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Efecto de la ingesta de vitamina C en
el proceso de formacion de calculos
biliares de colesterol
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Effects of vitamin C administration on
cholesterol gallstone formation

Background: Biliary cholesterol is transported by vesicles and micelles.
Cholesterol microcrystals are derived from thermodynamically unstable vesicles.
In experimental animals vitamin C deficiency leads to a super-saturation of bi-
liary cholesterol and to the formation of gallstones. Aim: To search for a possible
relationship between serum levels of vitamin C and the formation of cholesterol
gallstones in patients with cholelithiasis. Material and Methods: Thirteen pa-
tients with cholelithiasis and a programmed surgical intervention were treated
with 2 g/day of vitamin C per os for two weeks before surgery. Forty nine patients
subjected to a cholecystectomy not supplemented with vitamin C were studied as
controls. Plasma concentrations of vitamin C and lipid profiles were measured.
The cholesterol saturation index, crystallization time, cholesterol and phospho-
lipid content in vesicles and micelles, separated by gel filtration chromatography,
were studied in bile samples obtained from the gallbladder. Results: Vitamin C
supplementation did not change significantly plasma lipids and bile lipid concen-
trations. However, in supplemented patients, significant reductions in vesicular
cholesterol content (6.5 £ 4.8% compared to 17.9 £ 14.0% in the control group;
p < 0.05) and vesicular cholesterol/phospholipid ratio (0.71 + 0.53 compared
to 1.36 £ 1.15 in controls; p < 0.05), were observed. Conclusions: Vitamin C
administration may modify bile cholesterol crystallization process, the first step
in cholesterol gallstone formation.

(Rev Med Chile 2014; 142: 20-26)
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prevalencia en Chile. Su etiologia es con-

siderada multifactorial'?. Es generalmente
aceptado que la formacién de célculos de colesterol
requiere inicialmente de una bilis sobresaturada
con colesterol, seguida de la precipitacién de cris-
tales de colesterol, que finalmente se aglomeran
para formar los cdlculos macroscépicos™. Las con-
centraciones relativas de sales biliares, fosfolipidos
y colesterol forman diferentes agregados lipidicos

l a colelitiasis es una patologia de muy alta
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en la bilis. El colesterol biliar es transportado prin-
cipalmente por micelas mixtas, conformadas por
colesterol, fosfolipidos y sales biliares®”. Cuando
se excede la capacidad micelar de solubilizar co-
lesterol, se forman vesiculas, ricas en fosfolipidos y
colesterol®!2. Estas ultimas, cuando contienen una
elevada razon colesterol/fosfolipidos (Col/Fos) se
agregan y fusionan en la bilis, iniciando el proceso
de cristalizacion y precipitacion de colesterol .
En la década 1970-79, datos clinicos y experi-
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mentales sugirieron un potencial efecto protector
de la vitamina C en la formacién de célculos vesi-
culares'***. En animales de experimentacién se ha
demostrado una asociacion entre una deficiencia
crénica de vitamina C con la formacién de célculos
de colesterol'»'*!8, En el hombre, se ha descrito
una situacion similar en el incremento del desa-
rrollo de la colelitiasis en sujetos con deficiencia
de vitamina C". Duane y col. mostraron que una
deficiencia de vitamina C en 5 voluntarios sanos
no incrementaron el potencial litogénico en sus
bilis*. Contrariamente, Gustafsson y col. descri-
bieron cambios significativos en la composicién
de sales biliares y niveles de fosfolipidos biliares
en pacientes colelitidsicos tratados con vitamina
C?!. El suministro oral de vitamina C a pacientes
con célculos biliares de colesterol, no alterd los
niveles séricos de lipidos ni la concentracién y
saturacion del colesterol biliar; sélo se apreci6 una
prolongacién del tiempo de cristalizacién?'. Tam-
bién se ha observado una reduccion en los niveles
séricos de dcido ascdrbico en grupos de alto riesgo
de padecer colelitiasis*>. Un estudio en mujeres
norteamericanas revel6 que un incremento en los
niveles séricos de vitamina C se asocié con 13% de
disminucién en la enfermedad vesicular clinica®.
Otros estudios recientes han sugerido también
una asociacion entre la ingesta de vitamina Cy la
enfermedad vesicular®*.

