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RESUMEN

ACTIVIDAD PROVITAMINA A DE CAROTENOIDES B-k Y DEPOSICION
EN TEJIDOS DE RATAS

La vitamina A es esencial para mantener la salud y la supervivencia. La deficiencia
de esta vitamina es un problema nutricional importante en los paises en desarrollo. Se
estima que 75 a 140 millones de nifios son deficientes en esta vitamina. En la dieta, la
vitamina A se puede encontrar como retinol (vitamina preformada) o como
carotenoides provitamina A. Es conocido que sélo los carotenoides que contienen un
anillo de B-ionona no sustituido, en su estructura quimica, se convierten en vitamina A.
Esta generalizacion se basa en estudios con carotenoides B-B, B-¢ y B-y, v B-
apocarotenoides. Recientemente, se ha encontrado que el mamey (Pouteria sapota)
(una fruta nativa de América Central), contiene altas concentraciones de sapotexantina
y criptocapsina, carotenoides B-k (con anillos B-ionona no sustituidos), y por lo tanto
con potencial de actividad provitamina A. Considerando que la transformacion de los
carotenoides en vitamina A es catalizada por enzimas, es necesario demostrar que los
carotenoides B-k pueden ser transformados en vitamina A por las enzimas del intestino
de mamiferos. Hasta el momento, no existe informacion de estudios sobre evaluacion
de actividad provitamina A en carotenoides con anillo B-k, en animales. En este estudio
se evaluo la capacidad de los carotenoides, que poseen anillos -k, para transformarse
en Vitamina A, en ratas machos recién destetados. Se determind el contenido de
vitamina A en higados y plasma de ratas, alimentadas por 30 dias con dietas que
contenian sapotexantina y criptocapsina (carotenoides B, k). Paralelamente un grupo de
ratas se alimentaron con [3-caroteno (control positivo) y otro grupo con una dieta libre
de vitamina A (control negativo). Ademas, se determind la deposicion de los
carotenoides en diferentes tejidos (higado, rifién, bazo, pulmon, corazén y musculo),
como indicador del grado de absorcion. El contenido de carotenoides y vitamina A, se
determind por HPLC con detector de arreglo de diodo. Los resultados demostraron que
los carotenoides con anillo -k (sapotexantina y criptocapsina) poseen actividad
provitamina A “in vivo” ya que en el higado y en el plasma ratas alimentadas con
raciones que contenian estos carotenoides, se observo un aumento significativo de la
vitamina A, en comparacién con el control (sin carotenoide). Esta es la primera
evidencia experimental sobre la actividad provitamina A, “in vivo” de carotenoides -
k. Con relacion a la deposicion de los carotenoides experimentales en los tejidos, se
demostré que la sapotexantina se acumula principalmente en higado y rifién, mientras
la criptocapsina en el bazo. La concentracion de sapotexantina en el higado fue mayor
que la de criptocapsina, a pesar que el grupo criptocapsina ingirié mas carotenoide.



SUMMARY

ACTIVITY PROVITAMIN A OF CAROTENOIDS -« AND DEPOSITION IN
TISSUE OF RATS

Vitamin A is essential to maintain health and survival. Deficiency of this vitamin is
an important nutritional problem in developing countries. It is estimated that 75 to 140
million children are deficient in this vitamin. In the diet, vitamin A can be found as
retinol (preformed vitamin) or as provitamin A carotenoids. It is known that only
carotenoids that contain an unsubstituted p-ionone ring, in their chemical structure,
become vitamin A. This generalization is based on studies with B-B, B-¢ and B-y
carotenoids, and B-apocarotenoids. Recently, mamey (Pouteria sapota) (a fruit native
to Central America) has been found to contain high concentrations of sapotexanthin and
cryptocapsin, -k carotenoids (with unsubstituted p-ionone rings), and therefore with
potential for Provitamin A activity. Whereas the transformation of carotenoids into
vitamin A is catalyzed by enzymes, it is necessary to demonstrate that -« carotenoids
can be transformed into vitamin A by enzymes in the mammalian intestine. So far, there
is no information from studies on the evaluation of provitamin A activity in carotenoids
with B-x ring in animals. In this study, the ability of carotenoids, which have -« rings,
to transform into Vitamin A, in newly weaned male rats was evaluated. Vitamin A
content in rats livers and plasma was determined, fed for 30 days with diets containing
sapotexanthin and cryptocapsin (B, « carotenoids). In parallel, one group of rats were
fed with B-carotene (positive control) and another group with a vitamin A free diet
(negative control). In addition, the deposition of carotenoids in different tissues (liver,
kidney, spleen, lung, heart and muscle) was determined as an indicator of the degree of
absorption. The content of carotenoids and vitamin A was determined by HPLC with
diode array detector. The results showed that -k ring carotenoids (sapotexanthin and
cryptocapsin) possess provitamin A activity in vivo since rats fed rations containing
these carotenoids in the liver and plasma, a significant increase in vitamin A was
observed, compared to the control (without carotenoid). This is the first experimental
evidence on the provitamin A, "in vivo" activity of B-«k carotenoids. In relation to the
deposition of experimental carotenoids in tissues, it was shown that sapotexanthin
accumulates mainly in the liver and kidney, while cryptocapsin in the spleen. The
concentration of sapotexanthin in the liver was higher than that of cryptocapsin,
although the cryptocapsin group ingested more carotenoid.



1. INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos que se encuentran distribuidos ampliamente en la
naturaleza, responsables del color amarillo, naranja y rojo de las frutas, raices, flores,
pescados, invertebrados y pajaros. Los carotenoides ocurren invariablemente en los
cloroplastos de las plantas superiores, aunque en este tejido fotosintético su color esta
enmascarado por el de la clorofila. También se encuentran en las algas, bacterias,
hongos y levaduras. Se ha caracterizado estructuralmente méas de 750 carotenoides y
esta es una lista que crece continuamente a medida que nuevos compuestos son
descubiertos (Namitha y Negi, 2010).

En los dltimos afios ha incrementado el interés por los carotenoides de la dieta
debido a su actividad provitamina A (Olson y Hayaishi, 1965; Nagao et al., 1997), el
elevado potencial antioxidante, aumento de inmunidad, inhibicion del céancer,
prevencion de enfermedades cardiovasculares, prevencion de la degeneracion macular
y disminucidn del riesgo de formacién de cataratas (Deming et al., 2002).

La actividad provitamina A de los carotenoides se refiere a la capacidad que tienen
algunos para convertirse en retinol. La estructura quimica necesaria para dicha
actividad implica la presencia de un anillo de f-ionona no sustituido unido a un polieno
de 7-15 carbonos intacto (Olson, 1989).

Teoricamente, en base a su estructura quimica, al B-caroteno se le asigna una
actividad provitaminica de 100%. En humanos se ha estimado que los carotenoides
provitamina A contribuyen con el 40 - 80% de la vitamina A. La conversion del -
caroteno a vitamina A en los humanos y en el tejido animal es catalizada por la enzima

[-caroteno-15,15’-oxigenasa (BCO1) (Bachmann et al., 2002; Olson y Hayaishi, 1965).



La tasa de deposicion de carotenoides en érganos y tejidos depende de la absorcion
selectiva a través de la pared intestinal, por una parte, y de su utilizacion y excrecion
por otra. Los diferentes grupos de animales seleccionan diferentes tipos de
carotenoides. Los mamiferos, por ejemplo, tienen preferencia por la absorcion del -
caroteno, mientras que los peces y las aves absorben las xant6filas mucho mejor
(Schiedt et al., 1985).

La eficacia de absorcion (en relacién con su entrada en plasma) de los carotenoides
a partir de fuentes dietéticas y en ausencia de paréasitos intestinales, enfermedades o
desordenes metabolicos digestivos esta probablemente influida por: a) la eficacia de la
liberacion (extraccion) a partir de la matriz-alimento, b) presencia de suficiente
contenido lipidico (triglicéridos) para solubilizar el carotenoide liberado y estimular la
sintesis de quilomicrones, c) presencia de factores que interfieran en el lumen intestinal
(fibra vegetal, hierro, otros antioxidantes, etc.) y d) proporcion de conversion de
carotenoides provitaminicos A en retinol en la mucosa (Parker et al., 1997; Castenmiller
etal., 1998).

Los carotenoides disueltos en aceite son méas absorbibles que los incorporados en la
matriz alimentaria tal como se presentan en frutas y hortalizas. Uno de los factores que
mas afecta la biodisponibilidad de los carotenoides es su liberacion de la matriz fisica
(alimento) en la cual son ingeridos y su disolucién en la fase lipidica (Parker, 1996).

La eficacia de absorcidn de los carotenoides varia entre 5-80% Yy disminuye al
aumentar la cantidad ingerida (Erdman et al., 1993; Van Vliet et al., 1996). La
diferencia entre los estudios se relaciona con el tipo o modelo utilizado, estructura
quimica y polaridad del carotenoide ya que, en muchos casos, no se tiene en cuenta la

conversion en retinol (Kostic et al., 1995; Van Vliet et al., 1996; De Pee et al., 1996).

4



En nuestro pais existe una gran diversidad de frutas y vegetales ricos en
carotenoides, pero muchas frutas ain no han sido estudiadas y en ellas podemos
encontrar carotenoides no estudiados hasta el momento. La sapotexantina (B, k-caroten-
6’-ona) y la criptocapsina ((3’S,5’R)-3’-Hidroxi-p, k-caroten-6’-ona) (Figura. 1),
carotenoides que se han encontrado en altas concentraciones en el mamey (Pouteria
sapota), poseen un anillo -k terminal y un anillo de B-ionona no sustituido, lo cual en
principio le confiere actividad provitamina A. La sapotexantina es un carotenoide
descubierto recientemente en el mamey por el grupo de investigacion de (Murillo et al.,

2010; Murillo et al., 2011).

b)) Criptocapsina

Figura 1. Estructura de los carotenoides B-k: a) Sapotexantina 'y
b) Criptocapsina.

La criptocapsina es un carotenoide que se ha encontrado en otras especies como la

paprika (Capsicum annuum) en cantidades trazas (Collera-Zufiiga et al., 2005). La alta



concentracion de este carotenoide en el mamey (Pouteria sapota) nos ha llevado a
seleccionarlo como la fuente para su obtencion (Murillo et al., 2016).
En el presente trabajo se pretende determina la actividad provitamina A de los

carotenoides con anillo B-k del mamey y su selectividad por algunos tejidos de ratas.



1. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de los Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles que se encuentran distribuidos
ampliamente en la naturaleza y estan conformados por moléculas orgénicas (Otles y
Cagind, 2007). Generalmente los carotenoides correspondientes a los alimentos son los
C40 terpenoides con 8 unidades de isopreno, con uniones de cola y cabeza en la parte
exterior y cola-cola en la parte interna. (Figura. 2). En el centro de estos compuestos se
encuentran un gran numero de enlaces dobles que constituyen el cromoforo, el cual les
da la capacidad de absorber la luz y determinar la estructura molecular y actividad
quimica (Otles y Cagind, 2007; Namitha y Negi, 2010). Todos los carotenoides son
derivados del licopeno, el primero gque se biosintetiza; a partir de éste y por reacciones
de ciclacion se obtienen los demas pigmentos (Otles y Cagind, 2007; Takaichi et al.,

2012).
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Figura 2. Estructuras de all-trans-licopeno y all-trans-criptoxantina.
La estructura enmarcada corresponde al grupo isopreno Yy la estructura marcada en
negro al cromoforo en cada una de las moléculas.



En general, los carotenoides no se encuentran distribuidos ampliamente en los
animales, ya que estos no son capaces de biosintetizarlos; sin embargo, estos pigmentos
son fundamentales en su alimentacion, pues son fuente de vitamina A. Existen algunas
excepciones, como es el caso de la trucha y algunos crustaceos que atribuyen su color
rojizo a la presencia de astaxantina. Los carotenoides son los responsables de los colores
amarillos, anaranjados y rojos que presentan los alimentos, los tallos, flores y hojas de
plantas, bacterias y algunos animales invertebrados marinos. En los tejidos verdes se
localizan en los cloroplastos, y en los tejidos rojos, anaranjados y amarillos se
encuentran en los cromoplastos (Eldahshan y Nasser, 2013).

