminu-
cién era mayor que cuando se administraba
sélo vitamina E.

SUJETOS Y METODOS

Sujetos

La muestra estuvo constituida por 30
voluntarios sanos, normotensos y normoli-
pidémicos, 20 fumadores y 10 no fumado-
res, de sexo masculino y femenino, cuyas
edades oscilaron entre 25 y 45 afios de
edad. A los voluntarios se les hizo una histo-
ria clinica para obtener datos como peso,
estatura, indice de masa corporal (IMC),
habitos tabaquicos, uso de medicamentos,
ingesta de vitaminas, habitos alimenticios,
actividad fisica, antecedentes familiares y
presencia de alguna patologia como hiper-
tension, diabetes, enfermedad cardiaca, in-
farto o accidentes cerebrovasculares.

Criterios de exclusion: 1) haber toma-
do vitaminas E y C u otros suplementos vi-
taminicos 6 meses antes del estudio. 2)
consumo de alcohol superior a 60 mL de
etanol/semana. 3) glicemia, pruebas de
funcion renal y hepatica anormales. 4) per-
fil lipidico anormal o estar tomando medi-
camentos que lo pudieran alterar (p.e. dro-
gas hipolipidemiantes, hormonas tiroideas
0 anticonceptivos orales), 5) hipertension
arterial, 6) IMC > 32 Kg/m?, 7) mujeres
embarazadas y post menopausicas. Crite-
rios de inclusién: 1) Sujetos fumadores de
més de 10 cigarrillos al dia, con un tiempo
minimo de 10 afios fumando. 2) Con un ni-
vel de ejercicio fisico mantenido inalterable
durante la participacion en el estudio. 3)
Firma del consentimiento escrito.

Administracion de las vitaminas Ey C

La vitamina E fue administrada en cép-
sulas blandas de 400 mg de a- tocoferol en
aceite de germen de trigo, el grupo control
recibié capsulas de placebo con aceite de
germen de trigo. Las cépsulas fueron man-
tenidas en frascos de plastico protegidas de
la luz hasta el momento de su uso. La vita-
mina C fue administrada en forma de table-
tas efervescentes de 500 mg de &cido ascor-
bico y en tabletas placebo que contenian
s6lo &cido citrico. Toda la vitamina E, la vi-
tamina C y los placebos correspondientes
fueron suministrados gentilmente por La-
boratorios Roche de Venezuela.

Disefo del estudio

La administracion de las vitaminas y el
placebo correspondiente se hizo al azar, a
doble ciego y controlado por placebo. El
protocolo de estudio incluyo tres fases con-
tinuas: En la 12 fase 20 fumadores y 10 no
fumadores recibieron los placebos de las vi-
taminas E y C durante 15 dias (Periodo A).
Inmediatamente se dio inicio a la 22 fase en
la cual tanto los fumadores como los no fu-
madores recibieron vitamina E (400 mg/d)
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y placebo de vitamina C durante 30 dias
(Periodo B). Finalmente en la 32 y ultima
fase los dos grupos recibieron simultanea-
mente vitamina E (400 mg/d) y vitamina C
(1000 mg/d) por 30 dias méas (Periodo C).
Los participantes no conocian la dosis que
estaban recibiendo, no tuvieron limitacio-
nes en sus habitos alimenticios ni tabaqui-
cos a través del estudio. Los pacientes fue-
ron evaluados en la consulta externa del La-
boratorio de Estudios Cardiovasculares de
la Escuela de Medicina “J.M. Vargas”, Uni-
versidad Central de Venezuela, Caracas,
Venezuela.

Obtencién del plasma humano

Al finalizar los periodos A, By C fueron
tomadas las muestras de sangre de la vena
antecubital, luego de un ayuno de 14 horas,
en tubos Vacutainer. El plasma se obtuvo
por centrifugacién a 1000g durante 30 mi-
nutos y fue dividido en alicuotas, una parte
fue guardada en oscuridad a 4°C para las
evaluaciones quimicas y de la vitamina E, el
resto fue congelado a —80°C, protegido de
la luz, para luego aislar la LDL. Las mues-
tras congeladas fueron analizadas en un
tiempo menor de 30 dias.

