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INTRODUCCTON

El presente estudic es una continuacifn de las investigacio—
nes que hemos estado realizando desde hace varios ancs en el Laborato-~
rio de Biologfe Animal Experimental de esta Facultad, en relacifin con
la definida accifn colelitogénica pigmentaria de la Vitamina & en el
jémster dorado {83). El primer estudio sobre esta materia fue el trabajo
de tesis que presenté para cbtener el tftulo de Ridlogo (1). Fn el pre-
sente trabajo excluimes la revisidn de la colelitiasis en general y en
animales de laboratorio, la cual fue inclufda en la tesis de licencia-
tura; aqui realizamos {micamente una revisidn actualizada de los cono—
cimientos scbre la vitamina A y los carctencides, para asi estar fami-
liavizados con lo que hasta hoy se sabe sobre la biolegia de ellos.

la informacidn cientifica que reporta el presente estudio
es la relacicnada con la confirmacidn v arpliacidtn de las investigacio—
nes sobre la accidn colelitogénica pigmentaria de la vitamina A, lo
cual tiene una importancia definida no s8lo en ¢l estudio de la pato-
genia de los cdloulos biliares, sino que establece también un aodelo
experimental muy adecuado para que, mediante estudios posteriores, se
llegue a wn conocimiento mds profimdo de las funciones y del metabolis—
o de la Vitamina A misma,
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PRIMERMA PARTE

REVISION DG LA LITERATURA SOBRE VITAMINA A Y CAROTENOIDES

A) Vitamina A:

Los aspectos fundamentales scbre la historia, quimica, fi
siolegia y patologfa de la vitamina A fueron revisados, incluyendo
la literatura hasta 1977, en mi Tesis de Licenciatura en Bioclogia (1).
La presente revisién aumenta v actualiza hasta el presente ano la re
visidn bibliogréfica sobre este factor.

Historia: la vitamina A se concce desde principios de es
te sigle, cuando en 1913 Csborne v Mendel por wn lade, v McCollum v
Davis por otro, reportaron que ciertos aceites y grasas estimulaban el
crecimiento en ratas mientras gue otrog de coamposicién similar no lo
hacian; &sta es la primera evidencia de la exisicencia de la vitamina A
{2,3Y. En 1937 McCollum y Simmons demostraron que la xeroftalmfa se de
bia especificamente a la pérdida de una vitamina liposoluble. En 1920
Rosenheim y Drummond demostraron que los carotencs de las plantas tie
nen wna accidn bildgica similar a la de la substancia A liposcluble (3).
Diez afos més tarde Moore (1930) demostrd que los carotenos estin rela
cionados estrcturalmente a la vitamina A v son convertidos in viwvo en
vitamina. A mediados de los 20's se relacicnarcn la adaptacién a la chs

curidad v la vitamina A; pero no fué sino hasta 1533 cuando Wald descu
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brié gue la plrpura visual, responsable de la visifn nocturna, conte
nia vitamina A en adicifn a wna protefna. En 1931 la vitamina 2 se
21516 en grandes cantidades de aceite de higado de pescado, pero no fué
sino hasta finales de los 40's cuando salid al mercade vitamina A sin
tética (2).

uimica: esta vitamina estd representada por varics compues
tos cercanavente relacionados, denominados vitfmeros (4). De estos,
las formas quimicas mis importantes son Iz 21 ¥ la By, debido a que
son formas que se encuentran en la naturiaeza y son las que tienen ma
vor capacidad para promover el crecimiento en andmales deficientes en
vitamina & (5); estas formas son también conocidas como retinc::ll Y re
tinol2 {3—dehidroretinol o dehidroretinel), los cuales son alccholes
cue tienen anillos aliciclicos de 6 &tomos de carbono con cadenas la
terales constituidas por 2 unidades de isopreno; difieren sflio en que
Ay posee un deble enlace mAs que A1 en los dtomos.3 v 4 del anillo (2,
3, 5, 6}. Las vitaminas Ay y & tienen todos sus dobles enlaces con
la configuracién trans. Estos alcoholes son incelorors, insolubles en
solventes no polares, inestables a la juz v resistentes al calor; la
forma pura se oxida fécilmente. Se almacenan en el higado camo ésteres
de acidos grasos, pirncipalmente Acidp palmitico (2). ILa forma 21 ocn
rre mds en mamiferos v peces de agua salada, mientras que la forma A,

se presenta mAs en peces de agua dulece {(4).

S E VL WEN W"Ha““

Retinol o vitamina A 3-dehidroretincl o ‘.TJ'.ta:m'.l’lz’:i71»'\.2

El alcohol es convertido en aldehido constituyendo el retinal,
que es la forma en la cual la vitamina actliea en la adaptacidn a la obs

curidad (7). ILa forma &cida de la vitamina 2 se dencmina &cide Retincico
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¥ g2 forma a partir del retinel wvia retinal; se ha visto que este &ci
do nromeve el crecimiento pero no juega ningiin papel en la visidn ni
2n la reproduccidn v que en los animales constituyve una porcidn my pe
quena de la vitamina A del suero (B).

Fisiologfia: la funcidn metabdiica de la vitamina A explicada
en t8rminng bicguimicos es tedavia desconocida. Hasta hoy, se ha demos
trado gue la vitamina A juega un papel may importante en los siguientes
procesos Lisioldgicos normales: 1. s indispensable en el proceso de la
visifn; Ssta ez la Gnica funcitn fisiclfgica de la vitamina A conccida
2 nivel biogquimico: participa en la formocidn de la plupura visual o
rodopsina, lz cual es el pigmento visuval mis extensamente estudiado v
ampleado para explicar el proceso de la visifng sin ambargo, por los
resultados de varios invetigadores podria conlcuirse que todos los pig
mentos visuales de los vertebradeos operan de manera similar, esto s, por

io de un ciglo de isarerizacifn cis-trans que fud establecido por
Wald en 1968 (7). La rodopsina es el receptor para la visifn con poca in
tensidad lumincsa ¢ sea para la visifin nocturna. A1 llgar la luz a la
retina, la rodopsina se desintegra en opsina y all-trans ratinal en la
parte externa de los bastoncillos: el all-trans rvetinal sufre reduc
cidn reversible para dar el all-trans retinol, el cual se esterifica

con Zcidos grasos v se isomeriza formando el ester de all-cis retini

can para producir el all-cis retinol, el cuzl por oxidacién [orma el
all-cis retinal; al cambinarse la cpsina con el ali-cis retinal se re
genera la plirpura visual y de este modo la sensibilidad a la luz se re
nueva constantenente; 2. In la diferenciacitn v el crecimiento de los
tejidos epiteliales; 3. En la fisiologia de las gfnadas v en ¢l mante

nimientc del embarazo {4); 4. En ¢l crecimiente de jos huesos {2).
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5. Recicntemente ha gido establecida la intervencidn de la vitamina A
en la formacién <e los glucolipidos retinol-fosfato-mancsa v retinol
fosfato—galactosa. Estos derivados de retinol-fosfato son sintetiza

dos tanto en cultivo de tejidos como in vivo. El retincl-foesfato-ma
nosa ha sido estudiado por su habilidad para donar mancsa directamente a
las gluccproteinas de ila membrana, por lo que los derivados glucosiia
dos de retincl fosfato son considerados importantes intermediarios en la
sintesis de ciertos tipos de glucoproteinas {9). El acide retinoice
también tiene capacidad para formar coampuestos muy similares en sus
propiedades al retinol-fosfato y sus derivados glucosilados (9); 6.

la vitamina A es necesaria pra la regulaciton de la gldndula tircides

por la hipbfisis (10,11},

La vitamina A dietftica ingerida como ésteres de retinilo, es
hidrolizada a retinol por la enzima pancredtica retinil-ester-hidrolasa
en el intestino delgado o por cotra enzima hidrolftica que se cree esté
ligada al villi de la mucesa intestinal (5,12).

