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I INTRODUCCION

En los ¢ltimos afios se ha utilizado con ﬁayor frecuencia 1a
harina de semilla de algodon en la produccion de alimeatos balanceados
para animales, ya que se ha encontrado que es una fuente rica de pro-
tefnas (45%) de bajo costo y de alto nivel nutricional, Sin embargo la
utilizacién de la harina de semilla de algodon se ve restringida, debido
a que ésta contiene un compuesto téxico ltlamado gosipol. Recientemern-
te se observé que dosis subtéxicas producen infertilidad en machos, apa
ricién de compuestos lipofuscinicos e inhibicion de la enzima desh idro-

genasa ldctica, involucrada en el metabolismo energético de los esperma

tozoides,
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Por otra parte la vitamina "E" es un factor esencial en las -
dietas y se sabe que su deficiencia produce en ratas macho y hembras
entre otros sintomas esterilidad, aparicién de pigmentos lipofuscinicos y
disminucién de la actividad de la deshidrogenasa ldctica.

Tomando en cuenta las caracverfsticas y alteraciones figlolé-
gicas que causa la deficiencia de vitamina "E" y la presencia de gosi -
pol y conociendo la condicién de que ambos son fuertes antioxidantes, -
se planted la posibilidad de que el gosipol se encontrari en competencia
en el organismo con la vitamina "E" , produciendo una sintomatologfa -
similar a una deficiencia de vitamina "E" .

Ademds se sabe que existe una relacion significativa entre -
la vitamina "E" y la vitamina "A" como es el hecho de que con la ftal-
ta de vitamina "E" disminuye la absorcién de vitamina "A" , y dado -
que la presencia de gosipol en la dieta pudiera provocar una deficiencia
de vitamina "E" se decidi§ determinar el Coﬁtenjdo de vitamina "A" y -
"E" en diversos tejidos de ratas alimentadas con dictas a base de hari-

na de semilla de algodén.

‘5»"‘



If, ANTECEDENTES
IL. 1, SEMILLA DE ALGODON

Una de las plantas de mayor importancia econdmica es la del
algodén, la cual pertenece al género Gossipium, perteneciente a la fami-
lia de las malvaceas, y cuyo .cultivo se emplea bdsicamente para la ob-
tencién de fibras con las cuales se elaboran productos textiles de gran -
utilidad, sin embargo ésta no es su unica utilidad ya que 1la semilla de -

algodén es una oleaginosa, de la cual se extrae aceite comestible, Des-

pués de dicho proceso se obtiene un subpr'oducto importante al que se le
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denomina "torta de semilla de algod6n™, que se utiliza actualmente co-
mo un suplemento proteinico de dietas balanceadas para animales (1),

Esta es rica en grasa y protefnas lo que le confiere un gran
valor nutritivo.

En analisis hechos a la sem:lla de slrodén se ha encontrado
gue ésta es rica en protefnas, alrededor del 26% de proteina cruda y da_
do que el algoddn crece bien en zonas trop‘cales y sbtropicales dando -
una buena produccién, diversos autores han propuesto a ésta torta resi-
dual como una de las fuentes de proteina adicional mds prometedoras en
la prevencién de la desnutricién humana. (2.7)

Se han realizado diversos estudios en diferentes instituciones
sobre 1a posible utilizacién de la harina de semilla de algodén en la ali
mentacién humana por ejemplo: en el Instituto de Nutricién de Centroamé
rica y Panamé (INCAP), se ha elaborado la “incaparina’’. que es un ali-
mento que contiene un 38% de harina de semilla de algodén (3}, Los re-
sultados obtenidos demostraron que el uso de esta harina en la alimenta-
cién de nifios pequefios bajo control médico durante dos ailes, produjo una
disminucién de la desnutricién protefnica. En 21 mismo Iustituto 3e desa-
rrollaron alimentos suplementados con las proteinas de la harina de semi
lla de algod6n y semilla de leguminosas, dentro del programa llamado
mezclas vegetales para consumo humano. (4)

Una de las caracteristicas que presenta la glmendra de esta -

semilla es la presencia de ciertas gldndulas cn las cuales se cncuentran



- 5-
un pigmento amarillo llamado gosipol.

Desafortunadamente la presencia de este compuesto natural
ha sido una limitante para la utilizacién de la semilla, ya que produce

dafios en los animales monogéstricos, (1,5,6,7,8,9)
1.2, PROPIEDADES QUIMICAS DEL GOSIPOL

Fl go'sipol es un compuesto polifendlico amarillo cuyé Ifdrmg
1a molecular determinada por Clark en 1928 es CSOHBOOB . su nombyo
quimico es 1,1',6.6',7,7'-he.xahidroxi?5, 5'-vd[isoprop71~3,3'-dimet?1-(2,?.’-
binaftaleno)~8,8'-Adecarboxialdehfdo, de peso molecular 518, 5 obtenido -
por Carruth, compuesto polimorfico ya que al cristalizar en éter su -
punto de fusion es de 184°C, en cloroformo a 1999C y en lagroia fun-
de a 214°C,

El gosipol es soluble en los disolventes orgdnicos comunes y:
su cristalizacién es rdpida, También es soluble en soluciones alcalinas
y se oxida rdpidamente en presencia de aire, con cloruro férrico da un
color verde obscuro v con 4cido sulfurico un color rojo brillante,

El gosipol reacciona con dos moléculas de anilina y paralela-
mente con otras aminas primarias arométicas dando una coloracién ama
rilla, ésta caracteristica se aprovecha para su medicion.

Se han postulado tres formas tautoméricas para tratar de ex-

plicar el comportamiento quimico del gosipol, llamadas hemicetal, hidro
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xialdehido y quinoide, la forma que se presenta en mayor proporcién es
la de aldehido fig. 1

La molécula de gosipol contiene grupos hidréxidos y dos gru-
pos aldehidos lo que le confiere una fuerte acidez y reactividad alta pa-
ra la formacién de ésteres y éteres (5,9,1). Los grupos aldehfdos del
gosipol reaccionan con diversas aminas formando derivados estables, -
forma bases de Schift con aminas arométicas asi como también reaccio
nan con algunos metales como fierro y arsénico, lo cual demuestra la
reactividad de la molécula. Es insoluble en agua pero forma sales en
presencia de soluciones alcalinas.

Los cristales de gosipol deben de protegerse del oxfgeno y la

luz.

IL. 3, OBTENCION DEL ACEITE DE SEMILLA DE
ALGODON

Debido a la gran cantidad de aceite que contiene la semilla de
algodén, no resulta préctico su transporte a grandes distancias por lo -
que su procesado se efectia en fabricas situadas en las regiones produc-
toras. (7,82)

En la figura II se muestra el proceso de extraccién del acei-
te de semilla de algodén.

Existen pocos métodos de extraccion de grasas y aceites. -
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Dentro de éstos se encuentran: extraccién por presién y extraccion por
disolventes, con lo cual se obtiene el aceite crudo: el cual requiere de

refinacién posterior.

RECEPCION DE
ALMACENAMIENTO
MATERIA PRIMA
LIMPIEZA
DESFIBRADO
SEPARACION DE
CASCARA
COCCION

EXTRACCION DEL ACEITE

Fig. 11 Diagrama del proceso de extraccién del aceite de semilla de

algodén.
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EXTRACCION POR MEDIO DE DISOLVENTE

En operaciones de gran escala, es muy comtn extraer el -
aceite de semilla de algoddn quebrada a temperaturas bajas mediante
un disolvente de grasa removible como es el hexano.

El disolvente pasa a través de las semillas y después de -
que ise ha extraido el aceite, se recupera el disolvente mediante des-
tilacién y se vuelve a utilizar. La extraccion por medio de disolven-
te tiene un mayor rendimiento,

En algunos procesos se utiliza la combinacién del prensado
seguido de la extraccién por un disolvente para obtener la mayor efi-

ciencia.
EXTRACCION CON PRENSA HIDRAULICA

Es un método bastante empleado en la extraccién de aceite
de semiila de algodén: la masa cocida se descarga directamente des-
de la marmita de coccién en un aparato formado de la torta. Las -
tortas formadas se van colocando en la prensa, la cual admite 15 tor-
tas, o sea, aproximadamente 160 Kg de masa. La presion se aplica
gradualmente y se eleva hasta 120-140 Kg/cmz. Cuando el acelte empie
za a fluir, se deja escurrir durante 20 a 45 minutos, después se secan

las tortas se carga la prenss con nueva masa y se repite la operacién,
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Los bordes de las tortas, tienen un contenido elevado de aceite, se re-
cortan y se vuelven a tratrar, |

Para cargar y descargar la prensa y hacer que empiece a -
fluir el aceite, se necesitan unos cinco minutos.