Evaluaciones quimicas

Se determinaron las concentraciones
de colesterol total, colesterol de la LDL,
colesterol de la HDL y triglicéridos me-
diante el uso de los Kit de Wiener Lab
(Argentina). La concentracion de protei-
nas se determind por el método de Brad-
ford (27). Los acidos uroénicos presentes
en los PGs arteriales se determinaron utili-
zando los métodos de Dische (28) y Bitter
y Muir (29). La vitamina E en plasma y en
LDL fue determinada segun el método es-
pectrofotométrico disefiado por Hashim vy
Schuttringer (30). La vitamina C en plas-
ma fue determinada espectrofotométrica-
mente después de la derivatizacion con 2,4
dinitrofenilhidrazina (31).

Aislamiento de la LDL del plasma humano

Las LDL fueron aisladas por ultracen-
trifugacién secuencial en KBr, segun el mé-
todo de Schumaker y Puppione (32). Breve-
mente consistié en el aislamiento de las li-
poproteinas en soluciones de bromuro de
potasio (KBr) de densidades 1,006 g/mL y
1,063 g/mL en un tampon de Tris-HCI 25
mM pH 8. La muestra de plasma se colocé
en tubos de centrifuga con capacidad de 10
mL, se ajusté hasta ese volumen con una
solucion de densidad 1,006 g/mL en KBr y
se centrifugd a 40.000 r.p.m. durante 18
horas a 4°C. Después de la centrifugacion,
una banda de VLDL en la parte superior del
tubo fue descartada y se completé el volu-
men del tubo con solucion de KBr de densi-
dad 1,063 gr/mL, se centrifug6 nuevamen-
te a 40.000 r.p.m. durante 18 horas a 4°C.
Luego de la centrifugacién se obtuvo en la
parte superior del tubo una banda de LDL
(2-3 mL) que fue transferida a un nuevo
tubo y guardada a —80°C, en presencia de
KBr y en la oscuridad para protegerla de la
oxidacién. En el momento de ser utilizadas,
éstas LDL se dializaron con tampon Hepes
de baja fuerza idnica que contenia 5 mM
Hepes, 20 mM NaCl, 4 mM CacCl,, 2 mM
MgCl,, pH 7,2. A estas LDL dializadas se les
determino el contenido de colesterol, trigli-
céridos, proteinas, vitamina E y susceptibili-
dad a la oxidacion. Princen y col. (33) no
encontraron diferencias en estos parédme-
tros cuando se realizo el procedimiento con
plasma congelado a -80°C o con plasma
fresco.

Obtencidn de los proteoglicanos arteriales

Las aortas humanas fueron obtenidas
en la Medicatura Forense del Instituto de
Medicina Legal, durante la autopsia de indi-
viduos fallecidos por causas accidentales.
La intima-media de la aorta se mantuvo a
—20°C en una solucion tampon de NaCl
0,15 M, Tris-HCI 5 mM pH 7,4, con
NapoEDTA 0,5 mM, FFMS 0,2 mM, é&cido
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e-amino caproico 10 mM y thimerosal 0,1%
(p/v). Los PGs se aislaron de la aorta si-
guiendo el método de Camejo y col. (34),
se cortaron 20 g de intima-media en trozos
pequefios, se dejaron por 24 horas con 15
voliumenes de solucién de extraccion que
contenia urea 6 M, NaCl 1 M en tampodn
Tris-HCI 10 mM, pH 7,2, EDTA 10 mM, &ci-
do e-amino caproico 10 mM, PMSF 0,2 mM
y Benzamidina-HCI 5 mM. Se centrifugé a
100.000 r.p.m. durante 1 hora a 4°C. El se-
dimento se descartd y el sobrenadante se
dializ6 por 48 horas, a 4°C, con 4 volume-
nes de urea 6 M. El producto dializado fue
purificado por cromatografia de intercam-
bio iénico en columnas de DEAE Sephacell
equilibrada con un tampon que contenia
Urea 6 M, NaCl 0,25 M, CaCL, 10 mM, ace-
tato 0,05 M, pH 6,2. A la columna se le pa-
saron 100 mL de un gradiente lineal de
NaCl 0,25-1 M a una velocidad de 20 mL/h.
Se colectaron fracciones de 1 mL, se deter-
mino la absorbancia a 280 nm y se obtuvie-
ron 2 picos que fueron dializados; la mayor
afinidad por la LDL se encontr6 en el se-
gundo pico, el cual fue sometido a electro-
foresis en acetato de celulosa en CaCly 0,2
M obteniéndose una sola banda en una posi-
cion similar a la del condroitin-6-sulfato.
Este PG se caracterizé y contenia 60-65%
de condroitin-6-sulfato, 10-20% de condroi-
tin-4-sulfato y 10-20% de dermatan sulfato y
se llamé PG rico en condroitin sulfato
(PGCS), hoy en dia conocido como versi-
can. Se determind su contenido de &cidos
uroénicos y se guardo a —20°C hasta su uso.