Varios estudios epidemioldgicos han mostrado una relacion entre el alto consumo
de frutas y vegetales, y una disminucion en el riesgo de contraer enfermedades
degenerativas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y degeneracién macular,
debido principalmente a la presencia de compuestos con actividad antioxidante. Los
pigmentos naturales, como los carotenoides y antocianinas, Se caracterizan por sus
excelentes propiedades antioxidantes, contribuyendo asi con esta funcion. (Eldahshan

y Nasser, 2013).

2.1.1. Clasificacion de los carotenoides

De acuerdo con la estructura de los carotenoides se pueden dividir en carotenos y
xantofilas. Los carotenos son hidrocarburos poliénicos, entre estos se encuentran el a,
B-caroteno y el licopeno (Figura. 3). Cambios en las ciclaciones pueden originar
diferentes colores como por ejemplo el a y B- caroteno que son rojo-anaranjado y

anaranjado, respectivamente (Matthews y Wurtzel, 2007; Otles y Cagind, 2007).



Por otra parte, las xant6filas son derivados oxigenados de los carotenos (Figura. 4);
los grupos sustitutos principales son hidroxilo, metoxilo, carbonilo, ceto o epdxidos
(Delgado-Vargas y Paredes-Lépez, 2003). Ejemplos de éstos los constituyen la
criptoxantina, violaxantina y cantaxantina (Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004).

Debido a la larga cadena de enlaces dobles que tienen los carotenoides en general,
se presentan una serie de isdbmeros para cada uno de estos pigmentos; la longitud de las
moléculas va a estar determinada por la configuracién de estos dobles enlaces. De ahi
que se van a tener en ocasiones también sus formas cis o trans (Cazzonelli y Pogson,

2010).
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Figura 3. Ejemplos de carotenos: a) a-caroteno, b) p-caroteno,
c) y-caroteno y d) &-caroteno.
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Figura 4. Ejemplos de xantofilas: a) B-criptoxantina, b) Zeaxantina, c)
Violoxantina, d) Capsantina.
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2.1.2. Propiedades fisicoquimicas de los carotenoides.

2.1.2.1. Color:

La caracteristica estructural responsable del color observado de los carotenoides es
su cadena de dobles enlaces conjugados. El color que se puede ver en solucion y durante
cromatografia, facilita grandemente la separacién y hace més facil el monitoreo de los
pasos de purificacion y reacciones quimicas de los carotenoides. La pérdida o cambios
de color durante el analisis de carotenoides dan una sefial inmediata de descomposicion
o modificacién estructural. La intensiva absorcion de luz provee una base para la
determinacion cuantitativa de carotenoides. (Rodriguez-Amaya y Amaya-Farfan,

2006).

2.1.2.2. Solubilidad:

Los carotenoides son sustancias lipofilicas; insolubles en agua, solubles en
solventes organicos; tales como acetona, alcohol, éter etilico, cloroformo y acetato de
etilo.

Los carotenos son facilmente solubles en éter de petroleo, hexano, y tolueno; las
xantofilas se disuelven mejor en metanol y etanol. Los carotenoides cristalinos son
dificiles de disolver en estos solventes; pero se disuelven bien en benceno y

diclorometano. (Rodriguez-Amaya y Amaya-Farfan, 2006).
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2.1.2.3. Estabilidad:

Los carotenoides tienen una baja estabilidad debido a su cadena poliénica. Son
inestables en presencia de luz y oxigeno. Estos compuestos aislados, secos o en solucion
son susceptibles a la isomerizacion (E/Z) y oxidacion o peroxidacion causadas por el
calor, la luz y productos quimicos. Esto resulta en alguna pérdida de color y de la
actividad de provitamina A. La degradacion de los carotenoides se debe
fundamentalmente a reacciones de oxidacion, no enzimaticas o enzimaticas, debidas a

las lipooxigenasas. (Rodriguez-Amaya y Amaya-Farfan, 2006).

2.2.  Aislamiento y purificacion de carotenoides

Los carotenoides pertenecen al grupo de pigmentos naturales liposolubles, los cuales
se caracterizan por presentar una larga cadena carbonada, de 40 atomos de carbono, que
contiene dobles enlaces conjugados a los cuales se les atribuye su color y su
susceptibilidad a degradaciones por exposicion a la luz y a altas temperaturas, por lo
tanto su extraccion debe realizarse rapidamente a temperatura ambiente o por debajo de
esta, en un lugar donde no se expongan a la luz directamente, empleando solventes no
polares como éter etilico, éter de petr6leo o hexano, entre otros (L. Jeyanthi et al.,
2014).

Una vez obtenido el extracto es necesario usar antioxidantes (por ejemplo,
butilhidroxitolueno (BHT), &cido ascérbico o pirogalol, entre otros) para evitar su
oxidacion y poder preservar los carotenoides libres (L. Jeyanthi R. et al., 2014).

El método tradicional usado para la separacion de carotenoides es la cromatografia

en columna. Esta técnica se usa para aislar y purificar estos pigmentos, donde la
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separacion es seguida visualmente; sin embargo, este método presenta la desventaja que
las condiciones de la columna, como exposicion a la luz y al aire no son controladas lo
cual genera poca reproducibilidad. Otro de los métodos convencionales de separacion
y analisis de estos tetraterpenoides es la cromatografia en capa delgada, sin embargo,
presenta la desventaja que durante este proceso los carotenoides son susceptibles de
sufrir oxidaciones, degradaciones e isomerizaciones debido a la silice y a la presencia
de oxigeno. Estas dos técnicas requieren grandes cantidades de muestra, por lo tanto,
es conveniente emplear otras técnicas que sean mas rapidas, que permitan controlar las
condiciones de separacion para disminuir la degradacién de estos compuestos, y que
requieran menores cantidades de extracto para el analisis. (Oliver y Palou, 2000).

Para grandes escalas la separacion y purificacion es mas practica llevandose a cabo
en cromatografia de columna abierta y para escalas muy pequefias de trabajo el uso de

TLC o HPLC.

2.2.1. Cromatografia en columna

La cromatografia en columna es un método indispensable para la separacion y
purificacion de carotenoides en escala preparativa. En una cromatografia en columna,
el sélido o fase estacionaria es empacada en un tubo o columna, en donde una mezcla
de compuestos en solucion es separada pasando el solvente o fase maévil a través de la
columna. En el campo de los carotenoides la fase mdvil se elige para separar los
compuestos principales debido a sus fuerzas de adsorcion (Rodriguez-Amaya, 2001)

La ventaja de la cromatografia en columna en el campo de los carotenoides es su
simple y econdémico equipo, un tubo de vidrio que permite la migracion de estos

componentes, los cuales son monitoreados visualmente.
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2.2.2. Fases estacionarias

La eleccion de los adsorbentes para cromatografia de carotenoides es extensiva,;
entre ellos podemos mencionar: la celulosa, CaCO3, Ca(OH)2, CaO, MgCOs, MgO,
ZnCOs, Al>Og, silica gel, kieselguhr, microcelita y varias mezclas de estos adsorbentes,
pueden ser usados. (Rodriguez-Amaya, 2001). La alimina y la silica; son los
adsorbentes més utilizados en una variedad de diferentes calidades. Estos son usados
para la separacion general de mezclas de carotenos y xantofilas y para la purificacion
de carotenoides sintetizados.

Las separaciones de estos adsorbentes son determinadas por la polaridad. Los
carotenos hidrocarbonados son débilmente adsorbidos; mientras que las xantéfilas, que
contienen sustituyentes polares, especialmente grupos hidroxi, son mas fuertemente
adsorbidos. La alumina libre de agua es muy reactiva y puede descomponer las
xantdfilas.

La tabla 1, muestra la actividad Brockmann para la alimina. (Rodriguez-Amaya,

2001; Oliver y Palou, 2000).

Tabla 1. Actividad Brockmann para la alimina.

Actividad [ I i v \Y

Contenido 0 3 6 10 15
de H20 (%)

La actividad 11 o IlI; las cuales son frecuentemente usada, son obtenidas por la

adicion de 3% o0 6% de H20 a la alumina.

15



2.3.  Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Este método es muy eficiente, da una excelente separacion en un corto tiempo, es
altamente sensitivo y da una gran informacién, especialmente si los equipos
cromatograficos incluyen un detector de arreglo de fotodiodo, siendo una ventaja
debido a que los espectros de absorcion pueden ser adquiridos a diferentes longitudes
de onda y una computadora que ayuda a procesar los datos. La alta sensibilidad del
HPLC permite la deteccion de pequefias cantidades de carotenoides y de isdbmeros
geométricos. (Dias et al., 2010).

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa es muy utilizada, en
donde los componentes eluyen por particion y tienen un orden inverso al observado en
una cromatografia en columna abierta de fase normal; es decir los carotenoides mas
polares eluyen primero y los menos polares eluyen de ultimo (Rodriguez-Amaya y
Kimura, 2004; Taylor, L.K, 2006).

La fase estacionaria mas utilizada para la separacién de los carotenoides era la C18,
pero Sander et al., 2000, demostraron que esta columna no permitia separar
adecuadamente una mezcla compleja de estos pigmentos. Por esta razon consideraron
necesario aumentar la cadena hidrocarbonada de 18 a 30 atomos de carbono para
permitir una mayor interaccion de dicha fase estacionaria con los analitos y
desarrollaron las columnas C30, catalogadas como especificas para el analisis de

carotenoides (Rodriguez-Amaya y Kimura., 2004).
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2.4.  Espectroscopia Ultravioleta-Visible

El sistema de doble enlaces conjugados es responsable de que los carotenoides
presenten fuertes bandas de absorcion en la region visible, o en algunos casos, region
ultravioleta del espectro. Los carotenoides en solucion obedecen la ley de Lambert-
Beer; su absorcion es directamente proporcional a la concentracién, por lo que un
analisis cuantitativo y exacto puede lograrse utilizando métodos espectrofotométricos.
El espectro ultravioleta es el primer diagnostico para la identificacion de carotenoides.
La longitud de onda de maxima absorcion (Amax) y la forma del espectro (estructura fina
del espectro) son propiedades caracteristicas de los croméforos (Britton G, 1995)

Muchos carotenoides presentan maxima absorcion en tres longitudes de ondas
diferentes, resultando en tres picos en el espectro. El espectro de absorcién de los
carotenoides depende marcadamente de los solventes empleados para realizar la lectura
(Britton G., 1995).

La Amax, €S principalmente una funcion de la longitud de los dobles enlaces
conjugados del compuesto, y esta longitud de onda incrementa cuando el nimero de
dobles enlaces conjugados incrementa. Con un cromoforo largo es mas facil promover
los electrones m de enlace al estado excitado, por lo que la energia requerida para la
transicion se reduce y la absorcion ocurre a mayores longitudes de onda. Asi, el
licopeno (con 11 dobles enlaces conjugados) es rojo y absorbe a longitudes de onda
mas largas (444, 470 y 502 nm), mientras que el C-caroteno es ligeramente amarillo y
absorbe a longitudes de ondas mas cortas (378, 400 y 425 nm) (Britton, 1995;

Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004)
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El espectro de las xantofilas es usualmente determinado en etanol, los del caroteno
en éter de petroleo o hexano. Las Amax dependen marcadamente del solvente en el cual
es determinado el espectro. (Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004).

Otros solventes como acetona, benceno, cloroformo o diclorometano también

pueden ser usados.

2.5.  Anadlisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo de una mezcla de carotenoides implica la separacion
adecuada de sus componentes, preferiblemente mediante cromatografia HPLC, y la
identificacion de los mismos por interpretacion de sus espectros de absorcion. La
cuantificacién se hace facil cuando se obtienen cromatogramas con buena resolucion,
que es cuando se logra una buena separacion en la linea base. De acuerdo con la ley de
Lambert-Beer la linealidad de respuesta suele ser bastante buena y el area o la altura
del pico son proporcionales a la cantidad del componente (Britton G, 1995).