El aceite se extrae de las prensas y se deja reposar para -
separar una pequefia cantidad de materia sélida y se embarca en vago -
nes, tanques con aceite crudo de semilla de'algodén. El tratamiento -
posterior del aceite para obtener productos grasos comestibles se reali
za en establecimientos distintos e independientes de las fdbricas de a-

ceites, (82)
11,4, EFECTOS FISIOLOGICOS DEL GOSIPOL

La toxicidad de los alimentos formados con harina de semi;
lla de algodén fue atribuida por los primeros investigadores a la pre-
sencia en la harina de colina, de betaina y a los pirofosfatog, Después
del aislamiento del gosipol por Witheres y Carruth (5 de la harina de
semilla de algodén se establecié que el gosipol es un compuesto definiti
vamente téxico debido a su alta reactividad que lo hace participar den-
tro de los procesos bioquimicos, ocasionando dafios en los seres vivos,
' La presencia de gosippl en los concentrados protefcos de ha-
rina de algodén, da lugar a dos problemas bdsicos: el primero es gue

los niveles elevados de gosipol producen efectos fisiolégicos desfavora;
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bles y, el segundo es que la combinacién quimica entre el gosipol y las
proteinas causan una disminucién de la disponibilidad de los amincdcidos
(principalmente lisina) y por lo tanto, se disminuye la calidad nutricio-
nal de la protefna (9,1). La unién con el gosipol baja la digestibilidad
de la proteina. (5, 13) |

En animales de experimentacion los sintomas de téxicidad -
del gosipol son muy variados y se manifiestan en orden decreciente en
cerdos, pollos, conejos, ratones y ratas. (7)

La administraci6én de gosipol a ratas, causa pérdida de peso,
del apetito, menor crecimiento, y se ha encontrado que la tolerancia al
gosipol depende de la cantidad y calidad de las proteinas en la dieta.

Gallup encontré que las ratas alimentadas con una dieta baja
en vitamina "A" son més susceptibles a los efectos del gosipol, al igual
que si las dietas son deficientes en otras vitaminas pertenecientes al -
grupo de las liposolubles como la vitamina "E", (5,16)

Los tejidos que muestran daffos cuando se encuentran dosis al
tas de gosipol en el organismo son el higado, pulmones, corazon, tejldo
adiposo, riflones y bazo. (7,10}

Los niveles altos de gosipol combinados en la sangre son de-
bidos a la alta reactividad de la molécula la cual reacciona con la albd-
mina del plasma sanguineo., [sto interfiere fuertemente en el transpor-‘
te de oxfgeno en la sangre, lo cual puede provocar fallas en el sistema

circulatorio y en el dltimo de los casos una hipertrofia del corazén cau-
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sando la muerte

En los cerdos las anormalidades que se presentan por la inges
tién continua de gosipol en las dietas son: anorexia, pérdida de peso, -
diarrea, decoloracién del pelo, llegando a producir la muerte dentro de
los 38 a 79 dias. (7,9)

E1 efecto principal del gosipol en los cerdos se debe a la for-
macién de quelatos con el hierro del higado, interfiriendo con la utiliza-
cién normal del hierro en la sintesis de hemoglobina y las enzimas res-—
piratorias. Este efecto puede ser contrarrestado con la adicldn de sulfa
to ferroso en las dietas. (9,13)

Se ha sugerido que el gosipol puede ejercer efectos tdxicos en
aves de corral y en animales monogéstricos por el desacoplamiento de -
la cadena respiratoria, ligada a la fosforilacién oxidativa, (7,9, 13, 14)

Perros tratados con gosipol presentaron diarreas, anorexia, -
pe€rdida de peso, hemorragias internas., edema pulmonar y congestién en
las visceras,

En los animales monogdstricos se ha clasificado la téxicidad
en tres:

a) aguda, en la que se presenta paro cardiaco

b) subaguda, se presenta edema pulmonar

¢) crénica, el animal presenta desnutrici6n provocada por, la

administracién prolongada de gosipol en pequefiag dosis -

contenidas en la dieta, llegando a producir 1a muerte,
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Los sfntomas més comunes por la ingestién de gosipol son
pérdida de peso, hipoprotombinemia, diarrea, baja de hemoglobina, dis-
minucién de eritrocitos, edema pulmonar, cambios degenerativos en el
higado y bazo, irregularidad en el ritmo cordiaco, asf como hemorra-
gias en el higado, estémago e intestino delgado (3). Se produce también
desacoplamiento de la cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa. -

inhibiendo la producci6n de energia (5), observandose que el tratamiento

con gosipol inhibe la actividad de la ATPasa del higado y el testiculo.

IL. 5, NIVELES DE TOLERANCIA DEL GOSIPOL

Estos niveles se encuentran asociados con la sspecie animal -
de que se trate, la via de administracion, la cantidad de mineral y pro:
tefnas en la dieta, la dosis que se acumule en forma de gosipol libre v -
la manera como se suministra. Su téxicidad se ve aumentada cuando se
administra por via intravenosa o intraperitonial, (1,5, 9)

Con base a una dosis suministrada oralmente a ratss se encon
tré que administrada en agua la dosis letal media (LDSO) era de 2,400 a
3,340 mg/Kg: para ratones de 500 a 950 mg/Kg: en conejos de 35) a 600
mg/Kg y, para cerdos de 250 a 600 mg/Kg., Cuando la dosis de gosipol
era administrada en acelte su toxicidad se vefa aumentada en un 10%. (5)

En los Estados Unidos la mdxima concentracién de gosipol -

permitida en harina de semilla de algoddn para consurmo humano es de -
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0.045% de gosipol libre, con esta cantidad no se ha observado efectos
nocivos, (7)
Las recomendaciones internacionales fijan menos de 0.06 %

de gosipol libre y 1.2% de gosipol total. (5,7,9)
I1.6. EFECTO ANTIFERTILIZANTE

El efecto antifertilizante del gosipol en animales machos se
puso de manifiesto en la Reptiblica Popular China en 1978, gracias a .
estudios epidemioldgicos en el cual se vio que en clertas dreas se pre-
sentaba un mayor nimero de casos de infertilidad en humanos. Inicial-
mente se pensé que se debfa a factores ambientales, también se propu-
86 que el agente causal estuviera en los alimentos. Luego de realizar
algunas investigaciones se llegé a la conclusién de que el aceite de semi
flade algodén era el causante, ya que un punto importante era que se ha
bfa cambiado el proceso de obtencidn del aceite, Primero se hacfa la -
extraccién calentando previamente las semillas y se cambié a un proceso
en el cual se suprimfa dicho calentamiento. Después de la ingestién de
este aceite de semilla de algodén crudo por perfodos mayores a un ailo,
se presenté infertilidad en los hombre, lo cual resultd reversible al de-
jar de Ingerir aceite crudo de semilla de algodén. (8,9)

Estas observaciones dieron lugar a ituvestigaciones mds profun

das sobre el gosipol como posible agente antifertilizante y se iniciaron -
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diversos estudios. Estos se hicieron utilizando gosipol puro, -dcido ac¢
tico-gosipol y dcido férmico-gosipol preparados para_‘gnalisis clfnicos.
Después de una édministracién oral de gosipol o de 4cido acético-gosi-
pol en dosis de 15 a 40 mg/Kg dia durante 2 a 4 semanas a ratas ma~.
cho, éstas se hicieron infértiles (17). EIl lograr la infertilidad en un -
tiempo determinado va a depender de la dosis aplicada y de la cantidad
de gosipol absorbido.

Fn estos experimentos también se observé que después de la
ac}minlsrracién de gosipol tenfan lugar una serie de cambios citolégicos
en el epitelio seminifero de los testfculos de las ratas. Dentro de los
cambios observados estan, la aparicién de vacuolas en el nicleo de los
espermatozoides, hinchamiento de las espermétidas, dafios en los esper-.
matocitos, formacién de las células gigantes multinucleadas derivadas de
las espermétidas y los espermatocitos, asi como descamacion de las cé-
lulas del epitelio. (18)

En el epididimo se encontraron espermdtidas y espermatogo-
mias exfoliadas y numerosos espermatozoides muertos, muchos de los -
cuales tenfan cabeza y colas separadas. La cuenta de espermatozoides,
fue disminuyendo hasta llegar a la azoospermia. (19, 20)

En 1972 el gosipol se emple6 clinicamente por primera vez -
como un agente antifertilizante para hombres, se administro a 4,000 chi-
nos con buena salud, por periodos mayores de 6 meses, en algunos de -

los casos se logré seguir el tratamieWto durante 4 affos. La dosis utili-
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zada fue de 20 mg/dfa, durante 6 meses. En los exdmenes de semen -
se encontrd una eficacia de 99.89% de azoospermia; mostrando también
una baja movilidad, menos de 4 millones de espermatozoides por ml, le
cuenta de espermatozoides disminuye hasta alcanzar la azoospermia, -
Ademds de estos efectos se encontré también espermatozoides, espermi
tocitos multinucleados exfoliados, espermatozoides con alteraciones ul-
traestructurales como acrosomas dafiados, nucleoplasma menos condensa
do, desarreglo e hinchamiento de la membrana interna de la mitocondria
como una disminucién de la deshidrogenasa l4ctica en la parte media del
espermatozoide. Existe una influencia también sobre la enzima adenosin
trifosfatasa, lo que afecta directamente la movilidad del espermatczoide.
(15, 2D

En investigaciones realizadas con ratas se ha observado que -
la ingesti6n de gosipol produce una disminucién de los niveles de las hor
monas testosterona y lutefnizante en el suero, las que se encuentran invo-

lucradas en la maduracién final de los espermatozoides. (22)
1L 7. VITAMINAS

A principios de este siglo, se descubrieron y se aislaron algu
nos factores quimicos que eran indispensables para el buen funcionamien-
to del cuerpo humano. En 1912 Casimir Funk aislé una fraccion del arroz

que curaba el beriberi, y debido a que este factor tenfa propiedades de -
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amina lo llamo vitamina (vital amine) que significn -amina indispensable
para la vida- Este término es actualmente erréneo ya que no todas las
vitaminas tienen estructura de amina, aunque el uso de esta palabra se
ha generalizado para este grupo de compuestos,

Las vitaminas no pertencen & un grupo especifico de compues
tos, son generalmente complejas en su estructura quimica y muy diferen
tes entre s, Debido a esto no se han podido clasificar con base a su
estructura o composicién quimica, sin embargo se han clasificado de a-
cuerdo con su solubilidad y as{ tenemos el grupo de las vitaminas lipo-
solubles y de las hidrosolubles.