1a absorcifn de retinol parece ser un proceso activo, va que
inhibidores metabflicos tales cowo el 2, 4 dinitrofencol, cianurc de pota
sio v flucrureo de sedio, asi cam la falta de oxigenc, inhiben la acu
milacidn de vitamina A dentro de las c8lulas de la mucosa ¥ Su transpor
te a través del intostino (13). La vitamina & es mis ripidamente absor
bida cuando se suministra emilsificada; aungue la emiisificaci®n incre
menta la velocidad de abosreifn, no aumenta su utilizacidn bioldgica
(14} . Otrcos factores que afectan la eficiencia de la abscrceidn de vita
mina A son la digestibilidad de los alimentos, la presencia o ausencia
de agentes reductores u oxidantes, la cantidad y tipo de grasa dietéti
ca, la naturaleza v cantidad de la proteina dietética, la integridad.de

la mucosa intestinal v el estado hormonal v fisiolfgico del organisme (13).
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El retino que es absorbido por la mucosa es répidamente rees
terificado pirncipalmente a palmitato, amgue también se forman estea
ratos y oleatos. Estos ésteres de retinile son normalmente transportados
por via linfatica, principalmente en ascociacién con los quilanicrones,
los cuales son removidos de la circelacifn por el higado (8). El reti
nal ingerido en la dieta, sufre transformaciones en la mucosa intes
tinal antes de ser sbosrbido. Una pequenia parte es oxidade a &cido re
tinoice, pero la mayorfa es reducido a retinol (5). El dcido retincico
es transportadc a la circulacién general via la vena porta, probablemen
te en forma de anidn carboxilade, ligado a allfimina sérica. Bl -dcido
retinoico no se almacena en ol higade ni en ninglin otro tejido, sino
que es répidamente metabolizado, transformfndose en metabolitog mfs
polares v es excretado en la orina vy en la bilis. El principal meta
kbolito del &cido retincico en la bilis se ha identificado camo beta-
glucuronato de retinilo. Pequefias cantidades de &cido retinoico entran
en la circulacitn enterchepdtica despufs de la disociacidn del glucurc
natc en el intestino (13}.

La vitamina A se almacena en los hepatocitos en gotitas de
grasa cano Bsteres de retinileo, principalmente palmitato; menos del
4% de la vitamina & almacenada en el higado se encuentrya en las c€lulas
de Kappfer (3,8). Para ser mobilizadcs del higado, los ésteres de retini
to son hidrolizados por una hidrclasa de palmitate de retinilo, la cual
ha sido encontrada en la fraccifn sukcelular nuclearde higade de rata,
fraccion en la que estd contenida la menbrana plasmética {13). La vitamina
2 se mobiliza del higado como alcohol, i.e., retinol, el cual es enlazado a
una protelna especifica de transporte, la proteina ligadora de retinol (PIR)
giendo &sta la formz en que la vitamina A va a los tejides (5,8,13,15). 1a

PIR fué por primera vez aislada en 1968 por ¥anai {16) desde entonces se han
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realizado muches estudios acerca de la composicifin, origen y funcién
de la FLR (17,22). La PLR es wna proteina de peso molecular alrededor
de 20,000, ¢que liga al retinol en una proporcidn molar de 1:1. En el
plasma, la FLR ligada al retincl (holc-FIR) circula formando un can
plejo con prealbumina en wna proporcidn de 1:1; esta preallnmina tiene
un peso molecuiar de 50,000. El complejo con prealbumina ircrementa
la estabilidad de la holc-PIR y eleva el peso molecular de la PIR pre
viniendo asi la pfrdida de esta proteina por filtracitn a través de
los glam@rulos del rifidn (23). El sistema de transporte de la vitamina
A que envuelve a la PIR, parece ser muay carin en wna amplia variedad de
animales: en mamiferos, aves, reptiles v anfibins el retinol es trans
portadeo ligado a PIR v formando un corplejo con prealbuming, como ya
se describid. En los renacuajos y peces la FLR trasnporta el retinol,
pere 5in formar el conmplejo con prealbumina. la lamprea es un caso es
pecial en que la vitamina A =5 Lransportada como ésteres de retinilo 1i
gados a una lipoproteina de elevadsc peso molecular (24,25). Al parecer
la PIR de los peces es un prototipo de PLR especifica en el plasma de
los vertebrados, habiéndose modificado tardiamente en el desarrollo fi
logenético de ios vertebrados, para adcuirir en la molécula un sitio de
unifn para la preaitngina (25).

Puesto que el mantenimiento de un aivel sanguineo normal de re
tinol depende de una adecuada concentracitn de PLR, 8ste &5 influido por
la disminucidn en la biosintesis de proteinas debido a una deficlencia
dietética de proteinas. Una deficiencia de proteinas consecuentemente
interfiere seriamente con el transporte de vitamina &, pues disminuye
el nivel sanguinec de retinol, siende asf un factor importante gque pue
de desencadenar una deficiencia de esta vitamina (26,28).

Ia eliminacién de la vitamina A del organismo se lieva a cabo
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For 3 vias difeventes, las heces, la orina y el 0, expirado. Ia apa
ricién de vitamina A en las heces es debida a la formacisn de beta—
gluenrdnides, los cuales son excretados por la bilis; por esta via es
m ds extensivamente eliminado el Fcido retinoico. Ios metabolitos en
la orina han sido parcialmento identificados como retinoil-beta—glucurd
nidos. Ia tercer via envuelve la des carboxilacifn de la cadena lateral
de la vitamina A, principalmente de los dtagmos Cl4 y €15, v en menor
grado se presenta una degradacitn mas extensa de la cadena lateral (13).
El metabolismo de la vitamina A se interrrelaciona con el de
otros factores nubicionales, tales como la vitamina E v el zinc. Se ha re
rortado que la sbsorcifn de vitamina A se ve marcadamente reducida en
ratas deficientes en wvitamina E. Cuando a estos animales se les da oral
mente un suplemento de vitamina E, se incrementa la utilizacidn de vitami
na & cralmente suministrada. Cuando la vitamina A se suministra instra
muscularmente en forma emilsificada, la utiliéacic’)n de &zta en animales
deficientes en vitamina E, se reduce. Con inyeccifn simultdnea de vita
mina E, la utilizacidn de vitamina A se incrementa. Por este, la influyen
cia de la vitamina E en promover la utilizacién de la vitamina A, no esté
limitada a favorecer la absorcidn intestinal (14). Por otro lado, se ha
chservado que se requieren adecuadas cantidades de zinc para el manteni
miento normal de la concentracitin s@rica de vitamina A (29,31).
Deficiencia: actualmente se szbe que la deficiencia de vitamina
A causa principalmente cuatro diferentes efecto$ a saber 1. Pérdida
de la visifn nocturna, debido a failas en la formacidn de rodopsina
en la retina; 2. Dafectos en el crecimiento de los huescs; 3. Defectos
en la reproduccidn; 4. Defectos en la diferenciacitn y crecimiento del
tejido epitelial, los que frecuentemente resultan en queratinizacién

(32).



- 10 -

Se ha observado gque en animales j6venes alimentados con dietas
deficientes en vitamina A, el crecimiento del esqueleto cesa antes que
cualguier otro tejido del cuerpe {3}. En deficiencia de vitamina &, las
cElulas del tejide cartilaginoso no siguen el patrdn noxrmal de creci
miento, maduracitn v degeneracidn, v camo resultado cesa la formacidn
da  heeso v aparecen anormalidades en su forma (2). La deficiencia de
esta vitamina también retrasa grandemente la reparacifn de fracturas en
las ratas (3).