El coeficiente de absorcion de un carotenoide (A*1cm) es la absorbancia a una
determinada longitud de onda dada, de una solucién a 1% medida en una celda de 1cm.
En la tabla 2, se presentan los coeficientes de absorcion de algunos carotenoides. Para
la cuantificacion de carotenoides deben usarse patrones con un alto grado de pureza,
con los valores del coeficiente de absorcion y la absorbancia del patron puede obtenerse
su concentracién. EI cromatograma del patron posee un factor de respuesta, definido
como la relacion entre la concentracion de carotenoide y la altura o area del pico
correspondiente. Para obtener una concentracion desconocida se multiplica el area o
altura del pico del carotenoide por el factor de respuesta de su respectivo patrén. Otra

forma de calcular una concentracion desconocida es interpolando en una curva de
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calibracidon de patrones (&rea o altura del pico versus concentracion o cantidad) (Britton

G., 1995; Rodriguez-Amaya. D., 2001).

Tabla 2. Coeficientes de absorcion (A%1cm) de carotenoides comunes.

Carotenoides Disolvente Amax, NM (A¥%1cm)
Capsantina Benceno 483 2072
Capsorubina Benceno 489 2200
a-Caroteno Eter de petrdleo 444 2800
Hexano 445 2710
p-Caroteno Eter de petrdleo 450 2592
Etanol 450 2620
3-Caroteno Eter de petréleo 456 3290
y-Caroteno Eter de petr6leo 462 3100
Hexano 462 2760
¢-Caroteno Hexano 400 2555
a-Criptoxantina Hexano 445 2636
B-Criptoxantina Eter de petroleo 449 2386
Hexano 450 2460
Luteina Etanol 445 2550
Eter dietilico 445 2480
Licopeno Eter de petroleo 470 3450
Fitoeno Eter de petrdleo 286 1250
Violaxantina Etanol 440 2550
Acetona 442 2400
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2.6. Transportey distribucién de carotenoides a tejidos

Los carotenoides se liberan en el bolo alimenticio por medio de gotas lipidicas en el
estdmago o intestino, dandose luego la formacidn de vesiculas multilaminares o micelas
debido a la accidn de sales biliares y lipasas pancreaticas. Estas micelas se difunden por
la mucosa duodenal a través de la membrana del enterocito, por mecanismos que
involucran difusion pasiva, similar al colesterol y a los productos de la lipélisis de
triglicéridos (Parker, 1996; Minguez, MT et al., 2006).

Los quilomicrones son los responsables del transporte de los carotenoides desde la
mucosa intestinal hacia el torrente sanguineo via sistema linfatico. A continuacion, los
carotenoides se acumulan en el tejido adiposo e higado, aunque se ha descrito su
presencia en el pulmon, rifion, piel y médula espinal. El plasma, al ser el medio de
distribucion de estos pigmentos, mantiene siempre una reserva de carotenoides
circulando, transportados en lipoproteinas LDL o de baja densidad en el caso de los f3-
carotenos, y en lipoproteinas tanto de alta densidad (HDL) como de baja densidad
(LDL) en el caso de las xantofilas (Parker, 1996; Minguez et al., 2006).

La tasa de deposicion de carotenoides en 6rganos Y tejidos depende de la absorcion
selectiva a través de la pared intestinal, por una parte, y de su utilizacién y excrecion
por otra. Los diferentes grupos de animales seleccionan diferentes tipos de
carotenoides. Los mamiferos, por ejemplo, tienen preferencia por la absorcion del -
caroteno, mientras que los peces y las aves absorben las xantofilas mucho mejor
(Schiedt et al., 1985; Rao.y Rao, 2007).

Durante la madurez sexual los carotenoides pueden ser movilizados hacia los
organos reproductivos y huevos, favoreciendo la fertilidad y reproduccion (Schiedt K

et al., 1985)
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En plasma, los carotenos se encuentran fundamentalmente unidos a las lipoproteinas

de baja densidad (LDL) mientras que las xantofilas se encuentran mas uniformemente
distribuidas entre lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Presumiblemente, los carotenoides apolares (licopeno, a-caroteno, f-caroteno)
se sitlan en el ndcleo hidrofébico mientras que los polares (xantofilas) se sittan en la
superficie de las lipoproteinas (Parker, 1996). Esta orientacion puede influir en la
transferencia de carotenoides entre lipoproteinas, aunque ésta parece escasa y muy
lenta. E1 B-caroteno no se transfiere de forma rapida entre lipoproteinas mientras que
las xantofilas probablemente sufran una transferencia mas répida, resultando en un
equilibrio entre lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL y HDL). EIl intercambio
entre lipoproteinas influye sobre las concentraciones en diferentes clases de
lipoproteinas frente al tiempo, hecho utilizado para evaluar la biodisponibilidad de
carotenoides. (Rao y Rao, 2007; McGraw y Toomey, 2010).
Aunque el B-caroteno y el licopeno son los carotenoides predominantes en suero de
diversas poblaciones, las concentraciones y los porcentajes relativos de carotenoides
para un mismo Organo varian considerablemente entre individuos. En términos
relativos, se detectan niveles altos de B-caroteno y licopeno en higado, glandulas
adrenales y testiculos, con concentraciones menores en pulmoén y rifidn. (McGraw y
Toomey, 2010).

A pesar de que los carotenoides hidrocarbonados son muy lipofilicos, sus niveles en
tejido adiposo son relativamente bajos en comparacién con otros tejidos como higado
y testiculo. Sin embargo, dado que el tejido adiposo representa el 20% del peso corporal
total, su contribucion al contenido total de carotenoides es considerable, constituyendo,

junto con el higado, los principales depdsitos en el organismo. Por otro lado, parece
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existir una distribucion preferente de carotenoides segun los tejidos. Asi, mientras que
en testiculo el carotenoide principal es el licopeno, en la retina y cristalino, luteina y
zeaxantina constituyen practicamente los Unicos carotenoides presentes (McGraw y

Toomey, 2010).

2.7.  Funciones bioldgicas de los carotenoides

Las funciones de los carotenoides en tejidos biologicos es en gran parte
consecuencia de sus propiedades de absorcion de luz.
Los carotenoides desempefian un papel importante en la nutricién humana debido a su
actividad de provitamina A. Los carotenoides también se han relacionado con un
aumento del sistema inmune y una disminucién del riesgo de enfermedades
degenerativas tales como céancer, enfermedades cardiovasculares, degeneracion
macular relacionada a la edad y formacion de cataratas (Eldahshan y Nasser, 2013)
(Figura. 5). Estos efectos bioldgicos son independientes de la actividad de provitamina
Ay se han atribuido a una propiedad antioxidante de los carotenoides a través de la
desactivacion de los radicales libres (atomos o grupos de atomos que poseen un electrén
no compartido) y la captura del oxigeno singlete (Rodriguez-Amaya et al., 2006). La
capacidad de los carotenoides para capturar el oxigeno singlete se relaciona con el
sistema de enlace doble conjugado y los que tienen nueve o mas enlaces dobles otorgan
la maxima proteccion (Fiedor y Burda, 2014). Se observo que el licopeno aciclico era
mas efectivo que el B-caroteno biciclico. Los resultados obtenidos con un sistema
iniciado de radicales libres también sugirieron que la cantaxantina y astaxantina, ambas
con grupos ceto conjugados eran mejores antioxidantes que el B-caroteno y zeaxantina

(Fiedor y Burda. K, 2014).
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Actividad de provitamina A Inhibicion del cancer

N/

Aumento de inmunidad €——— CAROTENOIDES —® Prevencion de la

enfermedad

cardiovascular
Prevencion de la degeneracion Disminucion del riesgo
macular de formacion de cataratas

Figura 5. Funciones o acciones que promueven la salud atribuidas a los carotenoides.

2.7.1 Actividad provitamina A

La importancia de los carotenoides en los alimentos va més alla de su rol como
pigmentos naturales. En forma creciente se han atribuido a estos compuestos funciones
y acciones bioldgicas. De hecho, por mucho tiempo se ha sabido de la actividad de
provitamina A de los carotenoides. La dieta proporciona la vitamina A en forma de
vitamina A preformada (retinil éster, retinol, retinal, 3-dehidroretinol y &cido retinoico)
a partir de alimentos de origen animal como por ejemplo higado, leche y productos
lacteos, pescado y carne, o como carotenoides que se pueden transformar
biologicamente a vitamina A (provitaminas A) generalmente a partir de alimentos de
origen vegetal. Sobre una base mundial, se estima que aproximadamente el 60% de la
vitamina A dietaria proviene de las provitaminas A (Fiedor y Burda, 2014). Debido al

costo generalmente prohibitivo de los alimentos animales, la contribucion dietaria de la
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provitamina A aumenta a un 82% en los paises en desarrollo. También, la provitamina
A tiene la ventaja de convertirse a vitamina A sélo cuando el cuerpo lo requiere;
evitando asi, la toxicidad potencial de una sobredosis de vitamina A. Por otra parte,
muchos factores influyen en la absorcion y utilizacion de provitamina A como por
ejemplo la cantidad, tipo y forma fisica de los carotenoides en la dieta; la ingesta de
grasa, vitamina E y fibra; el estado nutricional con relacion a las proteinas y zinc; la
existencia de ciertas enfermedades e infecciones por parasitos. Asi, la biodisponibilidad

de carotenoides es variable y dificil de evaluar (Rao y Rao, 2007).

2.8  Carotenoides provitamina A

En humanos se ha estimado que los carotenoides provitamina A contribuyen con el

40 - 80% de la vitamina A que se suministra al cuerpo.
Los a, B, y & carotenos, asi como, la criptoxantina, son los carotenoides provitamina A
mas importantes por su cantidad. Aunque pareciera que una molécula de p-caroteno,
produce dos de retinol, en la préactica no sucede asi; 6 pug de B-caroteno equivalen a 1pg
de retinol preformado. Por ende, la cantidad total de vitamina A, en los alimentos se
expresa en microgramos de equivalentes de retinol.

El anillo B-ionona sin sustituir y una cadena poliénica de 11 atomos de carbono son
el requerimiento minimo para la actividad provitamina A (Figura. 6), por esto el -
caroteno que contiene dos de estos anillos, es el carotenoide provitamina A mas potente
y se le asigna 100% de actividad provitamina A (Rodriguez-Amaya et al., 2006) (Tabla

3).
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Tabla 3. Tipos representativos de carotenoides y apocarotenoides con actividad
provitamina A.

Carotenoides Actividad (%)
p-caroteno 100
Neo-p-caroteno 38
a-caroteno 50-54
Neo-a-caroteno 13
3, 4,-Dehidro-p-caroteno 75
3, 4, 34" -Bisdehidro-p-caroteno 38
y-caroteno 42-50
7, 8'-Dihidro-y-caroteno 20-40
p-caroteneo-5', 6"-epoxido 21
a-caroteno-3, 6-epoxido 25
B-carotene-5, 6, 5, 6'-diepoxido Active
3-ceto-B-caroteno 52
3-hidroxi-p-caroteno 50-60
4-hidroxi-p-caroteno 45
p-Apo-2'-carotenal Activo
B-Apo-8'-carctenal 72
B-Apo-10"-carotenal Active
B-Apo-12'-carotenal 120
Licopeno Inactive
Luteina Inactive

Adaptado de Simpson (1983).

El a-caroteno y el y-caroteno (Figura. 3), sin embargo, no pueden convertirse en
retinol en los animales con la misma eficacia que el f-caroteno, ya que el anillo € del
a-caroteno no puede convertirse en el organismo en -ionona, y la estructura abierta de
la cadena del y-caroteno no puede hacerse ciclica en los animales. Es por ello por lo que
el a-caroteno y y-caroteno se transforman en retinol con la mitad de eficiencia que el
B-caroteno. La actividad biologica del anillo de -ionona en los carotenos cesa por la

introduccion de un grupo hidroxilo. La B-criptoxantina (Figura. 6), con un anillo de -

ionona sustituido por un hidroxilo y el otro intacto, tiene la misma actividad
provitaminica A que a- Yy y-caroteno. La luteina (Figura. 6) tiene dos anillos de B-ionona

hidroxilados, por lo que no actda como provitamina A. (Yeun et al., 2002).
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Figura 6. Estructuras de los carotenoides con actividad provitamina A, a excepcion de
la luteina.