Dentro de las vitaminas liposolubles, se encuentran la A,D,E,
y K. Seran objeto de estudio en el preseﬁte trabajo las vitaminas "E" y

IIAII .
VITAMINA "E"

1.7.1 ESTRUCTURA DE LA VITAMINA "E"

La vitamina "E" se ha determinado como un nutriente esen:
cial para los animales y el hombre, ya que esta no puede ser sintetiza-
da por el organismo (26,27, 31, 32), por lo que es necesario ingerirla por
medio de los alimentos. Este factor indispensable se describié como -

una sustancia liposoluble, necesaria para la reproduccién de las ratas



: 17 -
por Evans y Bishop (26, 27,31,32), al que le llameron inicialmente factor
"X", al cual posteriormente se le designé la letra "E" en 1924, (26)

Evans le di6 el nombre de "Tocoferol" que significa Toco -
"alumbramiento”, Fero "traer hasta fuera” y la temninacién "ol" para
determinar un alcohol.

La elucidacién de su estructura, ha resultado ser un problema
complejo, debido a que muchos compuestos presentan estructuras simila-
res, por lo que los investigadores ham dividido-ha estos compuestos en
dos grupos: tocoles y tocotrienoles. Cuyas estructuras se muestran en

las figuras IIl y IV.

CH
3 CH3

, CH CH CH
HO 3 3

Fig. 11 Teco (2:metil-2(4'.8'.lZ'-trimetlIdeciD~‘c.roman-6~ol).

CHg

HO

Fig. IV Tocotrienol (2-metil-2-{(4',8',12'~trimetittrideca-3-7- ll-trienil)-

croman-6-ol),
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Los tocotrienoles difieren de los tocoles en que poseen tres
dobles enlaces en su cadena isoprenoide lateral.

Los tocoferoles son el resultado de la substitucién de uno o
més grupos metilo en las posiciones 5,7 y 8 del tocol o del tocotrie:
nol. (31-33)

Por medio de la cromatograffa de capa:fina fue posible sepa-
rar e identificar por Evans dos formas: el o y # (27,31,32). Des-
pues de €l otr;)s investigadores han aislado )4 y § tocoferol. (27)

Las estructuras quimicas de los tocoferoles y algunas de sus

caracteristicas figsicas son descritas en la tabla 1.
11,7.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

1. Aceites viscosos de color amarilto pdlido.
2. Liposolubles: se disuelven con facilidad en la mayoria de los disolven
tes orgdnicos.
. Se oxidan rédpidamente en presencia de dlcali: estables en dcidos.

. Estables al calor y dlcali en ausencia de oxidantes.

. Antioxidantes efectivos, debido al grupo hidrofenélico libre.

3
4
S. Estables a la luz visible, perc no se destruyen por luz ultravioleta,
6
7

. Fédcilmente oxidables por varios agentes quimicos, incluidos los -

iones férricos, alrico, cérico y nitrato,



Tocoferol Estructura
< *  §,7,8-Trimetiltocol
g 5, 8-Dimetiltocol
M ~ 7,8-Dimetiltocol
& 8- Metiltocol
§ 5, 8-Dimetiltocotrienol
. 5,7,8-Trimetiltocotrienol
5, 5,7-Dimetiltacol
fg;, ‘ 7-Metiltocol
' ~ ~ . 5-Metikocol

Tabla 1. - Propiedades fisicas de los tocoferoles.

Formula
Empirica

C29t5007
Cogtisg0 2
CaoH4g02
Ca7H4602
CogHaP2
CogH4q0s
Cogtlgg02
Caylligs02

Co7Hye0 0

Peso
Molecular

430
416
416
402
410
424
416
402
402

Absorcién en alcohol

Masx.,

292
297
298
298

nm

1%
Ejem

70-73.7

86-87

90-93
91.2

|
B
|
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Todos los tocoferoles naturales encontrados en las plantas re-
7 la for "':'f'D"j'éptlcamente activa, el més abundante es el

o - tocoferol forma quemse considera bdsica por su mayor actividad bio-
l6gica (27 33) Sm embargo, las investigaciones realizadas demuestran
que la naturaleza presenta diversas formas de tocoferol con actividad -
biolégica dlferente, como por ejemplo: En el germen de trigo se en- -
cuentra o (sy‘{ to»oferol (26,27). Otras fuentes son la lechuga, las
hojas de alfa,l“fa, germen de arroz y maiz, asi como semillas oleagino-
sas que tarhrt';-ié;“hiﬁeétran tener tocoferoles con actividad de  -tocofe-

rol.

IL7.3. - ACTIVIDAD BIOLOGICA

Debido a que no existe un solo tipq d‘eb'vita"rﬁina""'E" hé sido
diffcil determinar su actividad bicdgica. Los investigadores no estdn -
de acuerdo scbre las funciones fisiolégicas precisas de la vitamina "E".
Su funcién principal segun algunos de ellos, es la de ser un antioxidante
biolégico o fisiolégico que puede ser substituida por ciertos antioxidantes
sintéticos (difenil-p-fenilendiamino y etoxiquino) (26). Su actividad a ni
vel celular es la de proteger y prevenir los dafios causados por la pero
xidacion de las células y los elementos subcelulares, ya que disminuye
la formacién de pgroxidos que atacan a los 4cidos grasos poliinsaturados

de los lipidos de las membranas celulares, reduciendo grandemente la -
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cantidad de vitamina-'E" re uerlda para _mantener la lnte rudad de es— RERR

tas membranas

de la éarencié : de v1tamma5,"'\E;
so8 pohmsaturados (32)

Experimentacién ammal revela que “los requerlmientos “de vi-

tamina "E" aumentan al elevar. el const'mo de 4cidos grasos pohmsaturalr
dos, principalmente el 4cido linoléico (81). Por lo que se requiere ma:
yor cantidad de vitamina "E" para proteger las membranas celvlares - i
del dafio oxidativo (26.27,32,81) ademds, también se ha encontrado una .
intima relacién entre la vitamina ""E" y el selenio en la prevencion de

los daflos causados por lé peroxidacion de las membranas celulares al
parecer la vitamina "E" se encuentra en la primera linea de defensa -
contra la peroxidacion de los fosfolipidos de las membranas, pero aun

con una vitamina "E" adecuada algunos perdxidos son formados. El -
selenio en la glutatién peroxidasa constituye una segunda linea de defen-

sa que destruye estos perdxidos antes que tengan la oportunidad de cau-

sar dafios en las membranas. (26,27,32, 42, 47)

I,7.4. SINTOMAS RELACIONADOS CON LA DEFI-

CIENCIA DE VIT‘MINAA

Las enfermedades provocadas por la deficiencia de vitamina -
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"E" y sus homdélogos pueden ser asociados con c:ertos desordeneq en el

sistema reproductivo de los vertebrados. el masculo' ‘squelético, el sis,

Algunos de estos gspeg:to olégicos” se describen a continua

cién: - |
' Dégénerécibﬁ teb-.ystricélrylér,f o

Se ha observado por G¥perimentacion en animaléa que la defi-
ciencia de vitamina "E", provoca una atrofia en el ebiiéliorgefm.lnal en
ratas macho, alimentadas con una dieta carente de vitamina "E" durante
perfodos prolongados (18 meses) (32). Similares efectos se presentan en
hamster, cobayo, conejo, perro, changos y cerdos. (26,27,30, 40-45)

El periodo en que se presentan cambios histopatolégicos en -
testfculo se encuentra entre los 50 y 100 dfas después de haber alimenta
do ratas con una dieta deficiente en vitamina "E", Los daiios histolégi-.
cos en el epitelio germinal son: descamacién de las células germinales,
aglutinacién y desintegracién del niicleo del espermatozoide maduro, es-
permatidas y espermatocitos. (32)

Otros de los estudios realizados en testiculos de ratas alimen
tadas con una dieta deficiente de vitamina "E" presentan una disminucidn
en la sfntesis de citrato a nivel testfcular, sin que haya cambios degene
rativos histolégicos. (41

Degeneraci6én embrionaria

Evans encontr6 que la deficiencia de vitamina "E" ‘en ratas -
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hembras provoca una reabsorcién y muerte del feto (26, 27 29.32 40),

efecto que también ha sido observado en ratones, cerdos - cuyo

Ademéds en pollos y pavos se ha visto que exlsten dai'los dege

nerativos en el embrién, por ejemplo ojos sallentes y cataratas."(32)

Encefalomalacia

La deficiencia de tocoferoles en la dieta provoca en pollos -
encefalomalacia que es una enfermedad aguda en el sistema nervioso -
central, produciendo una maduracién incompleta del cerebro. (26, 40, 4D

Estudios realizados en nifios se informa la presencia de di-
cha enfermedad por hidroperoxidacién de los dcidos grascs poliinsatura-
dos en el tejido cerebral. (32)

Degeneracién muscular

La degeneracion muscular también llamada destrofia muscular
causada por una falta en la dieta de vitamina "E", se caracteriza por -
degene racion hialina (aspecto de vidrio) de los musculos esqueleticos, -
cardiaco y estémago, acompafiada de una disminucién del fosfato de crea
tinina, necesaria para la respiracién de la célula muscular. (27,30, 41, 44)

Los sintomas son: rigidez, marcha vacilante y a veces paro -~
cardfaco (30). Se presenta en ratén (44), ratas, cobayo (40-44), conejo
(27,30, 40-45): en el cual se encuentra una elevada actividad de aldolasa
en suero, dicha elevacién se encuentra asociada con el desarrollo dp 1a

destrofia muscular en un perfodo de 1 & 2.5 semanas en pollos (27, 43-

45), cerdos (30, 44,45), perro, cabra, corderc (enfermedad del musculn
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blanco) y, en el mono (30).

