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IN'T'ROD UCCION

El presente estudio aporta un: avance en el conocimiento de ‘un

bloquimica del animal de laboratorio mas

aspecto importante de X
utilizado, la rata: Rattus gorvegxcus albinus). Este trabaio

surgi6 - como : del programa que sobre

colelitiasis exp rimental ‘en el jamster se-viene desarrollando desde

hace ya un bue numero de afios en este Laboratorio en donde ‘se "ha

encontrado que~la y@:amina‘ A per se produce calculos billares

pigmeneadosr en ;el_:jéﬁstep dorado. Durante el curso prde: Ias
investiéaciénes}éqbfe,céieiitiasis en este animal - se . observé que
mientras mayor éra' la.’ edad de los  animales utilizados ‘en el
experimento, més elevados éran los valores de vitamina A hepatica en
los grupos que recibian s6lo la dieta de mantenimiento = (controles),

100
de

lo cual podia estar asociado con la observacion hecha por’ Dam
que los caAlculos biliares pigmentarios .algunas veces se presentan de
manera espontinea en jAmsteres senlles.  De ahi el interes por

establecer los niveles hepaticos de vitamina A en jamsteres y ratas

de diferentes edades, allmentados sﬁlo con dleta de mantenimiento.

La primera parte de este trabajo contiene una amplla revlsxon
de la literatura sobre nutricién de animales de laboratorio, y sobre
la bioquimica y fisiclogia de la vitamina A, lo cual nos ha dade
bases solidas para el analisis y evaluacioén dé los resultados de

este estudio.
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Esta investigacién la realizemos en el Laborstorio de Biologie
Animal Experimental de esta Facultad, an calidad de Asistente de
Investigacién, bajo la direccién del Dr. René Cardenas Vazquez,
responsable de la seccién de Bioquimica, y con la asesoria del Dr.

Humberto Granados Espitia, jefe del Laboratorio.
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A. ASPECTOS GENERALES SOBRE NUTRICION DE ANIMALES DE L.ABORATORIO.

De manera, general los requerimientos nutricionales de los
animales son similares aunque la fuente de obtencién de nutrientes
puede ser muy diferente; algunos se alimentan exclusivamente de
plantas, otros sélo de animales, y aun otros de ambos, pero todos
son heterdtrofos, y presentan una gran diversidad de adaptaciones a
su dieta.

En condiciones de laboratorio los animales son alimentados con
dietas elaboradas teniendo en cuenta la composicién de su dieta
natural, cuando ésta es conocida, La calidad de una dieta se puede
evaluar monitoreando el estado de salud de la especie, el cual se
evalda principalmente considerande su crecimiento, réacord
reproductor, actividad espontanea y longevidad.

Una dieta, ya sea de origen natural a preparada

artificialmente, debe llenar todas las necesidades nutricionales del

animal, es decir, debe ser una dieta balanceada, incluyendo
alimentos que proporcionen protelnas, lipidos, carbohidratos,
vitaminas, minerales y fibra, en cantidades adecuadas, que

matisfagan los requerimientos energéticos y permitan llevar a cabo
el crecimiento y la reproduccién del animall.

Los organismos requieren energia para realizar sus diferentes
funciones; esta energia es cbtenida principalimente de las grasas y
carbohidratos, aunque también las proteinas suministran cantidades

considerables de los requerimientos energéticos diaries. Los lipidos
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al constituir el nutriente mas energético por Unidad de peso es una
de las formas de almacenamientc de energia en el cuerpc de 'los
animales.

Las grasas son un elemento esencial en la dieta, y su ausencia
produce sintomas especificos de deficiencia, tales como crecimiento
retardado, dermatitis, piel descamada vy alteraciones de la
reproduccién y del balance del hidrico. Experimentos con ratas en
los cuales se utilizan dietas completamente s8in grasas, han
demostrado que los acidos grasos de la familia del Acido 1linoleico
whH (18:2w6; 18:3whH; 18:4W6; 20:2W6; 20:3u6 y 20:41«:6)z son capaces de
curar los sintomas de deficiencia de lipidos, es decir, son a&cidos
grasce esenciales.

Los carbohidratos, ademas de proporcionar energia, puesto que
son capaces da almacenarla, se requieren de manera estructural pars
constituir las glicoproteinas y los glicolipidos. En las dietas de
mantenimiento de animales de labeoratorio, 1los carbohidratos son
suminstrados principalmente por cereales tales como el centeno, el
trigo, el maiz y la avena, principalmente en forma de almidodn.

Las proteinas dietéticas se hidrolizan a amlinoidcidos o pequefios
péptidos, siendo de esta manera absorbidos. Estos aminoc&cidos &e
utilizan para formar nuevas cadenas de proteinas segln los
requerimientos del organismo. De los 20 aminoicidos que constituyen
las proteinas, algunos pueden ser sintetizados a partir de otros
grupos quimicos, siendo éstos los denominados amincécidos no

esenciales; por otra parte, existen otros que son necesarios
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suministrérlﬁs en l§'d1§£a.'los llamados aminocdcidos esenciales, los
:cuélés:één: 1§ treonina; “-lisipa, metionina, valina, isoleucina,
leucina, arginina, histidina, fenilalanina y triptofano, Las fuentes
de éroteina de origen animal, tales como la harina de pescado 9 dé
carne.y la leche, contienen aminocdcidos en una  proporcién muy
cercana a la requerida por el animal, y se consideran como fuentes
dietéticas de proteina de “"buena 'calidad". Algunas proteinaé dé

origen vegetal tales como la soya, contienen niveles aceptables de

“men

aminocdcidos, pero otras, como las de los cereales, son &

deficientes en uno o mas aminodcidos, generalmente lisina, metipninar

y/o cisteina, requiriendo por lo tanto suplementos de éstos -en la . "

dieta.

Las vitanminas comprenden un grupo de nutrientes esenciales pahav
los animales, y debido a que generalmente actuan como cofactores
enzimaticos, sus requerimientos son muy pequefios. Se agrupan
comunmente en dos «clases principales: 1las hidrosolubles y las
liposolubles. Como regla general, las vitaminas liposolubles (A, D,
E y K) se almacenan en el organismo considerablemente, a diferencia
de las hidrosolubles, tales como son las del complejo By la C, las
cuales son eliminadas mas rapidamente. Debido a que el contenido de
vitaminas en los nutrimentos naturales varia notablemente, aun en el
caso de aquellas que son gquimicamente estables, generalmente Ee
agregan ciertas cantidades de vitaminas sintéticas a las dietas
balanceadas comerciales de animales de laboratorioc, para asegursr

asi los niveles adecuados de éstas en las dietas.
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Los . elementos inorganicos tienen una amplia variedad de
funciones importantes en el cuerpo: algunos actuan en una forma
similar a las viteminas, como cofactores enzimidticos, mientras que
otros en adicidén a2 esta actividad en ocasiones tienen acciones
principalmente estructurales o fisicas. Los minerales esenciales
pueden dividirse en dos grupos: aquellos que el organismo necesita
comparativamente en grandes cantidades, tales como el calcio,
fésforo, magnesio, sodio, potasic, cloro y azufre, y agquellos que se
requieren en cantidades muy pequefias, tales como el cobre, zinc,
cobalto, selenio, hierro, manganeso, yodo o molibdeno.

Los ingredientes dieteéticos de origen vegetal, tales como la
capa externa de los cereales, contienen algunas substancias que el
animal monogastrico es 1incapaz de digerir, Yy son llamados
genericamente fibra dietética. Esta es importante en la digestién vy
metabolismo del animal, ya que facilita el peristaltismo en el
tracto digestivo, retiene agua y facilita la digestién y absorcién
de los nutrientes. Sin embargo, a la fibra dieteética pueden 1ligarse
algunos minerales y ciertas moléculas organicas, tales como las
sales biliares, lo cual impide su absercién.

El agua frecuentemente tiende a ser excluida c¢omo nutriente,
pero es uno de los factores mas importantes de la dieta: funciona
como vehiculo para transporte de nutrientes y productos de desecho,
participa en las reacciones quimicas, e interviene en el control de
la temperatura corporal. Los animales de laboratorio deben tener

siempre acceso al agua para remplazar la que pierden en la orina vy
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por evaporacién a través de la piel y de las mucosas. Los animales
pueden obtenerla directamente bebiéndola, o indirectamente a traveés
de los alimentos; la cantidad de agua que beben dependers de la
humedad y composicién de su dieta, del estado fisiologico del
animal, de la temperatura ambiental y de la especie.
- Disponibilidad de los putrientes en la dieta:

La cantidad de nutrientes de cualquier alimento se determina

Beheralmente a través de andlisis quimicos; aunque éste proportiop§
una informacién Gtil, no presenta un cuadro completo .de :105
nutrientes de que dispone el animal a través de la dieta, .La:.
disponibilidad de los nutrientes varia dependiende de sus fuentes
dietéticas: asi, las dietas ricas en fibra contienen una mayor
proporcién de energia en forma indigerible, y de la que no puede
disponer el animal monogéstrico. También los aminoacidos puaden
encontrarse en forma de péptidos indigeribles vy en uniones
péptido~carbohidratos que no pueden ser liberados por 1las enzimas
digestivas. La disponibilidad de los minerales en la dieta puede
reducirse debido a su estado quimico y a 1la presencia de otros
minerales o de materias orgénicas con las cuales pueden formar
complejos de donde nc pueden ser absorbides; por ejemplo, el hierro
86lo puede ser absorbido en forma ferrosa y no férrica. Asimismo, la
disponibilidad del zinc se reduce marcadamente en presencia de
fosfatos, los cuales se encuentran paturalmente en los nutrimentos

que continen fésforo organico.
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-Eactores gue afectan los requerimientos putritives de los
animales:

Los nutrientes son empleados por el organismo para producir
energia, nuevas células y mantener los procesos metabolicos. Los
requerimientos nutritives de 1los animales de labor -<rio son
afectados por factores genéticos y ambientales.

Se han identificado diferencias intraespecificas en los
requerimientos nutritivos de 1los animales; en muchos casos las
diferencias reportadas en 1la literatura son tan pequefias que
resultan insignificantes comparadas con las variaciones de los
requerinientos de nutrientes durante todo el ciclo de vida normal
del animal. Algunas especies presentan peculisridades en cuanto a
Bus requerimientos de vitamipas: por eljemplo, el gato tiene un alto
requerimiento de vitamina A y es incapaz de utilizar carotenos como
fuente de ésta; los prinmates del nuevo mundo, tales como los tities,
no pueden utilizar vitamina Dr dietetica, mientras que los cobayos y
los primates requieren de vitamina C en la dieta, pues no la pueden
sintetizar. También han sido reportadas diferencias en los
requerimientos nutritivos en varias cepas de ratones, pues se ha
demostrado que el reécord reproductor de diferentes cepas varia segun
la dieta.