Nutricionalmente el carotenoide provitaminico mas importante es el $-caroteno, que
se definia hasta hace poco como el que tenia 1/6 de la actividad de retinol. En realidad,
resulta bastante dificil hacer una estimacién exacta de los equivalentes de retinol, ya
que la biodisponibilidad de los carotenoides, provtaminicos o no, depende de una serie
de factores, como por ejemplo el tipo de carotenoide, la matriz en la que se encuentran,
el procesado de alimento, interaccion con otros carotenoides, asi como con la grasa y
la fibra, status nutricional, edad e infeccidn por parasitos (Yeun et al., 2002). Debido a
todo ello, existe una importante controversia en torno a la utilidad de estos equivalentes
(Scott et al., 2000). No obstante, en la actualidad, el comité que fija los niveles de
ingesta de referencia (Dietary Reference Intake Committee) considera que un

equivalente de retinol equivale a 12 pg de B-caroteno o a 24 g de otros carotenoides
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provitaminicos (Food and Nutrition Board, Institute of Medicine. Dietary Reference
Intakes for Vitamin A, Vitamin K, Arsenic, Boron, Chromium, Copper, lodine, Iron,
Manganese, Molybdenum, Nickel, Silicon, Vanadium, and Zinc. Washinngton, D.C.
National Academy Press; 2002). La molécula de (-caroteno es, en realidad, una
estructura doble del retinol y, teéricamente, su division deberia dar lugar a dos
moléculas de retinol. La disparidad entre la estructura quimica y la actividad biologica
del B-caroteno se debe, en parte, a la absorcion incompleta y, en parte, a la falta de
estequiometria de la reaccién, debido a la formacidn de metabolitos oxidados de retinol.
Con relacion a esto cabe decir que, por ejemplo, los carotenoides ingeridos con los
alimentos se absorben en menor grado que los carotenoides puros, por lo que los
factores de conversion van a depender de la procedencia de los carotenoides (Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine. Dietary Reference Intakes for vitamin C,
vitamin E, selenium and carotenoids. Washinngton, D.C. National Academy Press;
2000).

Ademas, en estos pigmentos cabe la posibilidad de isomeria cis/trans, presentando
los isdmeros cis menor actividad como provitamina A que las formas trans (Yeun et al.,
2002).

Como la actividad de vitamina A del B-caroteno presente en los alimentos de forma
natural es una doceava parte de la del retinol (vitamina A preformada). Por lo tanto, se
necesitarian 12 microgramos de B-caroteno de los alimentos para obtener el equivalente
a 1 microgramo (0,001 mg) de retinol. (Yeun K-J et al., 2002).

La actividad vitaminica A se expresa en forma de equivalentes de retinol (ER) (se

mide en microgramos) incluyendo el retinol y la contribucion de los carotenos:
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Tabla 4. Equivalentes de retinol (ER).

1ER | =1 pg de retinol
= |6 ug de B-caroteno (Actualmente se estima en 12 ug de -caroteno)

_ 112 ug de otros carotenoides precursores de vitamina A
24 pg de B-criptoxantina

(Institute of Medicine, Food and Nutrition Board. Beta-carotene and other carotenoids. Dietary reference intakes for
vitamin C, vitamin E, selenium, and carotenoids. Washington, D.C.: National Academy Press; 2000:325-400).

2.8.1 Conversion de p-caroteno a Vitamina A

Se han propuesto dos vias oxidativas (Figura. 7) para la conversion de B-caroteno a
vitamina A:
1) Ruptura central, la cual ocurre en el doble enlace central 15, 15'. El producto de este
tipo de division son dos moléculas de retinal debido a la actividad enzimatica de la
BCO1.
2) Ruptura excéntrica, que puede ocurrir en uno o mas de los otros dobles enlaces. Sus
productos pueden ser un -apo-carotenal largo y otro corto; por ejemplo, ciclocitral y
B-apo-8'-carotenal, si acaso la ruptura ocurriera en el doble enlace 8
Experimentalmente se ha demostrado que los 3-apocarotenales pueden ser convertidos
a B-caroteno. La enzima responsable se denomina f-caroteno 9°,10’-oxigenasa (BCO2)
(Mora y Shimada, 2001; Kloer y Schulz, 2006; Fierce et al., 2008).
(Allen y Hayaishi, 1965), encontraron que la enzima requiere oxigeno para llevar a
cabo la reaccion por lo que tentativamente la denominaron como B-caroteno 15, 15°
oxigenasa.

(Wyss, 2004) menciona que la primera denominacion formal de la enzima que
produce escision del B, B-caroteno, fue 3 -caroteno 15, 15° dioxigenasa (EC 1.13.11.21),

tratdndose de un mecanismo de dioxigenasa.
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En trabajos, como los de (Leuenberger et al., 2001; Lindqgvist y Andersson, 2002),
al usar una preparacion de pB-caroteno 15, 15° dioxigenasa parcialmente purificada de
intestino de pollo y B -caroteno, se mostrd que sélo una molécula de oxigeno es
incorporada en cada una de las moléculas de retinal producidas. Como resultado, la
Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular cambi¢ la clasificacion de
esta enzima a EC 1.14.99.36 y su denominacién a B-caroteno 15, 15' oxigenasa

(Leuenberger et al., 2001; Lindqgvist y Andersson, 2002).

Beta-caroteno-15,15"-oxigenasa (BCO1) Caroteno-9',10"-oxigenasa (BCO2)
5y w1 '"',If' i Beta-caroteno
W /ﬁj’: Y3 1/7 %
RUPTURA CENTRAL l RUPTURA EXCENTRICA

Retinol - Retinal — Beta-apo-carotenales

f |

Acido retinoico ==—— Acido beta-apo-carotenoico

Retinil ésteres

Figura 7. Las principales vias oxidativas en el metabolismo del
B-caroteno, division central y excéntrica.

Para determinar la ubicacién de la BCO1 se realizd inmunohistoquimica. Los
resultados mostraron que esta enzima se expresa en células epiteliales en varios tejidos,
incluyendo retina, células glandulares y de mucosa de estdbmago, intestino delgado,
higado, préstata, endometrio, tejido mamario, células tubulares de rifion, piel, testiculo,
ovario, glandula adrenal, colon, asi como células de mudsculo esquelético (Kim et al.,
2009; Kim y Oh, 2010; Lietz et al., 2010); de pollo, ratdén, Drosophila (Wyss, 2004),

humano (Wyss, 2004; Kim y Oh, 2010), ratas, cerdos, conejos, hurones, cabras y
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bovinos (Mora y Shimada, 2001). Las células epiteliales en general son sensibles a la
deficiencia de vitamina A, por lo que la actividad de la BCO1 puede ser de gran

importancia para este tipo celular (Von Lintig, 2010).

2.9 Generalidades de la Vitamina A

Vitamina A es el término genérico reservado para cualquier componente que posea
la actividad bioldgica de retinol, mientras que el término retinoide incluye tantos las
formas naturales de la vitamina A como todas las formas sintéticas de analogos de
retinol con o sin actividad bioldgica.

La vitamina A es un nutriente esencial para los seres humanos ya que no puede ser
sintetizado por el cuerpo. Se obtiene a partir de la dieta en dos formas, vitamina A
preformada, encontrada de forma natural en productos de origen animal y los
carotenoides precursores de vitamina A, que se encuentran principalmente en alimentos
de origen vegetal (Bennasir et al., 2010)

El todo trans-retinol, principal componente retinoide, es un alcohol primario con un
peso molecular de 286. En la mayoria de los tejidos naturales, el retinoide predominante
es el retinil palmitato, aunque también se pueden encontrar el retinol unido a otros
acidos grasos, como el retinil oleato y el retinil estearato. Gran parte de estos
metabolitos se dan en la configuracion de todo-trans y el acido retinoico 9-cis, son
metabolitos activos del retinol encontrados en la mayoria de los tejidos.

En cuanto a las propiedades fisicas, la mayoria de las formas de vitamina A son
compuestos cristalinos con un punto de fusion relativamente bajo y debido a su
estructura presentan un espectro de absorcion caracteristico que se utiliza para su

identificacion. Por sus propiedades fisicoquimicas, esta vitamina es estable al
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tratamiento térmico moderado, asi como a los agentes reductores y al medio alcalino.
Sin embargo, es muy sensible a la luz, la oxidacion, la isomerizacion y la
polimerizacion, debido a su estructura de dobles enlaces conjugados. En general, los
ésteres son mas estables que las formas alcohdlicas y los carotenoides son menos

estables que los retinoides, (Gil, 2010).

2.9.1 Fuentes de alimentacion

La vitamina preformada se encuentra Unicamente en alimentos de origen animal, ya
sea en sitios de almacenamiento, como el higado, o relacionada con la grasa de la leche
y los huevos; en concentraciones altas se puede encontrar en el aceite de bacalao y de
pez hipogloso. (Mahan y Escott, 2001). Los carotenoides provitamina A se encuentran
en verduras oscuras, o de hojas amarillas naranja y en frutas, los colores mas intensos
se relacionan con mayores concentraciones de carotenoides.

La mayor parte de vitamina A alimentaria la aportan los carotenoides. Las
zanahorias, sopas de verduras, vegetales de hojas verdes y mixtas, espinaca, ensalada
verde, jugo de naranja, camote, estofado de res y el meldn constituyen las diez fuentes

méaximas de provitamina A. (Mahan y Escott, 2001).

2.9.2 Funciones de la vitamina A

A la vitamina A se le han atribuido varias funciones, algunas se presentan a
continuacion:
Es esencial para la estimulacion del crecimiento y un adecuado desarrollo del tejido

esquelético, para la reproduccion normal, funcion y mantenimiento de la vision, y lo
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mas importante, para la preservacion de las funciones diferenciadas de los tejidos
secretores de la mucosa epitelial. (Bennasir et al., 2010)

La vitamina A contribuye en la prevencion de enfermedades infecciosas,
especialmente del aparato respiratorio creando barreras protectoras contra diferentes
microorganismos. Estimula las funciones inmunes, entre ellas la respuesta de los
anticuerpos y la actividad de varias celulas, producidas por la medula 6sea, que
interviene en la defensa del organismo como fagocitos y linfocitos. Por ello, promueve
la reparacion de tejidos infectados y aumenta la resistencia a la infeccion.

En el proceso visual, la vitamina A, en su forma de aldehido, retinal, se une como
cromdforo a los pigmentos fotosensibles rodopsina e iodopsina.

La deficiencia de vitamina A causa una reduccion en la sintesis de rodopsina,
creando asi problemas para la adaptacion a la oscuridad. Varias reacciones, incluyendo
oxidacion o reduccion y cambios en la configuracion de la molécula, se llevan a cabo
durante el ciclo visual. La vitamina A se almacena como ésteres de &cidos grasos de
cadena larga en el epitelio del pigmento de la retina, que en los humanos contiene la
mayor concentracion de vitamina A después del higado (Bennasir et al., 2010).

A parte de su funcién en la vision, estd involucrada en la biosintesis de
glicoproteinas que son constituyentes comunes a los sistemas de membrana y juegan
un papel clave en muchos procesos biolédgicos tales como la recepcion de hormonas
especificas, comunicacion intercelular y adhesion, crecimiento celular, y metabolismo
de lipoproteinas (Shintani, 2013).

Evidencias experimentales han demostrado que los retinoides poseen propiedades
antineoplasicas, inhibiendo tanto la etapa de transformacion como de promocion de

procesos neoplasicos.
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De acuerdo con lo citado anteriormente, la vitamina A se cataloga como un nutriente
esencial, sin el cual no se podrian llevar a cabo muchos procesos bioldgicos, haciéndolo
indispensable para la vida y el funcionamiento adecuado de los diferentes procesos

vitales. (Shintani, 2013).

