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FUNCIONES DE LA VITAMINA C EN EL METABOLISMO DEL COLAGENO

Beatriz Basabe Tuero’

RESUMEN

La mayoria de los mamiferos son capaces de sintetizar vitamina C, pero algunas especies
como el hombre son dependientes de fuentes exdgenas de esta vitamina porque carecen de
la dltima enzima en la biosintesis del dcido ascorbico a partir de la glucosa. Su principal
funcién es como agente reductor en diferentes reacciones en el metabolismo del coldgeno.
Su deficiencia se asocia fundamentalmente con una disminucion en la sintesis de procoldgeno
y con una reducida hidroxilacion de los residuos prolina y lisina, obteniéndose una molé-
cula menos estable a la temperatura corporal. En animales de laboratorio con carencia de
esta vitamina se observ6 una disminucioén en la formacién de residuos hidroxilisina en
hueso, y por tanto, una reduccién en la proporcion pyridinolina (Pyd)/deoxypyridinolina
(Dpd) en hueso y orina. Recientemente se han encontrado afectaciones similares en
humanos.

Descriprores DeCS: COLAGENO/metabolismo; ACIDO ASCORBICO/fisiologia.

asociada fundamentalmente con la carencia

La vitamina C (dcido ascérbico) es un
nutriente esencial de la dieta del hombre y
otras pocas especies que carecen de la enzi-
ma L-glucono-g lactanoa oxidasa (EC
1.1.3.8), que es la tltima enzima en la
biosintesis del acido ascorbico a partir de la
glucosa.' La deficiencia de esta vitamina esta

de tejido conectivo.

La sintesis de colageno es un proceso
complejo de sintesis de proteina, modifica-
ciones postraduccionales, secrecion de pro-
teinas y formacion de la matriz extracelular.
Muchos de estos pasos se afectan con las va-
riaciones de vitamina C en la dieta (fig. 1).2

! Licenciada en Quimica.



CELULA

(D Sintesis del polipéptido

@ Hidroxilacion (Lys y Pro)**
Glicosilacion

@ Formacion de la triple hélice

l

Secrecion del procolageno

® Hidrdlisis del amino - y el carboxi - terminal
(peptidasas)
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de la superficie celular
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l

@ Formacion de los enlaces cruzados
que refuerzan las fibras de coldgeno™ **

l

Fibras de colageno maduro

* Regulacion genética.
** Lisil y propil hidroxilasas.
** Lisil oxidasa.

Fig. 1. Etapas de formacion del colégeno maduro y los puntos
donde actia la vitamina C.*

SINTESIS

Si se examina la funcién del ascorbato
en el metabolismo del coldgeno encontra-
mos que en una variedad de tipos celulares
la vitamina C provoca un incremento de la
transcripcion, traduccion y estabilidad del
ARNm del procoldgeno.*’ Ademds, en
estudios realizados en curieles se ha visto
que la hidroxilacién de la prolina en el car-
tilago articular era especialmente resisten-
te a la deficiencia de ascorbato,® con solo
el 15 % de disminucion después de 3 se-
manas bajo una dieta libre de ascorbato;

mientras que la sintesis de coladgeno dis-
minuy6 al 50 % de los valores controles.
Por otra parte, en el cartilago de los curieles
escorbuticos la sintesis de proteoglicanos
disminuy6 al mismo tiempo que la sintesis
de colageno y existe una correlacion directa
entre las velocidades de sintesis de ambos
compuestos y la velocidad de pérdida de
peso.’ Similares correlaciones se encuentran
en el cartilago de curieles con ayuno agudo
pero suplementados con vitamina C.° Estos
resultados apoyan la hipdtesis de que el efecto
de la deficiencia de la vitamina C en la sin-
tesis del colageno es independiente de la fun-
cién que ésta desempefia en la hidroxilacién
de la prolina. En el cartilago de los curieles
escorbuiticos esta disminucion de la sintesis
del colageno estd acompaiada por una dis-
minucién en la concentraciéon del ARNm del
procolageno tipo II,% mientras que en el hueso
la afectacion ocurre en el ARNm del
procolageno tipo 1.1

También han sido analizadas diferen-
tes hormonas (cortisol, hormona del cre-
cimiento y tiroxina) y factores de creci-
miento (IGF-I y II, EGF) en el suero de
los curieles escorbiticos y en ayuno (su-
plementados con vitamina C), encontran-
dose aumentadas las concentraciones de
cortisol y GH y disminuidas las de tiroxina
e IGF-I para ambos grupos. En los animales
con escorbuto la agudeza de los cambios fue
dependiente del nivel de pérdida de peso."
La exposicién de cultivos de fibroblastos
humanos al suero de los curieles escorbiiticos
o en ayuno reduce la sintesis de coldgeno al
40-50 % de los valores obtenidos con culti-
vos celulares en suero de curieles norma-
les.'>!% La disminucion de la sintesis no fue
debida tanto a la pérdida de un factor esti-
mulante como a la presencia de un
inhibidor.® En todos los casos la inhibicién
pudo revertirse con la adiciéon de IGF-I. %13

El IGF-I es un factor de crecimiento
secretado por el higado y los tejidos
periféricos, el cual posee propiedades
anabolicas y de promocién del crecimien-
to que median los efectos de la hormona
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del crecimiento 72 vivo.'* Este se requiere
para la sintesis de ADN y estimula la sin-
tesis del colageno y los proteoglicanos.
Casi todo el IGF circulante esta unido a un
complejo constituido por una subunidad de
unién y otra de no unién con una masa
total aproximada de 150 kDa.!'¢ Existen
también en el suero pequefias proteinas de
unién al IGF con sitios de enlace desocupados.

El inhibidor de la actividad del IGF-I
en el suero de los curieles escorbuticos o
€n ayuno parece consistir en 2 proteinas
de unién al IGF-I de bajo peso molecular
(LMW IGF I-BP) con sitios de unién
insaturados. El mecanismo mediante el cual
se explica como las proteinas de unién al
IGF pueden inhibir las funciones depen-
dientes de IGF-I en cultivos celulares se
detalla a continuacidn.

En el cultivo de células con suero de
curieles normales, el IGF-I puede separarse
del complejo de proteinas de unién de alto
peso molecular (HMW complex) por me-
dio de un equilibrio entre las formas libres
y las unidas. El IGF-I libre se une al re-
ceptor celular estimulando la proliferacion
celular y algunas funciones especificas de
la célula, como la sintesis de coldgeno y
proteoglicanos.'’

La concentracién de las proteinas de
unién de bajo peso molecular (LMW
IGF-BP) en el suero normal es baja, pero
se incrementa al menos 10 veces en el sue-
ro de los curieles escorbiiticos y en ayu-
no.'® Cuando el suero fue fraccionado en
una columna de filtracion en gel, la activi-
dad de las proteinas de unién coincidia con
la capacidad de las fracciones de inhibir la
unién del [*I] IGF-I a su receptor en las
células 3T3.'® Como las proteinas de unién
tienen desocupados sus sitios de enlace al
IGF-I pueden competir con el receptor
celular por el IGF-I libre, inhibiendo sus
funciones. Los resultados de estos traba-
jos apoyan el concepto de que la disminu-
cién en la sintesis de coldgeno y
proteoglicanos en el tejido conectivo esta
dado por el estado de ayuno inducido por
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la deficiencia de vitamina C mas que por
la funcién de esta vitamina en la hidroxi-
lacion de la prolina.

Existe otro estudio que aporta una ex-
plicacion alternativa para la funcién del
acido ascdrbico en la expresion génica del
coldgeno en cultivos celulares. Se plantea
que el 4cido ascérbico en presencia de hie-
rro puede inducir la peroxidacion lipidica
con la formacion de aldehidos reactivos.'’
Por otra parte, el acetaldehido y el malon-
dialdehido ex6geno que son productos de
la peroxidacion lipidica, estimulan la
transcripcién del coldgeno en cultivo de
fibroblastos humanos. Se ha encontrado
también que el a-tocoferol, un antioxidante
lipofilico, y otros antioxidantes previenen
la peroxidacion lipidica, asi como la esti-
mulacién por parte del acido ascérbico de
la expresion génica del coldgeno y su pro-
duccién en cultivo de fibroblastos. Estos
datos sugieren con fuerza que los produc-
tos de la peroxidacion lipidica inducida por
el acido ascorbico, median la estimulacion
de la expresion génica del coldgeno.?