Existen variaciones en los requerimientos de nutrientes durante
el ciclo de vida normal de 1los animales: se necesita una mayor
cantidad de nutrientes durante el crecimiento, la reproduccién y la

lactancia. Asi, para un animal en crecimiento activo el
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requerimiento de nutrientes por unidnd de péso‘ corporec: es muche
mayor que cuande el animal se acerca a la'madhrez. disminuyendo en
este caso su velocidad de crecimiento: por ejemplo, el calcio y el
fésforo son requeridos en mayores cantidadea durante la etapa  de
crecimiento que en la edad adulta. Por otra parte, la ‘"cantidad
absoluta" de energla requerida por un animal Jjoven en rapido
crecimiento es similar a la requrida por un adulto maduro. Paré un
mamifero durante la gestiacién el requerimiento de nutrientes
aumenta por la demanda del feto, y por lo tanto es mayor durante el
ultimo tercio de la gestacién. Después del parto los requerimientos
permanecen altos Yy aun pueden aumentar, para suministrar los
nutrientes necesarios durante la lactancia.
-Consumo de alimentos y aceptabilidad de la dicta:

Muchos de los animales de laboratorio comen las dietas de
mantenimiento ad libitum; sin embargo, hay una tendencia a comer mas
de lo que se necesita, aunque el animal no esté creciendo o
reproduciéndose; esto lo vuelve mas o menos obeso y més propenso a
adquirir enfermedades asociadas » la obesidad, tales como 1la
insuficiencia renal, necrosis hepatica y arteriosclerosis. Esta
tendencia a comer mas de lo necesario puede prevenirse controlando
fisicamente el consumo del alimento, o disefiando dietas con una
menor densidad de los nutrientes, de tal manera que aunque el animal
coma haeta la saciedad, inglera mencs nutrientes. E1 control del
consumo de alimentos se usa principalmente en carnivoros y primates.

Por otro 1lado, el suministro de excesivas cantidades de
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alimento dejan residuos en los comederos que son un riesgo para la
salud, por descomposicién de ellos o por contaminacién con. las
heces, lo cual puede evitarse suministrando cantidades medidas de
alimento.

Los animales de laboratorio deben alimentarse con una racién
debidamente balanceada, que suministre sus requerimientos diarios de
manera completa. Debido a que los intentos para proveer 108
requerimientos minimos de un animal en una dieta son hasta hoy
insatisfactorios, se hace necesario el suministro de suplementos
alimenticios tales como frutas, vegetales y semillas. Sin embargo,
estos suplementos, que raramente son balanceados, si pueden
reemplazar perjudicialmente el consumo de los alimentos principales,
hasta el punto de inducir enfermedades por carencia; esta es la
causa del "“sindrome del desperdicio” en los tities. Si{ por alguna
razén se hace necesario suministrar suplementos alimenticios, la
cantidad de éstos no debe ser grande ni diaria para que no afecte el
consumo del alimento balanceado.

Otro aspecto de gran importancia es la aceptabilidad de 1la
dieta por los animales. Las materias primas se deben seleccionar
para que las dietas con que se elaboran tengan un sabor y una
textura atractivos para el animal; esto es especlalmente necesario
en la elaboracién de dietas para gatos, perros y primates.

En los roedores la forma fisica de una dieta puede influir
sobre la cantidad de alimento ingerido; se ha observado que estos

animales aceptan menos una dieta pulverizada que la misma dieta en
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forma sélida (comprimida o peletizada), Las dietas comprimidas no
deben ser demasiado duras, ya que esto puede causar una disminucién
en la ingestién del alimente, especialmente en los animales. Por el
contrario, una dieta comprimida demasiado blanda resultz en una
pérdida excesiva de alimento, especialmente si el animal ests
alojado en una jaula con piso de malla metalica.

- Estabilidad de los putrientes en la dieta:

La mayoria de los elementos nutritivos son bastante estableayia
todos los procesos corrlentes de tratamiento y cocciédn, asi coﬁo—LAL
almacenamiento; los dos Gnicos que sufren daflos de importancia. son
la vitamina C y, en menor grado, la vitamina B1.

La elaboracién de las dietas implica tratamientos tales comc el
calentamiento, desecaciédn, enlatado y adobado, que pueden surtir
efectos deletéreos para la vitamina ¢, y efectos menores en las
proteinas. Generalmente los carbohidratos y grasas, asi como las
sales minerales, no sufren dafic alguno.

En general, si el alimento est4 almacenado en condicicones
suficientemente buenas como para que siga siendo comestible, es
decir, protegido contra la humedad, el aire y los- ataques por
nicrobios, es muy poca la pérdida que hay de cualquier elemento

nutritivo, salve la vitamina C,



B. ViTaMina A:
1. QUIMICA.

El  término Vita‘ih

nimiento de’los epitglios.f

priﬂéipé;b,fqrmai é@imi#é de.la

todo-trans RETINOL

El todo-trans retinol es un alcohol con un anillo aliciclico de
6 Atomos de carbone y una cadena lateral, constituida por dos
unidades de isopreno, con todos los dobles enlaces en configuracion
trans®, Es soluble en grasas y solventes organicos, 4insoluble en
agua, estable en Alcalis, pero no en acidos, inestable a la luz y al
oxigenod, Se encuentra principalmente en dos formas: la vitamina Al
o retinol 1, que es la forma mas comun en los animales, y la

vitamina Az o retinol 2 que se presenta s6lo en los peces de agua
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dulce. Estas dos moleculas difieren unicamente en que la vitamina Az
presenta un doble enlace més que la A: entre los Atomos 3 Yy 4 del
anillo. .
La forma aldehidica de la vitamina A es el retinal, que se

encuentra en la retina y esté involucrado en la vision nocturna.

1i-cis RETINAL
La forma Adcida de la vitamina A es el Acido Retinoico, que es

un metabolito altamente activo en algunas funciones.

COOH

todo~-trans ACIDO RETINOICO
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Mientras que el retinol y el retinal son metabblicamente
interconvertibles en el cuerpo, el 4scido retinoico es irreversible a

retinol o retinal debido a su fuerte oxidacioén.

2. FUBNTES.

La mayor fuente de vitamina A en la dieta la constituyen 1los
pigmentos carotenoides de las plantas, principalmente el (i-caroteno;
los émteres de retinilo de cadena larga que contienen los alimentos
animales, tales como son la carne y la ieche, también son buenas
fuentes de vitamina A.

La vitamina A es la unica vitamina que se presenta en las
plantas s6lo en forma de compuestos precursoree o provitaminas,

principalmente como ﬁ-carotenot

3. BIOQUIMICA:
a) Abaorcién.

Cuancdo la obtencién de vitamina A es a partir del @-caroteno u
otros carotenoides, estos son primeramente transformados en retinol
an la mucosa ingestinal. Este procesc bilosintético involucra dos
enzimae solubles, que son la 15-15' dioxigenasa y la retinaldehido
reductasa. El f3-caroteno se rompe por la doble ligadura central por
un mecanismo de dioxigenacidén catallzado por la 15-15' dioxigenasa,
produciéndose dos moléculas de retinaldehido; el retinal es entonces
reducido a retinol por la retinaldehido reductasa, utilizando NADH o

NADPH como cofactores .
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Los ésteres de retinilo obtenidos en la dieta son hidrolizados
en el intestino, ¥ el retinol resultante es absorbido por las
células de la mucosa.

La absorcién del retinol por las células de 1la mucosa
intestinal se 1lleva a cabo por difusién facilitada, y es
directamente proporcional 2 la concentracién luminel intestinal®, gy
absorcién requiere de la presencia de sales biliares y grasas, para
la formacién de micelas. Asimismo, los &cidos grasos libres
promueven la conversién del fI-caroteno a retinal, y de esta forma ze
incrementa el gradiente de concentraciéon efectivo entre el lumen vy
al epitelio intestinal, <c¢on lo cual aumentas la uhsorcién{

La presencia d; la vitamina E en el intestino también es un
factor importante, debido a que probablemente avita la
destruccién oxidativa de la vitamina A®. Posteriormente el retinol,
ya sea sintetizado a partir del carotenoc o provenienta de la
hidrélisis de los ésteres de retinilo, es reesterificado con 4cidos
grascs, principalmente con 4&cido palmitico. La esterificacién
intestinal del retinol es catalizada por la enzima microsomal acil

CoA: retinol aciltranaferasa (ARAT)®C.

b) Transporte por quilomicrones.
Los ésteres de retinilo formados en la mucosa intestinal, son
incorporados por los enterocitos a lan particulas denominadas
quilomicrones, los cuales soh practicamente grasa neutra con otros

lipides y un 2% de proteina“; egtos son transportados via linfatica
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a la circulacién genersl.

Los quilomicrones son metabolizados a remanentes de los
quimilomicrones durante su circulacién en la sangre, pues, por
ejemplo, muchos de los triglicéridos son hidrolizados por tejidos
extrahepadticos. Algunas de las apoproteinas, fosfolipidos y ésteres
de colesterol en los quilomicrones son intercambiados entre ellos vy
otras lipoproteinas o membranas celulares, y unicamente una pequefia
parte de los ésteres de retinilo son transferidos de ios
quilomicrones y sus remanentes a otras lipoproteinas o membranas
celulares’’ asi, los remanentes de los quilomicrones al llegar al
higado aun contienen la mayoria de los ésteres de retinile, los que

son entonces removidos de la circulacion por los hepatocitos.

c) Almacenamiento.

£1 higado desempefia un importante papel en la captacién,
procesamiento y liberacioén del retinol, va que regula los hiveles
Plasmaticos del mismo y su distribucion a los ¢rgancs blanco; ademés
as el principal 6rgano almacenador de vitamina A. El higado esté
formado por 4 diferentes tipos celulares que son: 1) las células
parenquimatosas o hepatocitos, i1} las células estrelladas
parisinusoidales, también llamadas células almacenadoras de grasa,
células Ito, células intersticilales, células almacenadoras de
lipidos y células almacenadoras de vitamina A, 4i1) las células
endoteliales, y iv) las ceélulas de Rupffer; sin embarge, s6lo 1los

dos primeros tipos estan involucrados en el metabolismo del retinol
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hepatico, aunque también se ha mencionado que las células dévkupffer
podrian tener algun papel muy modesto dentro del mismo, 'ﬁerq ‘éscé
ain no es muy claro'®, Lo

Los remanentes de los quilomicrones son reconocidos 'por. los
hepatocitos por medio de receptores de alta . afinidad.  para’ la
proteina apo E en las particulas remanentes, VY posteriqrmente son
endocitados®?,

Los hepatocitos son de mayor tamafio ¥ mas numeroses que los
demds tipos celulares; ocupan un 90% de la masa total del higadeo ¥y
representan alrededor del 65% del total de las c¢élulas del mismo. En
estas células la mayor parte de los ésteres de retinilo tomados de
los remanentes de los quilomicrones vuelven a experimentar una
hidrolisis, la cual es catalizada por la retinilo ésiter hidrolasa
(REH). Se ha sugerido que la hidrdlisis de los ésteres dn retinile
podria Jjugar un papel importante en la transferencia de los
retinoides desde los endosomas hasta el reticulo endoplasmico‘ﬂ
donde la mayoria del retinol puede ser procesada para su secrecion
ligada a RBP (Proteina ligadora del retinol), [} para suU
almacenamiento‘z; s6lo una parte muy pequefia puede ser convertida en
4cido retinoico, glucorénidos de retinilo, manosile retinilo fosfato
u otros metabolitos®*,

A pesar de que los hepatocitos Bon los captadores de los
remanentes de los quilomicrones, los cuales transportan la vitamina
A, se sabe que le mayor parte del retinol hepatico se encuentra en

las ceélulas estrelladas. Parece ser que el transporte del retinol de
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lés hepatocitos a las células estrelladas esta mediado por proteinas
}igadorés. La-evidencia actualmente disponible sugiere dos posibles
acarreadores bara la transferencia del retinol: la proteina ligadora
de retinel (RBP) y la proteina celular ligadera de retinel (CRBP).
Probablemente el retinol es también transferido en direccion
opuesta, es decir, de las células estrelladas a los hepatocitos,
para la movilizacion del retinol como complejo retinol-RBP'’.