Interaccion entre la LDL y el
proteoglicano arterial

La LDL aislada del paciente y el PG
aislado de la aorta fueron equilibrados con
tampdn de baja fuerza idnica compuesto
por Hepes 5 mM, NaCl 20 mM, CaCly 4 mM
y MgClo 2 mM, pH 7,2. La afinidad de la
LDL por el PG se determiné segun el méto-
do disefiado por Camejo y col. (34) para

ello se midié la interaccion entre 1 mL de
PG (10 ng de hexuronato) con 100 niL de
LDL (200 nyg de colesterol). Estos volume-
nes se colocaron en tubos cénicos de polia-
Ibmero con tapa, se agitaron fuertemente y
se incubaron 1 hora a 4°C, luego se centri-
fugaron a 10.000 r.p.m. por 10 minutos. El
sobrenadante con LDL no precipitada fue
descartado y el sedimento se lavd con 1 mL
de tampén y se centrifugd por 5 minutos. El
sobrenadante se descarté y el sedimento
con el complejo LDL-PG se resuspendi6 en
100 nL de tampon de alta fuerza idnica y se
determin6é el contenido de colesterol, el
cual corresponde a la LDL que ha sido pre-
cipitada por el PG. Cada muestra fue anali-
zada por duplicado y un tubo con tampodn
solamente fue usado como blanco de la
reaccion. Los resultados se expresaron en
ng de colesterol insolubilizado y como por-
centaje del total.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la
media aritmética de los valores individuales +
la desviacion estandar. Algunas diferencias
entre los grupos fueron expresadas como por-
centaje. Los valores basales iniciales y los
cambios en estos valores durante el periodo
de administracion de las vitaminas antioxi-
dantes fueron comparados mediante la prue-
ba “t” de Student y la correccion de Bonfe-
rroni. El criterio de significacion estadistica
fue del 5% (p<<0,05). Para el analisis de las
correlaciones se utiliz6 el mismo criterio de
significacién con un coeficiente de regresion
mayor o igual a £ 0,5 (r > £ 0,5). Las diferen-
cias en los resultados de afinidad entre los
grupos de fumadores y no fumadores fueron
evaluadas utilizando un analisis de varianza.

RESULTADOS

La edad promedio de los fumadores
fue de 38,8 + 5,9 afios (media = DS) y la de
los no fumadores de 31,6 + 7,5 afios. No
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hubo diferencias significativas entre los
grupos en relacion a edad, peso, IMC y pre-
sion arterial. En cuanto a los habitos tabé-
quicos, los fumadores tenian un promedio
de 18,3 £ 6,5 afios fumando y el consumo
diario de cigarrillos fue de 17,9 + 8,9 ciga-
rrillos, es decir, que fumaron al menos 10
cigarrillos al dia por espacio de 10 afios
(Tabla I). Todos los participantes eran nor-
mocolesterolémicos, con un promedio de
colesterol en los fumadores de 177,7 + 27,7
mg/dL y en los no fumadores de 169,8 +
31,5 mg/dL.

En el perfil lipidico de fumadores y no
fumadores, al finalizar los periodos A (place-
bo), B (vitamina E) y C (vitaminas E y C) se
observé un ligero incremento, no significati-
vo (p=>0,05) del colesterol plasmético y del
colesterol-LDL. Los triglicéridos plasméticos
también aumentaron pero fue significativo
solo en los fumadores durante el periodo C
con relacién al periodo B (Tabla I1).

La concentracion plasmética de a-to-
coferol luego del placebo fue de 21,2 + 4,2
mM en los fumadores y de 22,9 £ 2,9 nM en
los no fumadores. Al final del periodo B los
niveles se elevaron significativamente sien-
do este aumento 36% mayor en los sujetos
no fumadores. Al final del periodo C el nivel

de a-tocoferol fue de 61,9 + 6,5 nM en los
fumadores y de 80,5 + 5,4 M en los no fu-
madores, es decir, un incremento de 2,9 ve-
ces en los fumadores y de 3,5 veces en los
no fumadores con relacion al periodo place-
bo (Tabla I11).