Los mecanismos por los cuales el 4ci-
do ascorbico y el malondialdehido exdgeno
estimulan la transcripcion génica del
coldgeno atin no se conocen. Pero se
piensa que los complejos que forman los
aldehidos con las proteinas pueden desem-
pefiar una funcioén en el incremento de la
transcripcion del coldgeno. De hecho en
este estudio se encontraron 2 6 3 veces
mas de complejos proteicos con malon-
dialdehido entre las proteinas nucleares
extraidas de las células incubadas con
acido ascorbico que en las células con-
troles.?® Sin embargo, la importancia de
estos complejos proteicos en la regula-
cién génica atin no se conoce. Alterna-
tivamente es posible un efecto directo de
los productos de la peroxidacion lipidica
sobre la via regulatoria citosélica de la
sintesis del coldgeno o del gen del
coldgeno. No esté claro atn si la modu-
lacién de la sintesis del coldgeno por el
acido ascorbico en cultivo de células ocu-
rre también in vivo.



HIDROXILACION

Diferentes dioxigenasas que contienen
Fe** son estimuladas por el 4cido ascor-
bico, como la prolil y la lisil hidroxilasa.
Muchos otros agentes reductores pueden
reemplazar al dcido ascorbico, al menos
en cierto grado, de hecho se ha detectado
una actividad parcial para unos pocos ci-
clos cataliticos en ausencia de vitamina C.
Sin embargo, se ha visto que el 4cido
ascorbico es el antioxidante que produce

VITC

oucetoglutarato

Deficiencia de ascorbato
0 o, otdipiridil

una mayor estimulacion de estas activida-
des enzimaticas. La funciéon del 4cido
ascorbico es proveer electrones para man-
tener al hierro metalico en su forma redu-
cida y de esta forma estimular a la enzi-
ma.?" Estas observaciones implican que el
acido ascérbico no se requiere para la
hidroxilacién como tal, pero si para man-
tener en su estado ferroso al hierro que se
encuentra en el sitio catalitico de las
hidroxilasas. Estas enzimas convierten a
la prolina en 4-hidroxiprolina (o 3-Hyp) y
a la lisina en 5-hidroxilisina (fig. 2).

SH St

OH

ENE
=

Rapida secrecion

R |: ) Lenta

secrecion

[

[

Fig. 2. Hidroxilacion postraduccional del coldgeno. PH, LH: propil y lisil hidroxilasas.

49



La sensibilidad relativa de la lisil
hidroxilasa a la deficiencia de vitamina C
en diferentes modelos experimentales es un
tema complejo. Estudios en cultivos de te-
jidos de fibroblastos 3T6 revelan pequeia
o ninguna evidencia del efecto de la dismi-
nucidn del ascorbato sobre la hidroxilacion
de la lisina en el coladgeno, no obstante se
observa un mayor efecto en el mismo mo-
delo sobre la hidroxilacion de la prolina en
el coldgeno.?>2* Por otra parte, en el estu-
dio realizado por T7suchiya y Bates en
curieles se encontr6 que sélo en el grupo
que presentaba una deficiencia severa de
vitamina C existia una reduccién signifi-
cativa de los niveles de hidroxiprolina.?’
Por todo esto se piensa que el ascorbato
desempeifie una funcién protectora bastan-
te sutil en el mantenimiento de la maxima
actividad de las enzimas de funcién mixta
como: la lisil y la prolil-hidroxilasa y pa-
rece posible que otros efectores redox pue-
dan modular la respuesta del ascorbato,
quizés de manera diferente en los diferen-
tes sistemas.?®

FORMACION DE LA TRIPLE HELICE

Una vez terminados los procesos
postraduccionales de hidroxilacién y
glicosilacion ocurre la formacion de la tri-
ple hélice de procolageno. La estabiliza-
cion de ésta se logra mediante los diferen-
tes puentes de hidrégeno que se forman
entre las 3 cadenas. Los que se pueden
establecer entre los grupos amino
peptidicos de los residuos glicina y los gru-
pos carbonilos peptidicos de los residuos
de la otra cadena, o bien entre los grupos
hidroxilos de los residuos de Hyp y las
moléculas de agua. De esta forma apare-
cen las interacciones cooperativas, ya que
cada puente de hidrégeno es débil por si
solo, pero unidos logran la estabilizacién
de la triple hélice (fig. 2).

Debido a esta funcidn de los residuos
hidroxiprolina es que la diferencia en la
estabilidad térmica de la triple hélice esta
correlacionada con el contenido de

50

aminoacidos (Pro e Hyp) en el colageno.
A mayor contenido de aminoacidos mayor
estabilidad tendra la hélice. La temperatu-
ra de fusion del coldgeno es aquélla en la
cual se pierde la mitad de la estructura
helicoidal y por tanto constituye un crite-
rio de estabilidad de la estructura
helicoidal. Se ha visto que la Tf de un
polipéptido con secuencia poli-(Pro-Pro-
-Gly) es de 24 °C, mientras que la del poli-
-(Pro-Hyp-Gly) es de 58 °C, lo cual de-
muestra que la triple hélice esta
marcadamente estabilizada por la
hidroxilacién.?’

SECRECION

En condiciones normales luego de ocu-
rrir la hidroxilacion se forma la hélice y
tiene lugar una rdpida secrecion del
procoldgeno. La inhibicién de la forma-
cion de la Hyp, ya sea por la omision del
ascorbato o por la adicion de o, o dipiridil
(sustancia que forma quelatos con el hie-
rro) al cultivo celular o de érganos conlle-
va a una baja secrecion (fig. 2).2*%° Un
ejemplo de los efectos del ascorbato en la
secrecion del procolageno se muestran en
los estudios de Peterkofiky en fibroblastos
de piel humana.!” Estas células son mar-
cadas con prolina radiactiva y fueron me-
didas las velocidades de sintesis y secre-
cion del colageno.

La velocidad de sintesis del colageno
relativa a la sintesis de proteinas totales no
se afectd por el ascorbato, pero sin
ascorbato la velocidad inicial de secrecién
fue mucho més baja posiblemente debido
a la inestabilidad de la triple hélice. Con
el tiempo, sin embargo, la velocidad de
secrecion del procoldgeno sin hidroxilar
aumentd. Ademads se comprobé que el efec-
to del ascorbato en la secrecion del
procolageno es especifica, ya que la secre-
cion de proteinas no colagenosas no se afec-
ta. Por otra parte, se ha visto que la acu-
mulacién de procoldgeno en el reticulo
endoplasmatico rugoso, con un bajo nivel
de hidroxilacion y sin haber alcanzado la



forma helicoidal en células incubadas sin
4cido ascorbico, puede inhibir la sintesis
del coldgeno®y este bloqueo puede supe-
rarse con la adicion de 4cido ascOrbico.?%

FORMACION DE LAS FIBRAS
DE COLAGENO

Luego de ser secretado, el tropoco-
lageno se ensambla cerca de la superficie
celular para formar las fibras, las cuales
se encuentran reforzadas por la formacion

CARTILAGO Y HUESO

de los entrecruzamientos covalentes. Es-
tas uniones se forman con los residuos
lisina e hidroxilisina y la Unica enzima
que participa en este proceso es la lisil
oxidasa, que contiene un ion cobre en
su sitio activo (fig. 3). No obstante, se
ha encontrado que en roedores de labo-
ratorio se necesitan prolongadas y seve-
ras deficiencias de este metal para que se
afecte suficientemente la actividad de la
lisil oxidasa de forma tal que cause efec-
tos significativos en los entrecruzamientos
del colageno 6seo.®

(Telopéptido hidroxilisina)

OH-ALLYSINE

v
0 OH

I |
P-(CHy)y - C - CHy - NH - CHy - CH - (CHalp - P

| Lisil oxidasa

+0H-Lys de de la hélice

Cetoamina

Maduracion

NH,
lCH-CDDH
CH,
H,- CH,- CH - COOH
Ho CH, - CH, rl: coo
NH,
H N H

I
CH,- [|2H-CHZ-CH2- ?H-CUUH

OH NH,

Pyridinolina (Pyd)

NH,
CH - COOH

o CHZ-L‘HZ-IliH-CUDH

NH,

+

H N H
|
CH,- CH,- CH,- CH,- CH - COOH

NH,

Deoxypyridinolina (Dpd)