La RBP es sintetizada y secretada por los hepatecitos., Blomhoff
ha sugerido que el retinol ligadec a RBP puede ser litarade hacia las
células estrelladas via receptores para RBP en esas celulas‘d. Y que
la CRBP esta involucrada en una ruta de transporte mas directa entre

ambos tipos celulares; sin embargo, esto no se ha demsstrado.

Fig. A segun Blomhoff.

Las células estrelladas ne sintetizan ni acumulan RBP: sin
embargo, la concentracién de CRBP en ellas es cerca de 22 veces
mayor que en los hepatocitos, pero debido 2 la gran diferencia que
hay entre ambos tipos celulares en tamafioc y numero, mas del 90% del

total de CRBP del higado se encuentra en los hepatocitos'®.
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Por medio de la separacian de 1os diferente
“higado - de ratas normales,yise ha : v

'estrelladas contienen de 29 a 34 n ol
La"icélulas endoteliales Ly

aoz‘ del retinol en el
estrelladas, Yy que :

' hepatocitos’547

el fspacio de Disse, generalmente'en las henaidﬁrés,p
entre hepatocitos adyacentes; se. ha mencioﬁado QUé;vpueden Jugar 
un papel en la sintesis de algunos componentes del tejido conectivo.‘
¥y que pueden también estar involucrados en los cambias patclogicqs'
observados durante el desarrollc de la fibrosis del higadé“
Representan un 7% del numero total de las células del - higado; ' su
caracteristica morfolégica principal es la presencia de abundantes
gotas de grasa en el citoplasma’p. Loe analisis bioquimicos de estas
gotas demuestran que estan compuestas principalmente por ésteres de
retinilo“, lo cual confirma que 1la vitamina A estd almacenada
dentro de las gotitas de grasa en las células estrelladas del higado
en  forma de ésteres de retinilo, principalmente palmitato de
retinilo,

Dos tipos diferentes de gotas de lipidos pueden distinguirse

dentro de las células estrelladas: un tipo aparece encerrado por una
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denominada ‘'‘cuerpo multive51cular e “sugerido

estructura puede estar activamente involucrada en el metabolismo del ..

retinol®®

d) Trénsporte ligado a RBP

La unién del retinol a RBP en el reticulo

’hepétocito da como resultado el compléjb retlnol RBP
québpasa al Aparato de Golgi para después ser: secretado ﬁécia la
circulacién sanguinea. '

La RBP es una molécula de una sola cadena, con peso molecular
de 21 000. Actualmente se conoce su secuencia completa de
aminoacidos™. Presenta selo un sitio ligador para una molécula de
retinel; es sintetizada por los hepatocitos como una pre-RBP, y
rapidamente convertida en apo-RBP por la remocién de un polipéptido

22

de aproximadamente 3 500 daltones

La combinacién de retinol y RBP protege y estabiliza 1la

vitamina A; también la hace soluble y transportable en el plasnma,
ademis de que protege a los tejidos de la accién toxica del retinol
libre'®

Después de su secrecién por el higado, el complejo retinol-RBP
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se une a otra pfoteina. la prealbumina plasmética o transtirretina
(TTR), 1o cual reduce la filtracion glomerular y el catabolismo
rena]l de RBP. La molécula de prealbumina consta de & subunidades
idénticas, y tilene un peso molecular de 54 980; se ha determinado su
secuencia de aminoscidos, asi como su estructura tridimensional®’,
Aunque cada subunidad de TTR presenta un sitio de unién para RBP,
s86lo una molécula de RBP puede ser ligada por el tetramero, debido
probablemente a que la primera molécula de RBP que se liga,
disminuye la afinidad de las otras tres. Por lo tanto, la holo-RBP vy
la prealbimina se encuentran en proporcién de 1:1.

El proceso de captacién del retinel por los tejides blanco,

2439  Cuando el

involucra receptores de superficie celular para RBP
complejo retinocl-RBP-TTR se liga a esos receptores, el retinol e
libera desde la RBP y es tomado por las células para su subsecuente
metabolismo. Una vez que el retinol entra a las células es ligado
por la proteina celular ligadora de retinol (CRBP), Esta proteina es
diferente a la RBP del plasma, la cual no parece ser 1incorporada 8
las células; probablemente se disocia del receptor, disminuyende
entonces su afinidad por TIR y disociandose de ésta.

Los componentes protéicos del complejo retinol-RBP-TTR son
catabolizados independientemente‘d, Una molécula de RBP puede estar
involucrada en varios ciclos de transperte del retinol entre el
higado y loe tejidos blanco, en tanto que eventualmente moléculas
de RBP libres son filtradas y degradadas por el rifibn,

ElL higado también puede acumuar retinol desde el complejo
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retinél—RBP-TTR; por lo tanto, hay un‘reciclam;ento de retihol,entre
el plasma y el higado. Se sabe que cerca de. la  mitad del retinol
libérado por el higado, en el = complejo . RBP ' es ' retomado

nuevamente por el higado aproximadamente S6 hrs después®®,

€e) Excrecién.

El retinol es excretado por dos vias: en mayor . proporc¢ién por
las heces fecales, y en menor grado por la orina®?,

Para su execrecién, el retinol es primeramente oxidado a 4cido
retineico via retipal; esto ocurre en el Intestino, en el higado vy
en los 6rganos blanco. El 4cide retinoico es transportade en el
plasma unido a la albumina seérica®’: esta forma de vitamina A es
muy activa en el mantenimiento del crecimiento y reparacion de los
epitelios, siendo aproximadamente 10 veces mas activa que el retinol
en suprimir la queratinizacién de traquea en cultivozn; sin embargo,
es inactiva en el mantenimiento de la espermatogénesis y en la
visién. El Acido retinoico no puede ser reducido a retinal o retinol
por el organismo.

Después de la oxidacién del retinol, hay una isomerizacién de
uné doble 1ligadura del acido retinoico, produciéndose el
13<cis Acido retinoico; éste tiene una actividad bilologica similar a
la del todo-trans acido retinocico siendo menos téxico que éste;
ambos 1sémeros son receonocidos por la Proteina Celular Ligadora de
Acido Retinoico (CRABP). 2ile et al. encontraron en la mucosa del

intestino delgado el glucorénido tanto del 13-cis 4&cido retinoleo
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como del todo-trans acido retinoico sugiriendo que jin wive ambos
isémeros son glucoronizadoes®>, Los glucoronidos son los principales
metabolitos de excrecién de los &cidos retinoicos y son eliminados a
través de la bilis. En jsmsteres se ha demostrado que el todo-trans
&cido retinoico y el 13-cis Acido retinoico son convertides a sus
glucordnidos, siendo una parte transformada en un metabolite comun,
el 4cido 13-cis-4 oxoretinoico via el acido 13~-cis-4
hidroxiretinoico, los cuales no presentan actividad biolégica'o. Los
derivados 4-oxo también son glucoronizados™. uUna segunda via de
oxidacién del 4cido retinoico da lugar al &cido 5,6 epoxirretinoico,
que ha sido identificado en la bilis, en la mucosa intestinal y en
al riHOnli. Aunque al Acido 5,6 epoxirretinoico ip vive sdélo tiene
un 0.5% de la actividad del retinol para el mantenimlento del
crecimiento, Lin vitro si presenta actividad de vitamina A,

Haenni y Bigler han identificado principalmente 3 metabolitos
fecales del Acido retinoico, an loa que las principales
modificaciones son: una oxidacién en el anillo en posicién 4, una
oxidacién de los grupos metilos del anille, y 1a formacién de una
infrecuente ligadura para dar &cido 9-cis-5 hidroxiretinoico™. otro
metabolito biliar mas recientemente descublerto es la retinotaurina,
que es el acido retinoico que ha sufrido una oxidacién en el carbono
4 del anillo ciclohexano, una hidroxilaciéon de un grupo metilo del
anille, una saturacién de dos dobles ligaduras del lado de 1la
cadena, una descarboxilacién del carbono 15 y una oxidacién del

carbono 14, conjugado todo con taurina; este compuesto representa el
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10% de la radioactividad total excretada en bilis. Se ha sugerido
que los 3 metabelitos fecales descubliertos por Haennl y Bigler son
intermediarios en la formacién de la retinotaurina™®.

Otros estudios musstran que una parte de los metabolitos
biliares del AR son reabsorbidos en el intestino, y puesto que
algunos de ellos tienen actividad de vitamina A, pueden esi
contribuir al contenido total de la vitamina en el cuerpo",

También se hs observado que los carbonos €-14 y ¢C-15 del
retinol pueden ser oxidados a c0:*°, y que los metabolitos urinarios
tienen el extremo de 1la cadens lateral isoprencide cortada o

parcialmente saturada®®,

4. FISIOLOGIA.

La vitamina A es un nutriente esencial para los animales
superiores. En base al efecto de las deficiencias de este factor, en
los mamiferos se ha sugerido que varias funciones son llevadas a
cabo por la vitamina A las cuales son:

1. Aporta el croméforo 1i-cis retinal en la visién nocturna,
2. Actua en la diferenciacién y crecimiento de . los tejidos
epiteliales, : B 7
3. Mantiene la fisiologia normal de las gébnadas y del embarazo,
4. Interviene en el crecimiento de los huesos,
5. Regula el funcionamiento de las glandula tiroides e hipdfisis.
De estas funciones poco se conoce sobre su accién a nivel

bioquimico, a excepcién de su papel en la visién nocturna como un
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crombdforo en los procesos visuales.

La Rodopsina, que es el pigmento visual receptor en la visioén
con baja intensidad luminosa o escotrdpica, se encuentra en los
bastoncillos de la retina de muchos mamiferos, y estd coampuesta de
la proteina Opsina y el i1-c¢is retinal. Cuando 1la rodopsina esté
expuesta a la luz el 1i-cis retinal se transforma en todo-trans
retinal por medio de una reaccitn estrictamente fotoquimica, lo cual
trae como consecuencia toda una serie de cambios moleculares que
finalizan en la disociacién de la molécula, para dar opsina vy
todo-trans retinal libres. El todo-trans retinal a su vez se
transformne en todo-trans retinol que es la forma de vitamina A
como se acumula. Esto viene a construir el activador molecular que
produce una serie de cambios electrofisiolégicos en la retina, que
se traducen en impulsos en las terminaciones del nervio 6ptico, los
cuales son transmitidos al cerebro®.

La rodopsina en la obscuridad puede ser regenerads deade opsina
Yy todo-trans retinal. Este ultimo puede nuevamente sufrir una
isomerizacién para dar 1i-cis retinal a través de una secuencia de
reacciones enzimdticas en las que intervienen dos enzimas, 1la
retinal reductasa y la retinol isomerasa. El 1i-cis retinal entonces
se combina con la opsina para producir la rodopsina, completando asi
el ciclo visual.