El primer sitio de accién segin los investigadores, el el te-.
jido conectivo (45). Y se ha demostrado que los factores que contribu-
yen a esta degeneracién muscular son la insuficiencia de selenio (27,43,
46, 47) y/o aminodcidos sulfurados y/o exceso de dcidos grasos pcliinsaj
turados, (27,32)

Diatesis Exudativa

La diatesis exudativa fue descubierta por Dan y Glavin en po
llos que recibfan una dieta deficiente en vitamina "E" que no mostraban
signos de encefalomalacia, pero desarrollaban una severa condicién ede
matosa, caracterizada por una acumulacién de fluido plasmdtico en el
tejido subcutaneo (26). Este aumento en la permeabilidad capilar no -
86lo se ha encontrado en pollos (26, 43) sino también en cerdoa (32), co
mo producto de una falta de vitamina "E" en la dieta.

Degeneracién Necrética del Higado

La degeneracion necrética del higado asociado a la falta de
vitamina "E" causa lesiones hepdticas a nivel histopatologico, puesto -
que propicia un mayor ataque de los radicales libres a las membranas
lipoprotéicas desprotegidas, la mayor parte de estas lesiones aparecen
como una acumulacién de pigmentos lipofuscinicos, que es una de las -
respuestas celulares més comunes a la falta o deficiencia de vitamina
"E". (48)

La cantidad de lipopigmento encontrados en las células de ani
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males es variable dependiendo de cada especie. Se_,ha’n estudiado en -

pollo, ratas, ratén y cerdo. (32.4

IL7.5. . VITAMINA "A".

La existencia de la vitamina "A" fue puesta de manifiesto en
1913 por McCollum y Davis quienes observaron la presencia de un fac-
tor esencial en ciertas grasas capaz de ayudar al crecimiento de ratas,
Se le llamc factor "A" soluble en grasas para diferenciarlo del factor
"B" soluble en agua, Durante las dos décadas siguientes la informa-
cién encontrada acerca de este nutriente fue obtenida gracias al trabajo
de varios investigadores como Oéborne, Mendel, Stepp, Stcenback.

Se ha demostrado que los vertebrados requieren de vitamina
"A", Una deficiencia en la dieta puede provocar xerolfatmia, ceguera -
nocturna (31, 32, 50-33), atrofia de los tejidos epiteliales (32, 5D, Ade-
més participa en el ciclo visual, (5, 54)

La vitamina "A" se ha encontrado en forma natural, sélo en
animales y se aisla de la fraccién insaponificable de las grasas (31).
En higado en donde se encuentra la mayor cantidad (55: 57), aunque gse
encuentran cantidades significativas en otros tejidos, como testiculo, co
razon, rifion, pulmén, musculs, pdncreas, préstata y tiroides, (54)

La vitamina "A" disponible al organismo humano proviene de

tres fuentes, La primera de éstas son los carotenos que el individuo
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ingiere en los vegetales y frutas (59,61) y que en el higado se convier:
ten en vitamina "A”, La segunda fuente son algunos productos anima-
les y representan la vitamina "A" producida por estos animales de los
carotenos ingeridos en su dieta. Dentro de esta forma de obtenci6n -
se encuentra la leche y sus derivados, huevos, higado y grasas anima:
les de varios tipos y la tercera de las fuentes de vitamina A" son los

aceites de higado de pescado que representan las reservas de la vitami

na "A", (31,3])

11.7.6, ESTRUCTURA QUIMICA

I.a constitucién quimica de la vitamina "A" fue establecida -

por los trabajos de Kerrer y sus colaboradores, quienes propusieron la

siguiente férmula en 1931, (50) figura V,
("H3 CHyq

Fig. V
La vitamina "A" se presenta en dos formas esteroisoméricas,
la vitamina "A{', o retinol, que es la forma m&s comin en los tejidos -
de los manfferos y los peces marinos, y la vitamina "Ag" o retinol co-

min en los peces de agua dulce y en concentrados sintéticos, llamadas
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transvitamina "A" y neovitamina "A" respectivamente. Sus propiedades
quimicas son muy parecidas y sus actividades biologicas son similares:
pero difieren ligeramente en su absorcion espectrofotométrica, Ambos
son compuestos isoprenoides que contienen un anillo carboxilico de seis
miembros y una cadena lateral de once dtomos de carbono se mostré en
la figura V., (31)

Su forma predominante en la naturaleza es la de un éster -

maés que la de un alcohol libre. (31,61

1.7.7. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA VI:
TAMINA "A"

1. Son agujas de color amarillo.

2, Solubles en la mayorfa de los disolventes organicos, ingoluble en -
agua,

. Se destruye por la luz ultravioleta,

Es sengible a la oxidacién del aire.

Estable al calor en una atmésfera inerte y soluciones alcalinas,

. Las preparaciones cristalinas son inestables al calor,

Una caracterfistica importante es su capacidad para formar con el -
tricloruro de antimonio un producto de reaccién de color azul con -

un maximo de absorcién de 620 nm.
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La vitamina "A" s6lo tiene‘actividad biolégica cuando su es-
tructura quimica se encuentra. totalmente en configurécibn trans, y las
formas qufmicas que pueden adquirir son dé aleohol (retinol), de aldehi
do {retinal), de 4cido {4cido retinéicb) y esterificada principalmente con
el dcido palmftico. |

Desgde el punto dé vista de nutricién humana y énimal, los -
pigmentos carotenoides son de gran importancia debido a la conversion
de algunos de ellos en vitamina "A". Para ello se requiere primero -
que suceda una reaccidn de oxidacién que transforma el (5 -caroteno en
dos moléculas de retinil-Aaldehrdo por la enzima (5 :ceroteno:ls, 15'-dio-
xigenasa, la cual actia en la ligadura central produciendo retinaldehfdo
que es reducido a retinol por la retinaldehfto reductasa. El retinol es
finalmente almacenado en el higade en forma de palrnitato (50). Estos
pigmentos que se encuentran en las plantas amarillas y verdes junto -
con la clorofila son polienos que pertenecen a cuatro grupos principales:
1. Los carotenos, hidrocarhuros carotenoides, C40HSG que incluyen &

B y T -caroenos y el licspeno
2. Las xantdfilas son oxi e hidroxiderivados de los carotenos, e incluyen
entre otros a la criptoxantina, C40H54(Olvl)2.

3. Los ésteres xantofilicos. que son ésteres de xantofilas con acidos -

grasos.,

4, Los dcidos carotenoides, que son derivados carboxilicos de los carote

nos.
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La estructura de los pigmentos carotenoides se caracteriza
por la cadena alifdtica con grupos metilo insertados y un gistema de -
dobles enlaces conjugados que son los responsables de color rojo y ama
rillo intenso de dichos compuestos. Los grupos terminales de.la cade’-
na alifstica varlan en los distintos carotenoides y determinan la activi:
dad de la vitamina "A", asl como las diferentes solubilidadés que se -
toman como base para su separacion.

La isomerizacién cis-trans provocada por el sistema de do-_
bles enlaces conjugados produce gran numero de esterols&méros los -
cuales difieren entre si en potencia biolégica y en ciertas propiedades
flsicas, tales como la capacidad de adsorcion y espectros de absorcién.

Los carotenoides provitaminicos contienen un anillo de (b <o~

nona a uno o en ambos lados de la cadena poliénice, como se muestra

a continuacion.