El objetivo del presente trabajo es estudiar la
relacién entre la ingesta de vitamina Cy los lipidos
biliares constituyentes de vesiculas y micelas, de
pacientes con célculos biliares de colesterol en la
region del Bio-Bio (Chile).

Pacientes y Método

Pacientes
Este estudio incluy6 13 pacientes con célculos
de colesterol (contenido > 50% colesterol), some-
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tidos a colecistectomia electiva, y suplementados
con vitamina C. El grupo control consisti6 en 49
pacientes con célculos de colesterol, sometidos a
colecistectomia electiva, sin administracion de
vitamina C. La Tabla 1 proporciona informacién
adicional de los pacientes considerados en este
estudio. Los pacientes no recibieron antibiéticos,
al menos 3 semanas antes de la cirugfa. Fueron
excluidos de este estudio pacientes que presentaran
evidencias clinicas y de laboratorio de diabetes me-
llitus, hiperlipoproteinemias, obesos, hipertensos,
con abuso de alcohol y otras drogas o con ingesta
de anticonceptivos. De cada paciente se obtuvo un
consentimiento informado, proporcionandoles
una detallada explicacién sobre la naturaleza y
propésito del estudio, responsabilidades del pa-
ciente, beneficios y riesgos, y eventual opcién de
retiro de la investigacion (protocolo aprobado por
el Comité Etico del Hospital “Herminda Martin”,
Chillan).

Procedimiento experimental

Al grupo de 13 pacientes se les administr6 una
dosis de 2 g de vitamina C (1 g, 2 veces al dia) du-
rante 2 semanas previas a la cirugfa. Las muestras
de sangre en ayunas fueron obtenidas antes del
tratamiento con vitamina C y en la mafana antes
de la cirugia, para la posterior determinacién de
lipidos plasmaticos y vitamina C. La bilis fue aspi-
rada completamente de la vesicula biliar con una
jeringa estéril, depositdndola en un frasco conte-
niendo antiproteasas (PMSF 1 mM, EDTA 5 mM,
N-etilmaleinimida 10 mM) y azida sédica 0,02%
como antibacteriano. La muestra de bilis, y el(los)
correspondiente(s) calculo(s), se procesaron de
inmediato, y ademads se conservaron alicuotas de
cada bilis a—30°C. Fueron excluidas del estudio las
muestras biliares que contenian sangre o aquellas
que presentaron una concentraciéon de lipidos
totales menor a 5 g/dL.

Tabla 1. Datos basales de 62 pacientes controles y tratados con vitamina C previo a las colecistectomias

Grupo de n Género Edad* Colesterol
pacientes (F/\m) (anos) total sérico*
(mg/dL)
No tratados 49 40/9 44 = 15 189 = 16
Tratadoscon 43 445 414 4 191 = 25

vitamina C
*(Promedio = SEM).
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Triglicéridos LDL-colesterol* HDL-colesterol*

séricos* (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)

113 = 60 129 + 28 37+ 8
193 = 171 13 =17 45 = 11
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Andlisis de lipidos plasmadticos

Los lipidos plasmaticos (colesterol total, HDL-
colesterol, triglicéridos) fueron cuantificados
mediante métodos enzimadticos colorimétrico
realizados en forma manual, utilizando reactivos
Labtest?”. El LDL-colesterol se estim¢ utilizando
la férmula de Friedewald?®.

Cuantificacién de vitamina C plasmdtica

Las muestras de sangre fueron colectadas en
tubos con EDTA, y el plasma separado median-
te centrifugacién. Los plasmas se conservaron
a —=30°C. Se midi¢ la cinética de formacién del
complejo metanol-acido dehidroascérbico a 346
nm*?. Se excluyeron aquellos pacientes que no
aumentaron significativamente las concentracio-
nes de vitamina C post tratamiento.