La funcién de la vitamina A en la visién se diferencia

claramente de la que tiene en el metabolismo. En las otras 4
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funciones est4n involucradas las dos formas metabdlicas de 1la
vitamina A, el retinol y el 4&cido retinoico, los cuales pueden
actuar va sea en el nicleo celular alterando la expresién de la
informacién genética de las ceélulas epiteliales, controlando asi
su diferenciacién, o funcionar extranuclearmente en el reticulo
endoplasmico o en la membrana celular. En ambos casos parece ser que
la vitamina A controla la sintesis de glicoproteinas especificas,

En relacién & la accién nuclear de la vitamina A, se ha
observado que ésta controla la diferenciacién de los epitelios,
disminuyendo la expresién del epitelio escamoso estratificado vy
estimulando la del epitelio mucoso. En la deficiencia de vitamina A
el epitelic mucoso cambia a escamoso queratinizado; camblos en
direccién opuesta también pueden ocurrir, ¢omo le observaron
Fitton-Jackson y Fell, quienes cultivaron piel de embrién de pollo
de 12 dias de edad en un medio con vitamina A; esto produjo que el
epitelio de la piel cambiara de escamoso queratinizade a ciliado
mucoso. Cuando se transfirié de regreso a un medic libe de vitamina
A se revirtié el proceso, y las células basales empezaron a producir

nuevamente filamentos de queratina'{

Esta accién de la vitamipna A
es ejercida en el nucleo celular", determinando el tipo de
queratina por sintetizar y el contenido correspondiente de RNAm para
egsa queratina, Asimismo, se ha demostrado que la deficiencia de
vitemina A puede reducir la sintesis de DNA, RNA y proteinas en

diferentes tejidos, tales como los del higado, intestino, testiculo

y oviducto, siendo este efecto reversible con la administracién de
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acetato de retinilo™ *°,

En el matenimiento de la fisiologia normal de las génadas y del
embarazo, la accién de la vitamina A también puede ser a traveés de
la estimulacion de los telidos germinales y enmbrionarios por
diferenciarse, semejante a lo que ocurre en la diferenclacion de los
epitelios, es decir, afectando la expresién del genoms para producir
y suprimir proteinas especificas. Se ha observado que ratas henmbras
deficientes en vitamina A pueden ser fecundadas perp reabsorben el
feto, vy que en 1las aves el huevo aunque fertilizado, no se
desarrolla mas alls del segundo dia*?,

Lo opuesto a la diferenciacion, es decir 1a regresién vy
reabsorcién de los tejidos, han sido frecuentemente decritas como un
efecto del exceso de retinol o acido retinoico, como ocurre en el
hueso y cartilago. En explantes fetales de cartilago de rata, el
exceso de acido retincico induce camblos espacificos en el patrén de
sintesis de proteinas, sugiriendo que en el curso de la reabsorcién
del cartilago provocada por los retinoides se efectus un camblo en
la expresion genética; asimismo, para que el Acido retinolco efectue
tal reabsorcién es necessrio que 1la cé¢lula pueda llevar a cabo
sinteeis de RNA y proteinas®’

Las proteinas ligadoras Jjuegan un papel muy importante en
llevar el retinol y el &cido retinoico hasta el nicleo celular.

La vitamina A tiene efectos sobre las membranas celulares en

general, y en particular ejerce accién gobre las permeabilidad y 1la

adhesidén celular, asi como en la interaccion célula-célula. En  la
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diferenciacion celular, cuandc se llega a 1a-"diferenciacion en
queratinocitos, la membrana celular sé ‘vueivg ‘mds - permeable,  la
célula pierde poder reductor y los grupos SH'se oxidan a S-S, lo que
conduce a la producclén de queratina insoluble.. Cuando " se agrega
acido retinoico a queratinocitos en cultivo, se inhibe todo: el
proceso de la diferenciacién terminal; sin embargo, la adicién de un
detergente, el cual hace mAs permeable la membrana celular, revierte
la accién del acido retinojco*’,

Por otro lado, se ha observado que la metaplasia escamosa que
se presenta en la piel de pollo cultivada en ausencia de vitamina A,
estd acompafiada de pérdida de wuniones 1intercelulares; al {incluir
acido retinoico en el medio de cultivo, se duplican estas uniones‘5,

Otra propledad de las membranas celulares, tal como la
adhesividad que presentan las celulas en cultivo, es afectada por la
vitamina A: el tratamiento con é4cido retinoico de células
oncogénicas en cultive, las cuales muestran una menor adhesiédn al
sustrato, resulta en un alineamiento mas ordenado, asi come en. una
mayor adhesividad*®, Algunas células oncogénicas no contienen
proteinas celulares ligadoras del retinol ni de acido retinoico; sin
embargo, tanto el retinol como el A4cido retinoico - provocan. un
aumento en la adhesividad de estas células, 1lo cual sugiere
fuertemente que estos retinoides actuan principeimente a nivel de la
superficie de la membrana celular‘7. Esta accién se obtiene, al
menos en parte, por tener 1la glicoproteina fibronectina unida a
48

la membrana celular el acido retinoico también estimula la



_ba -
sintesis de esta glicoproteina". . :

‘Por otra parte, la vitamina A tambien afecta la- fluidez’ de  la-

menbrana celular: en el proceso de ditérenciacibn de.lasAcélulaS' de:
" carcinoma embrionario que es estimulado por el acido retinuico{ ﬁaf
una reduccién. en la fluidez de 1la membrana”®. Asimismo, " las
membranas plasmaticas de hepatocitos de ratas alimentadas durante 2
meses con una dieta alta en vitamina A, mostraron una fluidez
significativamente menor que las de 1los animales controles; . asi,
esta reduccién en la fluidez de 1la membrana se correlaciona
negativamente con el contenido de vitamina A en ella®.

La vitamina A es necesaria para el crecimiento celular, el cual
es regulado por factores polipeptidicos que. se unen a receptores
especificos de la superficie celular. Se ha reportado.que el .Adcido
retincico estimula fuertemente la unién a la célula del factor de
crecimiento EGF; este efecto se logra mediante el aumento del numerc
de receptores en la superficie CEIulurs{

La evidencia hasta hoy prementada sugiere que la funcién de la
vitamina A en 1la superficie celular es ejercida principalmente
8 través de un efecto en las glicoproteinas de esta. Ademas, muchos
experimentos han mostrado la accién de la vitamina A sobre las
glicoproteinas: se ha observado la perdida de algunas glicoproteinas
en animales deficientes en vitamina A, y la recuperacion de ellas al
suministrar a vitamina®; también se han observado cambios en
glicoproteinas especificas en células cultivadas en ausencia vy

4

presencia de la vitanina®*, Se ha reportado que la vitamina A en
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foré& dé ré€£no1;£b§fa;s-mincsa; interviene‘en la remanosilacién de
,;libéprSfé>ﬁés'ésﬁécifibas; después de que el oligosacéride ha sido
yitféésfefido;é 1a proteina lo cual resulta en glicoproteinas con alto
-1

,'congénid‘o’dg;manosa5 . Asimismo, se ha encontrado in vitro que - en

microsomas de ratas deficientes en vitamina A, hay una reducida

‘transferencia del oligosacarido GlcNAc2 Man9 Glc3 de;dg el .

: ;rhﬁsportador dolicol-fosfato a la proteina receptora; esto bodfia
explicar la acumulacion de oligosaciridos unidos a dolicolifosfa:o;
y.la reducida glicosilacidn de proteinas en tejidos deficientes eh'
vitamina A, La adicién de retinol-fosfato o la preincubacioﬁ de. los
microsomas con éste, no tiene ningun efecto en la glicosilacién sé

El mecanismo por el cual la vitamina A afecta esta transferencia del

oligosacérido a la proteina atn no ha sido establecide, pero es

posible que la vitamina afecte la expresién del gen de la glicosil

transferasa, controlando asi la biosintesis de glicoproteinas.

S. HIPOVITAMINOSIS A.

Los signos de deficiencia de vitamina A pueden desarrollarse si
en cualquier eslabén de la cadena metabblica se impide el acceso de
1a vitamina a los tejidos. Los posibles mecanismos responsables de
la hipovitaminosis A son: a) contenido inadecuado en la dieta; b)
por absorcién inadecuada, que puede ser debida a wuna pobre
emulsificacion por deficiencia de &cidos biliares, como ocurre en
ictericia obstructiva, o por defectos en la absorcién de las grasas,

come en la enfermedad celiaca; c¢) también se puede producir
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hipovita'lnosis A por a)teraclones en el necanismo de transporte.

conmo por ejempla en la alipoproteinemia beta. y d)

! ;E' deficiencia de vitamina" k vBrovbp : las; ‘siguientes

;élg%ragﬁongs: H baefectos ‘en 1a viwién noctu }jhay,Qﬁﬁ adaptauibn

'anrmalka ié obscuridad; 11) Anormalidades an'ai— téji&;‘ ¢seo: hay

_iuna desarganizacion en el crecimiento del hueao asi—éomo fallas en
“la reabsorcion durante 'el’ remodelamienta. i dandu S lugar
éecundariamente a la compreéibn de ngrvios: 111) Iﬁ;rémento en ls
presion ‘del liquide cefalorraquideo;  iv) Altersciones en 1a
repfoduccibn: en ratas se ha obse}vador que’ héy -un cese de .  1a
espermatogenssis en los ma:hés ¥ una resbsorclon de los fetos en las
hembras; v) Metaplssia escamosa  de los  epitelios mucosos, que
incluyen el epitelio de revestimiento de 1la poreidn superior e
infertor lelépanato rezpiratorio, del aparatce genitourinario, del

:7630 y glandulas paraocularces, de las glandulas salivales, y <de las
glandulas accesorias de la lengua v de la cavidad bucal.

En la deficiencia de vitampina A se presentan alteraciones de
los ojos, que en conjunto se denomina xeroftalmia: inicilalmente hav
gequedad y opacidad de la conjuntiva, a lo cusl se denomina xerosis;
la cérnea se pone Seca, rUg0Ba VY turbia por elteracinpe:
intrinsecas, y hay carenciaz de ligrimas debido a 1la obetruccion de
los conductos; esto es geguido por ulceracisdn v destruceién de  la

cornea (queratomalacia), lo cual puade econducir rapicamente. a  la
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ceguera®™™,
‘Ademaa. en estudios clinicos se ha réportado la: presencia de
anemia como consecuencia de la defidiencis  de vitamina. AL“Es;ar

anemia es probablemente debida a una disﬁihﬁc(bn de ‘la: sinteéis de

_ hemoglobina, causada por un -impedimento enbblé_;méyiliéacién' del il

hierro del higado al tejido hemaCOPoyetic6; ei,papél,de 1

A en la movilizacién del hierré es atn desconecido®,

6. HIPERVITAMINOSIS A.

Cuando la ingestioén de vitamina A excede los requerimientos
bisicos y sobrepasa la capacidad del organismo para almacenar
fisolGgicamente la vitamina, se producen diversos transtornos como
resultado de la alta toxicidad de este factor.