Figura 3. Farmacidn de los crosslinks covalentes en el coldgeno de hueso y cartilago.
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En los estudios realizados por Z3uchiya
v Bates sobre posibles interacciones entre
la vitamina C y el cobre, se encontrd que
ninguno de los 2 nutrientes presenta un
efecto medible sobre el contenido de
hidroxiprolina por unidad de peso dseo en
el fémur ni por unidad de creatinina en la
orina.3* Tampoco se aprecia un efecto sig-
nificativo sobre la proporcién Pyd/creatinina
en orina. Sin embargo, moderados cam-
bios en los niveles de vitamina C afectan
significativamente la proporciéon de los
entrecruzamientos pyridinolina (Pyd) y
deoxipiridinolina (Dpd), al menos en hue-
so, sin afectar el nimero total de entrecru-
zamientos presentes por unidad de hidroxi-
prolina (Hyp). La Dpd urinaria sufre un
incremento ante una deficiencia subclinica
de ascorbato al igual que la observada en
el hueso aunque en menor extension, lo
que se muestra en la proporcién Dpd/
/entrecruzamientos totales. Este efecto, es
decir, un relativo incremento de la Dpd y
una correspondiente disminucién de la Pyd
en los animales con bajo consumo de vita-
mina C se corresponde con los hechos si-
guientes: 1) que los entrecruzamientos de
Pyd son méas dependientes de los residuos
hidroxilisina en la molécula del coldgeno
que los crosslinks de Dpd y 2) que el 4cido
ascdrbico es un cofactor esencial en la con-
version postraduccional del lisil-colageno
a residuos hidroxilisina.?* Las observacio-
nes de este estudio concuerdan con la hi-
poétesis de que una deficiencia relativa de
acido ascdrbico en los sitios criticos de for-
macion del coldgeno como el hueso, pro-
voca una deficiencia relativa de los resi-
duos hidroxilisina, lo cual gira el balance
hacia la formacién de Dpd con preferencia
a la Pyd.

En este mismo estudio se aprecia una
diferencia marcada con respecto al
coldgeno 6seo entre los grupos con alto y
bajo consumo de vitamina C y una dife-
rencia detectable aunque menos marcada
para los entrecruzamientos urinarios.3* Esto
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puede ser debido a que los productos uri-
narios derivan de varios tejidos, algunos
de los cuales se encuentran menos afecta-
dos por las variaciones en la disponibili-
dad del ascorbato que en el caso del fé-
mur. Un estudio anterior indica que el
colageno 6seo es mas sensible a los efec-
tos de la deficiencia de vitamina C (sinte-
sis de Hyp total) que el colageno de mu-
chos otros sitios del cuerpo.

El consumo de calcio tiene una influen-
cia similar sobre los marcadores del re-
cambio 6seo. En estudios de suplemen-
tacion realizados en los tultimos afios se
evidencia una reduccion del 14-33 % en la
excrecion de los entrecruzamientos del
coldgeno para los grupos suplementados
con respecto a aquéllos que mantenian un
consumo normal (800 mg/d).**® Sin em-
bargo, para el sodio no se han encontrado
cambios en la resorcion 6sea entre indivi-
duos con consumo bajo (80 mmol/d) y alto
(180 mmol/d).*

Recientemente se realizd el primer
estudio de caso-control en humanos, donde
se tomaron como casos 22 mujeres con sig-
nos clinicos de deficiencia de vitamina C
que pertenecian a un grupo de refugiados.
En él se analiz6 el recambio 6seo a tra-
vés de la determinacidn de los entrecru-
zamientos del coldgeno (Pyridinolina y
deoxypiridinolina) en orina y se encontrd
que la excrecion de estos compuestos era
un 30 % superior en los casos que en los
controles, aunque las diferencias no fue-
ron estadisticamente significativas. (Basabe
B, Rossi L, Ferrari M, Branca E The urinary
excretion of collaagen crosslinks in mild
vitamin C deficiency. XXX Reunione
Generale Societa Italiana di Nutrizione
Umana. 1998). Por otra parte, la propor-
cioén Pyd/Dpd fue la misma en ambos gru-
pos (2,5:1); pero resulta importante sefia-
lar que los valores reportados resultan in-
feriores a los valores normales reportados
en la literatura (3-4:1).4°



SUMMARY

Most mammals are able to synthesize vitamin C, but some species as man depend on exogenous sources of this
vitamin because they do not have the last enzyme in the biosynthesis of ascorbic acid starting from glucose. Its
main function is as a reducing agent in different reactions in the collagen metabolism. Its deficiency is mostly
associated with a decrease in the procollagen synthesis and with a reduced hydroxylation of the proline and lysine
residues, leading to the obtention of a molecule that is less stable at body temperature. Among experimental
animals lacking this vitamin it was observed a reduction in the formation of hydroxylysine residues in bone and,
therefore, a reduction in the pyridinoline (Pyd)/deoxypyridinoline (Dpd)proportion in bone and urine. Similar
affections have been found in humans recently.

Subject headings: ASCORBIC ACID/physiology.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

N —

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

. Chaterjee IB. Ascorbic acid metabolism. World Rev Nutr Diet 1978;30:69-87.
. Kipp DE, McElvain M, Kimmel DB, Akhter MP, Robinson RG, Lukert BP. Scurvy results in decreased

collagen synthesis and bone density in the guinea pig animal model. Bone 1996;18(3):281-8.

. Schwarz RI, Kleinman P, Owens N. Ascorbate can act as an inducer of the collagen pathway because most

steps are tightly coupled. Ann NY Acad Sci 1987;498:172-85.

. Chung JH, Youn SH, Kwon OS, Cho KH, Youn JI, Eun HC. Regulations of collagen synthesis by ascorbic

acid, transforming growth factor-beta and interferon gamma in human dermal fibroblast cultures in three-
dimensional collagen gel are photoaging independent. J Dermatol Sci 1997;15(3):188-200.

. Davidson JM,Lu Valle PA, Zoia O, Quaglino D Jr, Giro M. Ascorbate differentially regulates elastin and

collagen biosynthesis in vascular smooth muscle cells and skin fibroblast by pretranslational mechanism. J
Biol Chem 1997;272(1):345-52.

. Hitomi K, Tsukagoshi N. Role of ascorbic acid in modulation of gene expression. Subcell Biochem

1996;25:41-56.

. Tajima S, Pinnell SR. Ascorbic acid preferentially enhances type I and III collagen gene transcription in

human skin fibroblast. J Dermatol Sci 1996;11 (3):250-3.

. Spanheimer RG, Bird TA, Peterkofsky B. Regulation of collagen synthesis and mRNA levels in articular

cartilage of scorbutic guinea pigs. Arch Biochem Biophys 1986;246:33-41.

. Bird TA, Spanheimer RG, Peterkofsky B. Coordinate regulation of collagen and proteoglycan synthesis in

costal cartilage of scorbutic and acutely fasted, vitamin C- supplemented guinea pigs. Arch Biochem Biophys
1986;246:42-51.

Mahmoodian E Gosiewska A, Peterkofsky B. Regulation and properties of bone alkaline phosphatase during
vitamin C deficiency in guinea pigs. Arch Biochem Biophys 1996;336(1):86-96.

Palka J, Bird TA, Oyamada I, Peterkofsky B. Similar hormonal changes in sera from scorbutic and fasted
(vitamin C- supplemented) guinea pigs, including decreased IGF-I and appearance of an IGF-I reversible
mitogenic inhibitor. Growth Factors 1989;1:147-56.

Oyamada I, Bird TA, Peterkofsky B. Decreased extracellular matrix production in scurvy involves a humoral
factor other than ascorbate. Biochem Biophys Res Commun 1988;152:1490-6.

Oyamada I, Bird TA, Peterkofsky B. Scorbutic and fasted guinea pigs sera contain an insulinlike growth factor
I- reversible inhibitor of proteoglycan and collagen synthesis in chick embryo chondrocytes and adult human
skin fibroblast. Arch Biochem Biophys 1990;276:85-93.

Phillips LS, Vassilopoulou-Sellin R. Somatomedins. N Engl J Med 1980;302:371-80.

Humbel RE. Insulin-like growth factors I and II. Eur J Biochem 1980;190:445-62.

Baxter RC. Binding proteins for the insulin-like growth factors: structure, regulation and function. Prog
Growth Factor Res 1989;1:49-68.

Peterkofsky B. Ascorbate requirement for hydroxylation and secretion of procollagen: relationship to inhibition
of collagen synthesis in scurvy. Am J Clin Nutr 1991;54:1135S-40S.

Peterkofsky B, Palka J, Wilson S, Takeda K, Shah V. Elevated activity of low molecular weight insulin-like
growth factor-binding proteins in sera of vitamin C-deficient and fasted guinea pigs. Endocrinology
1991;128:1769-79.

53



19.

20.

21.
22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.