Separacién de transportadores de colesterol
biliar: vesiculas y micelas

Las vesiculas se separaron de las micelas por
medio de cromatografia de filtracién en gel. Se
aplicaron 500 ml de bilis isotrépica sobre una
columna (80 x 1,5 cm) conteniendo Bio-Gel A-5m
(rango operacién: 10 a 5.000 kDa). Las fracciones
cromatogréficas (1 ml/fraccidn; flujo: 0,5 ml/min)
se obtuvieron luego de eluir con buffer Tris-HCI 20
mM (pH: 8,0), NaCl 140 mM, azida sédica 3 mM,
conteniendo colato de sodio 5 mM para prevenir
la disrupcién de los lipidos micelares. Se valido
esta etapa de separacién utilizando diferentes
concentraciones de colato de sodio (0, 2,5, 5, 7,5,
10 y 15 mM) en el buffer de elucién. Se concluyé
que las concentraciones de 2,5y 5 mM de colato de
sodio eran las 6ptimas para preservar la integridad
vesicular y micelar, evitando la subestimacién de
la fraccién vesicular. En definitiva, el uso de una
concentraciéon de 5 mM de colato de sodio tiene
sus limitaciones™, y nuestros datos acerca de la
cantidad de colesterol en vesiculas deberian ser
interpretados mds bien en términos relativos que
absolutos'>. EI' V. se determiné utilizando azul de
dextrano.

Andlisis de lipidos biliares, determinacion del
tiempo de nucleacion y cdlculo de la saturacion
de colesterol

El colesterol biliar y de las fracciones cro-
matograficas se cuantificaron mediante método
colorimétrico de Liebermann-Burchard®. Los
fosfolipidos en bilis y fracciones cromatograficas
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fueron determinados mediante el anélisis de f6s-
foro inorgédnico por un método colorimétrico®.
Las sales biliares se analizaron mediante una mo-
dificacién del método de 3-a-hidroxiesteroide des-
hidrogenasa®. El tiempo de cristalizacion (COT)
se determind en bilis isotrdpica (sobrenadante
de bilis nativa, ultracentrifugada a 100.000 g x 60
min; ultracentrifuga Beckman Optima LESOK),
observando diariamente la presencia de cristales
de colesterol en un microscopio con contraste de
fase, manteniendo la bilis isotrépica a 37 °C°. El
indice de saturacién de colesterol biliar (CSI) se
calcul6 utilizando el método descrito por Carey.

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como valores promedio
+ S.E.M (excepto COT, que se muestra como me-
diana). Se utiliz6 el test t-Student, para variables
independientes con distribucién normal, para
establecer los niveles de significancia estadistica
entre los distintos grupos analizados. Valores de p
menores de 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Materiales

Se adquirieron de Sigma (St. Louis, MO) los
siguientes reactivos: colato de sodio, colesterol,
fosfatidilcolina, azul de dextrano. El Bio-Gel A-5m
se adquirié de Bio-Rad.

La vitamina C, utilizada en forma de tabletas,
se obtuvo de Vitamin Life Nature Science (cada
tableta contiene 1.000 mg de dcido ascérbico puro
+ 25 mg de escaramujo; New Jersey, USA).

Resultados

La Tabla 2 muestra las concentraciones plas-
maticas de vitamina C, antes y después de su
administracién. Todos los pacientes analizados
incrementaron individualmente la concentra-
cién plasmadtica de vitamina C post tratamiento;
en efecto, se observé un marcado aumento en el
promedio de sus niveles plasmdticos. En la Tabla
2 se presentan también los niveles de lipidos
plasmaticos, los cuales no mostraron diferencias
significativas antes y después del tratamiento.