Los casos reportados de intoxicacién por vitamina A en el
humano raramente son el resultadeo de la ingestién de alimentos
naturales. La causa mas comin de intoxicacién por este factor se
debe al prolongado consumo de suplementos vitaminicos, los cuales
son adicionados a la dieta normal, con la idea erronea de que esto
ayudara a mantener una buena salud y a contrarrestar enfermedades.
Asimismo, la toxicidad producida por la hipervitaminosis A se ha
incrementado en los Ultimos afos, debido no sélo a fadismos
alimenticios, sino <también a su uso en clertas condiciones
dermatolégicas, tal como el acné, asi como en el hipogonadismo
relacionado con el alcoholismo, y en la prevencién del cancer,

En el hombre, los signos de toxicidad aguda por vitamina A
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incluyen nausea, vomito, dolor de cabeza, papiledema, descamacion de
la piel, ataxia, letargo, desorientacién  visual, alopecia,
hiperlipemia, anorexia y hemorragias, También se ha reportade
efectos tetratogénicos e incluso la muerte de un neonato.,

La hipervitaminosis A crénica puede producir esplenomegalia,
dafios hepatocelulares y fibrosis hepatica. Las manifestaciones
clinicas wusuales del higado son: hepatomegalia, cirrosis e
hipertension portal con ascitis. A nivel celular, las células
estrelladas pesentan numerosas vacuolas de lipidos y un estads de
transicién a formas fibroblasticas; el reticulo endoplésmico rugoso
es mAs activo en la sintesis de la colsgena. También pueden
presentarse dafios en la barrera sinuosidal y deposicién de material
de las membranas basales en los espacios perisinusoidaleso‘. En los
hepatocitos tamblén ocurren camblos patolégicos, como son la
inestabilidad de las membranas lisosomales, lo cual conduce a 1la
liberacién de enzimas, incremento de citolisosomas e hichazén de las
mitocondriasdﬂ Las anormalidades funcionales del higado
generalmente consisten en ligeros cambios de las fosfatasas
alcalinas, elevacién de las transaminasas, retencién de la
sulfobromoftaleina vy elevacion del tiempo de protrombina.
Recientemente se ha encontradc en el hombre que aun moderadas
cantidades de vitamina A (20 000 a 45 000 UI diarias), cuando se
ingieren por largos periodos (7 &8 10 afios), pueden causar dafio
hepatocelular significativo™,

También en el hueso la toxicidad de la vitamina A causa algunas
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anormalidades: provoca una rapida reabsorcién o¢sea, afectando al
esqueleto y, mas especificamente, el remodelamiento ¢seo. Estas
anormalidades incluyen destrucciéon de la matriz ésea y un incremento
en el recambio mineral del hueso®™,

En animales, el exceso de vitamina A en 1la dieta causa una
.aceleracion de la reabsorcion 6sea, que resulta en fragilidad ¢sea y
fracturas espontaneas, exoftalmia, engrosamiento temporal de la
piel, alopecia, eritema, formacién de células mucosas en las
menmbranas queratinizadas, hemorragias ¥ disminucisdn del
crecimiento™ ™. por otro lado, hay evidencia considerable del

efecto teratogénico de la vitamina A suministrada en altas dosis al

ratdbn, rata, jamster y cobayo, Las malformaciones incluyen fisura

palatina, costillas fusionadas, columna vertebral bifida,
meningocefalia, hidronefrosis y anormalidades cardiacas v
Eenitourinariasﬁ“'. En la rata se producen fracturas y hemorragias

uterinas, las cuales parecen ser una manifestacion especial de 1la
. facilidad con que se presentan hemorragias en esta
hipervitaminosis™ . La administracién de grandes désis de retinol a
ratas jbvenes durante 2 dias, causa un incremento en los niveles de
lipidos, glucégeno y citrato en el higado, asi como una marcada
estimulacion de la gluconeogénesis®™ ™,

Se ha reportado que el retincl y el 4acido retinoico 1libres
afectan las membranas celulares. Cantidades anormales de vitamipa A

se combinan con lipoproteinas de la menbrana, y después con una

proteina exdégena para lisar células de diferentes tejidos y
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T La accién inicial de excesc de retinol

organelos celulares
sobre los eritrocitos es una expansién de la membrana celular,
seguida por hemblisis’ . Los eritrocitos son rapidamente destruidos
cuando son tratados a 37°C con 10 ug o menos de vitamina A/ml7t7f
Las enzimas lisosomales son liberadas por exceso de vitamina A,
tanto jin vitre como in gixg’s.

Recientemente se ha reportado que uno de los factores
potencializanres mas comunes de la toxicidad de la vitamina A, es

70,
. Agimismo, el

el abuso en 1la ingestioén del alcohel
hidroxitolueno butilado (BHT), un antioxidante enmpleads en la
industria de los alimentos, también potencializa la toxicidad de 1la
vitamina A en ratas, ademis de reducir aceleradamente las reservas
hepaticas de esta vitamina™®

Se ha sugerido que las manifestacicnes clinicas de
hipervitaminosis A, resultan cuando la cantidad de proteina ligadora
de retinol es insuficiente para ligar todo el retinol, quedando asi

la membrana celular expuesta a la vitamina 1ibre“.

7. REQUERIMIENTOS DE VITAMINA A EN LA RATA
En la rata el requerimiento de vitamina A ha side determinado
utilizando animales deficientes en este factor y observando el
efecto del suministro de diferentes niveles de la viteamina sobre 3
parametroa principales: 1. Recuperacién de la velocidad de
crecimiento, 2. Disminucién de la presiéon del liquido

cefaloraquideo, y 3. Eliminacién de metaplasia escamosa en el ducto
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nasolacrimal’™,
El requerimiento de vitamina A de la rata . es afectado por

diferentes factores, como son:

a) Efecto del ciclo de vida: los requerimientos nutricionales de
la mayoria de las especies animales, cambian con las diferentes
etapas del ciclo de vida; esto también ocurre con los requerimientos
de vitamina A de la rata. Al 1gual que otros mamiferos, ésta nace
coﬁ muy bajos niveles de vitamina A hepatica, y puesto que su
crecimiento en esta etapa es muy rapido su requerimiento de etsta
vitamina es mayor que el del adulto. Henry et al. estimaron que las
madres requieren durante la lactamacia alrededor de 15 UI diarias de
vitamina A preformada, y que ésta es secretada en 1la leche
maternaac,

Durante la etapa de crecimiente, la utilizacién de 1la wvitamipa
A, definida «como la velocidad de vaciamiento de las reservas
hepaticas y renales, presenta una relacién 1lineal directa con 1la
velocidad de crecimiento del animal®.

Por otro lado, se ha demostrado que la necesidad de vitamina A
estaA mas relacionada con el peso corporal que con la ingestién de
enersia7n. Esta relacién es consistente con la funcion de 1la
vitamina A en el mantenimiento de los epitelios, 1los cuales
cuantitativamente estan directamente correlaciconados con la masa

corporal,
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b) Efecto de 1los factores nutricionales: 1la presencia y
concentracién de algunos factores nutricionales en la dieta, pueden
afactar el metabolismo de la vitamina A. El almacenamiento hepadtico
de ésta, asi como suU liberacién hacia los tejidos extrahepiticos vy
su utilizacion por eéstos, pueden incrementarse o disminuirse
dependiendo de les nivelas da proteinas, lipidos, vitaminas D ¥y E,
dcidos grasos insaturados y zinc presentes en la dieta y/o en el
organismo®.
Asi, la deficiencia de proteina puede resultar en una reduccidn
de vitamina A sérica y tisular, debido a que la RBP no puede Ber

"M% Las reservas hepdticas de

sintetizada en cantidades normales
vitamina A de ratas deficlentes en este factor, a las que
posteriormente se les suministré acetato de retinile, se
incrementaron cuando la proteina dietética se aumentd de un 10% a un
20%, pero ya no se incremento mds cuando la proteina dietética se
elevé a 403",

Debido a que la vitamina A es liposoluble, la presencia de
otros lipidos (triglicéridos y fosfolipidos) en la dieta bésica es
muy importante para su absorcién y utilizacioén normales. También en
ratas, cuando a una dieta sin grasa se afladié 108 de aceite de
algodén, la absorciédn de vitamina A produjo un mayor crecimiento®?,

El zinc es requerido para la liberacion de la vitamina A del
higade, pero no para su almacenamiento en el mismo. En ratas
deficientes tanto en vitamina A como en zinc, el suplemento de

esta vitamina A causé acumulacién de ella an el higado, pero les
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niveles plasmaticos se incrementaron s6lo ligeramente. Sin embargo,
el suplemento de vitamina A y zinec provoca aumento tanto en leos
niveles hepAticos como plasmaticos de la vitamina®,

Por otra parte, algunos xenobidticos tales como el etancl, el
fenobarbital Y el hidroxitolueno butilado, disminuyen
significativamente las reservas hepsticas de vitamina A. Las
consecuenicias de esta reducciébn dependen del nivel de vitamina A
suministrado en la dieta: con niveles dietetéticos marginales de
vitamina A, estas drogas pueden tener efectos antinutricionales
debido a la aceleracién en la disminucién de las reservas hepaticas
de vitamina A, mientras que con niveles excesivos de esta vitamina
estos férmacos pueden incrementar la toxicidad de la vitamina porque
aumentan la movilizacién o el metabolismo hepstico de la wmisma, lo
cual también proveca una reduccién de sus reservas hepaticas.

El retinol movilizado del higado hacia los tejidos debido a 1la
ingestién de alcohol, no s6lo se encuentra como retinol ligado a
RBP, sino también como retinol asociado a 1lipoproteinas. Asimismo,
es probable que después de 1la ingestién <crénica de etanol, se

incremente la secrecién de lipoproteinas por el higado.

c) Efecto de la forma de presentacién en la dieta: la forma como
la vitamina A se suministra a las ratas es importante debide a 1la
inestabilidad de ella; se alcanzan niveles hep&ticos mayores cuandc
esta vitamina se suministra como acetato de retinile incluidosen una

matriz de gelatina, que cuande la misma cantidad de vitamina A se
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agregada a la dieta disueitc en éter de petréleo’p,

d}) Requerimientos en la rata adulta: el requerimiento de vitamina
A ha sido determinado utilizando animales deficiantes en este
factor, y observandc el efecto del suministro de diferentes niveles
de la vitamina en la recuperacién de la velocidad de crecimiento., en
la disminucién de la presidén del liquido cefaloraquideo y en la
eliminacién de la metaplasia escamosa &n el ducto nesolacrimal. En
los primeros estudios se encontraron requerimientos de vitamina A
muy elevados (12 000 Ul/kg de diets), quizas debido & que las dietas
utilizades eran deficientes en vitamina E, y poeiblemente también
en otros nutrientes, asi como & la forma en que la vitamina se

adicioné a las dietas®.