Minotti G, Aust SD. The requirement for iron (III) in the initiation of lipid peroxidation by iron (II) and
hydrogen peroxide. J Biol Chem 1986;262:1098-104.

Houglum KP, Brenner DA, Chojkier M. Ascorbic acid stimulation of collagen biosynthesis independent of
hydroxylation. Am J Clin Nutr 1991;54:1141S-3S.

Harish P. Vitamin C: newer insights into its biochemical functions. Nutr Rev 1991;49(3):65-70.

Bates CJ, Prynne CJ, Levene CI. Ascorbate-dependent difference in the hydroxylation of proline and lysine in
collagen synthesized by 3T6 fibroblast in culture. Biochim Biophys Acta 1972;278:610-6.

Ganta DR, McCarthy MB, Gronowicz GA. Ascorbic acid alters collagen integrins in bone culture. Endocrinology
1997;138 (9):3606-12.

Ronchetti IP, Quaglino D Jr, Bergamini G. Ascorbic acid and connective tissue. Subcell Biochem
1996;25:249-64.

Tsuchiya H, Bates CJ. Ascorbic acid deficiency in guinea pigs: contrasting effects of tissue ascorbic
acid depletion and of associated inanition on status indices related to collagen and vitamin D.Br J
Nutr 1994;72:745-52.

Kivirikko KI, Myllyla R. Posttranslational enzymes in the biosynthesis of collagen: intracellular enzymes.
Methods Enzymol 1982;82:245-304.

Stryer L. Connective-tissue proteins. Biochemistry. San Francisco: WH Freeman;1975:206-26.

Blanck TJJ, Peterkofsky B. The stimulation of collagen secretion by ascorbate as a result of increased proline
hydroxylation in chick embryo fibroblast. Arch Biochem Biophys 1975, 171:259-67.

Eleftheriades EG, Ferguson AG, Spragia ML, Samarel AM. Prolyl hydroxylation regulates intracellular
procollagen degradation in cultured rat cardiac fibroblast. J Mol Cell Cardiol 1995;27(8):1459-73.

Pacifici M, Iozoo RV. Remodeling of the rough endoplasmic reticulum during stimulation of procollagen
secretion by ascorbic acid in cultured chondrocytes. A biochemical and morfphological study. J Biol Chem
1988;263:2483-92.

Schwarz RI. Procollagen secretion meets the minimum requirements for the rate-controlling steps in the
ascorbate induction of procollagen synthesis. J Biol Chem 1985;260:3045-9.

Dumas M, Chaudagne C, Bonte F, Meybeck A. Age-related response of human dermal fibroblast to
L-ascorbic acid: study of type I and III collagen synthesis. CR Acad Sci III 1996;319 (12):1127-32.
Rucker RB, Romero-Chapman N, Wong T, Lee J, Steinberg FM, Mc-Gee C, et al. Modulation of lysyl
oxidase by dietary copper in rats. J Nutr 1996;126:51-60.

Tsuchiya H, Bates CJ. Vitamin C and copper interactions in guinea-pigs and a study of collagen cross-links.Br
J Nutr 1997;77:315-25.

Robins SP. Biochemical markers for assesing skeletal growth. Eur J Clin Nutr 1994;48:S199-S209.

Bates CJ. Vitamin C deficiency in guinea pigs: variable sensitivity of collagen at different sites. Int J Vitamin
Nutr Res 1979;49:77-86.

Shapses SA, Robins SP, Schwartz EI, Chowdhury H. Short-term changes in calcium but not protein intake
alter the rate of bone reabsorption in healthy subject as assessed by urinary pyridinium cross-link excretion.
J Nutr 1995;125:2814-21.

Ginty E Flynn A, Cashman KD. The effect of short-term calcium supplementation on biochemical markers
of bone metabolism in healthy young adults. Br J Nutr 1998;80(5):437-43.

Ginty F, Flynn A, Cashman KD. The effect of dietary sodium intake on biochemical markers of bone
metabolism in young women. Br J Nutr 1998;79(4):343-50.

Seibel MJ, Duncan A, Robins SP. Urinary hydroxy-pyridinium crosslinks provide indices of cartilage and
bone involvement in arthritic diseases. J Rheumatol 1989;964-70.

Recibido: 26 de octubre de 1999. Aprobado: 30 de noviembre de 1999.
Lic. Beatriz Basabe Tuero . Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos. Infanta No. 1158, municipio
Centro Habana , Ciudad de La Habana 10300, Cuba .

54



Revista de la Facultad de Medicina
REVISta s u Veterinaria y de Zootecnia

Facultad de Medicina Veterinaria

2 Zootecnia ISSN: 0120-2952
rev_fmvzbog@unal.edu.co

Universidad Nacional de Colombia Sede
Bogota

Colombia

Corredor, AS; Landines, MA
EFECTO DEL ACIDO ASCORBICO SOBRE LA RESPUESTA DE LOS PECES ANTE
CONDICIONES DE ESTRES
Revista de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, vol. 56, num. |, enero-abril,
2009, pp. 53-66
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota
Bogota, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=407639219006

!

.
Como citar el articulo ' (\})\ P

Numero completo Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto



ARTICULO DE REVISION REvV. MED. VET. ZooTt. 2009. 56:53-66

EFECTO DEL ACIDO ASCORBICO SOBRE LA RESPUESTA DE
LOS PECES ANTE CONDICIONES DE ESTRES
Corredor AS!, Landines, MA?

Departamento de Produccion Animal
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota

RESUMEN

El creciente desarrollo de la acuicultura ha generado la intensificacion de los sistemas de
produccion, aumentando asi los problemas de estrés ocasionados por las practicas rutina-
rias de manejo; por este motivo es necesario investigar sobre estrategias que contribuyan a
disminuir el impacto de los diferentes factores estresantes a los que son sometidos los peces
durante su proceso de produccion en cautiverio. Este documento contiene una revision
acerca de la vitamina C (acido ascorbico) y su posible efecto benéfico sobre el crecimiento,
inmunidad, resistencia al estrés y supervivencia de los peces, a fin de dar a conocer posibles
estrategias de suplementacion que contribuyan a mejorar las respuestas productivas de las
diferentes especies susceptibles de ser cultivadas.

Palabras clave: estrés, acido ascorbico, peces, vitamina C.

EFFECT OF ASCORBIC ACID ON THE FISH RESPONSE OF
STRESS CONDITION

ABSTRACT

The increasing development of aquaculture has generated the intensification of the produc-
tion systems, increasing therefore the problems of stress caused by the routine practices of
handling, for this reason it is necessary to implement strategies that contribute to diminish
the impact of the different stressor factors to which the fish during their process of pro-
duction in captivity are put under. This document contains a revision about vitamin C,
and its possible beneficial effect on the growth, the immunity, the resistance to the stressor
factors and survival of fish. The aim of review is present strategies suplementacion that they
contribute to improve the productive answers of the different species from susceptible fish
of operation in captivity.

Key words: stress, ascorbic acid, fish, vitamin C.

INTRODUCCION

La acuicultura se ha constituido en una de las principales fuentes de proteina para la
seguridad alimentaria mundial y una actividad generadora de empleo e ingresos para la
mayoria de los paises en desarrollo (1). Adicionalmente, en los ultimos afos se ha con-
vertido en la principal alternativa de produccion, frente a la drastica disminucion en los
volimenes de pesca tanto marina como continental, al punto que en el Gltimo afio, del total

1 ascorredorc@unal.edu.co
2 malandinezp@unal.edu.co
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de pescado consumido en el mundo cerca
del 50% provino de la acuicultura, lo cual
la ubica como la tinica forma de atender una
demanda creciente que se hacia insostenible
con la produccién pesquera (2). Asimismo,
es el sistema de produccion animal que ha
registrado mayor crecimiento en los ulti-
mos afios; en Colombia llegd a representar
en 2003 un ingreso de 158.185 millones de
pesos (3).

Este creciente desarrollo ha generado
la intensificacion de los sistemas de pro-
duccion, en los cuales son mas evidentes
los problemas de estrés ocasionados por
las practicas rutinarias de manejo, como
la captura, el hacinamiento y el transporte,
entre otros, lo que aumenta la incidencia
de enfermedades y en casos mas criticos la
mortalidad de individuos con el consiguien-
te perjuicio econdémico para el productor
(4-6).

Por estas razones es necesario im-
plementar estrategias que contribuyan a
disminuir el impacto de los diferentes fac-
tores estresantes a los que son sometidos
los peces durante su proceso de produccion
en cautiverio. Tal es el caso de la adicion
de acido ascorbico, el cual es un nutriente
esencial para los peces y es uno de los in-
munoestimulantes mas utilizados en acui-
cultura (7, 8), pues se ha comprobado su
accion benéfica en la disminucion del estrés
y la mortalidad, atribuida a las practicas
normales de cultivo.