2.9.3 Deficiencia de vitamina A

La deficiencia de vitamina A es un grave problema de salud publica, probablemente
la mas importante causa de ceguera evitable entre los nifios en los paises en desarrollo.
La deficiencia marginal es un factor importante en la susceptibilidad de la infancia a la
infeccion y por lo tanto la morbilidad y mortalidad en los paises en desarrollo; incluso
en paises desarrollados, la vitamina A (junto con el hierro) es el nutriente de mas
probabilidad de ser suministrados en cantidades deficientes (Bennasir et al., (2010).

La deficiencia de vitamina A es usualmente resultado de malnutricion, pero también
puede ser atribuida a anormalidades en la absorcion del retinol en el intestino o de
carotenoides (Sommer, 2008).

Los signos méas prominentes de deficiencia son ceguera nocturna y xeroftalmia, que
consiste en cambios severos progresivos que afectan la conjuntiva y cdrnea del ojo.
Otros signos de deficiencia, reportados primero en modelos animales, incluyen pérdida
del apetito, hiperqueratosis, susceptibilidad aumentada a infecciones, metaplasia y
queratinizacion de las células epiteliales del tracto respiratorio y otros organos, y la
percepcion anormal del color. En la deficiencia aguda de vitamina A, la cornea puede

ser perforada y resultar en ceguera (Sommer, 2008).
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2.9.4 Digestion de la vitamina A

La mayor cantidad dietaria de vitamina A preformada se encuentra en el organismo
como acidos grasos de cadena larga unidos mediante enlace éster al retinol. Estas
cadenas de ésteres de retinol deben ser hidrolizadas ante de ser absorbidas en el lumen
intestinal, dicha hidrolizacion es catalizada por enzimas pancreéaticas y por aquellas
enzimas asociadas directamente a las células intestinales. (Harrison, 2005).

La hidrdlisis de los ésteres de retinol en el lumen intestinal es catalizada por enzimas
tales como la enzima pancredtica triglicérido lipasa y la fosfolipasa B del borde de
cepillo, para producir retinol intestinal no esterificado, que es la forma en la cual se
absorbe en la célula de la mucosa intestinal. (Harrison, 2005).

La presencia de grasa en el intestino puede estimular la digestion de los ésteres de
retinol mediante: a) La estimulacién de la secrecion de enzimas pancreaticas b)
Estimulacion de la secrecidn de sales biliares que sirven para la formacion de micelas
de lipidos y c) proporcionando productos de la digestion lipidica (fosfolipidos,
monoglicéridos y &cidos grasos libres) que en si mismos pueden servir como

componentes de micelas. (Harrison, 2005; D’ Ambrosio et al., 2011).

2.9.5 Absorciony transporte de vitamina A

La eficiencia en la absorcion de carotenoides es relativamente baja en términos
generales (10% a 30%), y disminuye significativamente con el aumento en la ingesta
de los mismos. La grasa dietaria es un factor critico para la absorcién, ya que los
carotenoides sOlo se absorben en presencia de sales biliares y con la adecuada

suspension en micelas (D’ Ambrosio et al., 2011).
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Una vez se han hidrolizado los ésteres de retinol, la célula de la mucosa absorbe el
retinol libre para posteriormente ser re-esterificado con cadenas largas, principalmente
de &cidos grasos saturados, mediante la enzima Lecitina Retinol Acil-transferasa
(LRAT). Los esteres de retinol restantes se incorporan, junto con otros ésteres de lipidos
neutros (triacilglicerol y ésteres de colesterol) a los quilomicrones y se absorben via
linfatica. En el compartimiento vascular, gran cantidad del triacilglicerol proveniente
del quilomicroén es hidrolizado por la lipoproteina lipasa en los tejidos extra hepéticos,
como resultado de ésta se producen los remanentes de quilomicrén que contiene la
mayor cantidad de ésteres de retinol absorbidos (D’ Ambrosio et al., 2011). La figura 8

muestra una vision general de la digestion y absorcién de la vitamina A.

Resumen de la digestion y la absorcion de vitamina A

CRBP2, Proteina de union al retinol celular tipo 2; LRAT, lecitina: retinol
aciltransferasa; PTL, triacilglicerol lipasa pancreatica; RT, proteina de transporte

de retinol.
LUMEN INTESTINAL ENTEROCITO LIMFA
Alimento /
} -~ C—— C
A
- 1 Quilomicroén
EsFeres de LRAT
Retinil (ER)
ROL- CRBP2

n

Retinol
(ROL)
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Figura 8. Una vision general de la digestion y absorcién de la vitamina A.

Harrison y Hussain, 2001
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2.9.6 Vitamina A en tejidos

Los tejidos obtienen retinol de holo-RBP (Proteina fijadora de retinol) durante todo
el dia y ésteres de retinilo de quilomicrones y quilomicrones remanentes después del
consumo de comidas que contienen vitamina A. Aungue la mayoria de la vitamina A
del cuerpo se almacena en el higado, muchos 6rganos contienen pequerias reservas de
ésteres de retinilo. (Batten et al., 2004).

Los quilomicrones remanentes son importantes en la entrega directa de los ésteres
de retinol a tejidos como la médula y el bazo ya que en estos tejidos se dan importantes
procesos de proliferacion celular y diferenciacién, En las células leucémicas mieloides
se ha visto como los quilomicrones aportan ésteres de retinol inhibiendo la proliferacion
celular e induciendo la diferenciacion de esas células. (Batten et al., 2004).

En el higado, las células parenquimales (hepatocitos) son responsables de la
incorporacion de los ésteres de retinol, estos son hidrolizados en la membrana
plasmatica o en los endosomas tempranos por una hidrolasa de ésteres de retinol
liberando retinol, que es transferido al reticulo endoplasmico; dentro del reticulo
endoplasmatico el retinol se acompleja con una proteina fijadora de retinol (RBP) que
se encuentra a alta concentracién. EI complejo RBP-retinol se transloca al aparato de
golgi, se secreta y se exporta a las células estrelladas hepaticas. (Batten et al., 2004).

Esa transferencia es bastante especifica y ya en las celulas estrelladas el retinol
vuelve a ser re-esterificado a ésteres de retinol. En mamiferos mas del 80% del total de
vitamina A es almacenado en las células estrelladas hepéticas en forma de ésteres de
retinol; esa reserva es suficiente en humanos al menos durante varios meses. Las celulas
estrelladas almacenan ésteres de retinol en grandes gotas lipidicas citoplasmaticas,

donde el tamafio y nimero de las cuales depende de la cantidad de vitamina A presente.
36



Las células estrelladas se encuentran también en el intestino, rifion, corazon, ovarios y
testiculo donde también funcionan como almacenadoras de cantidades elevadas de

retinol. (Batten et al., 2004).

2.10 Método bioldgico para la determinacion de actividad provitamina A

El anélisis de las vitaminas en los alimentos es un gran desafio para los analistas
dado que se asocia con problemas significativos. Muchos de estos problemas han sido
eliminados gracias a los recientes avances en la tecnologia y el desarrollo de nuevos
enfoques analiticos. Todos los antiguos métodos bioldgicos utilizados para determinar
o incluso demostrar la actividad bioldgica de las vitaminas, han sido en la actualidad
reemplazados por métodos microbioldgicos. Los métodos fisicoquimicos,
principalmente la cromatografia gas liquido (CGL) y la cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) han sido aplicados para solucionar muchos problemas relacionados
con el andlisis de las vitaminas. (Carrillo-Lépez, 2010).

En la actualidad se emplean varios métodos, pero ninguno puede considerarse
simple y sensible a la vez, y todos estan sometidos a interferencias de otras sustancias
en la sangre y el higado. Para ensayos bioldgicos se utilizan principalmente ratas. Las
ratas machos son mas sensibles a la deficiencia de la vitamina A, que las hembras; la
edad de los animales experimentales debe ser de 20 a 22 dias, y su peso no debe exceder
de 30 a2 40 g.

En investigaciones se ha sefialado el sinergismo entre la vitamina A y el tocoferol.
Asi, a través de la presencia de tocoferol se ejerce una influencia favorable sobre el

almacenamiento de vitamina A. (Carrillo-Lopez, 2010).
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Generalmente, los animales alimentados con una dieta libre de vitamina A son aptos
para la prueba después de 6 a 7 semanas, se evidencia el cese en el crecimiento y
aparecen los primeros sintomas de xeroftalmia. En todos los experimentos, las pruebas
en paralelo con un estandar de vitamina A, es esencial. Durante el periodo de prueba el
estandar de vitamina A y las muestras examinadas deben ser suministrados diariamente,
y el crecimiento y el aumento de peso de los animales deben ser observados al menos
por 4 semanas. Solo los animales del mismo sexo son comparables (Carrillo-Lopez,

2010).

2.10.1 Saponificacion y extraccion

La mayoria de los procedimientos de analisis estan utilizando una etapa de
saponificacién antes de la extraccion con un solvente organico adecuado. Una
comparacion de los métodos basada en los datos obtenidos en un estudio colaborativo
revela que las condiciones para la saponificacion pueden variar dentro de ciertos limites
sin afectar los resultados. En generalmente 2-10 g de la muestra se saponifican
preferentemente bajo nitrogeno utilizando una mezcla de hidroxido de potasio acuoso,
etanol o metanol, agua y con la adicion de un antioxidante como acido ascérbico,
pirogalol o BHT. Los antioxidantes deberian ser agregados a la muestra antes de la
adicion de la solucion de hidroxido de potasio. La tabla 5, muestra un ejemplo de la

proporcion de estos reactivos. (Shintani. et al., 2013).
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Tabla 5. Proporcion de reactivos para saponificacion.

Peso de la Alcohol (mL) Acido ascorbico Hidroéxido de potasio
muestra (g)
2-5 50 (metanol) 0.25g 5 mL (50%)
5-10 100 (etanol) 1.0 g (+0.04 Na;S) 129 (+20 mL de agua)
10-20 150 (etanol) 1.0g 50 mL (80%)

El tiempo normal de saponificacion es entre 15-45 minutos con temperaturas que

fluctdan de 80 a 100°C (reflujo).

La vitamina A es extraida de la solucién de saponificacion por medio de un solvente
adecuado, por ejemplo: éter dietilico, tertbutil metil éter, n-hexano 3 a 4 veces, con
volumenes que fluctdan de 50-150 mL. Los extractos combinados son lavados a pH

neutro con agua (2-4 veces, 50-150 mL). (Shintani et al., 2013).

2.10.2 Evaporacion y dilucion

Se agregan aproximadamente 2-5mg de BHT al extracto antes de la evaporacion
utilizando un evaporador rotatorio bajo un vacio parcial y a una temperatura que no
exceda 50°C Deben tomarse medidas para remover restos de agua tales como secar con
sulfato de sodio, o destilacion azeotropica con etanol o tolueno o el uso de papel filtro

para separacion de fases.

El residuo es redisuelto utilizando de preferencia la fase movil u otro solvente
compatible con HPLC de tal modo de obtener una concentracion apropiada para la
inyeccion dentro de la columna de HPLC. Esta la solucidn final de la muestra. (Shintani

etal., 2013).
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2.10.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Principalmente, pueden utilizarse dos modos de cromatografia (fase normal y fase
reversa) para la cuantificacion de la vitamina A. La tabla 6, muestra dos procedimientos
de trabajo a partir de las maultiples posibilidades que existen para lograr buenas
separaciones.

Los estandares y soluciones estandares deberian controlarse espectrométricamente
en cuanto a la pureza y la concentracion corregida deberia utilizarse para el calculo.

En algunos de los sistemas cromatograficos, se logra una separacion entre el retinol
"solo trans" y el 13-cis retinol. En estos casos, los resultados deberian informarse como
equivalentes de retinol "s6lo trans” lo cual es la suma del retinol "sélo-trans" y el 13-
cis retinol después de corregir considerando la menor biopotencia (75% del retinol
"solo-trans").

Es importante indicar claramente las unidades utilizadas para informar los

resultados. (Lacramiora et al., 2014).
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Tabla 6. Condiciones de los sistemas de cromatografia para vitamina A.