P -ionona

© 7 Pigura VI
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En general el término vitamina "A" es reservado para desig-
nar cualquier sustancia o mezcla de sustancias que muestran actividad -
biolégica, se expresa generalmente en Unidades Internacionales (UI) (va-
lor arbitrario desiganade por la farmacopea de los Estados Unidos (USP),
donde 1 Ul ha sido designado como el equivalente a 0.6 g de P ~carote-
no. (3}, 50, 61)

En géneral, las provitaminas "A" tienen las siguientes carate
risticas ffsicas y qufmicas:

1. Son solubles en grasas,

2. Se disuelven fdcilmente en cloroformo, benceno, disulfuro de carbono,
éter de petréleo; pero diffcilmente en alcohol.

3, Sensibles a la oxidacién, autooxidacién a la luz,

4, Se mantienen estables al calor en atmdésfera libre de oxigeno, excepto
por algunos cambios estereoisémerocs,

5. Tienen espectros de absorcidn caracteflsticos, intimamente relaciona-
dos unos con otros, observandose una variacién de los maximos de -

absorcion con el solvente empleado.
I,7.8. FUNCION BIOLOGICA DE LA VITAMINA A"
La vitamina "A" como se dijo anteriormente sélo tiene activi

dad biolégica cuando su estructura quimica se encuentra en configuracion

trans. Aunque su funcién biologica no es del todo conocida, se sabe que
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una de ellas es su participacién en la formacién del pigmento visual -
llamado rodopsina (ll-cis:retinol-ops ina) que es esenclal para que el
proceso de la visién pueda efectuarse. La forma ll-cis-retinol de la
vitamina "A" se combina con la protefna opsina; ésta a su vez se -
transforma de configuracion cis en trans debido a la accion de la luz,
rompiéndose la molécula y produciendo opsina y el retinol trans co:
rrespondiente. Este se isomeriza al ll-cis-‘retlnol a través de una -

enzima isomerasa haciendo cfclico el proceso de transformacion de la

vitamina "A". Figura VII

Lu¥ (vision

1I-cis-retigol Retinal trans + opsina

Retinil isomerasa
Figura VII
Otra funcién de la vitamina "A" es su participacion durante -
la etapa de crecimiento la cual ha sido debidamente demostrada, puesto
que su falta en la dieta provoca un retardo en el desarrollo del organis

mo. (62)
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Se encuentra bien esiét;iecida su participacién en la regula-v
ci6n de 1a diferenciaci6n epitelial, Observaciones realizadas por Fell
demuestran el papel esencial que juegan en la diferenciacién celular,
(63-65)

Participa en el desarrollo y mantenimiento de la espermato-'
génesis (54,58). Esto ha sido demostrado pox-, las investigaciones de -
Palludan en las que aplicé directamente retinol a testfculo de cerdos -
con deficiencias de vitamina "A", en los cuales observd una reparacion
total del epitelio testicular. (63, 66)

Sin embargo también se han llevado a cabo diversas estudios
en los cuales han demostrado su relacién con el colesterol. Fn ellos
8e ha visto que la vitamina "A". a) previene la acumulacién de coleste-
rol en suero e higado de ratas que consumen una dieta alta en coleste-
rol (67,68): b) retarda la hipercolesteromia en pollos y conejos: y c) re
duce significativamente los niveles de colesterol en suercs en pacientes

con arterosclerosis, (68)
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M.  OBJETIVO

Determinar el contenide de vitamina "A" y "E" en diversos -
tejidos (higado, testfculo, miisculo y corazén) de ratas alimentadas con
una dieta balanceada a base de semilla de algodén como aportador prin-

cipal de protefna,
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V. HIPOTESIS

El gosipol es un antioxidante fuerte que produce infertilidad en
machos, acumnulacién de pigmentos lipofuscinicos, e inhibe enzimas Involu:
cradas en el metabolismo energético como la deshidrogenasa léctica. Por
otra parte se ha demostrado que la deficiencia de vitamina "E", al menos
en animales de experimentacion produce infertilidad tanto en machos como
en hembras, disminucién de la deshidrogenasa lictica y que también es un
fuerte antioxidante,

Es posible que el gosipol esté actuando en forma competitiva -
con la vitamina "E", de ahl que la ingestin de gosipol dé un cuadra si-
milar, a cuando existe una deficiencia de esta vitamina: por lo tanto un -

exceso de vitamina "E" deberd contrarrestar los efectos del gosipol,
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MATERIALES:

MATERIAL BIOLOGICO = -
Animal

Se utilizaron 36 ratas machos Spr_ague-'Dawley recien desteta-
das (21 dras de edad), proporcionadas por el bioterio del Centro Médico
Nacional del IMSS, Estos animales se mantuvieron en las condiclones -
que existen en este bioterio los cuales son: un ciclo de luz/oscuridad de
12 horas c/u, temperatura 219C, humedad relativa de 45 a SOV y diez -

a quince cambios de aire por hora,
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Vitamninas:

-Estandar de Palmitato de vitamina "A". 1,771,186.00 UI -
con una pureza de 63,387 (Productos Roche, S.A., de C,V.),

:Estandar de vitamina "E" libre { & -tocoferol) con un pureza
del 54.22% (Productos Roche, S.A., de C.V.). _

~Trans- {-caroteno 1, 600, 000.00 UL. de vitamina "A" (Sigma

Chemical Compuny San Louis Mo. USA).

-Todos los demds reactivos fueron de la casa Merck A.G, -
Darmstadt, Germany.
De los componentes de la dietas gse indica su procedencia en

las tablas de comparacion.
Dietas basales:

Se elaboraron las siguientes 3 dietas cuya composicion se -

muestra en la tabla 2, Estas dietas fveron isocaldricas y al 23% de -

proteina,

1. Casefna
2. Caseina sin vitamina "E”

3. Casefna més exceso de vitamina "'E"



Tabla 2. Composicitn

Nutrimento
Casefnato de Calcio1
Leche en polvo
Sacar0532
Dextrina 3
Acelte

4
Sales minerzales

Mezcla de Vitam lnas4

Celu losa4

Lardo

Vitamina "E"

*Sin vitamina "E"
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de las dietas

Dieta 1
13.1
32.8

1.4
25,0
3.8

g/100 g de dieta
Dieta 2
13.1
32.8
1.4
25,0

7.2

M7
3.8

Dieta 3
13.1
32.8
1.4
25.0-
3.8
7.2
2.0
14,7

0.1

I} Novog-Tnfancia, S.A., México, D.F., 2) Merck de México, 3) Aranal,

S.A., 4) Las sales minerales de Rogers and Harper (92), 1a mezcla de

vitaminas de Teklad Test Diets, y celulosa Fiber Cellulose Type de Tak-

lad Test Diets, Madison Wis.

V.2,

PLAN DE TRABAID

Este consta ‘de 3 periodos: Mantenimiento, Tratamiento y Recu-
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peracién,

Fara el perfodo de mantenimiento los 36 animales se distri-
buyeron en 3 grupos: el grupo 1, integrado por 20 animales, alimenia-
dos con la dieta 1, grupo 2 y 3 con 8 ratas c/u, alimentades con sus
dietas respectivas,

Se coloc6 cada rata debidamente marcada e identificada en
una jaula individual con agua y se alimentaron ad libiutum, con su die-
ta correrpondiénte durante 8 semanas,

Una vez terminado este perfodo, se inicié el de “tratamien-
to" en el cual los animales fueron distribuidos de la forma siguiente: -
el grupo 1 se dividi6 en 3 subgrupos: uno siguié siendo el grupo control
con 8 animales, alimentados con su dietal. Con los animales restan-
tes, se formaron los grupos 4 y 3 con 6 animales c/u, a los cuales se‘
les administraron las dietas 4 y 5 respectivamente, a los grupos 2 y 3
se gigui6 administrandoles las dietas respectivas. La composicién de -
las dietas de tratamiento se muestran en la tabla 3. Durante este pe-
rfodo de 6 semanas los animales se mantuvieron en las condiciones ini
ciales del bioterio, asi como el suministro de alimento y agua fue ad

libiutum,
Dietas de Tratamiento

1. Dieta 1 (Control)
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2. Casefna sin vitamina "E"

3. Casefma méds exceso de vitamina "E"

4, Haﬂna de semilla de algodén*-Caseina

5. Harina de semilla de algodén*-Caseina mds exceso de vita

mina "E".

*La cantidad de proteina (10% se encuentra en felacién de 50% aporta-
do por la harina de algodén y 50% restante por la caseina, La compo-
sicién de estas dietas se dan en la tabla 3., y los proveedores de las

materias primas son las mismas de la tabla 2.

Tabla 3. Composicion 'de las dietas para el periodo de “Tratamiento"

g/100 g de dieta

Nutriente Dietal Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5
Caseinato de Calcio 5.7 5.7 3.7 2.8 - 2.8
Harina de Algodén - - - 25,5 25.5
Leche en Polvo 14.2 14.2 14,2 7.1 7.1
Sacarosa 20.1 20.1 20.1 16.9 16.9
Glucosa 15.7 15.7 15.7 14.0 14,0
Dextrina 21.0 21.0 21.0 20.0 20.0
Manteca 7.7 - 1.7 3.1 3.1
Aceite 6.0 - 6.0 6.0 6.0
Lardo - 13.7 - - -
Sales Minerales 3.2 3.2 3.2 2,6 2.6
Mezcla de vitaminas 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Celulosa . 4.3 4.3 4.3 - -
Vitamina "E" - - 0.1 - 0.1

Al término del tratamiento de seis semanas, se hizéd el pri-

mer sacrificio de animales, tomando la mitad de cada grupo para la -
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determinaci6én de la vitaminas "A" y "E". EIl resto de los animales -
entraron a un periodo llamado de 'recuperacién’”, en el cual todos ellos
fueron alimentados con Purina:Chaw durante 8 semanas, al cabo de es-
te tiempo se sacrificaron los animales restantes para la determinacion

de vitamina "A" y "E”

V.3. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUES-
TRAS, |

En cada sacrificio se anestesié a los animales con dos tipos
de anestésicos combinados,

a) Droperidol: A este compuesto se le considera como un -
neuroléptico lo cual significa que produce un estado de quiescencia con
actividad motora reducida, e indiferencia al medio externo. Se utiliz6
una dosis de 0.100 g/100 g de peso.

b) Detalar o Clorhidrato de Ketamina. Este compuesto se .
usa para inducir anestesia disociativa respecto al ambiente y ademds -
produce analgesia prolongada. Este se utilizé en una dosis de -
8 mg/100 g de peso.