Siendo que la vitamina A participa en la esteroidogénesis,
su carencia tiene efecto en el metabolismo de las hormonas sexuales,
inhibiendo la capacidad de roproduccitn, Asimismo, en deficiencia de
retincl, las hormonas que intervienen en el metabolismo del gluctge
no, como por ejemplo la corticosterona, no pueden formarse en cantidad
guficiente (33,34), En la rata hembra, la deficiencia de este factor
causa estros irregulares vy retrasados, defectos en el crecimiento
v desarrollo del ovario, pericdos de gestacidn prolongados v partos
diffciles; en el mache, defectos en la espermatogénesis, In los cerdos
la hipovitaminosis A de la madre puede resultar en anciftaimia v fisura
palatina en el feto; en la rata el feto puede desarrollar defectos congé
nitos de los ojos vy del coraztn (13).

Por otra parte, en deficiencia de esta .vitamjna las estructuras
epiteliales se queratinizan, especialmente las respiratorias, gastro-in
testinales v genitourinarias, asi camo las gliandulas salivares, las endd
¢rinas v la vagina. Adenmds, causa atrofia en el Srgano del esmalte de los
roedores, v en el hatbre pnede resnitar en hiperguerateosis folicular v
dermatitis (3,34). Otrxo efecto de la deficiencia de la vitamina A en los
epitelios es la xercftalmia, en la cual primeromerie la ofrnea se vuelve

opaca y posteriormente scbrevienen los canbios irreversibles, que incluven
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perforacitn v queratamalacia, lo gue conduce a la ceguera (35,36).

Respecto a la interaccidn de la vitamina A con el metabolismo
de la tiroides, se ha reportado que ratas deficientes en este factor,
mmiestran altos niveles s8ricos de tiroxina v triicedot iroxina junto con
hipertrofia de la tiroides; también el contenido hipofisiaric de tirotro
pina v el facter liberador de tirotropina en el hipotflame se hayan ele
vados. Por esto, se ha postulado que en dgficiencia de vitamina A la re
qulacifin por retroalimentacién negativa del cerebro por la hormona tiroides
se hava alterada (3,10_,11) .

la deficiencia de vitamina & se ha relacionado con la anemia
{37,38). Se ha chservado en el harbre v en la rata, que al dismimuir
el nivel sérico de retinol por suministrarse dietas deficientes en este
nutriente, disminuve tambifn de manera significativa la cantidad de he
moglobina en la sangre, la cual vuelve a niveles normales al normalizar
se el n;'.vel aérico de retinol.fsimismo, se ha reportado que en ratas de
ficientes en vitamina A la acumulacidn de hierrc en el higado vy en ¢l bazo
aumenta més de lo normal, esto posiblemente debido a que en deficiencia de
esta vitaming el hierro es patolfgicamente almacenado en el higado y el
baze o, alternativamente, a gque al no ser utilizade por €1 tejide hema
topovético se acumula en dichos drganos.

En animales deficientes de vitamina A la incidencia de cincer
es mds alta que en animales que reciben cantidades normales de este fac
tor. En alguneos casos la administracifn de muy altas dosis de vitamina A
ha causado una regresitn de los tumores; sin embargo, la extremada toxi
cidad de esta vitamina la hare mma droga inconveniente para el tratamien
to de ciertos tipos de neoplasmas (39,41).

Hipervitaminosis: la toxicidad de la vitamina A ha sido extensi

vamente estudiada por muchos afios; desde cuando se reportd el curioso
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sindrome de dolor de cabeza, vértigo v diarrea subsecuente a la inges
tién de higado de ose que se observd en los exploradores drticos en 185 [N
sin ambargo, no fuf sino hasta 1942 cuando Rodahl ¥y Moore indentificaron
la sustancia téxica en el higado de oso polar como vitamina 2 (42). aun
que las técnicas modernas han suministrado, ya una gran cantidad de da
tog, la exacta patogénesis de 1la toxicidad debida a la alta ingestifin de
vitamina 2, permanece oscura (43).

En el hovbre, la principal causa de hipervitaminosis A es el
uso immoderado de los preparades comerciales de vitaminas, algunos de
los cuales exceden por mucho los requerimientos diarios del organismo,
debido a que se ha fijada en la mente del piiblico la crecncia de que la
adicidn de vitaminas a aquellas contenidas en una dieta general, mejora
la salud, incrementa la resistencia a infecciones v acelera la convales
cencia de cualquier tipo de enfermedad. TambiZn existen reportes sobre
intoxicacién con vitamina 2, por consumo excesivo de aceite de higado de
bacalac .{44) Hipervitaminosis A se ha reportado tanto en infantes como
en adultos (2,42,44,46). Ios sintomas de envenenamiento agudo de vitaminag
A en el hmmano, generalmente ionluyen somolencia, irritabilidad, vérigo,
dolor de csbeza, vmito, enrojecimiento e hinchazones eritematosas de la
piel, v engrosanmicnto de las palmas de las mancs v plantas de los pies.
Los sintamas de hipervitaminosis crénica pueden incluir irritabilidad,
dolor de cebeza, dermatosis, alopecia, ancresda, pérdida de pesc, erup
ciones maculoeritematosas en horbrog v espalda, piel seca v escamosa con
pruritis, encias enrojecidas vy gingivitis, hemorragias nasales vy de la
mucosa bucal, ndusea persistente, visifn confusa y alteraciones en el ci
clo menstrual; también se presenta patologla oxtensiva de los hueses, in
cluyendo desmineralizaci®n, lo gque conduce ha hinchezones dolorosas de

las extremidades acampanadas con impedimentc de la funcifn locamctora.
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Asimismo, se ha reportado hepatamegalia, esplecnamegalia, ictericia y um
incremento de la presidn del fluido cerebroespinal; sin embargeo, a dife
rencia v contrariamente a lo que ocurre en el hambre, este Gltime sinto
ma se presenta en becerrcs s6le cuando hay deficiencia de esta vitamina
{47). Quizd los efectos tdxicos més serios de la elevada ingestifn de
vitamina A son los dafios jrreparables del higado, v la permanente inhi
bicifin del crecimiento &seo debido a necrosis de las placas de crecimien
to endocondral {45). Las principales lesiones hepdticas son necrosis, fi
brosis v cirrosis, gue ocasicnan cbstruccidn de la cireulacifin portal,
anormalidades en las funcicnes hepdticas y desarrollo de ascitis e hiper
tensidn portal (48).Las ancrmalidades funcicnales del higado generalmen
te consisten en ligeros cambics de las fosfatasas alcalinas, retencidn
de sulfchramwftaleina vy tiempos de protrombina. Sin embargo, pocos es
tudios histolfgicos del higadc en hipervitaminosis han sido reportados:
en la mayoria de los casos loshallazgos han side de poca consideracidn,
excepto por la vacuolizacidn de las c8lulas de Kupffer v el incrmentc
de la fluoresencia en cortes por congelacién (48). Asi, sutiles cambios
bioquimicos pueden ocurrir en el higado, sin obvias manifestaciones morfo
1&gicas.

Serios problemas de hipervitaminosis & existen por el use de
grandes dosis de vitamina A en el tratamiento del acné vulgaris (49).
Las mwjeres qué toman anticonceptivos orales muestran un incremento
@e los niveles séricos de vitamina 4; se ha sugerido que esto podria
resultar en anormalidades fetales en mujeres que guedaran embarazadas
immediatamente despufs de prolongada ingestifn de anticonceptivos. Sin
enbargo, atn no hay evidencia que compruebe esta idea {43,50).