Mas reclentemente se ha encontradc que sge
requieren entre 1100 y 2500 Ul/kg de dieta, suminit:radas en
forma de acetato de retinilo incluide en una matriz de gelatina,

*2°°  Debido a la

para eliminar 1los Bintomas de deficiencia
inestabilidad de la vitamina A y a la variabilidad del requerimiento
de la rata bajo diferentes condiciones ambientales, se ha
recomendado que laz dietas deben contener cuande menos 4 000 UlI/kg

de vitamina A para crecimiento ¥y mantenimiento”, nival que puede

rebasar hasta &4 veces el minimo requerido por el animal.
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SEcUNDA PARTE
SECCION EXPERIMENTAL
A. OBUETIVO
Los requerimientos dietéticos de vitamina A para la rata han

sido establecidos en base a los niveles necesarios para pfeveﬁfr

sintomas de deficiencia de esta vitamina. Mas .aun,. sobre :estos- %

niveles se ha sugerido un pequefio exceso para cubrir’ las
fluctuaciones en las necesidades de esta vitamina enh el animal7°;
sin embargo, es sabido que los requerimientos de animales no
deficientes en vitamina A son menores que los de los deficientes;
pero si se agregan niveles extras, puede resultar una dieta c¢on un
considerable exceso de vitamina A, lo cual puede provocar una
hipervitaminosis A crénica en animales alimentados con dietas de
mantenimiento por largos periocdos.

Granados et al. han establecido que niveles moderadamente
altos de vitamina A adicionados a las dietas de mantenimiento (5 000
a 30 000 UI %) provocan en el jamster dorado (Mesocricetus auratus
auratus) calculos biliares pigmentarios aproximadamente en SO dias,
con una freéuencia dependiente de la doésis; estos animales no
desarrollan sintomas de hipervitaminosis A, con excepcién de una
ligera alopesia dorsal® ™, Los niveles hepasticos de vitamina A en
eso8 ahimales llegan a ser de 850 a 2 000 upg/g de higado. Esto
sugilere que pueden presentarse sutiles alteraciones bioquimicas
producidas por una ligera hipervitaminosis A, que no se manifiestan

clinicamente. AdemAs también sugiere que la utilizacién de animales
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con hipervitaminosis A asintomaAtica, puede afectar los resultados de
otros experimentos que se realicen con dichos animales.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
establecer los niveles hepaticos de vitamina A de ratas de
diferentes edades, alimentadas con la dieta de mantenimiento para
roedores "Nutricubos Purina". Estos resultados serin comparados con
los que se obtengan en un trabajo que ya ha comenzado a realizarse
en jémsteres de las mismas edades, lo cual es de importancia para el
avance de las investigaciones que sobre la colelitiaeis pigmentaria
producida por 1la vitamina A en el jAmster, se han venido

desarrollando en este laboratorio.

B. MaTerRIAL v METODOS

En los dos experimentos reportades en el presente estudio se
emplearon ratas albinas (Rattus norvegicus albipgus) de la cepa
Sprague-Dawley, de ambos sexos y de 3 diferentes edades. En el
primer experinento solamente se determind vitamina A Thepética en
animales de tres diferentes adades; en el sgegundo experinmento se
repiti¢ lo realizado en el primero, y se determind vitamina A
plasmética, transaminasas GOT y GPT, como prueba de funcisn
hepbdtica. Ademas, se llevé un control del peso semana de 1las ratas
a partir de su destete, para establecer las curvas de crecimiento
como un parémetro de estado de salud de los animales. Estas ratas

proceden de la colonia del biloterio de la Facultad de Ciencies, vy
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fueron mantenidas en el mismo bioterio en jaulas de acrilico de 30 x
43.5 x 19 cm con tapa de acero pgalvanizade, bajo periodos de
iluminacién y temperatura ambientales. En cada jaula fueron alojadas
de 4 a 5 ratas, y se empled aserrin como material de nidal.

Los animales fueron alimentados con Nutricubos Purina para
Roedores Pequefios (Purina S, A. de €. V., México, D. F.) y agua
corriente ad libitum durante todo el experimento., Este alipento es
usado como dieta de mantenimientec en este bioterio, y contiene
12 500 Ul de vitamina A por kilogramo, segiun especificacién

proporcionada por los productores.

1.- Primer Experimento.

Se emplearon 20 hembras y 20 machos de 26, 90 y 210 (#5) dias
de edad promedia, excepto para los machos de 210 dias de edad, de
los que sélo se disponia de 14 animales.

Para obtener las muestras de higado, los animales fueron
pesados y anestesiadoe con éter; se les hizo una incisién ventral vy
se cortd la aorta y cava inferiores para eliminar la mayor parte de
sangre del higado; inmediatamente después se dilsecd el higade y se
guardd en refrigeracidn a 0°C, y su contenidc de vitamina A se
analizé en el transcurso de los 3 dias siguientes. El1 sacrificio de
las ratas y el procesamiento de las npuestras se realizd en
seniobscuridad. Este experimento se llevé a cabo durante enero y

febrero de 1988.
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2.~ Sesgundo Experimento.

En este experimento se emplearon 20 hembras y 20 machos de 22,
92 v 188 (t 1) dias de edad promadia. Los animales fuaren pesadss
senanalmente a partir del dia de destete. El dia del sacrificio los
animales fueron anestesiados con éater Yy sangrados por puncion
cardiaca con jeringas de 5 ml y agujas de 216, enjuapadas con EDTA
al 20% a un pH de 7.4; la sangre (5 nl) se colectd en tubos con 5 mg
de EDTA y se mezcléd suavemente. Después del sangrado, a los animales
se les practicd una incisién ventral y se cortvaron la aorts y cava
inferiores. Se disec¢ el higado y se guardd en refrigeracidn a 0°C.
Ls sangre fue centrifugada a 2 500 rpm durante 15 minutos a 4°C en
una centrifuga Beckman, modelo TJ-6; el plasma fue separade v
dividide en 2 partes, para el an&lisis de transaminasas v de
vitamina A plasmaAtica; las muestras fueron mantenidas a <« y 0°C,
respectivamente, hasta el momento de los analisis, los cuales fuern
realizados en el transcurso de los 3 dias siguientes a la toma de
les muestras, Tanto el manejo de las muestras como los andlisis de
vitamina A en higado y plasma, fueron realizados en samiobscuridad

Los animales de 22 dias de edad fueron sacrificados en
noviembre de 1988, mientras que los de 92 y 188 dias lo fueron en
enero de 1989,

Vitamina A hepatica: la determinacién de vitamina A se realizd
sigulendo al método de Olsonp‘: cada higado fue pesado en una
balanza analitica modelo Mettler A30, colocado en una caja de Petri

de 60 x 15 mn, y finamente fue picado y mezeclado homogeneamante, Se
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tomd una alicuﬁta de 0.5 g, la cual se colocd en un vial con tapén
de rosca, y fue macerado Jjunto con 1 g de sulfato de sodic anhidro,
por medio de una varilla de vidrio, hasta formar una pasta;
inmediatamente después se agregaron 5 ml de cleroformo. Los viales
fueron tapados y mantenidos a 0°'C durante toda la noche. Una
alicuota de 100 a 300 microlitros del extracto cloroférmico
{dependiendo de la concentraciédn de éste) se llevéd a 3 ml con etanol
absoluto, en una cubeta de cuarzo de 3 ml de capacidad por 1 com de
paso. Se determin6d la absorbancia a 380, 330 y 280 nm en un
espectrofotéometro Zeiss PMCOII. Finalmente, la cantidad de vitamina A
en el higado se calculo con la siguiente formula:

ug retinol/g higado = 0.5 (2.27 x Asso - Asdo -~ Az2m0) x el Factor de
Dil./ 0.1835, donde 0.5 equivale al peso de la muestra de higado ¥y
0.1835 al coeficiente de extincién del retinol.

Vitamina A plasmética: la concentracién de vitamina A en plasma
se determiné por el método flourometrico de Thompaon". La
calibracién del espectrofluordmetro se llevé a cabo con un estandar
secundario preparade en la siguiente forma: 10 mg de acetato de
vitamina A se saponificaron con 1 ml de agua + 0.5 g de KOH dqrante
20 minutos en agua hirviendo al bafio Maria; 1luego se enfri6é, se
ahadié 1 ml de agua y se extrajo con 5 ml de hexanc. Se colocaron 2
ml de extracto de hexano en una columna de cromatografia con 5 g de
alumina neutra grado 1, debilitada con 0.2 ml de agua. La columna
primero se eluydé con 50 ml de hexano, lusgo con 50 nl de éter

etilico al 103 en hexano, y por ultimo con 50 ml de éter etilico al
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S0%Z en hexano; ésta ultima fraccidn se colectd y evaporéd, luege se
diluyé con hexano hasta obtener una absorbancia de 0.2 U.0, a 325
nm, lo cual usando un coeficiente de exticiédn molecular al 1% en 1
cm de 1830 U. O, equivale a una concentracién de i1 pug de retinol/ml.

De la solucién anterior se hizo una dilucidn de 20 veces para
obtener una concentacién de 0.05 ug/ml, que se empled como estandar
de vitamina A, el cual es estable 8é6lo durante unas horas; la
flucrescencia de este estidndar se leyd a longitudes de onda de 330
nm de excitacién y 480 nm de emisién; al mismo tiempo 8e leyé una
solucion de sulfato de quinina de 0.01 ug/ml en 0.1 N de 4cido
sulfurico; esta solucién fue utilizada como estandar en posteriores
determinaciones, ya que es estable.

Las nmuestras de plasma Be analizaron por duplicado: -1
colocaron 300 ul de muestra en cada tubo y 300 ul de etancl; luego
se aftadieron 3 ml de hexano. Esta mezcla se agitdé en vortex por 1
minuto, vy se centrifugd por 5 minutos a 2 000 rpm a O0°'C en una
centrifuga Beckman modelo TJ-6. Todo el proceso se llevé a cabo en
semioscuridad. La fluorescencia del extracto de hexano
(sobrenadantae) se leyé a 330 nm de exitaclén y 480 nm de emisién en
un espectrofluorémetro Perkin-Elmer modelo LS-5.

L-Alanina: 2-oxoglutrato aminotransferasa plasmaticsa: esta
enzima fue determinada por el método de Reitman y Frankel’ﬂ: en un
tubo de 100 x 13 mm fueron colocados 250 pl de la solucién
amortiguador-sustrato, la cual contenia 100 mM de amortiguador de

fosfato de sodio a pH 7.4, 200 mM de DL-alanina y 2 mM de
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alfa-cetoglutarato; se incubé por S minutos a 37°C, y posteriormente
se agregaron 0.05 pl de plasma, continuandose la incubacién por 30
minutos. Inmediatamente después se afadieron 250 pl de una soluciédn
1.5. nM de 2,4-dinitrofenilhidracina, y se mantuvo 20 minutos a
temperatura ambiente. Al cabo de este periodo se agregaron 2.5 ml de
0.4 Nde NaOH y se determindé la absorbancia a 546 nm en el
espectrofotémetro, entre 5 y 30 minutos después de agregar el NaOH.
Las determinaciones se hicieron por duplicado y se leyeron contra un
blance, el cual consistia de la misma mez2cla tratada de la misma
manera, excepto que el plasma se agregd después de la solucién de
2,4-dinitrofenilhidracina.

L-Aspartato: 2-oxoglutarato aminotransferasa plasmatica: esta
enzima fue determinada por el método de Reitman y Frankelgg, y es
igual al método para L-Alanina: 2-oxoglutrate aminotransferasa,
excepto que se emplearon s5¢lo 25 pl de plasma y la solucién
amortiguador-sustrato contenia 100 mM de L-aspartato en vez de 200
mM de DL-alanina.