La concentracién de a-tocoferol en la
particula de LDL, luego del placebo fue de
5,3 £ 0,9 nmol/mg de proteina en los fuma-
dores y de 5,6 £ 0,6 nmol/mg de proteina en
los no fumadores. Al final del periodo B los
niveles se elevaron significativamente siendo
este aumento 23% mayor en los no fumado-
res. Al final del periodo C fue de 18,5 + 0,8
nmol/mg de proteina en los fumadores y de
21,1 £ 0,5 nmol/mg de proteina en los no
fumadores (Tabla Il1). El incremento de
a-tocoferol en la LDL se correlacioné positi-
vamente con el aumento en la concentra-
cion de a-tocoferol en el plasma (r = 0,97
p < 0,05). Respecto al ascorbato plasmati-
co, el nivel basal fue de 37,4 + 3,4 nM en los
fumadores y de 45,1 £ 6,8 mM en los no fu-
madores, es decir, los fumadores tenian una
concentraciéon basal de ascorbato 17% me-
nor que la de los no fumadores. Al final del
periodo B los niveles fueron parecidos a los
basales y al final del periodo C aumentaron
significativamente a 71,4 + 6,6 "M en los

TABLA |

CARACTERISTICAS GENERALES DE

FUMADORES Y NO FUMADORES

Fumadores (N = 20)

No Fumadores (N = 10)

Edad (Afios) 38,8+5,9 316+75
Peso (Kg) 66,1 + 14,0 66,8 + 14,9
IMC (Kg/m?) 24,8+ 43 25,0+ 3,9
PAD (mm Hg) 77,2 +10,6 77,3+11,8
PAS (mm Hg) 116,2+ 11,4 113,6 + 13,0
FC (pulsaciones/min) 75,3 +10,2 68,3+8,4
Cigarrillos/dia 17,9+8,9 0,0
Afos fumando 18,3+6,5 0,0

Los valores representan la media + la desviacion estandar.

IMC: indice de masa corporal. PAD: presién arterial

diastdlica. PAS: presion arterial sistdlica. FC: frecuencia cardiaca.
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TABLA I
COMPORTAMIENTO DEL PERFIL LIPIDICO DE FUMADORES Y NO FUMADORES CON
TRATAMIENTO DE VITAMINAE Y VITAMINASE Y C

Periodo A Periodo B Periodo C
Placebo de E + C Vitamina E + Placebo de C Vitamina E + Vitamina C
p p
B vs A CvsB

Col Total (mg/dL)

Fumadores 180,5 += 16,0 182,4 +125 ns 185,2 17,8 ns

No Fumadores 181,1 = 19,3 184,2 17,2 ns 186,2 = 14,7 ns
LDL Col (mg/dL)

Fumadores 106,0 + 18,3 120,2 =10,5 ns 124,2 +£8,5 ns

No Fumadores 112,0 + 18,6 116,8 £5,4 ns 119,2 +£6,9 ns
HDL Col (mg/dL)

Fumadores 43,0+9,9 423 +98 ns 46,2 +6,5 ns

No Fumadores 47,2 + 12,5 43,0+ 8,1 ns 48,2 +5,8 ns
TG (mg/dL)

Fumadores 101,2 £ 25,9 107,8 = 23,1 ns 142,6 +=31,2 0,01*

No Fumadores 98,2 + 18,7 118,4 + 21,2 ns 149,0 = 22,5 ns

Los valores representan la media + la desviacién estandar. Los valores de p son calculados usando la prueba t de
Student. * representa valores estadisticamente significativos con una p < 0,05.

TABLA 111
NIVEL DE ANTIOXIDANTES EN PLASMA Y EN LDL DE FUMADORES Y NO FUMADORES
CON TRATAMIENTO DE VITAMINA E Y DE VITAMINASEy C

Periodo A Periodo B Periodo C
Placebo de E + C _Vitamina E + Placebo de C  Vitamina E + Vitamina C
p P
Bvs A CvsB

a-tocoferol en plasma
(mmol/L)

Fumadores 21,2+4,2 41,3+2,5<0,05 61,9 +6,5<0,05

No Fumadores 229+29 56,2 + 2,4 < 0,05 80,5+5,4<0,05
a-tocoferol en LDL
(nmol/mg de prot)

Fumadores 53+0,9 11,4+ 0,6 < 0,05 18,5+0,8 < 0,05

No fumadores 56+0,6 14,1 +0,2 < 0,05 21,1+0,5<0,05
Ascorbato en plasma
(mmol/L)

Fumadores 374+ 3,4 38,5+7,1ns 71,4+6,6 <0,05

No Fumadores 45,1 +6,8 49,2 +£13,3ns 91,.3+£8,2<0,05

Los valores representan la media + la desviacion estandar. Los valores de p son calculados usando la prueba t de
Student. Fumadores n = 20, No fumadores n= 10.
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fumadores y a 91,3 £ 8,2 nM en los no fu-
madores, es decir, un incremento de casi el
doble con relacion al periodo placebo (Ta-
bla 11l) y 27,8 % mayor en los sujetos no fu-
madores comparado con los fumadores.