EL ESTRES

Se define como una condicion en la cual
el equilibrio dindmico u homeostasis de un
determinado organismo es perturbado o in-
fluenciado por estimulos internos o externos
denominados agentes estresantes, los cuales
ocasionan en el pez respuestas que incluyen
una serie de reacciones bioquimicas y fisio-
logicas que pretenden adaptar el individuo a
la nueva situacion (9).

En estas respuestas el organismo activa
tanto el eje hipotalamo-simpatico-cromafin
como el eje hipotalamo-hipofisario-interre-
nal (10). El primero consiste en la activacion
del tejido cromafin en el rifién cefalico por
fibras oriundas del sistema nervioso sim-
patico y la liberacion de catecolaminas,
mientras que el segundo estimula la casca-
da del hipotalamo aumentando los niveles
de hormona liberadora de corticotropina
(CRH) para promover la liberacion de corti-
cotropina por la hipdfisis y de cortisol por el
tejido interrenal (11).

Esas respuestas pueden ser primarias,
secundarias o terciarias, y pueden ser uti-
lizadas como indicador de cualquier alte-
racion homeostatica de los peces (12, 13).
Las respuestas primarias son mediadas
por el sistema neuro-endocrino e incluyen
la liberacion rapida de las hormonas del
estrés: adrenalina, noradrenalina y cortisol
(9, 12-14). Las respuestas secundarias son
ajustes bioquimicos y fisioldégicos y son me-
diadas, hasta cierto punto, también por estas
hormonas. Entre estas respuestas estan los
efectos metabolicos, como alteracion de la
glicemia, el acido lactico y el glucogeno he-
patico y muscular; efectos hematologicos,
como alteracion en el numero de células
rojas y blancas, y por tltimo efectos electro-
liticos, como alteracion en la concentracion
plasmatica de cloro, sodio y potasio, asi
como en la osmolaridad (5).

Las respuestas terciarias son cambios
asociados al estrés tanto a nivel individual
como de la poblacion, e incluyen cambios
en el comportamiento, disminucion en la
reproduccion y crecimiento, y aumento de
la susceptibilidad a enfermedades (15). Las
respuestas al estrés pueden ser determinadas
cuantitativamente dependiendo del grado de
severidad del agente estresante (4). Indepen-
dientemente del tipo de estrés que se aplique
a un organismo, este reacciona en primera
instancia produciendo adrenalina, hormona
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que a su vez desencadena toda una serie de
respuestas hormonales y nerviosas. Fisiolo-
gicamente existen muchas alteraciones; las
principales son la rapida pérdida intrarrenal
de acido ascorbico, la hemoconcentracion,
la leucocitosis y el incremento del cortisol
circulatorio; este ultimo es frecuentemente
utilizado como indicador de respuesta ante
la condicion estresante debido a que el au-
mento en los niveles circulantes de esta hor-
mona es una de las principales alteraciones
fisiologicas cuando un ser vivo es sometido
a un agente estresante (16).

En los peces la respuesta al estrés se
evidencia desde edad temprana. Barry et
al. (17) demostraron que en ejemplares de
Oncorhynchus mykiss el eje hipotalamo-pi-
tuitario-interrenal es sensible al estrés des-
de las dos semanas de edad ya que, después
de ser expuestos a situaciones adversas, sus
niveles de cortisol se incrementaron. Por
otro lado, en juveniles de Brycon cephalus
sometidos a estrés de transporte se observo
que el solo hecho de retirarlos del agua y
colocarlos en las bolsas provoco alteracio-
nes fisiologicas en los individuos (18); este
tipo de practicas son frecuentes dentro del
sistema productivo y pueden afectar seve-
ramente a los peces (18, 19). Por ejemplo, al
exponer a hipoxia ejemplares de Oncorhyn-
chus mykiss se comprobd que presentaron
severos cambios fisiologicos al compararlos
con peces mantenidos bajo condiciones nor-
males (8, 20). En la misma especie se obser-
vO un aumento plasmatico en el cortisol al
exponer los individuos al aire por espacio de
30 segundos (21). Asimismo, en juveniles de
Brycon cephalus se observaron alteraciones
hematoldgicas, hormonales, metabolicas y
electroliticas como respuesta de estrés al
exponer los animales fuera del agua durante
15, 30 y 60 segundos (22).

EL ACIDO ASCORBICO

Las vitaminas se utilizan frecuente-
mente en la formulacion de dietas para pe-
ces ya que contribuyen, entre otras cosas,
a mejorar la resistencia a enfermedades.
La principal utilizada con estos fines es la
vitamina C (4cido ascorbico) (23), la cual
es un componente esencial para el normal
funcionamiento de los animales, incluyendo
los peces. Adicionalmente, es un nutriente
correlacionado con su inmunidad, es un co-
factor enzimatico implicado en reacciones
fisiologicas como la hidroxilacion (10, 24).
Es necesaria para la sintesis de colageno y
de los globulos rojos y contribuye al buen
funcionamiento del sistema inmunitario;
desempefia una funcion en el metabolismo
del hierro, participa en la formacion de
ciertos neurotransmisores como la seroto-
nina, en la transformacion de dopamina en
noradrenalina y en otras reacciones de hi-
droxilacién que incluyen a los aminoacidos
aromaticos y a los corticoides (23, 25-27).
Su concentracion disminuye bajo situacio-
nes de estrés, en las cuales, generalmente,
hay mucha actividad de las hormonas de la
corteza suprarrenal (16).

La vitamina C pertenece al grupo de las
vitaminas hidrosolubles, es muy vulnerable
a la degradacion ya que sus cristales de aci-
do ascorbico son oxidados y destruidos ante
multiples factores como el contacto con el
oxigeno, el agua clorada e incluso el contac-
to con la luz. Presenta cuatro formas este-
reoisomeras diferentes: dcido L-ascorbico,
acido D-ascorbico, acido L-isoascorbico y
acido D-isoascorbico. El acido L-ascorbico
y el D-isoascorbico son epimeros, ya que
difieren Gnicamente en la configuracion de
uno de los atomos de carbono. A pesar de
estas pequenas diferencias, los estereoiso-
meros del acido ascorbico son inactivos en
el organismo, dado que las enzimas recono-
cen especificamente al L-ascorbico (28).
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Se conoce con el nombre de vitamina
C a todos los compuestos que poseen la
actividad biologica del L-acido ascorbico
que actiia en el organismo como sistema
de o6xidorreduccion (29), mientras el acido
ascorbico (C,H,O,) es el nombre comun del
2-3 didehidro-L-threo hexano 1,4-lactona
y el ascorbato es usado para describir la
forma ionizada del acido ascorbico en los
tejidos (30).

ACIDO ASCORBICO EN PECES

Varios estudios sugieren que, en el cur-
so de la evolucion, la capacidad de sintetizar
acido ascorbico desaparecio en los reptiles,
anfibios, en algunas especies de aves y en
muchos peces (31-33); la mayoria de ellos
son incapaces de producir este importante
nutriente. La incapacidad de sintetizar acido
ascorbico se debe a la falta de actividad de
la L-gulonolactona oxidasa “GLO” (34).
Fracalossi et al. (35) estudiaron la activi-
dad de la GLO en el rindn y el higado de
13 especies de peces con diferentes habitos
alimenticios, y encontraron que solo dos
especies (las que no pertenecian al grupo
de los teledsteos) mostraron actividad de
GLO en el rifién, con lo que corroboraron
la hipotesis de que los teledsteos son inca-
paces de sintetizar acido ascorbico; ademas
comprobaron que la posicion filogénica es
mas importante que los habitos alimenticios
en la determinacion de la habilidad para
sintetizar acido ascorbico.

En los peces, la deficiencia de acido
ascorbico ocasiona graves problemas en el
crecimiento y respuesta inmune, asi como
también favorece el aumento de malfor-
maciones ¢ incidencia de parasitos (23,
36-38). De la misma manera, pueden exis-
tir deformidades estructurales, lordosis y
anormalidades en los ojos, al tiempo que la
pigmentacion abdominal se incrementa, la
recuperacion de heridas se hace lenta y la
eficiencia reproductiva se reduce (35).