Ia dosis de vitamina A necesaria para producir hipervitaming

sis en un animal, dependede la especie de que se trate: el ternero y el
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cerde estin en un rango de susceptibilidad semejante al hanbre (apromi
madannte 1,000 a 3,000 4a/kg de peso corpeoral/dial), mientras que la
rata v carnivoros tales comwe el perro v el gato, v probablemente el oso
polar v la foce, pueden tolerar dosis estremadamente altas (20,000 -
50,000 & 3/kg/d%a) antes de mostrar efectos clinicos de hipervitamincsis
(45} .

Un exceso de vitamina 2 en la dista cuesa una aceleracidn
de la reasbscrcidn de los huesos, que resulta en fagilidad dsea y frac
turas esponténeas, excftalmfa, enorosamiento temporal de la piel, alope
cia, eritema, formacidn de c€lulas mucosas en las membranas queratiniza
das, hemorragias v disminucién del crecimiento (4,45.51,54). Por otro
lade, hay evidencia considerable del efecto teratog@nico de la vitamina A
suministrada en altas dosis en el ratdn, rata, jamster y cchayc. las
malformaciones inlcuyen fisura palatina, costillas fusionadas, columna
vertebral bifida meningocefalia, hidronefrosis v ancrmalidades cardia
cas y genitourinarias (43,53). In la rata se producen fracturas y hemorra
gias uterinas, las cuales parecen ser una manifestacidn sspecial de la fa
cilidad general con gue Se presentan hemorragias en hipervitaminosis A
(53). Ila administracidn de grandes dosis de retinol a ratas jovenes duran
te 2 dfas, causa un incremento en los nivelss de Mifpidos, gluchgenc v
citratos en el higado, asi camo una marcada estimulacidn de ila gluccneo
génesis (56.57).

Hay una tendencia a ascciar la toxicidad con fendmenos de mem
brans: pecueiias cantidades de retinol son esenciales para mantener la
estabilidad de las menbranas, a través de un ligamento cruzade entre los
1ipidos vy las proteinas de ellas. Cantidades anormzles de esta vitamina
se cambinan con la lipoporieina de la membrana v después con una protelina

exfgena pra lisar c8lulas de diferentes tejidos y organsles celulares
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(58.59). La accifn inicial de exceso de retinol schbre lss eritrocitos

es wa expansitn de la membrana celular, seguida por hem@lisis (58).

La adicidn de retinel a fibroblastos in vitro, causa desgranulacitn y
tumefaccidn de el reticulo endoplismico, hinchazén del aparato de Golgi
vy de las mitcondrias v la formacién de citolisomas; las enzimas lisosama
les son liberadas por exceso de vitamina A tanto in vitro como in vivo
(60). Estudios en cultivo de tejidos con rudimentos de hueso de miembro
de pollo, mostraron gque la degradacitn del tejido ocurria cuandc se afia
dia al medio retincl inespecificamente enlazado a proteinas s&ricas, de
bido a la accifin proteclitica de una enizma que noymalmente se encuentra
en los lisosomas (61).

Se ha sugerido que las manifestaciones clinicas de hipervitamino
sis B, resultan cuando la cantidad de proteina ligadora de retinol es in
suficiente para ligar todo el retinoi, cuedando asf la membrana celular ex
puesta a la vitamina libre {43). En monos adultos la elevacidn de los ni
veles de vitamina A sefica debido a ingestidn de dosis tlxicas, no esti
acapaiiada de una igual elevacidn de la proteina ligadora de réti_nol, 1o
que sugiere que el retinol no ligado a la proteina es el causante de la
toxicidad de ésta (45). Por otro lado, en ratas con hipervitaminosis A se
ha encontrade que el mayor porcentaje de vitamina A s€rica se encuentra
en forma esterificada y ligada a lipoproteinas, mientras cue en ratas
control se encuentra el mayor porcentaje en forma de retinel unido a pro
teina ligadora de retinol; esto sugiere, a diferencia de la antericr hi
pStesis, la existencia de un posible sistema de transporte de vitamina &
a los tejidos en forma de &steres de retinil ligados a lipcproteina lo

cmal conduce a toxicidad (62).
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B) Carotenocides:

En esta seccifin nos ocuparemos de revisar de manera general,
los conocimiéntes que se tienen en la actualidad sobre lcs pigmentos ca-
rotenoides, considerando mis especialmente a aquellos due por sus carac-
teristicas quimicas pueden ser fuente de vitamina A para log animales.
Asimismo, se expondrdn las rutas metabSlicas que siguen los carotenos con
capacidad vitaminica en los mamiferos, v los mecanismos hasta shors pro—
puestos de sintesis de vitamina A a partir de estos carotenos.

flistoria: el estudio de los carotenoides se inicié desde pri-
cipios del siglo XIX. Wackenroder, en 1831, aisld por primera vez carote-
1os de zanahoria, y Berzelius, en 1857, fue el primerc en dencminar Xan-—
tofila a un pigmento amarillo de las hojas de ctone. Fn 1847 Zeize descri-
be el beta-carotenc con detalle y determina su formula empirica CSHB.
Entre 1900 y 1927, las escuelas de Tswett v willstitter desarrollaran pro-
cedimientos para la separacitn v purificacidn de carotenos tales como 1i-
copeno xzantofila, fucoxantina,\luteina v bixina; a esto siguld la deter-
minacidn de michas f&rmulas empiricas. Willstdtter v Mieg reconocieron en
1907 una coneccidn formal entre carotenoides ¢ igopropeno, v establecie-

r&n la férmula molecular correcta del beta-caroteno: C 6 En 1922, -

ao''s
Palmer contribuyd con un volumen sobre carctenoides y pigmentog relacio-—
nados, en una serie de moncgrafias publicadas por la American Chemical
Society. Reportes de investigaciones scbre la estructura de los carotenoi-
des por Karrer, Kuhn, Zechmeister v Heilbron empezaron a aparecer en 1928,
El concepto de polienc fue primero utilizade por Zectmedster, gquien mostrd
espectroscOpicamente que la ocurrencia de dobles enlaces conjugados en

la cadena es necesaria para el color de leg carotenoides. En 1928 won Buler
mostrd que el carcteno cristaline tiene una alta actividad de vitaminag 2.

Entre 1930 v 1931, Karrer reconocid la naturaleza simétrica de las estruc-

turas de beta~-caroteno, licopeno v zeaxantina v entonces observd que la
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constitucidn de la witamina A estaba cercanamente relacionada con la mi-
tad de la molécula de beta-caroteno. En 1930 Moore demostrd con clares
experimentos en ratas que el caroteno consumideo en la dieta es metaboli-
zado a vitamina A y almacenadc como tal en el hfgado. Pooo mis tarde Karrer
¥ sus colegas aislaron nmutatocramo ¥ aurocroms, ¥ elucidaron la estructu-
ra de los 5,6 vy 5,8-epdxidos por medio de la sintesis parcial. En 1934
Zechmeister publicd su libro titulado "Carctincide, ein bicchemischer
bericht 'd-ber pflanziche und tierische polyenfarbstoffe”, el cual actud
como puente entre el estudio anterior de Palmer v €l de Karrer y Jucker
titulado "Carotinoids", publicado en 1950. Fl ntmerc de carctencides co-—
nocidos que se encuentran en la naturaleza, se incrementd entre 1933 vy
1948 de 15 a 80, v se establecid la estructura de 35 de ellos. Las inwves-—
tigaciones en la sintesis de vitamina A y las de beta-caroteno progresa-—
ban de igqual manera, v despuds de que en los laboratorics Roche habfan
desarrollado un proceso para la sintesis de vitamina &, las escuelas de
Karrer y de Inhoffen lograron casi simulténeamente la sintesis total de
beta-carcteno en 1930. Postericrmente Witting desarrolld el método de
"gintesis de Olefinas" para carctencides,el cual ha llegado a ser un mé-
todo estindar en quimica orginica. El beta-caroteno sintético cristalino
fue introducido camerciaimente por los laboratorios Roche en 1954, cam
colorante de alimentos. Su principal aplicacifn es la coloracidn y forti-
ficacitn de margarina. En 1960 aparecid camercialmente el beta-apo-87-
carotenal, en 1962 el ester del dcide beta—apo-8'-carotencoico y en 1964
la canthaxantina, todos ellos camo colorantes_ de alimentos (63,64).