El andlisis estadistico de los resultados se realiz¢ empleando

la prueba de "t de Student".
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C. RESULTADOS:
1.- Primer Rxperimento.

Los resultados del ler. experimento respecto al tamafio de los
animales, pesoc del higado y porcentaje de higado respecto del peso
corporal, pueden verse en la Tabla 1. Como era de esperarse, conforme
avanza la edad de las ratas se incrementa su pesoc corporal, y el
tamafio del higado, miends los incrementos mayores en los machos. En
relacién al peso procentual del higado, se observa en la Tabla I que
tanto en machos como en hembras éste va disminuyendo al ir creciendo
los animales, de tal modo que a los 210 dias de edad Be ha reducido
al higado en mds de un 12 del peso corporal.

Los resultados respecto a la vitamina A hepdtica se presentan
en la Tabla 2 y Figuras 1 y 2, las cuales muestran que las ratas d=
26 dias de edad exhiben niveles de vitamina A muy bajos,
obteniendose en machos y hembras un promedio de 268.3 wg de retinol/
g de higado, y una vitamina A hepAtica total de 54.7 ug de retinol/
higado. Las reservas hepaticas de vitamina A se incrementan
rapidamente, pues a los 90 dias de edad ya se presentan niveles
considerados como normales; promediando los valores para machos vy
hembras se obtuvo una concentracién de 213.3 ug de retinol/ g de
higado y una vitamina A hepAtica total de 1469.9 ug de retinol/
higado. A los 210 dias de edad, la vitamina A hepatica me encuentra
por arriba de niveles que algunos autores consideran como
moderadamente elevados7°, siendo en promedio 378.2 ug de retinol / g

de higado y 2867.9 ug de retinol / higado.
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La comparacién de la vitamina A hepatica en los dos sexos
mostré que las hembras tuvieron concentraciones significativamente
mayores {P«0.001) que los machos en todas las edades estudiadas,
mientras que la vitamina A hepéitica total fue muy similar (P¢0.4) en
machos ¥y hembras de 26 dias de edad, ligeramente payor en los machos
que en las hembras a la edad de 90 dias (P«0.05), y mayor en las

hembras que en los machos de 210 dias de edad (P¢0.02).



TABLA 1

Peso Corporal y Hepatico de las ratas del primer mxvmz.,lm:no.l

Edad Peso Corporal Peso del higado|Peso porcentual
Sexo (dias)
(g} (§:3) del higado
dd 26 20 47.4 * 8.6 2.18 * 0.54 4.55 * 0.59
99 26 wo 45.1 ‘ + M.N 1.87.% 0.49 4.08 £ 0.54
3d ma‘: 3.41 % 0.25
[ 90 m.oaun o.m 3.30 £ 0.33
dd 210 14 323.7 % 22.4 9.09 £ 0.8 2.80 + 0.18
99 210 20 211.1 * 10.8 6.63 * 0.5 3.14 £ 0.18

® Modia *

D.




TABLA 2

Vitamina A hepAtica en las Ratas del primer ﬂxvmﬂ»lmnno..

Edad Vitamina A hepatica Vitamina A hepatica
Sexo {dias) n (ug/ g de higado) total
(ug/ higado)
dd 26 20 24.6 £ 6.2 54.7 * 22.1
1] 26 20 32.06°£ 6.7 60.8 * 22.5
dd S0 20 u.wnw.m + 200.5
) %0 20 uﬁqh 1072
4 210 14 .wd.:.,.u + 306
9 210 20 3011.2 % 325

455.6 T 43.6

* Media




FIG.1 CONCENTRACION DE VITAMINA A
HEPATICA EN {.AS RATAS
DEL PRIMER EXPERIMENTO
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FIG.2 VITAMINA A HEPATICA TOTAL
EN LAS RATAS DEL PRIVMER EXPERIMENTO
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2.- Segundo Experimento:

En relaciétn al peso corporal, peso del higado y el peso
porcentual del higado, los resultados se presentan en la Tabla 3, en
la cual se observa que, al igual que en el experimento anterior, el
peso corporal y el del higado se incrementan con la edad, siendo
apte incremento mayor en los machos que en las hembras. De igual
manera, en este experimento se observé que el peso porcentual del
higado disminuye a medida que avanza la edad de los animales.

Respecto a la vitamina A hepética, los resultados pueden verse
en la Tabla 4« y Figuras 3 y 4. Similarmente a 1lo ocurrido en ‘el
primer experimento, se observé un incremento tanto en la
concentracién como en la cantidad de vitamina A hepatica conforme
avanza la edad de los animales. Asi, al promediarse 1los valores de
hembras y machos se obtuvo upa concentracién y cantidad de retinol
de 26.8 pgsg de higado y de 1605.5 ug/ higado, y para los animales
de 188 dias de edad fueron de 396.1 ug/ g de higado y 3225.5 ug/
higado.

La comparacién de la vitamina A hepitica en los dos sexos,
mostréd que la concentracién de ésta es similar en machos y hembras
de 22 y 92 dias de edad (P«0.7 y P«0.2, respectivamente), y superior
en las hembras a la edad de 188 dias (P<0.,001). La cantided de
vitamina A hepatica fue similar en las ratas de ambos sexos de 22 y
188 dias de edad (P«0.& y P«0.1, respectivamente} y ligeranente
mayor en los machos que en las hembras de 92 dias (P«0,.001).

En cuanto a la vitamina A plasmatica, ésta sédlo se determind en
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ratas de 92 y 188 dias de edad, debido a problemas técnicos en las
ratas recién destaetadas, Los resultados pueden verse en la Tabla 4,
la cual muestra que los niveles de retinol plasmaticos son similares
en las dos edades y en ambos sexos; sin embargo, existen pequefias
-diferencias entre machos y hembras de 92 dias de edad (P«0.01) a
_favor de los primeros, y entre los machos de las 2 diferentes edades
analizadas (P¢0.01), a favor de los de 92 dias.

En este segundo experimento se determinaron las actividades de
2 transaminasas en plasma, para evaluar la funcién hepatica. Los
resultados, que se presentan en la Tabla 5 y figura 5, indican que
no hay diferencias significativs en la actividad de la transaminasa
glutdmica oxaloacética (GOT) en las diferentes edades y sexos,
excepto entre hembras de 92 y 188 dias de edad (P:0.02)., Por otra
parte, la actividad de la transaminasa glutamica piravica (GPT) se
incrementé significativamente con la edad de los animales, tanto
para hembras como para machos (P¢0.001 en todos andlisis, excepto
entre machos de 92 y 188 dias de edad, con una P¢0,005), mientras
que entre los sexcos de la misma edad no hubo diferencias.

En relacién al crecimiento como un parametro fisiolégico para
evalyar el status de salud de un animal, en la Figura 6 se presentan
las curvas de c¢recimiento de las ratas de 92 y 188 dias de edad, las
cuales muestran que el crecimiento de hembras y machos sigue una
curva normal para ambas edades y sexos, alcanzandc, como es sabido,

mayores tallas los machos que las hembras.



TABLA 3

Peso Corporal y Hepatico de las Ratas del segundo experiuent:of

Edad
Sexo {dias) n Peso Corporal Peso del higado|Peso porcentual

(g) {g) del higado
g8 22 20 37.49 * 7.5 1.61 * 0.4 4,27 * 0.4
W@ 22 20 33.97" 3.2 1.49 £ 0.2 4,37 £ 0.2
) 92 20 | 238.48°% 15.9 8.58 £ 1.5 3.5 £0.6
e 92 20 ,1:69.58 + 12.6 6.89 t 4.04 4.04 % 0.3
34 188 17 323.1 tr 21.8 9.78 £ 0.7 3.03 £ 1.2
9e 188 20 208.9 t 17.1 7.03 £ 0.9 3.37 £ 0.5

* Media ¥ D. =,



TABLA 4

Vitamina A Hepatica y Plasmatica de las Ratas del segundo experinento.-

Edad

Sexo (dias) vitamina A hep. [Vvitamina A hep.|V. A Plasmatica
{ug/g de higado) |total (pg/hig.) del higado

dd 22 20 26.5 * 5.2 41.6 £ 9.1 | =eme—eom—-o

) 22 ‘200 27.277¢6.1 40.0 +8.5 | cememmeoe-

dgd L 29.77 4.6

9 92 23.67 % 8.0

dd 188 177 1.340.5 ¢ 36.5 3324.0 * 383 25.46 * 4.24

o9 188 20 451.7 t 68.2 3126.9 * 306.2] 23,33 * 3,57

* Mpdia %




FIG.3 CONCENTRACION DE VITAMINA A
HEPATICA EN LAS RATAS
DEL. SEGUNDQO EXPERIMENTO
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Transaminasas GOT y GPT en plasma de ratas del segund

TABLA S

axperinento.'

Edad G o T G P T
Sexo {dias) n

(al/ul) (mU/m1)

& 22 20 34.65 % 5.00 5.745 * 1.60
9? 22 19 35.95 £ 6.99 5.74 £ 1.49
& 92 . 31.35 £ 6,65 é.yee £2.95
99 52 _:32.%‘5 * t 2,39
48 188 17 35,41 * + 2.68
99 188 20 37.95 £ 7.10 12.3 % 3.38

= Modia t bp.




FIG.5 TRANSAMINASAS GOT Y GPT EN PLASMA
DE RATAS DEL SEGUNDQ EXPERIMENTO
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FIG.6 CURVAS DE CRECIMIENTQO
DE LAS RATAS DEL SEGUNDO EXPERIMENTO
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D. Discusion: .

Los resultados obtenidos en este estudio indican que ‘la
vitamina A hepatica en la rata albina, alimentada con una dieta
estandar de mantenimiento, se incrementa con la edad. Asi, los
animales recién destetados presentan un bajo contenido de vitamina A
hepatica, el cual se incrementa rapidamente, de manera que a la’edéd
de 210 dias las reservas hepaticas de vitamina A llegan a ser -hasta
50 vecas mayores que las de 1los animales recién destetados. Si
aceptamos que una rata deficiente en vitamina A requiere
aproximadamente 2 UI diarias de esta vitamina para restablecer el
crecimiento normal®™, entonces las ratas de 210 dias de edad en este
estudio tuvieron suficiente vitamina A para 1 400 dias, o sea mas de
3.5 aflos, lo cual excede la longevidad esperada de la rata; sin
embargo, para alcanzar una longevidad completa, segun Moore se
requieren 100 Ul diarias®®, por lo que las reservas en el presente
trabajo sélo hubieran alcanzado para 28 dias.