CRECIMIENTO, INMUNIDAD Y
RESISTENCIA AL ESTRES

Numerosos estudios han demostrado
efectos benéficos de la utilizacion de vita-
mina C sobre los pardmetros inmunoldgicos
(25-27) y aumento en la resistencia al estrés
y a las enfermedades (39, 40). Algunos tra-
bajos sugieren que la suplementacion con
acido ascorbico en la dieta puede ser be-
néfica para los peces debido a que favorece
el sistema inmunolédgico y la capacidad de
prevencion de los efectos negativos causa-
dos por el estrés (10).

Por ejemplo, al suplementar la dieta de
Lateolabrax japonicus con vitamina C, la
respuesta inmune fue mejor, al tiempo que
los individuos tratados tuvieron mayor ga-
nancia de peso y sobrevivencia (41). Wang
et al. (42) compararon el L-ascorbil-2-mono-
fosfato-Ca y L-ascorbil-2-monofosfato-Na/
Ca sobre el crecimiento de Sebastes schle-
geli, utilizando una dieta control sin vitami-
na y dietas con niveles de suplementacion
de 50, 100, 200, 400 y 800 mg/kg de acido
ascorbico durante 12 semanas, y lograron
establecer que el grupo sin suplementacion
mostré un crecimiento significativamente
menor con respecto a los grupos con dietas
suplementadas; no observaron diferencias
entre las dos sustancias utilizadas durante
el estudio.

A pesar de esto, la suplementacion con
acido ascorbico no debe ser excesiva. Ra-
mesha et al. (43) realizaron un estudio en
Cyprinus carpio en el que se probod una
dieta control sin adicion de acido ascorbico
(L-ascorbil-2-fosfato-Mg) y cuatro dietas
con diferentes niveles de este: 50, 100, 200
y 300 mg/kg. Se encontr6 que el peso pro-
medio final de los individuos que recibie-
ron la dieta control fue significativamente
menor que el de los peces alimentados
con los otros tratamientos; no obstante, los
ejemplares suplementados con 50 y 100 mg/
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kg mostraron un mejor crecimiento que los
que se alimentaron con niveles mas altos
de acido ascorbico. En otro estudio en esta
misma especie, con el fin de determinar los
requerimientos de vitamina C a diferentes
temperaturas de cultivo y la incidencia de
este suplemento en la composicion lipidica
del animal, se encontrd que a mayor tempe-
ratura habia mayor requerimiento de acido
ascorbico; asimismo se concluyd que la
temperatura y la vitamina C influencian la
composicion lipidica en el higado y el mus-
culo (44).

En otro trabajo (45) se probaron seis die-
tas que contenian acido ascorbico en niveles
de0,25,50,75, 150y 1.500 mg/kg en juveni-
les de Paralichthys olivaceus y se encontrd
que los animales alimentados con la dieta
sin inclusion de acido ascorbico presentaban
ganancias de peso significativamente meno-
res que los alimentados con las otras dietas,
y que ademas manifestaban sintomas de
deficiencia de vitamina C, como anorexia,
escoliosis, cataratas y exoftalmia, mientras
que los animales alimentados con inclusion
de acido ascorbico tuvieron mejores resul-
tados en cuanto a crecimiento, y cuando se
analizaron muestras de rifién, branquias e
higado para determinar su concentracion de
acido ascorbico, hubo diferencias significa-
tivas entre los diferentes niveles de inclu-
sion, segun lo cual, los niveles Optimos de
vitamina C para el crecimiento de la especie
estarian entre 91 y 93 mg/kg y una inclusion
mayor de 150 mg/kg seria recomendable
para lograr mayor saturacion en los tejidos
de los individuos experimentales. Sin em-
bargo, tales resultados dependen de la edad
de los animales, debido a que la tasa meta-
bolica es el principal factor regulador de los
requerimientos de acido ascorbico; por esta
razon las larvas de los peces que presentan
un crecimiento y metabolismo mas rapido
que los juveniles y adultos pueden necesitar
mayores niveles de acido ascorbico para su

optimo crecimiento y condicion fisiologica
(46). Ademas se han observado altas con-
centraciones de acido ascorbico en huevos
de Oncorhynchus mykiss, lo cual podria in-
dicar la importancia de este micronutriente
durante el desarrollo temprano (47).

Lin et al. (48) llevaron a cabo un estu-
dio para determinar los requerimientos de
vitamina C y el efecto de dos derivados de
la misma: L-ascorbil-2-monofosfato-Mg
(C2MP-Mg) y L-ascorbil-2-monofosfato-
Na (C2MP-Na), en la respuesta inmune de
Epinephelus malabaricus. Probaron 13 die-
tas, seis de ellas contenian C2MP-Mg, seis
con adicion de C2MP-Na en cantidades de
20, 50, 80, 150, 250 y 400 mg/kg de dieta,
y una dieta control sin adicion de ningun
tipo de acido ascorbico. Los valores de
suplementacion con los que se obtuvieron
mejores resultados para la variable supervi-
vencia fueron de 50 mg/kg, en las dietas con
adicion de C2MP-Mg, mientras que para las
dietas con adicion de C2MP-Na la mejor fue
aquella con 400 mg/kg de suplemento. Eo
y Lee (49) estudiaron los requerimientos de
acido ascorbico para Takifugu rubripes y
la importancia de su suplementacion en la
dieta. Probaron cinco niveles diferentes de
L-ascorbil-2-monofosfato: 0, 40, 80, 160 y
700 mg/kg y observaron que, después de 10
semanas de aplicacion de los tratamientos,
los ejemplares alimentados con la dieta sin
acido ascorbico tuvieron un peso corporal
significativamente mas bajo comparado
con el de los ejemplares suplementados.
Asimismo, la actividad fagocitaria fue sig-
nificativamente mas baja en los ejemplares
alimentados con la dieta sin acido ascorbico
que en los suplementados. Adicionalmente,
la actividad de la lisosima plasmatica de los
ejemplares alimentados con 80 y 160 mg/
kg fue mayor que la observada en los ejem-
plares no suplementados. Por otro lado, Ad-
ham et al. (50) realizaron un estudio acerca
de la deficiencia de vitamina C en Clarias
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gariepinus y encontraron que los animales
adultos que eran privados de este importan-
te nutriente sufrian cambios en su integri-
dad fisica y aumento de la susceptibilidad a
agentes patogenos; en estos individuos tam-
bién se observaron pigmentos amarillentos
en el higado. De acuerdo con esto, los auto-
res sugieren que el uso de vitamina C puede
actuar como un potente antioxidante que
ofrece proteccion contra los dafos oxidati-
vos de los diferentes tejidos en lo peces.

Gusmao et al. (51) probaron 5 diferentes
niveles de suplementacion con vitamina C
(0, 400, 500, 600 y 800 mg/kg) en dietas
para juveniles de Brycon amazonicus. Los
autores observaron que los peces suple-
mentados con el nivel mas alto de vitamina
C presentaron mayor ganancia de peso y
supervivencia. El total de leucocitos fue
significativamente mayor en los ejemplares
suplementados con respecto al control; los
mayores valores se presentaron en los trata-
mientos con 600 y 800 mg/kg de vitamina
C. Los niveles plasmaticos de iones (Na*y
CI) fueron significativamente menores para
los tratamientos con 500, 600 y 800 mg/kg
con respecto a los observados en el trata-
miento con 400 mg/kg y el control. Los au-
tores concluyeron que dietas suplementadas
con 800 mg/kg pueden mejorar el perfil fi-
sioldégico, el crecimiento y la supervivencia
de juveniles de Brycon amazonicus.

En Labeo rohita se probaron diferen-
tes dosis de acido ascorbico (0, 100, 200 y
500 mg/kg) durante 56 dias; para evaluar
su efecto en la inmunidad, crecimiento y
supervivencia se sometieron los animales a
dos agentes patogenos, Aeromonas hydro-
phila y Edwardsiella tarda. Se determino
actividad de la lisosima a los 14, 28, 42 y
56 dias del experimento; se observo que los
ejemplares sin suplementacion presentaron
menores valores de actividad que los suple-
mentados; los autores comprobaron ademas
que los ejemplares suplementados con 500

mg/kg de acido ascorbico tuvieron los me-
jores valores de tasa de crecimiento espe-
cifico y conversion alimenticia, por lo cual
concluyeron que niveles elevados de acido
ascorbico en la dieta son recomendables
para mejorar la inmunidad y el crecimiento
de la especie (52).