Afinidad de la LDL por PGs arteriales
al administrar vitamina E y
vitaminasEy C

En los fumadores, luego del periodo
placebo, se determind la afinidad de la LDL
por el PG arterial y se obtuvo que el PG pre-
cipit6 38,3 £ 2,9 ng de colesterol de la LDL,
lo cual constituy6 el valor basal de afinidad
para los fumadores (Tabla 1V). Las LDL de
los fumadores que recibieron vitamina E
disminuyeron su afinidad y el PG precipito
30,9 = 0,5 ng de colesterol de la LDL. Lue-
go de la administracién de las vitaminas E y
C, el PG precipit6 28,6 + 0,7 ng de coleste-
rol de la LDL. Los resultados indicaron que
la afinidad de la LDL de los fumadores por
el PG arterial disminuy6 19,3%, luego de re-
cibir vitamina E y 25,2% luego de la admi-
nistracion simulténea de las vitaminas Ey C
con relacion al periodo placebo.

En los no fumadores, luego del periodo
placebo, también se determiné la afinidad
de la LDL por el PG arterial y se obtuvo que
el PG precipit6é 28,9 + 0,8 ng de colesterol
de la LDL (Tabla 1V), lo cual constituyo el
valor basal de afinidad para los no fumado-
res. Las LDL de los no fumadores que reci-
bieron vitamina E disminuyeron su afinidad
y el PG precipité 21,5 + 1,3 ng de colesterol
de la LDL y luego de la administracion de
las vitaminas E y C el PG precipito 20,2 +
0,7 ny de colesterol de la LDL. Los resulta-
dos indicaron que la afinidad de la LDL de
los no fumadores por el PG arterial dismi-
nuyé 25,6%, luego de recibir vitamina E y
30,1% luego de la administracion simulta-
nea de las vitaminas E y C, con relacion al
periodo placebo.

Antes de comenzar la administracion
de las vitaminas E y C se hizo la determina-
cion de la afinidad de la LDL por el PG arte-
rial para tener la afinidad basal. Como la
afinidad se expresa por la cantidad de coles-
terol de la LDL precipitada por el PG tene-
mos que al inicio de la investigacion el PG
precipitdé 38,3 £ 2,9 ng de colesterol de la

TABLA IV
AFINIDAD DE LA LDL POR UN PROTEOGLICANO ARTERIAL EN FUMADORES Y NO FUMADORES
CON TRATAMIENTO DE VITAMINA E Y DE VITAMINASEy C

Periodo A Periodo B Periodo C
Placebo Vitamina E + Vitamina E +
deE+ C Placebo de C Vitamina C
Colesterol de la LDL precipitado (nmg)*
Fumadores 38,3+2,9 30,9+0,5 28,6 +0,7
No fumadores 28,9+0,8 215+1,3 20,2+0,7
Disminucion de la afinidad de la LDL
por el pg respecto al Placebo
Fumadores 19,3 % 25,2 %
No fumadores 25,6 % 30,1 %

* Representa la cantidad absoluta de colesterol de la LDL precipitada por el PG y los valores estan expresados
como la media + la desviacion estandar. Los valores de p fueron calculados usando la prueba t de student y se ob-
tuvieron valores de p < 0,05 al comparar placebo vs vitamina E y placebo vs vitamina E y C, tanto en los fumado-
res como en los no fumadores. Fumadores n = 20, No fumadores n = 10.
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LDL de los fumadores y 28,9 £ 0,8 ng de co-
lesterol de la LDL de los no fumadores, esto
significa que la LDL de los fumadores ya
presentaba 24,5% mas afinidad por el PG a
nivel basal que la LDL de los no fumadores.
La disminucion de la afinidad, luego de la
administracion de las vitaminas, fue estadis-
ticamente significativa (p< 0,05), en am-
bos grupos, cuando se comparé placebo vs
vitamina E y placebo vs vitaminas E y C. La
disminucion de la afinidad de la LDL por el
PG se correlacion6 de manera inversa con
el aumento en la concentracion de alfatoco-
ferol en el plasma (r = -0,99, p=0,04).