Cuimica: el t&rmino "carctenoides” se refiere a un grupo de
pigmentos de color amarillo a rojo, ios cuales en la naturaleza estén
ampliamente ditribuaidos tanto en vegetales come en animales. La estruc~
tura ganeral de los carotencides es de tipo alifftico o alifidtico-alict-



- 18 -
cadena de dobles enlaces conjugados. Todos son liposolubles v el t8rmino
que se les da de lipocrames se deriva de esta propiedad. Pungue la mavo-
ria de los carotenoides son de brillantes colores debide a la presencia
de un cramdforo, alqunos tienen crombforos poliénicos myy cortos para ser
detectados por el oje humero, i.e., son incoloros (63,65).

Esta clase de compuestos estin formados en general por ocho
unidades de iscpropenc ligadas de tal manera que a la mitad de la molé-
cula se invierten las uniones de isopropenos: Como resultado de esto, los
dos grupos metilo cerca del centro de la cadena de polienos, estan sepa-
rados por seis &tomos de carbonc. Esto se ilustra en la férmula estruc—
tural del pigmenteo del tomate, el licopeno, del cual casi todos los caro-—
tenos pueden ser dervivados por hidrogenacidn, deshidrogenacidn, cicliza-—

cidn, oxidacifn o cualquier combinacidn de estos procesos {64,66).

Form:la estructural de Licopeno

Existen también carotenoides formades por 50 dtomos de carbo-
no en su molécula, es decir, por diez unidades de iscpropeno, y otres for-
mados por menos de 40 dtomos de carbono; estos Gltimos se dencininan apo-
carotenoides. La mitad de Jlos carbonos de la molécila se emwmeran del 1 al
15 v los de la otra mitad del i al 15°; los gripos metilos de la prime-
ra mitad se emumeran cdel 16 al 20, vy los de la otra del 16' al 20°.

La mayoria de los pigmentos carctenoides contienen wno o més
dtamos de oxigenc en su estructura, v pertenecen a la clase de las xan-

tofilas-C (64).

40
En la actualidad se conocen 300 compuestos del grpo de los

carotenoides; de &stos los que tienen actividad de vitamina 2 son 1los que
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presentan en uno de sus extremos w anillo beta—ionon {66).

Distribwcifn: la habilidad de los seres vivos para producir
carctenos parece haberse desarrollado en etapas tempranas de la evolucidn.
Algunas bacterias, las algas, las plantas superiores y algunos hongos
tienen esta capacidad, pero los animales, de sequro los ordenes superio—
res, dependen para su suministro de los carctenoides presentes en la
dieta. Sin exbargo, la subsecuente transformacién de los carotenoides
diet&ticos alqunas veces conduce a pigmentos animales caracteristicos,
que no se encuentran normalmente en los organismos capaces de caroteno-
génesis de novo (65,67).

La produccifn total en la naturaleza ha sido conservadoramen-
te estimada en alrededor de 108 toneladas al afio (65}. La mayoria de esta
produceitn estd en la forma de los cwatro mavores carotenoides; la fuco-
xantina, que es el pigmento caracterfstico de muchas algas marinas y el
mis abindante de todos los carotenoides naturales, v los tres principales
de las hojas verdes; lutefna, violaxantina v neoxantina. Por comparacidn,
todos los otros carctencides son producidos en Tay pequenas cantidades,
awngue algunos como el beta-caroteno v la zeaxantina estin ampliamente
distribuidos en la naturaleza, mientras que otros, tales como el licope-
no, la bixina y la espirilo¥antina, constituyen el principal pigmento de
alounos organismos en particular. Todas las plantas verdes contienen

ta~carotens, el cual invariablemente acompafia 2 1z clorofila junte con
la wantofila, los epfxidos de xantofila v frecuentemente con el alfa-ca-
roteno {63).

Fn los animales los carotenoides son los pigmentos més amplia-
mente distribuidos después de las melaninas {68).

Funcicnes: los carctencides en las plantas tienen dos funcio-

nes: participan en la fotosintesis v son substancias fotoprotectoras.
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Fn la fotosintesis intervienen absorbiendo energia y transfiriéndola a
la clorofila en el fotosistema I, en €l fotosistema II o en ambos. La
otra funcifn es la de proteccidn de la planta contra wa sensibilizacidn
fotodindmica, esto es, previene la muerte c&lular por la luz v el oxi-
geno, Esto explica el por qué de que en la naturaleza no existan normal-
mente plantas con clorofila pero sin carvotenoides coloreados, pues esio
representa wa mutacidn letal {€9,70).

Amque una amplia variedad de cbservaciones v sugerencias de
relaciones entre pigmentos carotencides y varios sistemas bicifgicos han
sido reportados, hay poca evidencia directa de los papeles funcicnales
de los carctenoides fuera de sus fotofunciones (70),

n los organismos animales los carotencides se hayan unidos
a proteinas como grupes prostéticos. Ta formacidn de complejos carote-
noides-proteina da mayor estabilidad tanto a la protefna en su configu-
racifin, como al caroteno en su sensibilidad a la cxidaéién. Tas caroteno—
proteinas son errrpleadas' poxr los animales inferiores para mimetizarse con
el medio. Estos campuestos parecen tener un papel definide en la super-
vivenvia de los embricnes, particularmente en la ovoposicidn de los in-
vertebrados;: lascarotenoproteinas pueden DNimcionar en mecanismos de trans-—
porte de electrones (68).

Algunas aves e invertebrados cano crusticoeos, insectos v equi-
noderxrbs_. son capaces de transformar los carotencides que ingieren con
la dieta, en pigmentos caracteristicos que dan color a sus plunajes v
tegumentos; parece ser gue el mecanismo que utilizan es una conversidn
de los carctencs y xantofilag a ceto-carctencs y ceto—xantofilas {68).

Al i¢ual que en las plantas se ha encontrado gque los pigmen-—
tos carotenoides tanbién confieren proteccidn z los animales contra la

fotosensibilizacitn. Por ejamnplo, el fitceno, gue es un precurscr inco-
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loro del beta-carcteno, vy el mismo beta—-caroteno gue ha side reciente—
mente utilizado para aminorar la fotosensibilidad asociada con protopor-
firia eritropoy@tica ~ una enfermedad del metabolismo de las porfirinas -
el cual cuizas sea también Gtil en otras enfermedades fotosensitivas (71,
72).

Se ha sugerido que los carcotennides pueden estar involucrados
en la acumlacidn intracelular de oxigenc: Karmavkhov ha encontrado que
con el Incremento en la altitud del habitat, el nivel de carcotenoides en
el cerebro y el higade aurenta en la ardilla listada, mientras que el
ratén campestre exhibe un incremento en el contenido de carotencides en
el bazo, pulmones y corazén. El incremento de estos niveles podria estar
asociadc con adaptacién del animal a condiciones hipfxicas (73).

Quizag la funcifn wAs importante de los carotencides en los
animales es la de ser precurscres de vitamina A, al mencs &sta es la mis
extensivamente estudiada, y por ser la que mis nos interesa en este es-—
tudio revisaremos a continuacitn las investigacicnes fimdamentales hasta
hoy realizadas sobre esta materia.