La composicién de lipidos, CSI y tiempo de
cristalizacion de las muestras biliares de pacientes
con y sin administraciéon de vitamina C, se mues-
tran en la Tabla 3. En el grupo de pacientes tra-

Rev Med Chile 2014; 142: 20-26
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Tabla 2. Concentraciones de vitamina C y de lipidos en plasma de pacientes con colelitiasis,
tratados con 2 g de vitamina C durante 14 dias antes de las colecistectomias

Tratamiento Vitamina C* Colesterol total* LDL-colesterol* HDL-colesterol* Triglicéridos*

con vitamina C (pM) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Pre-tratamiento 47,8 + 38,5 191 = 25 113 =17 45 + 11 193 = 171
Post-tratamiento 83,1 = 23,0 168 + 35 113 £ 29 37 =10 88 + 32

*(Promedio = SEM).

Tabla 3. Lipidos, indice de saturacion de colesterol (CSl) y tiempo de cristalizacion (COT)
en bilis de los pacientes colelitiasicos (promedio + SEM)

Pacientes Colesterol Fosfolipidos Sales biliares Lipidos totales csl COT**
(mM) (mM) (mM) (g/dL) (dias)
No tratados 13,5+ 5,8 40,5 + 16,0 98,6 = 39,5 8,5+ 3,2 1,20 = 0,33 3
Tratados con vitamina C 10,0 = 4,4* 28,0 = 12,1* 103,4 = 33,3 7,7 £2,4 1,16 = 0,30 2.5
*p < 0,05; **mediana.
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Figura 1. Separacion cromatogréfica caracteristica de transportadores biliares de colesterol (vesiculas y micelas) de pacientes

no tratados y tratados con vitamina C.

tados, no se observaron diferencias significativas
en las concentraciones de sales biliares y lipidos
totales. Sin embargo, se aprecié una significativa
disminucién en las concentraciones biliares de
colesterol (10,0 + 4,8 mM vs 13,5 + 5,8 mM en
grupo control; p < 0,05) y fosfolipidos (28,0
12,1 mM vs 40,5 = 16,0 mM en grupo control;
p < 0,05). EI CSI y el tiempo de cristalizacién no
fueron alterados por la administraciéon oral de
vitamina C.

La Figura 1 muestra la separacion caracteris-

Rev Med Chile 2014; 142: 20-26

tica de los transportadores biliares, vesiculas y
micelas, obtenida por cromatografia de filtracién
en gel y analizadas por su composicién lipidica
(concentracién de colesterol y fosfolipidos en las
fracciones) en ambos grupos de pacientes. La Tabla
4 muestra la composicién lipidica de los trans-
portadores vesiculares y micelares de pacientes
tratados con vitamina C comparados con el grupo
de pacientes control. Se observé una disminucién
significativa en el porcentaje de colesterol de los
transportadores vesiculares en los pacientes trata-
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Tabla 4. Porcentaje de colesterol (Col) y fosfolipidos (Fos), y relacion Col/Fos en transportadores
vesiculares y micelares presentes en bilis de pacientes colelitiasicos tratados con 2 g de vitamina C
por 14 dias antes de las colecistectomias (promedio + SEM)

Pacientes
% Colesterol

17,9 = 14,0
6,5 = 4,8*

No tratados
Tratados con vitamina C
*p < 0,05.

dos con vitamina C (17,9% = 14,0 grupo control
vs 6,5% * 4,8 grupo tratado; p < 0,05). Ademas, se
observé un aumento significativo en el porcentaje
de colesterol en los transportadores micelares en el
grupo de pacientes tratados (70,6% * 14,7 grupo
control vs 92,5% + 5,4 grupo tratado; p < 0,05).
En los pacientes tratados con vitamina C, tam-
bién se encontrd una disminucidn significativa en
la relacién Col/Fos en los transportadores vesicula-
res (1,36 + 1,15 grupo control vs 0,71 + 0,53 grupo
tratado; p < 0,05), sin encontrar alteraciones en la
relacién Col/Fos en los transportadores micelares.

Discusiéon

Este estudio muestra el efecto de la ingesta de
vitamina C en el proceso de formacién de célculos
biliares de colesterol en un grupo de pacientes
colecistectomizados de la VIII regién de Chile.