Efecto sinérgico de la administracion
de las vitaminas Ey C

La administracion simulténea de las vi-
taminas E y C disminuyé la afinidad de la
LDL por los PGs arteriales en mayor pro-
porcion (25,2% en los fumadores y 30,1%
en los no fumadores) que cuando se admi-
nistré solo vitamina E (19,3% en los fuma-
dores y 25,6% en los no fumadores).

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determi-
nar la efectividad de la administracion de
dos antioxidantes naturales, la vitamina E y
la vitamina C, sobre la afinidad de la LDL
por PGs arteriales, en fumadores y no fuma-
dores. Los grupos seleccionados al inicio
del estudio fueron muy semejantes, ya que
no se detectaron variaciones, estadistica-
mente significativas, en edad, peso, IMC y
presion arterial.

Los resultados demostraron que antes
de la administracion de las vitaminas E y C,
la LDL de los fumadores tenia mayor afini-
dad por el PG que la LDL de los no fumado-
res, este resultado fue semejante al reporta-
do por Linden y col. (14) para las LDL aisla-
das de pacientes que habian sufrido un in-
farto, lo que podria sugerir que una LDL
con alta afinidad por los PGs aumentaria la

probabilidad de formacién de complejos
LDL-PG en la intima arterial contribuyendo
al inicio de la lesion aterosclerética y al de-
sarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Los trabajos pioneros de Avila y col.
(35) demostraron que un PG rico en con-
droitin sulfato, aislado de la intima-media
de aorta humana, era capaz de formar, in
vitro, diferentes cantidades de complejo in-
soluble con LDL proveniente del plasma de
distintos sujetos y que estas LDL con mayor
afinidad tenian una elevada relacion coles-
terol/proteina y un alto punto isoeléctrico.
Posteriormente Hurt-Camejo y col. (1) re-
portaron que las diferencias en la afinidad
de la LDL por el PG se debian a una subcla-
se especial de particulas de LDL que tenia
una menor cantidad de lipidos totales y un
alto porcentaje de ésteres de colesterol e
indicaron que el &rea ocupada por los lipi-
dos polares, fosfolipidos y colesterol, estaba
inversamente relacionada con la afinidad y
sugirieron que la LDL con mayor afinidad
por el PG tenia 20 a 30% mas area accesible
para el otro componente de superficie que
era la apo B100.

En nuestro estudio la LDL de los fuma-
dores presentd6 mayor afinidad por el PG
que la LDL de los no fumadores, esto proba-
blemente se debié a que la LDL de los fu-
madores era mas pequefia con una apo B
donde el sitio de interaccién con el PG que-
daba méas expuesto para unirse con mayor
afinidad al PG, mientras que la LDL de los
no fumadores probablemente era més gran-
de y con un sitio de interaccion en la apo-
proteina B menos expuesto y menos accesi-
ble, mostrando menor afinidad por el PG.

McNamara y col. (36) analizaron sub-
fracciones de LDL obtenidas por ultracen-
trifugacion diferencial y concluyeron que la
LDL con menor tamafo y mayor densidad
tenia menos nucleo no polar cubierto por la
monocapa de fosfolipidos y colesterol y pro-
pusieron que en esta LDL pequefa y densa,
con mayor afinidad por el PG, la apo B100
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era un mejor ligando para los GAG porque
dos 0 méas segmentos positivos ricos en argi-
ninay lisina se juntarian en la superficie de la
proteina y tendrian mayor afinidad por el PG.

Se ha sugerido que en una LDL gran-
de, en la cual la apo B100 estuviera mas ex-
tendida, estos sitios cargados positivamente
estarian mas separados, mientras que, en la
LDL pequefia y densa, la apo B100 tendria
la region que contiene los segmentos de
union, méas juntos y expuestos (7). La se-
cuencia de la apo B100 que se une a los
GAGs se ubica entre los aminoacidos
3359-3367, los cuales estdn contenidos en
el segmento ubicado entre 3359-3369 que
Boren y col. (37) identificaron como la re-
gion de unién al receptor de la LDL y pro-
pusieron que cambios en la composicion li-
pidica de la LDL podia exponer mas los seg-
mentos de unidn 3359-3369, por lo tanto,
cambios en el empaquetamiento de la su-
perficie de la particula podria alterar la ex-
posicion de las regiones de unién de los
GAG y del receptor.