En otro estudio se compard el efecto del
L-ascorbil-2-monofosfato-Na/Ca ~ (AMP-
Na/Ca) en dosis de 0, 12, 43, 88, 440 y 881
mg/kg con el L-ascorbil-2-monofosfato-Mg
(AMP-Mg) en dosis de 0, 16, 52, 106, 595 y
1.164 mg/kg sobre el crecimiento, el conte-
nido de acido ascorbico en los tejidos y los
parametros hematologicos en juveniles de
Seriola quinqueradiata. Se observo que las
tasas de supervivencia de los ejemplares no
suplementados fueron significativamente
inferiores a las de todos los grupos tratados.
Similares resultados se encontraron para
ganancia de peso, que fue mayor en los cua-
tro niveles mas altos de suplementacion; no
hubo diferencias significativas entre las dos
fuentes utilizadas de 4cido ascorbico. En un
segundo experimento se realizaron pruebas
de estrés por salinidad y exposicion aérea;
se observo que los peces suplementados con
440 mg/kg presentaron mayor tolerancia al
estrés causado por baja salinidad. Sin em-
bargo, no se presentaron diferencias signi-
ficativas en cuanto a respuesta a exposicion
aérea en los parametros hematologicos
evaluados (53).

INCLUSION EN ALIMENTO VIVO

Dentro de las investigaciones con res-
pecto a la suplementacion con acido ascor-
bico en las dietas para las especies de peces,
se han realizado diversos experimentos en-
focados a lograr su inclusion en el alimento
vivo, con el objetivo de obtener herramientas
que permitan comprender los requerimien-
tos nutricionales y la funcion de la vitamina
C durante la fase larval de varias especies.
Es asi como se han desarrollado metodolo-
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gias para enriquecer nauplios de Artemia y
rotiferos tanto en laboratorio como a escala
comercial (54).

Smith et al. (55) experimentaron enri-
queciendo Artemia con ascorbil-2-fosfato
(A2P) y observaron variables como el con-
sumo y asimilacion de este componente. Al
final del ensayo demostraron que el A2P
puede ser asimilado como acido ascorbico
en diferentes tejidos corporales de la Arte-
mia y, por ende, las larvas de peces podrian
consumir esta Artemia enriquecida como
fuente de 4cido ascorbico.

En un estudio en que se adicion6 acido
ascorbico en el alimento vivo para larvas de
Scophthalmus maximus con palmitato de
ascorbilo, se observé que las larvas alimen-
tadas con el tratamiento que contenia alto
nivel de &cido ascorbico mostraron una me-
jor proporcion de pigmentacion, comparada
con los otros grupos. Ademas se realizaron
evaluaciones de la condicion fisiologica de
los animales, aplicando una fuente de estrés
(salinidad), y se pudo comprobar que las
mortalidades eran mas lentas en los peces
nutridos con el alimento vivo que contenia
el nivel mas alto de acido ascorbico (56).

En otra de las investigaciones enfocadas
a enriquecer el alimento vivo con vitamina
C, se realizd un experimento con rotiferos
(Brachyonus plicatilis), utilizando diferen-
tes concentraciones de acido ascorbico, su-
plementado en microalgas de dos especies:
Nannochloropsis oculata e Isochrysis sp.
y una levadura: Saccharomyces cerevi-
siae. Los niveles de acido ascorbico fueron
2.600, 4.200 y 77 pg/g, respectivamente, y
se utilizd un grupo de rotiferos alimenta-
dos con levadura como grupo control. Las
concentraciones de acido ascorbico fueron
medidas a las 24 horas y se encontrd que los
rotiferos alimentados con Isochrysis tuvie-
ron un aumento de 310% y los alimentados
con N. oculata del 180%, mientras que la
concentracion en los rotiferos alimentados

con levadura no presentd cambios durante
ese tiempo. Cuando hicieron la siguiente
medicion de la concentracion de acido as-
corbico, encontraron que no hubo cambio
significativo en ninguno de los grupos de
rotiferos entre las horas 24 y 48. Se conclu-
y6 que el proceso de enriquecimiento con
acido ascorbico ocurre rapida y eficazmente
en los rotiferos alimentados con algas y
que el grado de enriquecimiento se relacio-
na con la concentracion de la vitamina en
ellas; ademas se comprobo que los rotiferos
retienen eficazmente el acido ascorbico por
lo menos 24 horas. Asi pues, los rotiferos
enriquecidos con vitamina C pueden ser un
alimento particularmente valioso para las
larvas de peces con altos requerimientos de
esta vitamina (57).

Kolkovski et al. (58) enriquecieron nau-
plios de Artemia con vitamina C (palmitato
de 6-ascorbilo) y vitamina E (acetato de
tocoferol) con el fin de medir su efecto en
el crecimiento, supervivencia y resisten-
cia ante el estrés de larvas de Stizostedion
vitreum. Cuando se aplicaron pruebas de
estrés (salinidad) a las larvas, se observo
que su resistencia a cambios de salinidad
aument6 al alimentarlas con Artemia en-
riquecida con la vitamina C, pero que la
suplementacion de vitamina E no afecto la
supervivencia significativamente. Sin em-
bargo, juveniles de Pterophylum scalare,
alimentados con Artemia enriquecida con
la combinaciéon de o—tocoferol y vitamina
C, mostraron las mejores tasas de ganancia
de peso y presentaron mayor resistencia y
sobrevivencia cuando fueron sometidos a
estrés osmotico (59).

COMBINACION CON VITAMINA E

En ocasiones la vitamina E se utiliza
asociada al acido ascorbico para aumentar
crecimiento, mejorar respuesta inmune,
metabolismo de nutrientes y resistencia al
estrés, al tiempo que mejora las caracte-
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risticas del producto final. Kim et al. (60)
estudiaron el crecimiento de Oreochromis
niloticus y la resistencia a enfermedades de
esta especie: probaron cinco dietas con dife-
rentes niveles de acido ascorbico, acetato de
tocoferol y selenio durante diez semanas y
encontraron que los peces alimentados con
altos niveles de acido ascorbico y acetato de
tocoferol tenian ganancias de peso signifi-
cativamente mayores.

En otro ensayo se investigd acerca del
efecto de varias combinaciones de las vita-
minas C y E sobre la respuesta inmune y
resistencia a enfermedades en Oncorhyn-
chus mykiss. Se probaron diferentes dietas
con niveles de inclusion de vitaminas C y E:
0/0, 0/800, 2.000/0, 30/30, 30/800, 2.000/30
y 2.000/800, respectivamente. Los autores
encontraron que la combinacion de las vi-
taminas C y E en altos niveles estimulé sig-
nificativamente la linfoproliferacion cuando
se compar6 con los peces alimentados con
bajos niveles de ambas vitaminas, pero tam-
bién cuando se compard con los animales
alimentados con bajo nivel de vitamina C y
alto de vitamina E (61).

Otros autores determinaron que en
ejemplares de Arapaima gigas suplemen-
tados con vitamina C (4cido ascorbico) y E
(a-tocoferol) la cantidad de globulos rojos y
leucocitos se incrementa cuando son suple-
mentados con 500, 800 y 1..200 mg/kg de
vitamina C y E durante dos meses (14).

Por otro lado, en ejemplares de Terapon
Jjarbua la administracion de vitaminas Cy E
disminuye el estrés oxidativo inducido por
el cobre, el cual se manifiesta con la muerte
por intoxicacion, siendo las branquias las
primeras en ser afectadas por estar expues-
tas al medio contaminado (62). Asimismo,
en Oncorhynchus tshawytscha se evalud el
efecto de la suplementacion con o-tocoferol
+ acido ascorbico, selenio (Se) y hierro (Fe)
en la dieta de juveniles sobre los indices de
estrés oxidativo. Los autores observaron

que solamente las dietas suplementadas con
las dos vitaminas contribuyeron a disminuir
dicho estrés; asi comprobaron que tal suple-
mentacion proporciona la proteccion ade-
cuada contra la peroxidacion lipidica (63).

Por su parte, Ji et al. (64) estudiaron el
efecto del a-tocoferol y el acido ascorbico
sobre el metabolismo de los lipidos de dos
especies: Pagrus major y Acanthopagrus
schlegeli; los investigadores adicionaron
en las dietas L-ascorbil-2-monofosfato-
Mg (AMP) y acetato de tocoferol (AT) y
midieron variables como la concentracion
de ascorbato y de tocoferol en diferentes
organos; observaron que la suplementa-
cién con AMP aument6 la acumulacion de
tocoferol en ambas especies, mientras que
la suplementacion con AT no afect6 signifi-
cativamente el volumen de acido ascorbico.
Ademas encontraron que la suplementa-
cion con AMP caus6 una disminucion de
la acumulacion de lipidos en el cuerpo e
higado en Pagrus major y una reduccion
en el diametro adiposo de ambas especies.
Sin embargo, la suplementacion con AT no
afectd estos parametros. Los resultados de-
mostraron un efecto de la vitamina C en el
proceso de absorcion de la vitamina E y en
el metabolismo de los lipidos.