Se combinaron ambos compuestos para adormecer el animal
y a la vez quitarle la sensibilidad al dolor, Se pesd el animal y de .
acuerdo a ello se calculé la dosis para inyectarlo. (83)

Una vez que el animal se encontraba bajo el efecto de la -
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anestesia, se procedi6 a abrirlo a la altura del torax y con una jeringa
esteril sin anticoagulante se extrajo la sangre, la mayor cantidad posi-_
ble, directamente del corazén que aun latfa, Inmediatamente después -
de extraerla se vaci6 en tubos de ensaye y se centrifugaron a 1500 rpm
en una éentrl’fuga Internacional Model 10 PR-6 de International Equipment
Co., a una temperatura de 4°C durante 10 minutos, Al sacar los tubos
de la centrffuga se separ6 el suero con una pipeta pasteur y se congelo
para la determinacién posterior de vitamina "A" y "E".

Simultaneamente se hizo la diseccién del animal y se obtuvie
ron muestras de higado, testiculo, musculo y corazén, las cuales se -
pesaron y cortaron en pequeiios trocitos, se les agregé agua destilada,
(10 ml por cada gramo de tejido) para homogeneizarlos perfectamente
con un homogenizador Evehhem, manteniendo los tubos de las muestras

en hielo, para después congelarlas a -20°C hasta su -andlisis para la -

determinacién de las vitaminas "A" y "E",

V.4, METODOS DE EXTRACCION DE VITAMINAS
EN LOS TEJIDOS

Se realiz6 de acuerdo a la técnica sugerida por Alam Syed
(39) con algunas’ variaciones para lo cual se tomé una alicuota de 7 ml
de la muesrra descongelada con una pipeta volumétrica: se colocS en -

un embudo de separacion (previamente cubierto para proteger la mues-
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tra de la luz) y se le agregaron 50 ml de agua bidestilada, agitdndose -
fuertemente durante 30 segundos, luego se le adiclonaron 30 m! de la -
mezcla de extraccion {(cloroformo-metanol 2:1), se agité fuertemente du-
rante 60 segundos dejdandose reposar hasta observar separacién de las -
dos fases. Esta operacion se repite dos veces més, La fase acuosa -
se desechd, y la fase orgdnica obtenida de las 3 extracciones se filtré

gobre un embudo de filtracién rapida en el cual se tenia una pequefia .
cantidad de sulfato de sodio anhidro, realizada la operacitn anterior se
evaporé el disolvente por corrlente de nitrégeno para tener un volumen

de 25.0 ml en el cual se realizaron las determinaciones de vitamina -

nAu y “E".

V.5. DETERMINACION DE VITAMINA "E" EN LAS
MUESTRAS DE TEJIDO Y SUERO

La determinacién para vitamina "E" se realizé de acuerdo a
la técnica de Hansen y Warwick (35), que es un métado espectrofluoro-
métrico. Este es un método extremadamente sensible para ensayos quf
micos de tocoferol libre y esterificado. Este método s2 basa en los -
tolcoferoles libres, presentan fluorescencia. Basindose en ésto Hansen
y Warwick desarrollaron un micrométodo para cuantificar vitamina "E"
en suero humano y en tejido adiposo (32,33, Muchas mod:ilcaciones

y adaptaciones se le han hecho a este método para su aplicacion en de-
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terminaciones en tejido de rata,

Todos los ensayos espectrofluorométricos involucran cuantifi-
car la fluorescencia de los extractos que contienen los tocoferoles que
se determinan a 292 y 340 nm., de longitud de onde que presentan al -
méximo de excitacién y de emisi6én respectivamente. Es de gran im- -
portancia seleccionar el disolvente apropiado para la preparacion de la
forma que presenta la mayor fluorescencia. Se requiere que se prepa:
re una curva estdndar en sistema igual al de la muestra para cuantifi-
car el contenido de vitamina "E"., El procedimiento fluorométrico pre-
senta veutajas puesto que es un método simple, répido, exacto, v ex- R
tremadamente sensible y no presenta la interferencia de carotenos, vita
mina A" y otros compuestos comunmente asociados con los tocoferoles
en extractos de lfpidos crudos.

El material de vidrio que se empleo para esta técnica se so
meti6 a un prelavado, con un agente limpiador inorgénico (4cido nitrico
3 N) y se enjuag6 varias veces con agua de la llave y 5 veces con agua
bidestilada (27,35). El material se secd en el horno a 100°C,

Los tubos de centr{fuga de 15 ml de capacidad fueron protegi
dos de la lz,

El hexano utilizado fue recien destilado sobre lentejas de -

hidrdxido de sodio, Todos los reactivos empleados fueron de grado -

analitico.
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CURVA ESTANDAR DE VITAMINA "E"

Para realizar la curva estandar de vitamina "E", primeroc se
comprobd la pureza del eatandar, para ello se determiné espectrofotomé-
tricamente, segin Lambertsen y Brekken (84). Segin estos autores el -

&-tocoferol presenta un mdximo de absorcion.

El% : -

lem 72 a 292 nm; en base a éste se hizo una solucién al 1% de vita-
mina "E" I'bre con la supuesta pureza y se leyé
a 292 nm.
De la determinacién reasllzada se obtuvo:
1 -
EYo = 720 292 nm. tetrico g, = 0.142
B! % Z924 292 imental “Dyey = 0.077
1 cm a nm. experimenta 992 .
0.142 - 1009,
0.077 - X

X = 54.22 % de pureza

Una vez realizado lo anterior se preparé una solucidn conte-
niendo una concentracifn de S.40 ,.lg/ml en etanol absoluto grado analfti

co.
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La fase orgdnica de cada tubo se transfirié con una pipeta pas
tevr a las celdillas de cuarzo de 1 cm y 4 ml de capacidad para ser lef-
das en el espectrofluordmetro Carl-Zeiss modelo PMQ con lémbara de Xe
l‘ld\:“ y filtro especial de interferencia de 313 nm y se ley6 a las siguien-
tes longittdes de onda a 313 nm de excitacién y 340 nm de emisi6n.

Ajustando primeramente el aparato con el blanco de reactivos
a cero de fluorescencia, Con los datos obtenidos se hizo vna gréfica en
papel milimétrico de fluorescencia vs. concentracién, Para posteriormen
te interpolar los datos de las determinaciones en las muestras de tejido,

La curva estandar se hizo de acuerdo a la tabla 4,

Tabla 4, Curva estindar de vitamina "E"

ml, de solu -
No.  ci6n patrén HoO bides- etanol Hexa-
tubo de vitamina "E" tilada absoluto no.
Blanco 0 1 2.0 AGH- 5 A CENTRI
1 0.1 1 1.9 TAR 5 Gl FUGAK
2 0.2 1 1.8 5 T A
3 0.3 1 1.7 30 5 A 2400
4 0.4 1 1.6 . 5 R r.p.m
5 0.5 1 .5 SE-. 5
6 0.6 1 1.4 GUN- 5 30 8
7 0.7 1 L3 DOS 5 SE-
8 0.8 1 1.2 .5 GUN MINU-
9 0.9 -1 L1 VOR- 5 DOS TOS
10 1.0 1 1.0 TEX 5§
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DETERMINACION DE VITAMINA "E" EN LOS EXTRACTOS
DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS,

Se tom6 una alicuota de 1,0 ml del extracto de tejido y 0.2 ml
en el caso de suero, se hizo por duplicado y se siguié el mismo proceso
de la curva estandar de vitamina "E", una vez obtenidas las lecturas de -

las muestras analizadas, se calculd la concentracién de la vitamina inter-

polando en la curva estandar.

V.6.  DETERMINACION DE (5 ~CAROTENOS Y VITA-
MINA "A" EN LAS MUESTRAS ANALIZADAS.

Para esta determinacién se siguié la técnica de Neel y Pearson
(82). Este método se basa en la medicién de la densidad 6ptica de los -
carotenos a 450 nm y en la posterior medicién a 620 nm del color azul

producido por la reaccién con el reactivo de Carr-Price.
PREPARACION DEL REACTIVO CARR:PRICE

Reactivo de Carr-Price, Se preparé una solucién de tricloru-
ro de antimonio al 20% en cloroformo. Luego se filtrd sobre sulfato de

sodio anhldro (este compuesto es sumamenie corrosivo por lo que hay -

que tener un cuidado especial en su manejo. se recomienda también calen
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tar suavemente en bafic maria la solucién ya que el tricloruro de antimo-
nio se disuelve lentamente en el cloroformo). Una vez preparada la solu
cioén se puso en un frasco d4mbar con una pequefia cantidad de sulfato de
sodio anhidro,
Nota:

Todo el material que estuvo en contacto con este reactivo, se
enjuagé con 4cido clorhidrico al 50% antes de lavarlo, ya que el trlcloru:

ro de antimonio en presencia de agua o humedad forma un precipitado -

blanco insoluble de oxicloruro de antimonio.