Las evidencias sugirieron que la LDL
era una poblacioén heterogénea de particulas
y que el PG arterial tenia méaxima afinidad
por particulas de LDL densas, basicas, con el
mas alto contenido relativo de apo B-100 y
el mas bajo contenido de fosfolipidos y coles-
terol libre en su superficie. Debido a que el
area superficial de la particula es mas peque-
fia, cubierta por regiones de apo B100 mas
positivas, entonces estas LDL serian més ac-
cesibles para la asociacién con el PG, el cual
seleccionaria a estas LDL entre toda la po-
blacion heterogénea de particulas y ellas se-
rian més susceptibles a las alteraciones es-
tructurales inducidas por los PGs.

Con base en los resultados de nuestro
estudio, también es posible que la LDL de
los fumadores estuviera enriquecida en una
subclase de particulas cargadas mas positiva-
mente y por lo tanto maés afin por el PG, car-
gado muy negativamente, a diferencia de la
LDL de los no fumadores que aunque pre-

sent6 afinidad por el PG, esta siempre fue
menor que la presentada por los fumadores.

La administracion de la vitamina E dis-
minuyo la afinidad de la LDL por el PG, tan-
to en los fumadores como en los no fuma-
dores, y fue estadisticamente significativo
al comparar con el periodo placebo. Esta
disminucion en la afinidad de la LDL posi-
blemente se debi6 a cambios en la composi-
cion lipidica y en el empaquetamiento de la
LDL, que de alguna forma, por ahora desco-
nocida por nosotros, contribuyé a que esta
LDL, luego del tratamiento con vitamina E,
se hiciera mas grande o presentara regiones
de union al PG mas separadas sobre la LP
que permitiera que la LDL disminuyera su
afinidad por el PG, en ambos grupos.

También es posible que, luego de la ad-
ministracion de la vitamina E, la LDL aisla-
da de fumadores y no fumadores fuera el
producto de una VLDL grande, enriquecida
en triglicéridos, que al ser procesada por la
lipasa lipoproteica en el endotelio capilar,
diera origen a una LDL grande con sus si-
tios de unién al PG mas separados y con
menor afinidad por el PG.

Con relacion a los antioxidantes se ha
establecido que los fumadores tienen dismi-
nuidos los niveles plasmaticos de vitamina
C (22). Igualmente ha sido demostrado por
Mezzetti y col. (38) que las concentraciones
de alfatocoferol y también de ascorbato es-
taban disminuidas en el tejido arterial de
los fumadores cuando se comparaba con el
de los no fumadores. Los resultados obteni-
dos en investigaciones previas realizadas
por nuestro laboratorio (39) demostraron
que la LDL de los fumadores, antes de ini-
ciar el tratamiento con la vitamina E, ya te-
nia una susceptibilidad mayor a la oxida-
cion que la LDL de los no fumadores y que
esta predisposicion a la oxidacién disminuia
con el consumo de vitamina E (39).

En este sentido, Yamaguchi y col. (40)
demostraron que conejos Watanabe trata-
dos con extracto de humo de cigarrillo au-
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mentaron sus niveles plasmaticos de peroéxi-
dos lipidicos, disminuyeron los de vitamina
E y aumentaron la susceptibilidad a la oxi-
dacion de la LDL pero también encontraron
que estos resultados podian ser prevenidos
administrando vitamina E a los conejos, por
lo que concluyeron que seria importante el
uso de la vitamina E, principalmente en los
fumadores, para protegerlos de los efectos
del humo del cigarrillo.

Chao y col. (41) también evaluaron el
efecto de la administracion simultanea de 3
antioxidantes: beta-carotenos, vitamina C y
vitamina E sobre los niveles de estas vitami-
nas en plasmay sobre la actividad de las en-
zimas antioxidantes y concluyeron que la
administracion combinada de estos antioxi-
dantes aumenta sus niveles en plasma al
igual que la actividad de las enzimas antio-
xidantes y disminuye el nivel de peroxidos
lipidicos en fumadores hiperlipidémicos, lo
cual refuerza la necesidad del consumo de
estas vitaminas en los fumadores.

Por su parte, Cherubini y col. (42) eva-
luaron personas de mas de 75 afios que te-
nian ausencia de sintomas clinicos de ate-
rosclerosis y encontraron que estos pacien-
tes tenian en comun un alto nivel plasmati-
co de vitamina E y un bajo nivel de oxida-
cion de la LDL lo que les permitié concluir
que estas eran dos caracteristicas necesa-
rias para alcanzar edades avanzadas sin de-
sarrollar aterosclerosis.

Van Tits y col. (43) también adminis-
traron vitamina E (400 mg/d) a fumadores
crénicos por espacio de 2 afios y a pesar de
que disminuyé la susceptibilidad de la LDL
a la oxidacion no se normalizaron los nive-
les elevados de moléculas solubles de adhe-
sion intercelular y de anticuerpos contra
LDL oxidada.