Sistema de Fase Normal
(EN)

Sistema de Fase Reversa
(FR)

Columna

Fase estacionaria
Fase movil

Flujo

Presion

Volumen de Inyeccién
Deteccion

Tiempo de retencion
Estandar

Caélculo

Acero inoxidable: 125 x
4.0 nm

Lichrosorb Si 60
(Merck); 5 pum
n-hexano: 2-propanol
(98:2)

1.0 mL/min

35 bar

20-50 pL
Fluorescencia: Em: 470
nm

Ex:325 nm

Aprox. 6 min

Aprox. 2 ug/mL (6,6
Ul/mL)

Meétodo de estandar
externo; Recuento de area
0 altura

Acero inoxidable: 250 x
4.0 nm

Hypersil ODS (Shandon);
5 Hum

Metanol: H2O (93:7)

0.8 mL/min
60 bar
20 pL
UV: 325 nm

Aprox. 5 min

Aprox. 2 pg/mL (6,6
Ul/mL)

Meétodo de estandar
externo;

Recuento de area o altura

2.11 Determinacion bioquimica de retinol en sangre.

La cuantificacién de la concentracion de retinol plasmatico se realiza por

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), segun el método desarrollado por el

International Vitamin A Consultive Group y estandarizado para vitamina A. Este

método posee gran reproducibilidad, es muy preciso y especifico y es de eleccién para

la determinacion de estas vitaminas por su alta sensibilidad. Se utiliza la modalidad

cromatografica conocida como cromatografia liquida de fase reversa, la cual consiste

en la particion de la muestra entre una fase estacionaria hidrofobica (frecuentemente

cadenas C-18 enlazadas covalentemente a particulas de silica) y una fase movil mas

polar. El tiempo en el cual los compuestos de la muestra eluyen depende de la polaridad:

los componentes polares eluyen antes que los componentes menos polares.

41



La deteccion de los componentes separados por HPLC se realiza
espectrofotométricamente, (rango UV para retinol y acetato de retinol). La
cuantificacion de los componentes se logra por comparacion de las alturas de los picos
con las de los estandares (analitico y estandar interno). La adicion de un estandar interno
(all trans acetato de retinol) ayuda a la correccién por pérdidas durante la extraccion y

el anélisis (Marquéz et al., 2002; Fallah y Peighambardoust, 2012).
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I1l.  JUSTIFICACION

Actualmente las enfermedades crénicas no transmisibles ocupan unos de los
primeros lugares en causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Asi pues, es
importante conocer y estudiar acerca de todos los factores que permiten de cierto modo
contribuir al tratamiento o prevencion de condiciones que pongan en peligro la vida del
ser humano.

La deficiencia de vitamina A es un problema nutricional importante en paises en
desarrollo, afecta especialmente a nifios (75 a 140 millones de nifios son deficientes en
vitamina A) en mas de 100 paises.

En los paises en desarrollo, los carotenoides de las frutas y vegetales aportan el 70%
de la ingesta de vitamina A. Por tal motivo, es importante conocer el contenido de
carotenoides provitamina A de los alimentos disponibles, principalmente en las
poblaciones mas vulnerables.

En nuestro pais existe una gran diversidad de frutas y vegetales ricos en
carotenoides, algunos de ellos ya han sido estudiados y se conocen sus propiedades,
pero muchas frutas no han sido estudiadas ain y en ellas podemos encontrar
carotenoides no estudiados hasta el momento.

Debido a que la sapotexantina (B,k-caroten-6’-ona) y la criptocapsina ((3’S,5’R)-3’-
Hidroxi-p,k-caroten-6’-ona) son carotenoides que se han encontrado recientemente en
altas concentraciones en el mamey (Pouteria sapota), esto nos ha llevado a

seleccionarlo como la fuente para su obtencidn en el presente estudio.
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Anteriormente no se habia estudiado actividad provitamina A de carotenoides p-x,
debido a que la Unica fuente de criptocapsina que se conocia era el pimenton rojo,
encontrado en cantidades trazas.

La importancia de este estudio radica en demostrar que los carotenoides -« pueden
ser transformados en vitamina A por mamiferos, para estimar el potencial provitamina
A de los alimentos que contienen carotenoides con esta caracteristica estructural.

Ademas, por sus funciones protectoras contra enfermedades crénicas y
degenerativas, es importante conocer la especificidad que tienen ciertos tejidos para

acumular carotenoides pB-x.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

4.1.1 Demostrar que los carotenoides [, x poseen actividad provitamina A in vivo.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Aislar sapotexantina y criptocapsina del mamey en cantidad suficiente para
ensayar su actividad provitamina A en ratas.

4.2.2. Evaluar la deposicion de vitamina A en higado de ratas alimentadas con
sapotexantina y criptocapsina, comparando con B-caroteno.

4.2.3. Relacionar la deposicion de vitamina A en higado con la cantidad de -caroteno,
criptocapsina y sapotexantina ingerida por los animales experimentales
(eficacia).

4.2.4. Comparar la deposicion de B-caroteno, criptocapsina y sapotexantina en tejidos.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Aislamiento y purificacion de los carotenoides

5.1.1. Carotenoides

Esta es la primera vez que sapotexantina y criptocapsina se utilizan en ensayos con
animales. Estos carotenoides no se encuentran disponibles comercialmente y en nuestro
ensayo se necesitaban cantidades relativamente altas. Por este motivo, describiremos
algunos detalles del aislamiento, aplicando basicamente las recomendaciones sugeridas

por (Rodriguez-Amaya et al., 2004 y Britton et al., 1995).

5.1.2. Extraccion y saponificacion de carotenoides

Los extractos ricos en sapotexantina y criptocapsina fueron obtenidos de mamey
rojo (Pouteria sapota) (figura 9a) y el de B-caroteno de camote (Ipomoea batata) (figura
9b). Ocho kilogramos de pulpa de mamey rojo fueron extraidos varias veces con
acetona, hasta no obtener color. El extracto cetdnico fue concentrado por evaporacion
al vacio, disuelto en un volumen de hexano:éter dietilico (2:1) y los carotenoides
pasados a la fase organica (superior). Todo el solvente fue eliminado por evaporacion
al vacio. El residuo fue disuelto en 150 mL de éter dietilico y 150 mL de KOH
metanolico 5% y la mezcla mantenida en la oscuridad por 3 horas, para la
saponificacion. El extracto saponificado fue lavado cuatro veces con NaCl 5%, para
eliminar el KOH y guardado a -20°C hasta su uso. El extracto rico en -caroteno fue

preparado utilizando cuatro kilos de pulpa fresca de camote, siguiendo el procedimiento
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ya descrito para mamey rojo, pero omitiendo la saponificacion, ya que el camote no

contiene xantofilas esterificadas.

5.1.3. Aislamiento de sapotexantina, criptocapsina y B-caroteno

Los carotenoides fueron aislados por cromatografia de columna abierta, utilizando
una columna 6 x 35 cm (ID x large) empacada con Al,O3 neutro, Brokman grado I11.
Todas las fracciones se evaluaron por HPLC-DAD, con columna 30, bajo las
condiciones descritas en trabajos previos (Murillo et al; 2011 y Murillo et al; 2016),
utilizando un cromatdgrafo Agilent 1050, con detector de arreglo de diodos (DAD),
siguiendo los procedimientos descritos por Britton (Britton et al; 1995). Del extracto
de mamey rojo saponificado se obtuvieron las fracciones A y B, que eluyen con 10% y
50% de éter en n-hexano respectivamente. La fraccion A es rica en sapotexantina y la
B rica en criptocapsina. Para aumentar la pureza, ambas fracciones fueron re-
cromatografiadas, con cantidades crecientes de éter en n-hexano. En la fraccion 3%
éter eluyen 116 mg de all-E-sapotexantina, con pureza de 95% Yy en la fraccion 40%
éter eluyen 147 mg de all-E-criptocapsina 92% puro. El extracto de camote fue

fraccionado con n-hexano, obteniendo 123 mg de all-E-B-caroteno 92% puro.

5.1.4. Determinacién del contenido de Carotenoides

El contenido de carotenoides all-E, se determind por espectrofotometria, utilizando
los coeficientes de extincidn reportados en la literatura (Rodriguez-Amaya et al., 2004
y Britton et al., 1995) y corrigiendo por la pureza (%), obtenida por HPLC-DAD. Las

lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotometro Shimadzu UV-Vis
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modelo UV-1203. Una dilucion apropiada del extracto rico en B-caroteno disuelto en
hexano fue leida a 450 nm y diluciones de los extractos ricos en sapotexantina y
criptocapsina disueltos en benceno fueron leidas a 486 nm. Los solventes, fueron

eliminados por vacio, con rotaevaporador y los extractos secos almacenados a -20 °C.

(a) (b)

Figura 9. Frutas utilizadas para la obtencién de los carotenoides de
interés. (a) Mamey (Pouteria sapota) (b) Camote (Ipomoea batata).

Figura 10. Separaciones por cromatografia de columna abierta
empacada con Al,Os,
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El contenido de carotenoides totales se calculd por la ecuacion N° 1: (Britton et al.,

1995).

x= A=Y =1000* fd
Al%]_cm* 100

Ecuacion N° 1

Donde y es el peso en miligramos de muestra.
A es la absorbancia de la muestra.
Y es el volumen total de la muestra en mL.
A es el coeficiente de extincion molar.

f d es el factor de dilucion utilizado.

5.2.  Alimentacion de los animales experimentales.

5.2.1. Preparacion de la mezcla oleosa

Los extractos de los carotenoides aislados y purificados (-caroteno, Sapotexantina,
y Criptocapsina) se secaron y se disolvieron en 100 mL de aceite vegetal y se separaron
en 30 viales, uno por cada dia de alimentacion. Los viales se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.

5.2.2. Preparacion de las raciones

Las raciones semisintéticas, fueron preparadas segun las recomendaciones del
Report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc Committee on Standards for
Nutritional Studies (American Institute of Nutrition., 1977). La racién control se
preparé como se muestra en la tabla 7. Para minimizar las pérdidas de carotenoides, las
raciones [3-caroteno, sapotexantina y criptocapsina se prepararon diariamente,

adicionando los carotenoides respectivos disueltos en el aceite de la racion.
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Tabla 7. Composicion de las raciones experimentales.

Ingredientes Control p-caroteno Sapotexantina Criptocapsina
Vitaminas (%) 1.0 1.0 1.0 1.0
Minerales (%) 35 35 3.5 3.5
Caseina (%) 20 20 20 20
Almidén (%) 15 15 15 15
Fibra (%) 5.0 5.0 5.0 5.0
Azulcar (%) 50 50 50 50
Aceite (%) 5.0 5.0 5.0 5.0
Cloruro de colina (%) 0.5 0.5 0.5 0.5
p-caroteno (mg) 0.0 3.57 0.0 0.0
Sapotexantina (mg) 0.0 0.00 3.37 0.0
Criptocapsina (mg) 0.0 0.00 0.00 4.28

Las mezclas de vitaminas y minerales se prepararon como se muestra en las tablas

8y 9 respectivamente.

Tabla 8. Composicién de la mezcla de vitaminas.

Vitaminas Por Kg
Tiamina.HCI 600 mg
Riboflavina 600 mg
Piridoxina.HCI 700 mg
Acido Nicotinico? 3.00¢9
D-Pantotenato de Calcio 1.609
Acido Fdlico 200 mg
D-Biotina 20.0 mg
Cianocobalamina (vitamina B-12) 1.00 mg
dl-a-Acetato Tocoferol (vitamina E) +4
Colecalciferol (vitamina D) 2.50 mg®
Menaguinona (Vitamina K)® 5.00 mg
Sacarosa, finamente pulverizado Para hacer 1,000 g

Basado en los niveles recomendados para ratas NAS-NRC. Para ser utilizado a 1% de la dieta. 2Nicotinamida es un
equivalente. 4 como polvo estabilizado para proporcionar 5,000 IU de actividad de vitamina E. ® 100,000 IU. Puede
estar en forma de polvo. ®Menadiona.
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Tabla 9. Composicién de la mezcla de minerales.