Algunos autores consideran el nivel de 250 ug de retinel/ g de
higado como moderadamente alto’p; en nuestro estudio los animales de
210 dias rebasaron este nivel entre un 20 a un 804, lo cual indica
que las dietas comerciales contienen niveles elevados de vitamina A.
Este exceso de vitamina en las dietas comercilales (12 500 Ul/kg en
Nutricubos Purina par Roedores Pequefios ¥ 30 000 UI/kg en Puripa
Mouse Chow No. 5015,°7) se debe a la recomendacién de afadirla en
niveles superiores a los requerimientos minimos, por la variabilidad

en las necesidades de los animales bajo diferentes condiciones, vy
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por la labilidad de la vitamina A a la luz y a 1la oxidacién. vpuéé
anteriormente ésta era agregada a la dieta disuelta en aceite o écef
de petroéleo; sin embargo, actualmente la vitamina A se adiciona en
una forma muy estable, como es el acetato de retinol en esferas de
gelatina, Por otra parte, la variabilidad en 1las necesidades no
justifica los niveles empleados, pues se excede por un margen
considerable las necesidades de la rata. Por 1lo anterior, seria
conveniente reducir el contenido de vitamina A en las dietas de
mantenimiento para roedores, de tal manera que sb6lc se suministre
las cantidades recomendadas (4 000 Ul/kg de dieta)To, o ligeramente
por arriba de éstas. Lo mas conveniente seria poder mantener una
reserva hepatica de vitamina A constante en animales adultos;
asimismo los resultados de la presente investigacidn sugiere que
para el mantenimiento de la rata, se tengan dietas con diferentes
contenidos de vitamina A: una para animales en crecimiento y otra
para adultos.

En las ratas de este estudio no se encontraron sintomas de
deficiencia ni de hipervitaminosis A. La capacidad del higado para
almacenar vitamina A se sabe que es muy grande, ¥ que el nivel de
este factor en el plastma se mantiene dentro de limites regulados por
el higado; esto fue observado en el segundo experimento de este
estudio, pues a pesar de haber una diferencia considerable en las
reservas hepaticas de vitamina A, los niveles plasméticos de asta se
mantuvieron muy similares.

Tampoco se encontraron diferencias en los sexos en ninguna de

las edades estudiadas. Por otra parte, reclentemente se ha
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encontrado que quilomicrones cargados con vitamina A, a8 niveles
.alcanzados postprandialmente en humanos que ingieren una o dos
" Provisiones Diarias Recomendadas, inducen una diferenciacién
terminal de células leucémicas HL-60 y. reducen su crecimiento'®®;
esto sefiala que los niveles postprandiales alcanzados pueden tener
efectos distintos a los de los niveles plasmaticos de retinol, lo
cual pudiera reflejarse no sélo en celulas leucémicas sino también
en otros tejidos, por lo que se podria hablar de una
hipervitaminosis postprandial en humanos, pero de tipo crénico en
animales mantenidos con dietas que contienen de 3 & 7 veces la
Provision Diaria Recomendada de vitamina A. Sin embarge, se requiere
de mas estudios para determinar si esto realm;nte ocurre.
Variaciones en el status de vitamina A en el organismo., o el
efecto crénico de altos niveles postprandiales de ésta podrian
provocar diferencias a nivel bioquimico en 1la rata: por ejenmplo,

cembios en la fluidez de la membrana celular™ y/o alteraciones en

la actividad de enzimas de la glicblisis’o

En el jamster dorado se
ha encontrado que désis moderadamente altas no producen sintomas
macroscépicos de hipervitaminosis A; sin embargo, estos animales
desarrollan célculos biliares pigmentariospi, lo cual indica que 1las
alteraciones a nivel ©bioquimico se presentan antes que las
alteraciones macroscopicas.

En el segundo experimento se determinaron transaminasas para

evaluar la funcién hepdtica, encontrandose que la GOT no cambié en

log animales de las diferentes edades; sin embarge, la GPT, cuya
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elevacién en el suero es mis indicativa de dafio hepético que GOT, se
incrementé ligera pero significativamente con la edad. Si esta
elevacion de GPT refleje afeccidn hepatica por 1los nilveles de
vitamina A o es fisiologicamente normal, s6lo podra establecerse en
" estudios con dietas que contengan niveles controlados de la
vitamina.

Por otra parte, se ha reportado la interaccién de la vitamina A
con otros factores, tales como el etanol, el zinec vy la vitamina E,
entre otros, por lo que el status de vitamina A es especlalmente

. importante en estudios que impliquen estos factores. También es
importante tener en cuenta los altos niveles dietéticos de vitamina
A en estudios en los que se requlera mantener los animales en
experimentacién por largos periodos, pues podria presentarse una
hipervitaminosis A croénica subclinica que confunda los resultados.

A pesar de lo anteriormente expuesto, es tambien probable que
las ratas mantenidas con dietas semejantes a la del presente estudio
que contengan niveles similares vitamina A, no Bean afectadas por la
acumulacién de ésta en el higado ni por una probable
hipervitaminosis A postprandial, y que 1lo establecido en este
estudio sea el status fisiologicamente normal de vitamina A en la
rata alimentada con Nutricubos Purina.

De la comparacion de la concentracién hepatica de vitawina A en
los dos sexos, se puede mencionar que ambos experimentcs mostraron
que las hembras adultas tienen una mayor concentracién de vitamina
A. Probablenente esta acumulacién de retinol por 1las hembras se

inicie desde el destete, pues en el primer experimento hubo una
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diferencia pequefia («8 ug de retinol), pero significativa en los
sexos a favor de las hembras recién destetadas, la cual fue
aumentando hasta llegar a ser notable a los 210 dias de edad (155 ug
de retinol); que algunas veces estas diferencias no sean
significatives sino hasta edades de mas de 90 dias, lo comprueba el
20 experimento.

Posiblemente las diferencias en concentracion de vitamina A en
los sexos sea debida a la necesidad por parte de las hembras de una
mayor cantidad de esta vitamina para la gestacién y 1la 1lactancia;
sin embargo, también podria ser sélo parte del dimorfismo sexual que
ge presenta en estos animales, pues aunque los machos son de mayor
tamafo, concentran mas vitamina A en su higado mas pequeiio.

Respacto a la vitamina A hepatica total, se puede mencionar que
ésta tiende a ser semejante en los dos sexos a pesar de que los
machos son mayores en tamafio corporal y hepatico, lo cual confirma
que las hembraas almacenan mas vitamina A que los machos.

Aunque la acumulacion de vitamina A en términos de tiempo no es
lineal, si se aproxima a una recta, por lo que se realizé un ajute
por minimos cuadrados de los valores obtenidos tanto para machos
como para hembras en los dos experimentos, con el fin de tener una
idea de la cantidad de vitamina A que se acumula por dia (pendiente
de la recta): para el primer experimentoc se obtuvo que 1los mache
acumularon aproximadamente 14 UI/dia, mientras que las hembras
almacenaron aproximadamente 16 Ul/dia; en el segundo experimento se

obtuvieron valores de 19.5 y 18,5 UI/dia para machos y henmbras,



- 67 -
respectivamente. Si se considera que una.  rata adulta come en
promedio 16 g diarios (rango de 12 a 20 g°° ) de alimenzo

‘empastillado, y que los Nutricubus Purina contienen 112 500 UIS,
entonces una rata adulta ingiere aproximadamente 200 UI de vitamina
A por dia, o sBea que almacena entre el 8 y 9% de la dosis ingerida.
El resto de la dosis diaria debe ser empleadoc por el animal para  su
metabolismo, y una parte debe perderse por destrucclén o por ne

absorberse del tracto gastrointestinal.
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E. ConcLUSIONES

En el presente estudio se han establecido los niveles hepiticos
de vitamina A de ratas albinas recién destetadas, de 3, 6 vy 7 neses

de edad, ecnontrandose en resumen lo siguilente:
a) La wvitamina A hepAtica total en ratas Sprague-Dawley
alimentadas con una dieta estandar de mantenimiento, se
incremente casi linealmente con la edad, en el rango-de 22 a

210 dias de edad.

La Transaminasa glutamica piruvica se incrementa ligera perdf'

b}
significativamente con la edad.
¢) Lae ratas hembras adultas de mads de 6 meses de edad,

presentaron una mayor concentracién de vitamina A hepética;
sin embargo, el nivel de vitamina A hepAtica total es

similar en ambos sexos.



- 69 -
TERCERA PARTE
RESUMEN GENERAL Y BIBLIOGRAFIA
A.REsQHEN:

La presente investigacién consta de dos experimentos realizados
con el obleto de determinar el contenido hepitico de vitamina A de
ratas de diferentes edades, alimentadas con una dieta de
mantenimiento para roedores, y asi evaluar el status de esta
vitamina en estos animales. Este trabajo consta de 3 partes:

Primera parte: Se hace un resumen general sobre la nutricién de
los animales de laboraterio, una revisioén scbre los conocimientos
actuales de la quimica. fuentes, bioquimica y fisiolopia de 1a
vitamina A, asi como de los efectos de la hipovitaminosis e
hipervitaminosis A. Ademéds, se revisan los estudios sobre los
requerimientos dietéticos de la vitamina A en 1la rata, y los
factores que los afectan.

Segunda parte: Esta corresponde a la seccién experimental, vy
reporta los resultados de 2 experimentos en los que se analizd el
contenido de vitamina A de ratas de diferentes edades, alimentadas
con una dieta normal de mantenimiento (Nutricubos Purina para
Roedores Pequefios, de Purina, S. A. de C. V.) y agua corriente ad

bitu

En el primer experimento se disect el higado de 20 hembras y 20
machos de 26, 90 y 2}0 dias de edad (excepto para los machos de 210
dias, de los que sblo se dispuso de 14 animales), y se mididé 1la

cantidad de vitamina A siguiendo el nmeétode espectrofotométrico de
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Olson, En este experimento se encontré que el peso porcentual del
higado disminuye confome avanza la edad de los animales, a
diferencia del contenido de vitamina A hepaAtica que se incrementa
rapidamente con la edad. Promediando los valores de machos y hembras
de una misma edad, se obtuviercn los siguientes valores hepaticos de
la concentracién de vitamina A (I} y vitamina A total {(II): 26 dias
I =28.3 pg/g, Il = 54.7 pg/ higado; 90 dias, I = 213.3 pg/g, II =
1469.9 ug/ higado; 210 dias, I = 278.2 ug/g, II = 2867.9 ug/ higado.:

Las hembras mestraron concentraciones significativanente’
mayores que los machos (P<0.001); sin embargo, la vitamina A tqtél'”
fue similar en los sexos de la misma edad.

En el segundo experimento se emplearon ratas de 22, .92y 7185
dias de edad, 20 hembras y 20 machos de cada =dad. En estos aninmales
se llevd un control de su peso semanal a partir del dia de Eu
destete, A todos los animales, igual que en el primer experimento,
se les determiné la vitamina A hepitica en base al método de Qlson,
habiendo obtenido 1los siguientes valores promedio de maches y
hembras: 22 dias, I = 26.8 ug/g, II = 40.8 ug/ higado; 92 dias, I =
210.5 pg/g. II = 1605.5 pg/ higado; 188 dias, I = 396.1 pug/g, II =
3225.5 pg/higado. En los animales de 92 y 188 dius de edad se
determiné la vitamina A plasmédtica por el métodoe fluorométrice de
Thompson, encontrandose que los niveles de esta vitamina en el
plasma son muy similares en todas las edades estudiadas, asi como
también en los dos sexos. Asimismo, en este segundo experimento se

determinaron las actividades de 2 transaminasas, la glutamica
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pirtvica (GPT) y la glutémica oxalacética (GOT), por el método de
Reitman y Frankel, para evaluar la funcién hepAtica. GOT no registro
diferencias en las diferentes edades ni sexos, mientras que la
actividad de GPT ze incrementd ligara pero significativamente con la
edad, pero manteniéndose semejante en los dos Baxos de la misma

adad.
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