CURVA ESTANDAR DE {8 -CAROTENO

Se pesaron 50 mg de trans- ﬁ:caroteno y se disolvieron en
unos cuantos mililitros de cloroformo y se llevan a un volunen de 10 ml
.con éter de petréleo también grado analftico. De esta solucién se hizo
una disolucién de 1:100, con éter de petréleo. Esta solucion es la solu-
cién patrén que es estable por unas cuantas horas, por lo que se hizo
antes de usarse. Se tomaron diferentes alicuotas desde 1.0 ml hasta 9.0
ml y se llevaron a un volumen final de éter de petr6leo, agitandose un
minuto en agitador vortex y leyendo a 450 nm., ¥ en un espectrofotémetro
Coleman Junior Il modelo 6/35 en celdillas de vidrio empleando como blan
co éter de petrSleo. Se graficé absorbancia contra la concentracion en -

papel milimétrico, Grafica 2.
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CURVA ESTANDAR DE VITAMINA "A"

Se pesaron 70.5 mg de palmitato de vitamina "A" que equivale
a 37.4 g de retinol y se disolvieron en cloroformo y se llevé a un volu-
men final de 50 ml. (la solucién es estable por dos dfas protegida de la
Iuz y en refrigeracion).

La curva estdndar se hizo de acue;do con la tabla S,

Tabla 5. Curva estdndar de Vitamina "A"

ml. de estdndar ml. de cloro- ml, de tricloruro
de vitamina "A" formo de antimonio.

BLLANCO 0 0.1 1.0 *
1 1.0 8.0 1.0 "
2 2.0 7.0 1.0 *
3 3.0 6.0 1.0 *
4 4.0 5.0 1.0 *
5 5.0 4.0 1.0 .
6 6.0 3.0 1.0 .
7 7.0 2.0 L0 *
8 8.0 1.0 1.0 *
9 9.0 0.0 L.0 *

* Agitar 60 segundos en Vortex.

Los tubos se leyeron a 620 nm, ajustando el espectrofotdmetro
Coleman Junior Il Modelo 6/35 a cero de absorbancia con el blanco de - -
reactivo, Se gréfico absorbancia contra concentracion en papel milimétri-

co, Grafica 3.
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DETERMINACION DE  { “CAROTENO Y VITAMINA "A" BN
LOS EXTRACTOS DE TEJIDOS Y SUEROSI DE LAS MUESTRAS

Se tom6 una alfcuota de 1.0 m! de la muestra problema se le
agregé 1.0 m! de etanol al 95%, se agité durante 60 segundos en un agi-—
tador Vortex, después se le adicionan 3.0 ml de éter de petrdlco, se pro
cedid a centrifugar 5 minutos a 1000 rpm en una centrifuga International
Moldelo PR:6 de International Equipment, Co. a 10°C. Una vez hecha -
esta operacién se separ® cuidadosamente la capa orgdnica con una pipeta
pasteur y ésta se leyé a 450 nm, en el espectrofotémetro Coleman Junior
Modelo 6/35 contra un blanco de éter de petroleo para obtener la concen-
tracién de carotenos en las muestras. Después se evapord el éter de pe
trélec de la capa orgdnica en un bafio de agua (35-40°C) hasta sequedad,
el residuo se redisolvié en 0.1 ml de cloroformo y se agregé 1.0 ml de
tricloruro de antimonio y se ley6 rédpidamente a 620 nm en el espectrofo
témetro Coleman Junior Modelo 6/35. Ajustando primeramente con un -
blanco de reactivos que contienen 0.1 ml de cloroformo y 1.0 ml de tri:
cloruro de antimonio.

El andlisis estad{stico de los resultados obteni/dos de la deter-
minaciéon de vitamina "A” y "E" se realiz6 aplicando la prueba de t de -

Student (86,87), que es una prueba de hipétesis usada para verificar las

diferencias observadas en tratamientos distintos (91).



VI, RESULTADOS

En las graficas 1 y 3 se presentan las curvas estdndares de
las vitaminas "E" y ""A" respectivamente, Se puede observar que la -
vitamina "E" es lineal entre las concentraciones de 0.5¢ yg/mi a -
5.4 pg/ml, por lo que se trat6 de ajustar las concentraciones de vitg
mina "E" presente en los tejidos dentro de estos lfmites. Con respec
to a la vitamina "A", se llevé acabo el mismo procedimiento resultan-
do las concentraciones de (.20 pg/ml a 2.0 pg/ml, las concentracio-
nes més adecuadas,

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de vitami

mina "E"” en los diferentes tejidos v suero, estudiados en aquellos -

™
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animales que se sacrificaron después de seis semanae de tratamiento.

Tabla 1. Determinacién de vitamina "E" después de seis semanas de tra-

miento ( pg/g de tejido).

(wg/mD
Dieta  Higado Testiculo Musculo Corazoén Suero

1 23.2:1l.6 185.15+40.2 33.5+10.8 94.0:28.8 270.0 :126.2

2 B.4%6.4 76.8 * 7.7 218+ 4.2 19,1 2.2 118.7¢24.6
P NS 0.002 NS 0.01 NS
3 16.5#13.5 100.1 + 8,1 32.1+4,1 67.8 t4.3 490.0+% 58.5
P NS 0.01 NS NS NS
4 14.9:32.4 86.9 ILO 19.9 +4.0 28.3 : 4.4 573.3 :172.6
p 0.005 0.0l NS 0.0 NS
5 28,8%6.6 172.3* 42,9 40.5:0,5 18.8 z 1.0 640
p NS NS NS 0.01 NS

1, Dieta Control; 2, Dieta sin vitamina "E"; 3, Dleta con exceso de vitami
na "E"; 4. Dieta con harina de algodén; 5. Dieta con harina de algodé6n y
exceso de vitamina "E".

NS: Diferencias no significativas.

Higade: Con respecto a la concentracién de vitamina "E", los
animales sometidos a la dieta de harina de algodén (dieta 4), fueron los -
tinicos que mostraron diferencia significativa con respecto al control, Se
prede observar que la concentracién de esta vitamina fue casi cuatro ve-

ces mayor que el grupo control. En los demds grupos los niveles de vi-
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tamina "E" fueron muy similares ain en aquellos animales que recibieron
una dieta deficiente, en esta vitamina (dieta 2), en donde se not6 una lige

ra disminucién de ésta en este 6rgano,

Testiculoe Este fue el tejido en el cual se observé vna mayor
disminucién en la mayorfa de los grupos, excepto con los animales de la
dieta 5 que ingirieron harina de algodén més exceso de vitamina "E", pu-

diendo ser ésta la que protegi6 a este tejido para que lograse mantener -

los niveles normales, comparado con el grupo control,

. Misculo: Ninguno de los cinco grupos estudiados presenté dife-
rencias significativas; lo que hace suponer que este tejido podria ser me-
nos sensible a los cambios de ingesta vitaminica, de ahl, que no presente

alteracién en sus niveles de vitamina "E',

Corazén: Llama la atenci6n que tanto los animales que ingirie-
ron la dieta sin vitamina "E" (dieta 2), como aquellos que se alimentaron
con las dietas a base de harina de algodén (dietas 4 y 5), presentaron una
disminucién en la concentracién de vitamina "E". Con base a estos datos
no es posible establecer una probpable explicacién a esta disminucién en los

grupos 4 y 5,

La concentracién de vitamina "E" encontrada en el suero de los
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animales estudiados de todos los grupos, no mostré diferencias con respec

to al grupo control,

Tabla 2. Determinacién de vitamina "A" después de seis semanas de tra-
miento { pg/g de tejido)
( pg/mD
Dieta Higado Testfculo Mdusculo Corazoén Suero
1 89.3:36.0 11.9:+2.2 4.9 =13 9,7 +2,6 12.5 :8.8
2 49.6+22.1 6.0:£L5 4.7t12 6.8 £1.3 3.4* 3.6
p NS 0.005 NS NS NS
3 47.9:16.2. 9.1:+1L5 5220 1:08*L3 19.8:10.8
P NS NS NS NS NS
4 29,5 t 6.8 4.1+ 0.8 6.5+0.7 14.53.7 9.8+ 4.5
P 0.05 0.005 NS NS NS
5 22,6 £8.2 8.9:1L1 4,611 12,8:0.8 58.7
p 0.05 NS NS NS NS
Concentracion de vitamina "A".
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2, En ellos
se puede observar que esta vitamina disminuye significativamente -

(p < 0.09), en el higado de los animales cuyas dietas fueron a base de -

harina de algodén,

gin vitamina "E'' (dieta 2), y el grupo 4 que ingiri6 harina de algod;jn se

observé una disminucién significativa (p < 0.005), mienrras que en el mis

En el testiculo, sélo aquellos animales que tuvieron una dieta
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[1% Wi}

culo al igual que en la vitamina , los niveles de vitamina "A" tampoco
se alteraron en ninguno de los grupos estudiados. De la misma manera,
en corazén y suero las concentraciones de vitamina "A" fueron similares
a sus respectivos controles, siendo aparentemente los tejidos médse sengi-
bles el higado y el testiculo.