Metabolismo: ciertos carotenoides pueden ser transformados en
vitamina A por los organismos animales; esta propiedad es una de las més
importantes de los carotenoides en los animales. Los carctenoides ¢ue son
precursores de vitamina A presentan las siguientes caracteristicas cui-
micas: poseen un anillo beta-icnon v una cadena lateral isoprenoide con
todos sus dobles enlaces conjugados (13}. Existen muchos carctencides
que se transforman en vitamina A pero varian en su capacidad para promo-—
ver el crecimiento en animales deficientes en esta vitamina. Los princi-
pales carctencides con actividad vitaminica A en orden decreciente son:
beta~caroteno, beta-apo-12'~carctenal, beta-apc—-8'-carotenal, criptoxan-

tina, equinencna, alfa-carotenc, gama-caroteno, 8ster etflico del acide
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beta-apo—8'—carctenoico, beta-zeacaroteno, torularodina v citroxantina.
La actividad de estos carotencides se ha estimado por medio de ensayo
curativo en ratas deficientes en vitamina A (71). lLa egquivalencia entre
unidades internacicnales de vitamina A y beta-caroteno varia considera-
blemente segtin las condiciones del ensayc; la Organisacisn Mundial de la
Salud ha propuesto equiparar 1 UI de vitamina A con 1.8 meg de beta-ca-
roteno (34).

La conversién de los carotencides a vitamina A en los animales
ha sido principalmente estudiada en la rata; este animal es,muy adecuado
para este tipo de estudios va que casi no absorbe beta-caroteno intacto
a travis de la mucosa intestinal, lo gue lo diferencia de otros organis-
ros como 2l caballo, el horbre, el polle, la vaca, los cuales son capaces
de abscrber cantidades substanciales de beta-carcteno intacto a través
del intestino hacia la circulacifn general (8).

Fl intestino delgado es el organo mis importante para la for-
vacién de vitamina A a partir de carotencides; el ducdeno vy el yeyumo son
mis activos en la degradacién del carotenc mientras que el fleon es mencs
efectivo (75). Sin embargo, aungque el intestino delgado es el sitio de
mayor conversién de beta-carotenc a vitamina A, otros tejidos son capaces
de reaiizar esta conversitn: el higado de rata perfundido es capaz de
convertir beta-caroteno en &steres de retinol, amnque su actividad es me-—
nos de la mitad de la del intestino. Asi, pues, animales como la rata, en
los cuales el beta-caroteno no atraviesa la mucosa intestinal hacia el
plasma, el higado probablemente juega wn papel fisioldgico menor en la
formacidn de retinol; en otras especies, tales como el harbre y la vaca,
tanto el hfgado como el intestino estln probablemente involucrados en
la degradacifn del beta—caroteno {?6_) . En estudios in vitro se ha encon-
trado que el rindn tambifn es activo en la conversidn del beta-carvoteno

a vitamina, aunque su actividad es considerablemente mencor que la del
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higado; esta actividad no se presenta en preparados de corazdn, pulmdn
ni sangre (13).

Se han sugerido dos mecanismos para la formacién de vitamina
Ar 1. Por medio de la discciacién central del beta-caroteno, esto es por
rompimiento del deble enlace 15,15° para rendir dos mol&cutas de vitami-
na A; 2. Por la desintegracifn escalonada de lé provitamina desde un
extremo de la cadena conjugada hasta producir una melécula de vitamina
{5,8,68,77,78}. Varios tipos de evidencia indirecta han sido citados para
apovar ambos mecanismos: el primero se explica por la accién de la enzima
15,15" dioxigenasa, que es una enzima soluble de la mucosa que cataliza
el rampimiento del beta-carotenc en la deoble ligadura central; parece
que esta disociacidn se lleva acabo a través de una reaccldn de oxigena-—
¢idn, en la cual el oxigenc molecular reaccicna con €l doble enlace cen-
tral para formar un compuesto intermediario, el 15,15' perdxido de beta-
caroteno, el cual répidamente se disocia para producir dos molé&culas de
retinaldehido. Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en los
vertebrados solamente los carnivorcs come £l gato carecen de ella; sin
embarge, hasta hoy sdlo ha podide ser parcialmente purificada a partir
del intestino de rata, cerdo v conejo, v de higado de rata. El sequndo
recanismo fue propuesto por Glover (78): se apova en el heche de que
beta—apo-carctenales marcados con isStopos radicactivos son convertidos
en los mamifeyos en dsteves de vitamina A, con likeracifn de peguefios
fragmentes radicactivos. En trabajos recientes se ha lograde aislar va-
rios beta-apo-carctenzles de intestino de rata v de pollo, a los cuales
se les suministrd beta-caroteno u B'-apocarctenal; podria decirse que
estos apocarotenales aislados son productos intermedios de la degradacién
escalonada del beta-caroteno (79). Ademds, el hajo indice de conversidn

del beta-rarcteno a vitamina A observado apoya esta hipbtesis (B8).
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Recientemente se ha sugerido 1n mecanismo que conjunta los
dog antericres: postula que la enzima 15,15° dioxigenasa no es especifi~
ca para el enlace central del heta-carotenc, sino que ademas puede atacar
indistintamente otros dobles enlaces para formar diversos apo—carotenales,
Tos cuales pueden sufrir posteriores ataques hasta formar retinaldehfdo
7).
la reducclfn del retinaidehido formmado es catalizada por una
enzima que ha sido parcialmente purific_:ada de la fraccifn scluble de 1a
micosa intestinal de la rata, la cuzsl se ha denominado retinaldehido
reductasa (80). El retinol formado es absorbido y esterificado por el
intestino siguiendo la misma via del retinol dietético.
La formacifn de &steres de vitamina A a partir de beta—caro—
teno se incrementa linealmente con dosis pequefias de beta—caroteno (de
0 a 80 meg), pero es menos dependiente en altas dosis (de 0.1 a 0.6 mg}.
TIa maxima conversifn de beta-carcteno cbservada en €l intestino de rata
ha sido 10 a 20 veces mis yue el reguerido para el &ptimo crecimiento {75).
Ia transformacifin de beta~carotenc en vitamina A es afectada
por varios factores, tales came la forma en que se suministra a los ani-
males v la presencia de bilis. La adicidn de grasa a la dieta favorece
la apsorcifn de carcteno, incrementa los niveles s8ricos de retinol y se
asocia con una reduccidn en los sintamas de deficiencia de vitamina A
(2). Se ha observade que la formacifén de esta vitamina s@lo ocurre en so—
Juciones bien dispersas de beta-carcteno y en presencia de bilis (75).
la accitn de los verios Scidog biliares probados es la de incrementar la
conversifn del carctenc, siendc este incremento proporcional al nimero de
hidroxilos que el &cido presente. Con la excepcifn del &cido cblico, sblo
los &cidos biliares conjugados tienen esta propiedad. Mientras menos
grupos hidroxilos tenga el Acide, menor es su efecto de formacidn de

Esteres de vitamina A en el intestino a partir de heta-caroteno, siendo
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el dcide dehidroctlico el menos activo (B1).

Por otro lado, ratas tratadas con cortiscna son incapaces de
convertir adecuadamente carctenc a vitamina A. Asimismc, ratas tratadas
con aloxana, (ue &S un tdwico para las c8lulas B (beta) del péncreas
apleado para producir diabetes experiméntal, muestran un decremento en
la sintesis de vitamina A. Un elevado nivel s&rico de carcteno ha sido
reportado en pacientes con diabetes y con mixedsma siendo en estos la
carotenemia un hallazgo comfin. Esto indica una interaccifn entre el meta-
bolismo del péncreas v el de los carotencs (3).