En nuestros pacientes pre tratados encontra-
mos un nivel plasmdatico promedio de vitamina C
de 48 mmol/L, que resulta inferior a los 69 mmol/L
reportado en la poblacién sueca®. En un reciente
estudio realizado en escolares chilenos (n = 214;
edad promedio = 16,4 + 1,4), se estableci6 que 39%
de la mujeres y 43% de los hombres presentaron
un contenido plasmadtico de vitamina C inferior
a 20 mmol/L (datos atin no publicados; proyecto
Fonis N°SA0412022; Maldonado M et al.; “Vita-
mina C en adolescentes de nivel socioecondémico
bajo”)*. La aparente deficiencia plasmética de
acido ascorbico, observada en nuestra poblacién
por bajo consumo de alimentos ricos en vitamina
C, podria constituir un factor de riesgo adicional
en el desarrollo de la colelitiasis.

Todos nuestros pacientes tratados incrementa-
ron el nivel plasmatico de vitamina C, obteniéndo-
se un aumento promedio de 74%, lo que ademds
corrobora el cumplimiento de su ingesta previa a
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Transportadores vesiculares
Relacion Col/Fos

1,36 £ 1,15
0,71 = 0,53*

Transportadores micelares
% Colesterol Relacion Col/Fos

70,6 = 14,7 0,24 = 0,05
92,5 = 5,4* 0,27 = 0,09

la cirugia. La administracion oral de vitamina C a
nuestros pacientes no modificd las concentracio-
nes de lipidos plasmadticos. Similares resultados
fueron obtenidos en otros estudios previos reali-
zados en pacientes hiperlipidémicos?, en sujetos
sanos®, y en un estudio mds reciente en pacientes
colecistectomizados®’. En contraposicion, otros
estudios han mostrado una disminucién en los
niveles séricos de colesterol en sujetos tratados
con vitamina C"*%.

Nuestro estudio mostré una variacién sig-
nificativa en la composicién de lipidos biliares.
El grupo de pacientes tratados con vitamina C
present6 una disminucién en las concentraciones
biliares de colesterol y fosfolipidos, sin alteracién
en la concentracién de lipidos totales. Pese a ello,
no se modificaron significativamente el indice de
saturacién de colesterol y tiempo de cristalizacién
en la bilis de los pacientes tratados con vitamina
C. Un estudio realizado en la poblacién sueca,
utilizando una dosis similar de vitamina C, reporté
s6lo una disminucién en la concentracion de fos-
folipidos, junto con un aumento en el tiempo de
cristalizacion en la bilis de los pacientes tratados®..

El colesterol hepatico es secretado en la bilis
dentro de transportadores vesiculares con una
relacion Col/Fos cercana a 0,3, pero al concentrarse
en la vesicula biliar se produce un incremento en
la relacién Col/Fos que sobrepasa la unidad. Como
consecuencia, los transportadores vesiculares con
elevada relacién Col/Fos se agregan y fusionan,
formando cristales de colesterol*. En nuestra
investigacion se observo una disminucién signi-
ficativa en el contenido de colesterol de los trans-
portadores vesiculares, junto con una disminucién
en la relacién Col/Fos en los pacientes tratados
con vitamina C. En consecuencia, estos resultados
sugieren que la ingesta de altas dosis de vitamina
C podria favorecer un retardo en el mecanismo de
cristalizacion del colesterol biliar, contribuyendo

Rev Med Chile 2014; 142: 20-26
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a disminuir el proceso inicial en la formacién de
célculos de colesterol en la vesicula biliar.

Nuestros resultados proporcionan evidencias
que sustentan la hipétesis que un suplemento
de vitamina C se asocia con una reduccion en la
prevalencia de colelitiasis****>*. Se ha identificado
una relacién bioquimica, que nos permite postu-
lar un posible efecto protector de dietas ricas en
vitamina C en el proceso de formacion de célculos
vesiculares de colesterol.
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