Con respecto al estudio de las ratas sometidas al periodo de -

recuperacion (8 semanas con dieta normal después del tratamiento), los -

resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Determinacién de vitamina "E", después de ocho semanas de re-‘
cuperacion®* ( pg/g de tejido)

( pg/ml)
Dieta Higado Testlculo Misculo Corazén Suero

1 8.9 4,7 59.5: 14,3 32.,8:17.4 3lL4:14,5 1350:49.2

2 17.6:10.1 348t 7.4 25.4+098 46.3t9.3 128.5¢44.9
p NS 0.001 NS NS NS
3  19.4:10.7 157 +3.6 16954 26.8+7.9 1555:28.4
P NS 0.001 NS NS NS
4 1.0 :6.6 '1026:30.0 251:13.3 359:6.8 157.3:65.4
P NS NS NS NS NS
5 29.3:51 62.2:019.5 35053 27.0:27.3 187.3 :42.2
P 0.005 NS NS NS NS

* Todos los grupos recibieron durante ese tiempo dieta normal (Purina-

Chaw).



- 55 -
En ella se puede observar que el hrgz;do mostré un aumento en
la concentracién de vitamina "E" en aquellos animales que ingirieron la .
dieta de harina de algodén més vitamina "E" (grupo 5) siendo esta diferen-

cia significativa, No se observo en los demds grupos ninguna alteraci6n

aparente de los niveles de vitamina con respecto al grupo control,

En testiculo, el contenido de vitamina:"E" se mantuvo bajo el
grupo 2 en donde los animales ingirieron una dieta sin vitamina "E" duran
te el perfodo de tratamiento, sin embargo, en los grupos 3 y 4 formado -

L18 il

por los animales que ingirieron una dieta con exceso de vitamina Y

harina de algod6n respectivamente, aumentaron- sus niveles de esta vitami

na con respecto al grupo control, encontréndose diferencia significativa -

s6lo en el grupo 3.

En el miisculo, tejido en el cual se mantuvieron los niveles de

vitamina "E", durante el tratamiento no se encontraron diferencias tampo-

co en este perfodo de recuperaci6n,
En corazén y suero se pudo apreciar un comportamiento simi-
lar que en el tejido anterior, en que tampoco se obtienen diferencias sig-

nificativas,

Los resultados obtenidos de la ‘determinaéibnfdéf vitamina "A",
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‘en los diferentes tejidos y suero para el perfodo de recuperacién se mues

tran en la tabla 4.

Para el higado, tejido en el cual se observa una disminucién en
los niveles de vitamina "A", en los grupos 2 y 3 se encontré que ésta es
significativa; en cambio en el grupo 5 (animales que ingirieron harina de

algodén més vitamina "E" durante el periodo de tratamiento), existi6 un -

aumento en los niveles de vitamina "A'".

Tabla 4, Determinacién de vitamina "A" después de ocho semanas de re-~
cuperacion* ( pg/g de tejido)
( pg/mb

Dieta Higado Testiculo  Mdsculo Corazén Suero
1 27.3 +1.2 15.3:9.0 2.7:0.8 2.0:0.6 35.8:0,7
5

2 15.7:7.3 6.8:L7 5.5:0.7 6,4:0.9 36.0:0,2
p 0.02 NS 0.005 0.001 NS
3 15.2¢2.3 5.9:3.6 6.8:t1L0 4.3:L6 359:6.0
p 0.001 NS 0.001 0.05 NS
4 33.1:t6.4 4.3:0.0 3.5:1.0 6.5:L7 37.5:0.0
p NS NS NS 0.005 NS
5 38.4:8.2 10.3:3.8 51:1L0 9.9:0.5 33.9:0.0
p 0.05 NS 0.02 0.00 NS

* Durante ese tiempo todos los grupos recibieron dieta normal (Purina-

Chaw).
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En testfculo, no se encontraron diferencias con respecto al con

trol en ninguno de los grupos.

En miisculo se encontr6é un aumento significativo en los grupos

2, 3 y 5 en los niveles de vitamina "A".

En corazén, tejido en el cual los niveles de vitamina "A" se -
ven aumentados en todos los grupos con respecto al grupo control, siendo

este aumento significativo.

Los datos obtenidos para suero, muestran qQue no existen dife-
renclas significativas en ninguno de los grupos estudiados en comparacién
con el grupo control en los niveles de vitamina "A",

En el caso de vitarﬁjna "E", se observ6 de una manera gene—-
rél, por una parte, el testiculo es el tejido mds afectado. En los casos
de 1a dieta 2 (deficiente en vitamina "E") y la dieta 3 (con exceso de vi-
tamina "E") durante el tratamiento, continuaron mostrando el efecto de
carencia o exceso aln después de las ocho semanas de recuperacion,

Con respecto a la vitamina "A", después del perfodo de recu-
peracién los niveles de ésta en corazén y miisculo aumentaron mientras -

que los demés tejidos y suero se mantienen los niveles normales con res

pecto al grupo control.



VIL.  DISCUSION

De acuerdo al anédlisis de resultados realizado para el conteni-
do de vitamina "E" durante el perfodo de tratamiento se puede ver que el
testiculo fue el que respondi6 de manera méds clera al tratamiento sin vi:
tamina "E", lo cual era de esperarse puesto que uno de los principales -
gitios de accion de la vitamina "E" es este tejido (41,88,89). De igual -
manera, el grupo tratado con harina de algodén mostré disminucion, Es-ﬂ
te efecto s2 vi6 disminuido en el grupo 5 en donde se encontraba vitamina
"E" que posiblerente protegié a este 6rgano del efecto del gosipol presen
te en la harina de algodén.

Es impotante hacer notar que el miisculo fue el tejido menos -



- 50 -

afectado e igualmente el suero fue en donde no se observan cambios -
tanto por el efecto de carencia de vitamina "E" como de gosipol de la
harina de algodén.

Al cabo de las ocho semanas de recuperacién (con alimento -
propio para estos animales), el dnico Srgano que todavia se encontraba
afectado era el testiculo. Es interesante observar que el grupo que fue
originalmente tratado con exceso de vitamina "E" mostreba valores muy
altos. Parece ser que el efecto acumulativo se obsérvara al cabo de es
ta segunda parte.

En cuanto a la concentracién de vitamina "A" durante el pe-
riodo de tratamiento nuevamente fue el testiculo el 6rgano méds sensible.
Aquf se puede ver que el grupo que recibié la dieta de harina de algo-
dén mostré el mds bajo contenido de vitamina "A" lo que indica que es:
ta vitamina tambi&n sue ve afectada por el gosipol. El higado se vié -
afectado s6lo en los animales tratados con las dietas a base de harina -
de algodonm, '

En el periodo de recuperacion se observa que aquellos tejidos
que presentan niveles normales de esta vitamina durante las seis sema-
nas de tratamiento, mostraron alteraciones en su comportamiento 'duran:
te el perfodo dé recuperacién dando la impresién de que el efecto se ha:
ce patente a largo plazo, ya que si bien en testiculo y suero se mantu-'

vieron valores normales, en miisculo y corazén se observé un incremen-

to en el contenido de vitamina "A". En los animales alimentados con -
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las dietas 2 y 3 la concentracién de vitamina "A" en higado mostrd dismi
nucion gignificativa con lo cual se puede pensar que las reservas hepiti-
cas disminuyeron para suplir las necesidades de los demds tejidos. Es-
ta recuperacidn ya ha sido estudiada por otros investigadores (63, 66) -
quienes también sugieren que la vitamina "E" contribuye a aumentar el
almacenamiento hepatico de vitamina "A", -

La disminucion de los niveles de la vitamina "A" en higado va
de acuerdo al mecanismd de accion ejercido por las dos vitaminas en el
cual la presencia de una influye sobre la utilizacién de la otra, en este -

caso, la acumulacién de vitamina "E", disminuye las reservas hepdticas

de vitamina "A", ya qué existe una mayor demanda de esta vitamina.
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ViIt, CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo pueden resumirse en los

giguientes puntos:

1. El testiculo es el 6rgano més sensible a la deficiencia de vitamina -
"E" y la acci6n del gosipol que afecta también de manera importante
la concentracién de esta vitamina. Este efecto se vi6 disminufdo -
cuando la harina de algodén se did en una dieta con excesn de vitami

na YfElI



2,

3.
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El musculo fue el tejido menos afectado y la concentracion de vitami

na "E" en el suero no se vi6 modificada en ninguno de los tratamien

tos empleados.

Al cabo de ocho semanas de recuperacién con dieta normal el unico
6rgano que todavia continuaba afectado en cuanto a la concentracion
baja de vitamina "E" era el testiculo. Los animales que recibieron

la dieta con exceso de vitamina "E" mostraron aumento de esta vita

mina en testfculo.

La vitamina "A" se vi6 afectada de la misma manera que la vitami-
na "E" siendo igualmente el testiculo el 6rgano en donde se produje-
ron disminuciones significativas de esta vitamina por la deficiencia

de vitamina "E" y por la accién del gosipol presente en la harina -

de algodon. /

Mds diffcil de explicar son los aumentos de vitamina ""A" encontra-
dos en musculo y corazén al cabo del periodo de recuperacién y las
disminuciones encontradas en higado en los grupos de animales ali-

mentados con dietas sin y con exceso de vitamina "E",
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