Ciertos apocarotencides vy provitaminas A son capaces, después
de administracidn oral, de ser absorbidos y almacenados especialmente en
el higado y en la grasa corporal. En el perro el 8'-apocarotenal se al-
macena en el mesenteric y tejido adiposo perirrenal; a veces también se
hallz en la cortewr renal, suprarrenales e higadc de animales tratados
con altas dosis (82).

flasta hoy no se ha reportado que la alta ingestitn de carcre-—
noides produzea sintomas de hipervitaminosis A; elevadas cantidades de
carotenos en la dieta de animales capaces de absorberlos intactos en can—
tidades considerables sflo producen una coloracién amarillenta de la

piel, manifestaciones que pueden ser confundidas con la ictericia (3,45).
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SEGUNDA PARTE

SECCION EXPERIMENTAL

A) Objetivos:

Los objetivos concretos de los tres experimentos que agui
se reportan, fueron: 1. Estudiar diferentes niveles de vitamina A en
relacifn con su demostrada accitn litogénica (1,83), para establecer
el nivel minimo al cual esta vitamina exhibe litocgenicidad; 2. Con base
en informacitn preliminar, que sugerfia una posible influencia de la za-
nahoria en la litog@nesis producida por la mantequilla (84), estudiar
la posible accidn litogénica o potencializadora de la zanahoria cruda,
con base en su contenido de carotenoides, los cuales come provitaminas
2 peodrian tener la misma accifn litog@nica gue la va denostrada para
esta vitamina; 3. Poner a prueba la posilkble accidn litog®nica del beta-
caroteno, en suspensidn oleosa v en forma hidrodispersable considerando
que a travds de su conversifn en el crganisme a vitamina A, pudiese
exhibir la litogenicidad comprobada para la vitamina.

B) Material y Métodos:

En los tres experimentos ilevados a cabo se utilizaron jéms-
teres dorades machos, recién destetados, de la cepa ChM, la cual hasta
hoy no ha producido mutantes de cclor de la piel.

10s miembros de cada camada fueron distribuidos en forma que
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participaran mis o menos por iqual en los distintos grupes. Ios animsles
fueron mantenidos en jsulas experimentales de hierro galvanizado con
piso de malla métalica, y alimentados con los diversos tipos de dietas
y agua corriente ad libitum; en los tres experimentos la racifn bisica
fue Furina Rodent Iaboratory Chow 5001 (Purinal*. Las dietas v el agua
se suministrarcn en recipientes de hierrc galvanizado.

Todos los grupos fueron pesados somanalmente para determinar
sus cuwrvas de crecimiento. Al final de los experimentos los jAmsteres
fueron sacrificados por fractura de la nuca, habigndose practicado las
necropsias inmediatamente después. Se empled la prueba de X2 para el
andlisis estadistico de los resultados.

Primer Experimento

En este experimento se prob& la posibie accifn litogé€nica de
cinco niveles de vitamina A siendo el mAs alto de elios el de 15 000 UI%,
que es nivel litecgénico més bajo establecido en nuestros antericres es-—
tudios (1,83).

Se montaron 5 grupos de 14 animales cafa uno, los cuales fue-—
ron alimentados durante 114 dfas experimentales con la yacidn bisica
{Purina pulveriz:ada} ;, a la cual se le agregaron las adicicnes siquientes:
Grupo 1, Purina + 15 000 UI% de vitamina A (Dry Vitamin A Acetate Type
5Q0%*); Grupo 2, Purina + 10 000 UI% de vitamina A; Grupo 3, Purina +

-

000 UI% de vitamina A; Grupo 4, Purina + 2 500 UI% de vitamina Aj

u

CGrupo 5, Purina + 1 500 UI% de vitamina A.
las dietas fueron preparadas cada 5 dias v conservadas en

refrigeracitn hasta el momento de suministrarse a los animales.

* Procedente de Ralston Purina Co., St. Louis, Mo., U.S.A.

** Procedente de Productos Roche S.A. de C.V., México, D.F.
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Il contenideo de vitamina A, en UI%, en la dieta de cada gru-
po fue:r Grupo 1, 16 700; Grupco 2, 11 700; Gruwo 3, & 700; Grupo 4, 4 200;
Grupo 5, 3 200.

Este experimento se llevt a cabo entre agosto y noviembre
de 1978.

Sequndo Fuperimento

En este estudio se puso z prusbs la posible accidn litogéni-
ca o potencializadora de 1a manahoria sobre la accifn litogénica de la
mantequilia.

Se establecieron 10 grupos de 16 animales cada uno, los cua-
les fueron alimentades durante 50 dias experimentales con la misma ra-
cifn bisica (Purina pulverizada} a la cual se le agregaron las adicio~-
nes siguientes:

Grupo B, Purina sola; Grupo B, 75% Purina + 25% zanaharia; Grupo C,
75% Purina + 25% mantequilla®*; Grupe D, 50% Purina + 25% mantequilla +
25% zanahoria; Grupo E, 80% Purina + 20% mantequilla; Crupo F, 55% Pu-
rina + 20% mantequilla + 25% zanahoria; Grupo G, B85% Purina + 25% man-
tequilla; Grupo H, 60% Purina + 15% mantequilla + 25% zanshoria; Grupo
I, 90% Purina + 10% mantequilla; Grupo J, 65% Purina + 10% mantequilla
+ 25% zanahoria.

La zmanahoria fresca fue rayada finamente v mezolada con la
Purina: luego a esta mezcla se le incorpord la mantecuilla. Las dietas
fueron preparadas cada 5 dias v conservadas en refriceracitn hasia el
momento de suministrarse a los animales.

Se utilizaron varios niveles de mantecuilla con el objeto

de disminuir la litogenicidad de la dieta v asi poder observar mfs cla-

* Procedente de Productos de Leche S.A., México, D.F.
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ramente el posible efecto potencializador de ia zanahoria.

Fste swperimento se 1levd a cabo entre enero y febrero de
1979.

Tercer Experimento

Este experimento sc realizd para probar la posible accifin
litogg&nica del besta-caroteno, va que, cameo es sabido, es precursor im-
portante de vitamina 2 para la mayoria de los animalss.

Se fomaron 8 grupces de 20 animales en cada wno, los cnales
freron alimentados durante 68 dias experimentales con la misma racién
basica (Purina pulverizada), a la cual se le agregaron las adiciones
siguientes:

Crupe I, Purina sola; Grupo II, Purina + 15 000 UI% de vitamina A; Gru-
po ITII, 97.3% Purina + 2.7% beta—caroteno hidrodispersable*; Grupe IV,

95% Purina + 5.0% de beta~caroteno hidrodispersable; Grupo V, 90.0% Pu-
rina + 10.0% de beta-carotenc hidrodispersable; Grupo VI, 99.1% Purina

+ 0.9% de beta—caroteno en suspensitn olecsa**: Grupo VII, 98.0% Purina
+ 2.0% de beta—carcoteno en suspensidn oleosa; Crupo VIIX, 96.0% Purina

+ 4.0% de beta-caroteno en suspensidn oleosa.

El contenido de vitamina A en la dieta de cada grupo, consi-
derando la equivalencia de 1 UI de vitamina A = 1.8 mog de beta—carctenc,
propuesta por la Organizacidn Mundial de la Salud, v sabiendo que la

Purina contiene 1 700 UI%, fue el siguiente:

¥ Polvo finamente granuladeo que contiene 10% de beta-carotenc solubili-
zado, dispersc en una matriz de gelatina y az(icar, proocedente de Produc-
tos Roche, 8.A. de C.V., Mé&xico, D.F.