Ruff et al. (65) evaluaron el efecto de
los antioxidantes utilizados en la dieta de
Scophthalmus maximus sobre la calidad de
su filete. Los animales fueron alimentados
con dietas que contenian 60% de proteina
y 12% de grasa, suplementadas con vitami-
nas E (o—tocoferol) y C (2-monofosfato de
ascorbilo) en diferentes niveles de inclusion:
500/100, 1.000/100, 100/1.000 y 100/100
mg/kg, respectivamente; los autores ob-
servaron que los niveles de «-tocoferol
aumentaron significativamente en el tejido
muscular, higado, corazén y rifién de los
ejemplares alimentados con dietas que con-
tenian elevados niveles del compuesto. Sin
embargo, hallaron que elevados niveles del
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mismo en la dieta tenian un efecto negativo
en la concentracion de acido ascorbico en el
tejido muscular y que este no tenia un efecto
notable en la calidad del filete, como si lo
presenta el ai—tocoferol, el cual permite que
los filetes conservados en frio tengan bajos
niveles de oxidacion lipidica y sufran mas
lentamente los procesos de deterioro en el
color y textura de la carne.

EXPOSICION A AGENTES
ADVERSOS

Algunos investigadores sugieren que
el acido ascorbico también puede usarse
para disminuir los efectos fisioldgicos ante
diferentes agentes adversos. En un estudio
sobre la influencia del acido ascorbico en el
proceso de curacion de las heridas en On-
corhynchus mykiss se probaron dietas que
contenian 20, 150 y 1.000 mg/kg. Se cau-
saron heridas experimentales en la piel y el
musculo de los animales y se examinaron
dias después para evaluar su recuperacion
en las partes heridas y sus niveles de con-
centracion de 4cido ascorbico en sangre,
higado y rifiéon. Los autores observaron que
la mayoria de los animales alimentados con
dietas que contenian los dos niveles mas
altos de acido ascorbico se recuperaban mas
rapido de sus heridas y encontraron que los
organos de estos individuos tenian una ma-
yor concentracion de acido ascorbico; por
esta razon concluyeron que el consumo de
vitamina C tiene influencia en el proceso de
recuperacion de heridas en la especie y adi-
cionalmente habilita al animal a establecer
pools de acido ascorbico en varios de sus
tejidos, lo cual contribuye a que el proceso
de curacion sea mas rapido (66).

En ejemplares de Colossoma macropo-
mum alimentados con dietas que poseian
niveles de vitamina C de 0, 100 y 500 mg/
kg de acido L-ascorbico durante 10 meses,
se observo que los suplementados con los
mas altos niveles mostraron una mayor

capacidad de reducir el efecto de la hipoxia
mediante el aumento de la eficacia de las ca-
tecolaminas. No se reflejaron cambios en el
pH de la sangre ni en la glucosa plasmatica;
ademas se observo que la suplementacion
redujo los niveles de peroxidacion de lipi-
dos; asi se disminuyo el efecto de la hipoxia
sobre los peces y se logrd reducir la tasa de
mortalidad (23). En Oreochromis niloticus
sometida a estrés por baja temperatura en el
agua, se observo que los animales alimenta-
dos con la dieta basal (sin acido ascérbico)
presentaron disminuciéon en el nimero de
eritrocitos y en los valores de hematocrito y
hemoglobina con respecto a los suplementa-
dos con vitamina C (67).

La vitamina C act@ia ademds como un
agente antitoxico contra pesticidas en peces
(68, 69). En juveniles de Clarias gariepinus
alimentados con dietas suplementadas con
dos niveles de acido ascorbico: 50 mg/100 g
y 100 mg/100 g, se encontr6 que existia una
importante interaccion entre la disminucion
de los sintomas de estrés ocasionados por
exposicion a deltamethrin® y el consumo de
acido ascorbico, lo que sugiere que su adi-
cion podria disminuir los efectos nocivos
del toxico. Se observd que los peces con
bajo nivel de acido ascorbico en la dieta (50
mg/100 g) eran incapaces de contrarrestar el
estrés causado por el deltamethrin®, mien-
tras que los alimentados con altos niveles
de acido ascorbico (100 mg/100 g) si podian
hacerlo. Concluyeron entonces que la utili-
zacion de altos niveles de vitamina C en la
dieta podia disminuir el estrés de Clarias
gariepinus ocasionado por la exposicion a
piretroides como el deltamethrin®, y que asi
mismo la suplementacion con acido ascor-
bico disminuia su efecto toxico en los peces
(70). Similares resultados se encontraron en
Oreochromis mossambicus, especie en la
cual se observo que el efecto genotoxico del
etil-metano-sulfonato podria ser minimiza-
do al utilizar vitamina C (69).
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Jiraungkoorskul et al. (71) estudiaron
el efecto del plomo (Pb) como agente geno-
toxico y del acido ascorbico como agente
protector en Oreochromis niloticus. Los au-
tores experimentaron con 60 ejemplares, los
cuales fueron expuestos a 4 tratamientos di-
ferentes: 50 mg/1 de Pb sin acido ascorbico,
50 mg/l de Pb y 50 mg/l de acido ascdrbico,
50 mg/1 de 4cido ascorbico sin Pb y un grupo
control consistente en agua declorada. Los
autores demostraron la eficiencia del 4cido
ascorbico como reductor del efecto geno-
toxico en peces expuestos a plomo. Asimis-
mo, Liu et al. (72) estudiaron el efecto de la
suplementacion con acido ascorbico sobre
el crecimiento, la inmunidad y la respuesta
a estrés causado por exposicion a amonio
en juveniles de Leiocassis longirostris.
Observaron que la eficiencia de conversion
alimenticia aument6 a medida que se eleva-
ron los niveles de suplementacion con acido
ascorbico, lo cual les permite afirmar que el
acido ascorbico tiene un efecto benéfico en
el crecimiento. Ademas, los autores afirman
que el acido ascorbico suplementado en la
dieta desempefia un papel importante en
la disminucion de los efectos negativos del
amoniaco aumentando la resistencia de los
peces a la toxicidad.

En otro estudio se determiné el efecto
del acido ascorbico en el crecimiento y
resistencia a enfermedades de juveniles de
Epinephelus malabaricus. Se utilizaron seis
dietas con niveles de inclusion de 3, 14, 27,
46, 76 y 135 mg/kg y una dieta control que
no contenia acido ascorbico; los animales
fueron infectados con la bacteria Vibrio
carchariae. Los resultados mostraron que
los niveles adecuados de acido ascorbico en
la dieta para lograr un Optimo crecimiento
fueron de 45,3 mg/kg, mientras que para
reforzar la respuesta inmunitaria y man-
tener la supervivencia ante infeccion con
Vibrio carchariae fueron mucho mayores
(135 mg/kg) (73). De igual forma, en Cla-

rias batrachus se ha estudiado el efecto
de la suplementacion con acido ascorbico
sobre el crecimiento, respuesta inmune y
sobrevivencia. Los autores observaron que
peces suplementados con 1.000 y 2.000 mg/
kg, inoculados con Aeromonas hydrophila,
reaccionaron de manera positiva, mientras
que los que recibieron menos de 1.000 mg/
kg, finalmente murieron. Por otro lado, las
ganancias de peso fueron superiores en los
suplementados con los mas altos niveles de
acido ascorbico (74). Similares resultados se
encontraron en Cirrhinus mrigala, especie
en la cual se redujo la respuesta inflamatoria
y se incrementd la supervivencia al suple-
mentar los peces con 1.000 mg/kg y expo-
nerlos a Aeromonas hydrophila (75).

CONCLUSIONES

El acido ascorbico es un micronutrien-
te esencial en un gran nimero de especies
acuaticas con importancia zootécnica.

Contribuye en el crecimiento de los ani-
males y también aumenta su capacidad de
resistencia frente a enfermedades, condicio-
nes adversas y de estrés.

La mayoria de los peces no sintetizan
acido ascorbico, por lo tanto es necesario
administrarlo en las dietas para las diferen-
tes fases de su desarrollo.

El acido ascorbico suplementado se
acumula en diferentes tejidos del cuerpo,
incrementando su concentracion en 6rganos
como higado, rifion y musculo.

Puede ser utilizado como agente anti-
toxico, pues permite que los animales ex-
puestos a pesticidas tengan la capacidad de
contrarrestar sus efectos.
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