Ingredientes 9/Kg
Fosfato de calcio dibasico 500
Cloruro de sodio 74.0
Citrato de potasio 220
Sulfato de potasio 52.0
Oxido de magnesio 24.0
Carbonato de manganeso 3.50
Citrato férrico 6.00
Carbonato de zinc 1.60
Carbonato cuprico 0.30
lodato de potasio 0.01
Selenito de sodio 0.01
Sulfato de potasio y cromo 0.55
Sacarosa, finamente pulverizado Para hacer 1,000.0

Basado en los requerimientos para ratas NAS-NRC. Para ser usado a 3.5% de la dieta

5.2.3. Alimentacion de las ratas

Para evaluar la actividad provitamina A de sapotexantina y criptocapsina y su
deposicidn en tejidos se desarrollé un modelo experimental donde se utilizaron 24 ratas

Wistar machos recién destetados, de 22 dias de vida.

Los animales fueron sometidos a 4 dias de adaptacion, a las condiciones ambientales
del laboratorio. Después de 52 dias de alimentacidn con la dieta control, los animales
fueron distribuidos al azar en cuatro grupos de seis ratas cada uno y alimentados por 30

dias con las raciones experimentales, cuya composicion aparece en la tabla 7.

En esta etapa, se realiz6 un experimento de estabilidad de los carotenoides en la
racion. Para esto, se prepararon raciones que contenian los carotenoides experimentales
y cada dos dias se determind la concentracion de carotenoides. En este ensayo se
observo que el contenido de carotenoides disminuye, desde los primeros dos dias. Por

tal motivo, las raciones experimentales se prepararon diariamente.
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Figura 11. Jaulas utilizadas en la distribucién de las ratas para su alimentacion con las
raciones experimentales.

Figura 12. Las diferentes raciones de alimentos suministrados a las ratas. Cada
carotenoide muestra un color caracteristico.
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5.3. Analisis de plasmay tejidos

5.3.1. Obtencion de las muestras de plasma y tejidos

Las ratas se anestesiaron con éter en una campana de vidrio y sacrificados sin
producir ningn malestar en el animal. Luego el higado, rifién, bazo, pulmon, corazén
y musculo fueron extraidos, pesados y almacenados a — 20°C hasta el momento del
andlisis.

La sangre fue extraida con una jeringa de 20 mL y se le adicion6 100 pL de EDTA
al 10 % como anticoagulante, se centrifugo y el plasma se separ6 y almaceno en frio,

hasta el momento del andlisis. (Carrillo-Lopez et al., 2010).

5.3.2. Determinacion de vitamina A en higado

Para la extraccion de la vitamina A se pesaron con exactitud 4 g de higado, se
homogenizaron en un mortero con 12 mL de H.O y 5 mL de metanol que contenia 0.1%
(p/v) de acido ascérbico. Posteriormente se pesaron 2 g del homogenizado que se
traspasaron a un tubo con tapa de rosca y se le adicionaron 2 mL de KOH al 50% (p/v),
se agitd la mezcla cuidadosamente y calenté a 80 °C por 20 minutos con agitacion
periddica, para asegurar la digestion completa de las grasas. Los tubos se enfriaron en
el chorro de agua, se colocaron en agua fria con hielo, se les adicionaron 20 mL de éter:
n-hexano (50:50) (que contiene 0.01 % (p/v) de butilhidroxitolueno (BHT)), se taparon
y agitaron vigorosamente en vortex por un minuto. Luego se adicionaron 15 mL de
NaCl al 5% (p/v), se agito y dejé reposar hasta la separacion de dos capas. La capa
superior (fase organica) es extraida del tubo con una pipeta Pasteur. Se realizan dos

lavados mas de la capa inferior (fase acuosa) con 15 mL de NaCl al 5% (p/v), las capas
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superiores son unidas y llevadas a sequedad bajo atmosfera de N». El residuo fue

redisuelto en 1 mL de metanol para su inyeccion al HPLC. (Hosotani et al., 2003).

En la determinacion de vitamina A por HPLC, se utilizé un cromatografo Liquido
Agilent 1260, con detector de arreglo de diodos, provisto de una columna
SUPELCOSIL LC-18, 25 cm x 4.6 mm x 5 pm. La cromatografia se desarrollo
isocraticamente, utilizando como fase movil metanol: H>O (90:10), con un flujo 1.5

mL/min y deteccion a 325 nm.

5.3.3. Determinacion de vitamina A en plasma.

Se colocaron 600 pL de plasma en tubos de poliestireno con tapa, se agregaron 600
ML de solucién de acido ascérbico al 0.1% y 600 pL de acetato de retinol (estandar
interno) en etanol a una concentracion de 5ug/mL, los tubos se agitaron en un vortex
por un minuto. A cada tubo se agregaron 1,800 pL de hexano, se taparon los tubos y se
agitaron en un vortex durante 3 minutos. Para separar las fases, se centrifugaron los
tubos a 2500 r.p.m durante 10 minutos. Se separd cuantitativamente la capa organica y
paso a un vial de vidrio. A la capa acuosa se le hicieron dos extracciones mas con
hexano en las mismas condiciones que a la capa anterior, y se juntaron las capas

organicas. (Montalvo et al., 2006).

Los extractos de hexano se evaporaron a sequedad bajo corriente de N». El residuo

se reconstituyo en 200 pL de etanol, conservando la muestra fria hasta la inyeccién al

cromatografo. (Montalvo et al., 2006).

54



Se prepar6 una curva de calibracion utilizando patrones de retinol y acetato de

retinol, como muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Datos para la elaboracion de la curva de calibracion.

N° Retinol Acetato de Etanol H20 Acido
(7000png/dL) retinol (L) destilada ascorbico
(500 (HL) (HpL)
ng/dL)
1 0 600 600 600 600
2 50 600 550 600 600
3 100 600 500 600 600
4 150 600 450 600 600
5 200 600 400 600 600
6 250 600 350 600 600
7 300 600 300 600 600
8 350 600 250 600 600
9 400 600 200 600 600

A cada tubo se agregaron 1,800 uL de hexano, se taparon los tubos y se agitaron en
un vortex durante 3 minutos. Para separar las fases, se centrifugaron los tubos a 2500
r.p.m durante 10 minutos. Se separ0 cuantitativamente la capa organica y paso a un vial
de vidrio. A la capa acuosa se le hicieron dos extracciones mas con hexano en las

mismas condiciones que a la capa anterior, y se juntaron las capas organicas.

Los extractos de hexano se evaporaron a sequedad bajo corriente de N2. El residuo
se reconstituyo en 200 pL de etanol, conservando la muestra fria hasta la inyeccién al

cromatografo. (Montalvo et al., 2006).

En la determinacién de vitamina A por HPLC, se utilizé un cromatdgrafo modelo
Agilent 1260 con detector de arreglo de diodos y longitud de onda variable, una

columna SUPELCOSIL LC-18, 25 cm x 4.6 mm x 5 um, como fase mévil metanol
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100% con un flujo 1.0 mL/min, DAD 325 nm y volumen de inyeccion de muestra de
S0pL.

La curva estdndar de calibracion se utilizo para calcular la concentracion de vitamina
A en las muestras de plasma, junto con la relacion de la altura del pico de las muestras
entre la altura del pico del estandar interno de acetato de retinol. Todos los analisis se

realizaron por duplicado.

5.4.  Deposicion de carotenoides en los tejidos de ratas

Para todas las ratas, se determind el contenido de carotenoides hepatico, ya que este
6rgano es mas grande y acumula mayor cantidad de carotenoides (se utilizaron cerca
de 2.4 g). Para los otros 6rganos y tejidos, se prepar6é un homogenizado “pool” de cinco
ratas. Las muestras se colocaron en un mortero, se adicionaron 50 mL de acetona, se
filtrd al vacio y el residuo se extrajo dos veces con 15 mL de acetona. Los filtrados
unidos se pasaron a un embudo de separacion, se adicionaron 60 mL de éter: n-hexano
(1:1) y 60 mL de solucion de NaCl al 5%, se agito y se dejo reposar, hasta la separacion
clara de dos fases. La fase organica (superior) que contiene los carotenoides, se evapord
y concentrd a un volumen pequefio. El concentrado se coloc6 en un matraz Erlenmeyer
que contenia una pequefia cantidad de sulfato de sodio s6lido, para eliminar el exceso

de agua, se mezcld y el sobrenadante se coloco en un vial de vidrio &mbar.
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5.4.1. Espectrofotometria UV-Vis de los carotenoides aislados.

El extracto etéreo fue llevado a sequedad bajo corriente de N2, reconstituido en 2
mL de hexano y centrifugado por 5 minutos. Se leyd su absorbancia a una longitud de
onda de 450 nm para las muestras de B-caroteno y el control y a 475 nm para las
muestras de sapotexantina y criptocapsina, en un espectrofotometro UV-Vis,

SHIMADZU, UV-1203, utilizando celdas de cuarzo.

5.5.  Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos experimentalmente se analizaron estadisticamente mediante

ensayo de andlisis de varianza (ANOVA, o= 0.05). (Rubio y Berlanga., 2012).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Aislamiento y purificacion de los carotenoides

El B-caroteno fue aislado con un 92 % de pureza y siendo sus isomeros cis las
principales impurezas. La sapotexantina fue aislada con 95% de pureza en donde las
impurezas eran principalmente cis sapotexantina. La criptocapsina fue aislada con 92%
de pureza en donde las impurezas eran cis criptocapsina y epoxicriptocapsina (sin
actividad provitamina A). En la tabla 11 se presentan las cantidades aisladas de cada
carotenoide. Esta es la primera vez que se aislan cantidades relativamente altas de
sapotexantina y criptocapsina, con la intencién de administrarlas en raciones de

animales.

Tabla 11. Cantidad de carotenoides aislados

Carotenoides mg
Sapotexantina 116
Criptocapsina 147

[-Caroteno 123

6.2. Cambio de Peso y consumo de carotenoides

En la tabla 12 se presentan los pesos de los animales, después de 30 dias de
alimentacion con las raciones experimentales. Se puede observar que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los promedios, al inicio y después de
30 dias. El peso de los animales alimentados con la racion que contenia criptocapsina,
fue significativamente mayor al inicio y al final.
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Tabla 12. Peso promedio en gramos de las ratas al inicio y final del periodo de
alimentacion con las raciones experimentales.

Grupos Inicio 30 dias
Control 283,3 £ 5,252 345,8 + 10,032
p-Caroteno 300,0 + 0,002 383,3 £ 5,272
Sapotexantina 308,3 £ 5,272 383,3 £ 5,272
Criptocapsina 345,8 +11,93" 429,2 +17,58°

Los resultados se expresan como promedioszerror estandar.
Promedios con letras diferentes son estadisticamente diferente

Los datos de consumo de alimento y el contenido de carotenoides de las raciones,
nos permitieron calcular el consumo de carotenoides por animal y por grupo. La tabla
13 muestra el consumo de alimentos y carotenoides de los grupos experimentales. El
andlisis de varianza demostré que el grupo de criptocapsina ingiri6 significativamente
maés carotenoide. Esto, principalmente se debe a que el contenido del carotenoide en

esta racion era mayor (tabla 7).

Tabla 13. Cantidad de racion y de carotenoides consumidos en 30 dias.

Control p-caroteno Sapotezantma Crplocapsina
Racibn Carotepoile Racidm Carotenoide Racidm Carotenoide Racidn Carotenoide

© ®@ © @ @© @ @ @6

1 420 0 416 148 480 162 23

150 0 435 156 490 16.5 544 B3

3 480 0 183 173 469 158 493 211

4§ 438 0 526 18.8 493 16.6 515 2.0

5 13 0 178 171 491 16.6 185 208

6 463 0 488 174 518 175 520 03
4578+ 0 4713+ 16806 4902+ 165:02% 5132  22.0:04°

13.62 16.2a.b §.72:P §.70

Los resultados se expresan como promediosterror estandar.
Promedios con letras diferentes son estadisticamente diferente

59



6.3. Peso de higado de los animales experimentales

Posterior al sacrificio de las ratas los higados fueron extraidos y pesados. Los pesos
en gramos de cada higado son mostrados en la tabla 14, donde se observa que el peso
de los higados tiende a ser mayor para el grupo alimentado con la racion criptocapsina.