La vitamina E es un antioxidante de
naturaleza lipidica, que bloquea la oxida-
cion en las membranas (44) y protege con-
tra la peroxidacion lipidica de los &cidos
grasos de la LDL (45, 46) La oxidacion de

estos acidos grasos solo ocurre si se agota
la vitamina E de la LDL, lo cual se ha de-
mostrado en experimentos de oxidacién
mediada por células y por cobre (25, 45).

Nuestra investigacion también evalud
el efecto de la administracion simultanea
de las vitaminas E y C, y los resultados de-
mostraron que estos 2 antioxidantes dismi-
nuyeron en mayor proporcion la afinidad de
la LDL por el PG que la administracion sélo
de la vitamina E, tanto en los fumadores
como en los no fumadores. Esta disminu-
cion en la afinidad posiblemente esta rela-
cionada con el enriquecimiento de la LDL
con vitamina E, ya que la vitamina C no se
transporta unida a la LDL como la vitamina
E y probablemente su funcion es la de pre-
servar los niveles de vitamina E en la LDL.
Es posible que el uso prolongado de la vita-
mina E, por espacio de dos meses conti-
nuos, permitiera que se dieran cambios en
la particula de LDL, relacionados con tama-
flo, carga y composicién, que no se analiza-
ron en este trabajo, los cuales favorecieron
la disminucién de la afinidad de la LDL por
el PG arterial, en ambos grupos.

Entonce es posible que este aumento
de la vitamina E en plasma se deba a un
efecto combinado de dos factores, el prime-
ro seria el consumo continuo de vitamina E
y el segundo seria el efecto de la vitamina C
en plasma, que actuaria ahorrando el uso
de la vitamina E. La vitamina C regenera
eficientemente a la vitamina E, la cual se
transforma en radical cuando interviene en
los procesos de peroxidacién, segun la ecua-
cion: radical de vitamina E (alfatocoferilo)
+ ascorbato ® vitamina E + radical ascor-
bilo. Los radicales libres oxidan al alfatoco-
ferol y lo convierten en el radical alfatocofe-
rilo en la fase lipidica, luego la vitamina C
reacciona con el radical alfatocoferilo para
regenerar al alfatocoferol y exportar el radi-
cal ascorbilo al medio acuoso (47).

Los resultados también demostraron
que la disminucién de la afinidad de la LDL
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por el PG arterial fue siempre mayor cuan-
do los dos antioxidantes se suministraron
simultdneamente, indicando que las dos vi-
taminas, probablemente, se complementan
en sus funciones y contribuyen a que la par-
ticula de LDL adquiera ciertas caracteristi-
cas, que la hacen presentar menor afinidad
por el PG arterial, en ambos grupos.

Aungue la disminucion de la afinidad
siempre fue mayor en los no fumadores, no
obstante, es de gran importancia que tam-
bién se haya observado en los fumadores, ya
que, estos siempre tienen disminuida su ca-
pacidad antioxidante y el consumo de estas
dos vitaminas les podria ayudar a compen-
sar la disminucién de estos antioxidantes
en plasma y a mejorar un factor de riesgo
como podria ser, tener alta afinidad por un
PG que se encuentra en las arterias, que es
capaz de atrapar a la LDL y, eventualmente,
facilitar su modificacion oxidativa, hacién-
dola més aterogénica.

En conclusion, la administracion si-
multénea de las vitaminas E y C disminu-
y6 en mayor proporcion la afinidad de la
LDL por el PG arterial que la administra-
cion solo de la vitamina E, tanto en los fu-
madores como en los no fumadores, no
obstante, el efecto fue mucho mayor en
los no fumadores. La disminucion en la
afinidad de la LDL por el PG arterial se
correlaciond inversamente con el aumen-
to en la concentracion de alfatocoferol en
el plasma, en los dos grupos. Los resulta-
dos nos permiten sugerir que la adminis-
tracion simultanea de estos 2 antioxidan-
tes podria tener un efecto sinergistico al
disminuir en mayor proporcién la afinidad
de la LDL por el PG, lo cual podria confe-
rir cierto grado de proteccion contra la
aterosclerosis y las enfermedades cardio-
vasculares en los fumadores, pero también
en los no fumadores, que por lo general
son fumadores pasivos y estan expuestos a
los mismos dafios que ocasiona el cigarri-
llo en los fumadores.
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