Esto probablemente se debe al mayor peso de estos animales, como se observa en la

tabla 12.
Tabla 14. Peso de higado de ratas en gramos.
Control B-caroteno Sapotexantina  Criptocapsina
1 9.21 9.65 10.13 11.17
2 7.12 8.04 9.34 12.02
3 8.25 10.11 9.95 13.34
4 9.24 9.00 10.39 10.16
5 9.24 8.87 8.96 13.35
6 9.36 8.56 9.60 10.89
8.74 + 0.36° 9.04 + 0.30° 9.73+0.22° 11.82 +0.54°

Los resultados se expresan como promedioszerror estandar.
Letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas.

6.4. Separacion e identificacion de retinol en extractos de higado.

En la figura 13 se muestra el cromatograma HPLC del patrén de retinol y su espectro
de absorcion UV-Vis. Las figuras 14 a la 17 muestran ejemplos de los cromatogramas
HPLC de extractos de higado de los grupos experimentales, control, B-Caroteno,
sapotexantina y criptocapsina, para identificar y cuantificar retinol (vitamina A).

Cuando se comparan los cromatogramas y espectros UV-Vis del principal pico, de
las figuras 14 ala 17, con el cromatograma y espectro de la figura 13, podemos concluir

que los animales alimentados con -caroteno, sapotexantina y criptocapsina acumulan
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cantidades importantes de vitamina A. Mientras que en animales alimentados con

raciones libres de carotenoides solo se encuentran trazas de vitamina A.
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Figura 13. Cromatograma HPLC y espectro UV-Vis del patron de retinol
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Figura 14. Cromatograma HPLC de una muestra control.
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6.5. Contenido de vitamina A en higado.

La tabla 15 muestra el contenido de vitamina A en higado de los grupos

experimentales. Es conocido que el higado es el principal sitio de almacenaje de la

vitamina A, ingerida como tal o formada a partir de los carotenoides de la dieta (Batten

etal., 2004).
Tabla 15. Contenido de vitamina A en higados en pg/g.
Control B-caroteno Sapotexantina Criptocapsina
1 0.2 38.0 51.9 76.5
2 0.5 62.7 62.2 71.7
3 0.1 43.0 62.1 67.1
4 0.2 44.4 49.3 84.2
5 0.4 54.5 55.4 46.8
6 0.5 70.7 52.7 74.0
0.32+0.072 5222 +5.18" 55.65 + 2.25" 70.1 +5.18°

Los resultados se expresan como promedioserror estandar.
Letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas.
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En la tabla 15 se puede observar que no existe diferencia estadisticamente
significativa en la concentracion de vitamina A hepética entre los grupos sapotexantina
y B-caroteno, mientras el contenido de vitamina A en el higado del grupo criptocapsina
es significativamente mayor y en grupo control casi no acumula vitamina A. Estos
resultados demuestran que la sapotexantina y criptocapsina poseen actividad
provitamina A “in vivo”, tal como esperabamos, por la presencia de un anillo de B-
ionona no sustituido en unos de los extremos de sus estructuras. Esta es la primera
evidencia de que carotenoides con anillos .k, poseen actividad provitamina A “in

Vivo”,

Recientemente un grupo de investigadores demostr6 “in vitro” que la enzima BCOI,
clonada del intestino humano, cataliza la transformacion de sapotexantina vy

criptocapsina (carotenoides f,k) en vitamina A (Murillo et al., 2014).

En el caso del B-Caroteno, diversos estudios han demostrado que esta molécula sufre
una fragmentacion en su parte central, entre los atomos de carbono 15y 15°, por accion
de la enzima caroteno-15,15’-dioxigenasa y produciendo retinal como producto
primario; este proceso ocurre en el intestino delgado y en menor proporcion en el higado
(Meléndez-Martinez et al., 2007). Esta actividad enzimatica fue encontrada por Olson
y Hayaishi en 1965 en el higado de la rata. Posteriormente, el retinal puede ser reducido

a retinol o ser oxidado a acido retinoico.
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6.6. Separacion e identificacion de retinol en plasma.

La figura 18 muestra el cromatograma HPLC del patron de retinol y del estandar
interno junto a sus espectros de absorcion UV-Vis. Las figuras 19 a la 22 muestran
ejemplos de los cromatogramas HPLC y el espectro de absorcion UV-Vis de retinol y
el estandar interno de las muestras de plasma de los grupos control, B-Caroteno,

sapotexantina y criptocapsina.

Como se observa, el procedimiento utilizado permite la clara identificacion del
retinol en el plasma, por el tiempo de retencién y el espectro UV-Vis. En la figura 19
se observa que el plasma de las ratas del grupo control (sin carotenoide) contiene
pequefias cantidades de retinol, mientras que el plasma de los grupos alimentados con
los carotenoides experimentales contiene mucho mas retinol, esto era de esperar por los

resultados observados en el higado.
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Figura 18. Cromatograma HPLC y espectro UV-Vis de retinol y acetato de retinol
(estandar).
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6.7. Contenido de retinol en plasma

Tabla 16. Concentracion de retinol en plasma en pug/100mL.

Control B-caroteno Sapotexantina  Criptocapsina
1 2.2 18.2 15.1 21.8
2 1.7 16.6 19.0 17.1
3 2.4 21.4 21.1 22.8
4 3.1 13.9 18.4 20.0
5 2.2 174 19.6 21.4
6 1.8 17.2 22.4 18.0

2.2+0.2° 17.45 + 0.99° 19.27 + 1.02° 20.18 + 0.92°

Los resultados se expresan como promedioserror estandar.
Letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas.

En la tabla 16 se observa que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios de retinol plasmatico de los grupos alimentados con los diferentes
carotenoides, mientras en el grupo control el retinol plasmatico es significativamente
menor. El retinol plasmatico es un reflejo del equilibrio con la del resto del organismo
y por lo tanto un indicador del estado nutricional de vitamina A. A veces, aunque los
niveles de vitamina A en higado sean bajos, los plasmaticos pueden presentarse
adecuados. En este caso los animales del grupo control demuestran estar deficientes de

vitamina A.

6.8. Eficacia provitamina A de los carotenoides experimentales.

Utilizando los valores de consumo de carotenoides y de retinol depositado en el
higado, determinamos la eficacia de cada carotenoide para transformarse en vitamina
A. Para esto, se divide la concentracion de retinol en el higado entre la cantidad de
carotenoide consumida. En la tabla 17 se presenta el consumo de carotenoides y en la

tabla 18 se presentan en forma integrada los promedios de concentracion en plasma,
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concentracion en higado y la eficacia calculada. Se puede observar que los tres
carotenoides presentan la misma eficacia para transformarse en vitamina A. Los
animales del grupo criptocapsina consumieron mas carotenoide, pero también
depositaron mas vitamina A en el higado.

Era de esperar que la eficacia de transformacion de la sapotexantina y la
criptocapsina fueran similares, ya que en ambas contiene una porcion -ionona en su
estructura. Sin embargo, sorprende que el 3-caroteno sea igual de eficiente ya que tiene
dos porciones B-ionona y esperdbamos cerca del doble de eficacia. Es posible que las
oxigenasas que transforman los carotenoides en retinol sean méas eficientes para

transformar sapotexantina y criptocapsina que [3-caroteno.

Tabla 17. Consumo de alimento y de carotenoides.

Grupo Alimento Carotenoide (mg)
(9)

Control 457.8 £ 13.62 0

B-caroteno 471.3 +16.23P 16.8 + 0.6

Sapotexantina 490.2 + 6.72P 16.5 + 0.2

Criptocapsina 513.2+8.7° 22.0+0.4°

Los resultados se expresan como promediosterror estandar.
Letras diferentes dentro de una columna, indican diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 18. Eficacia provitamina A de los carotenoides experimentales.

Grupo Plasma (pg/100 mL) Higado (ug/g) Eficacia
Control 2.2+0.2b 0.32 £0.072 -
B-caroteno 17.5 £ 0.992 52.20 £5.18° 3.1+0.32
Sapotexantina 19.3+£1.022 55.70 +£ 2.20 3.4+0.28
Criptocapsina 20.2 £ 0.922 70.10 £ 5.18° 3.2+0.22

Los resultados se expresan como promediosterror estandar.
Letras diferentes dentro de una columna, indican diferencias estadisticamente significativas.
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6.9. Deposicion de carotenoides en tejidos.

En la tabla 19 se compara la deposicion de los carotenoides experimentales en
higado. Se puede observar, que existen diferencias estadisticamente significativas entre
los promedios de los grupos (letras diferentes). Los resultados demuestran que la
sapotexantina es el carotenoide que méas se acumula en el higado, seguido por

criptocapsina, aunque el grupo criptocapsina ingirié mas carotenoides.

En latabla 20 se compara la deposicion de los carotenoides experimentales en tejidos
extrahepaticos. En el caso de rifion, pulmon, corazén, bazo y musculo se extrajeron los
carotenoides de un “pool”, de cada grupo. Por tal motivo no aparece informacion sobre
la variabilidad. Se puede observar que la concentracién de B-caroteno es mayor en
rifidn y el bazo, la de sapotexantina es mayor en el higado y la de criptocapsina en el
bazo. El conocimiento sobre la preferencia de carotenoides por ciertos tejidos puede ser
de utilidad, para estudios de proteccion antioxidante selectiva de estos érganos, en

estudios futuros.
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Tabla 19. Contenido de carotenoides en higado en pg/g.

Control B-caroteno Sapotexantina  Criptocapsina
1 0.36 0.72 1.64 0.78
2 0.23 0.86 1.47 1.14
3 0.45 0.66 1.44 1.44
4 0.30 0.77 1.46 0.89
5 0.44 0.80 1.67 0.93
6 0.37 0.64 1.48 1.19
0.36 + 0.03° 0.74 +0.03" 1.53 +0.04° 1.06 + 0.10¢

Los resultados se expresan como promedioserror estandar.
Letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 20. Contenido de carotenoides en los tejidos en ug/g.

Control B-caroteno Sapotexantina  Criptocapsina
RifA6N 0.13 1.18 1.13 1.17
Pulmon 0.09 0.21 0.12 0.11
Corazon 0.25 0.42 0.31 0.24
Bazo 0.53 1.03 0.81 1.46
Musculos 0.01 0.06 0.04 0.07

Los carotenoides son constituyentes normales de la sangre y tejidos de algunas
especies, lo cual probablemente se debe a que no todos estos compuestos se convierten
eficientemente en vitamina A, y parte de ellos son absorbidos y depositados como
carotenoides. La tasa de deposicién de carotenoides en tejidos va a depender de la

absorcion selectiva a través de la pared intestinal, por una parte, y de su utilizacion y

excrecion por otra (Brenes-Soto., 2014).
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VII. CONCLUSIONES

Culminados los experimentos y analizados los resultados, la informacion obtenida nos
permite llegar a las siguientes conclusiones:

1

Aislamos sapotexantina y criptocapsina del mamey en alta cantidad y pureza, para

ensayos con ratas.

2- Utilizando B-caroteno como control, se demostrd que criptocapsina y sapotexantina
promueven la deposicion de vitamina A en higado, cuando son incluidos en la dieta.

3- Se observd que la eficacia de transformacion, en vitamina A, de [-caroteno,
sapotexantina y criptocapsina son similares.

4- Se observo que B-caroteno se acumula principalmente en el rifién, mientras que

criptocapsina en el bazo y sapotexantina en el higado.
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VIill. RECOMENDACIONES

Mejorar el proceso de investigacion, ampliando los andlisis experimentales para una

mejora en la recoleccion de la informacion.

Extender dicha investigacion a un nivel enzimético, estudiando los mecanismos de

transformacion de los carotenoides estudiados a vitamina A.

Se sugiere a las autoridades del pais generar informacién sobre la composicion
nutricional de los alimentos disponibles para la poblacion y sobre todos aquellos que

brinden un aporte de vitamina A, debido a la gran importancia de este nutriente.
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