*% cuspensifn que contiene 30% de beta-carctenc microcristalizado en aceite

de mani, procedente de Productos Roche, 8.A. de C.V., Mé&xico, D.F.
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Grupe I, 1 700 UI%; Grupo II, 16 700 UI%; Crupo 11T, 151 6545 Crupc IV,
279 393 UI¥; Grupo V, 557 085 UI%: Crupo VI, 151 684 UI%; Grupoe VII,
334 999 UI%; Grupo VIII, 66B 298 UI. In este experimento el Grupo II
que recibid 15 000 UI% de vitaming A, se incluyd sélo como un grupo,
control litog@nico de veferencia ceneral, va que los niveles usados en
todos los grupos que rebieron beta—caroteno fueron aproximadamente 10,
20 v 40 veces més altos gue el Grupo IL.

Fete experimento se 1levd a cabo entre febrerc v abril de
1979,

C} Resultados:
Frimer Fxperimento

Ios resultados de este experimento, presentados en la Tabla 1,
son los sigquientes:

1. La racifn bésica adicionada de 15 000 UT% de vitamina A
(Grupo 1), produjo wn alto porcentaje de animales con cdloulos (78.6%).

2., La adicidn de 10 000 UI% de vitamina A a la racion oésica
de Purina (Grupo 2), indujo wna alta frecuencia de ooielitiasis (64.3%),
pero inferior en un 14,3% al de los animales que racihieron 15 000 UT%
de vitamina (Grupo 1).

3. La Purina adicicnada de 5 000 Ui% de vitamina 2 {Grupc 3},
preduio colelitiasis en el 33.3% de los animales, gque es aprowimadamente
ia mitad del porcentaje producido por la adicidn de 10 000 U2 de vite-
mina & (Grupo 2).

4. E1 suplemento de 2 500 UI% de vitamina A a la Purina {Gru-
po 4}, indujo una baja frecvencia de colelitiasiz (14.3%).

5. Ta adicidn de 1 500 UI% de vitamira A a la Parina (Grupo 5}
no produje cilculos,

Asimismo, los datos surninistrados en la Tabla 1, en cuanto al

resc promedio de los cdlculos en cada grupe, muestran que &ste fue dis-
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mimyendo conforme se disminufa el nivel de vitamina A, siendo el mayor
peso pramedio el exhibido por el grupo que recibid 15 000 UL de esta
vitamina (Grupo 1).

Los resultados de este experimerto muestran que la vitamina A
a los niveles de 15 000 v 10 000 UI% adicionada a la dieta bésica, pro-
duce wna alta frecuencia de animales con cidleules, la cual va dismimyendo
conforme se reduce el nivel de esta vitamina en la dieta, hasta que al
nivel de 1 500 UT% la vitamina A no tiene accidn litogénica.

El andlisis estadistico de estos resultados muestra que hay
diferencia en la frecuencia de animales con cZleulos al nivel de signi-
ficacitn de 0.025, entre el grupo que no presentd animales con cdlcules
{Grupo 5) v los que los presentaron (Grupcs 1, 2 v 3}, excepte coh el
grupe que exhibid el menor porcentaje de animales con cdlculos {Grupo 4] .
Entre los grpos que presehtaron colelitiasis, existid diferencia entre
el grupo con menct frecuencia de colelitiasis {Grupo 4) y los grupos que
mostraron las mis altas frecuencias (Grupos 1y 2); sin embargo, no hubo
diferencia a este nivel entre el grupo con baja frecuencia de cileulos
(Grupo 4) v el grupe que presentd una incidencia media de ceolelitiasis
(Grupo 3). Bste (ltimc grupomostrd diferencia significativa con el gru-
po que exhibid la mayor incidencia de cdlculos (Grupo 1), perc no mos-
trd diferencia significativa con el otro grupo de alta frecuencia de co-
lelitiasis (Grupe 2). Por Gltime, no hubo diferencia entre los grupos con
alta frecuencia de cdlculos (Grupos 1 v 2).

En cuanto al crecimiento, los resultados del primer experi-
mento pueden verse en la Tabla 2 v Figura 1, gque presentan les datos y
curvas de incremento de crecimientc de los 5 grupos en peso promedic se-
manal; estas ilustraciones muestran lo siguiente:

1. Los animales «que recibieron la dieta gue contenfa el ni-



Incremenito de crecimiento,

TABLA 2

en gramog,

del Primer Zxperimento

Semana Grupos
] 1 2 3 4 5
1 13 13 9 13 12
2 25 27 21 27 | 23 |
3 34 35 32 37 37
4 16 40 38 a1 42
5 43 46 45 48 48
: ) 51 49 53 53
| 7 53 57 56 53 57
8 53 €2 51 64 53
| 9 63 67 56 70 69
D 69 69 7 73 7
Cad 70 76 7 73 7
12 74 79 30 8 77
13 74 79 79 20 77
14 T4 81 £0 21 T
15 73 31 81 82 78
16 75 52 82 83 73
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Fig. 1. Curvas de incremento de crecimiento de los 5 grupes del Frimer Lxpe-
rimento: Grumo 1, Purina () + 15 000 UI% Vitamdra 3; Grope 2, ¥ 4 10 000 UT%
Vitamina A; Gruwo 3, P+ 5 000 UTS Viterina 2; Gropo 4, P 2 500 UT¥ Vitamina A;

Grupe 5, P+ 1 BO0 UTL Vilamira 2.



- 32 -
w1l mds elevado de vitamina A {(Grupo 1), exhibieron el crecimiento més
baio {Incrementa final, 75 g).

2. El grupc que recibid la racifn bisica adicicnada del me-
nor nivel de vitamina A (1 500 UI%, Grupo %) tuve wun crecimiento similar
{ircremento final, 78 gl al del que recinbid el mayor nivel de este fac-
tor {Grupo 1), siendo la diferencia sdio de 3 g.

1. Los jamsteres gue recibieron los niveles medios de vita-
mina A (10 00G, 5 000 v 2 500 UI%, Grupes 2, 3 y 4), mostraron un cre—
cimiento moyv similar entre si {(incrementos finales, 82, 82 y 83 g, res-
pectivamente) , ol cual [ue ligeramente supericr al inducido por los ni-
veles mayor (15 000 UI%, Crupo 1) v menor (1 500 U3, Grupo 5) de wita-
mina A.

Estos resultados muestran que los niveles medios de vitamina
A usados en este experimento produieron todes csencialmente el mismo
oreciniento, el cual fue ligeramente superior al producido por los ni-
veles mayor v menor de esta vitamina.

Ninguno de los animales @ e este experimento presentd signos
clinicos anormales o carbios patolégicos macrosclpicos a la necropsia.

Segundo Fxperimento

Ios resultados de este experimento; que se presentan en la
Tabla 3, son los siguientes:

1. La racifn bdsica de Purina scla {(Grupo &) no produjo co—
lelitiasis.

2. La adicifn de 25% de zanshoria a la Purina (Crupc B) tam-
poco fue litogénica.

3. La Purina adicionada de 25% de mantequilla (Grupo T} pro-
dujo un altec porcentaje de animales con cdloulos (36.25%).

4. La adicidn de 25% de zanahoria a la Purina adicionada de

25% de mantequilla (Grupo D}, indujo una alta frecuencia de colelitia-
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sig (68.75%), la cual fue ligeramente superior a la producida por la
Purina v mantequilla solas (Grupo C).

5. lLa Purina adicicnada de 20% de mantequiila (Grupo E), pro-
dujo una baja incidencia de colelitiasis (18.75%).

6. La adicidn de zanahoria a la dieta de Purina v 20% de man-
tequilla (Grupo F} produjo una alta incidencia de colelitiasis (75.0%),
la cual fue muy supericr a la producida por la dieta sin zanshoria
{Grupo E).

7. La Purina adicionada de 15% de mantequilla (Grupo G) no
fue litog@nica.

8. Ia adicidn de zanzhoria a la dieta de Purina y 15% de man—
tequilla (Grupoc H), indujo una frecuencia media de colelitiasis (40.0%),
a diferencia de la dieta con 15% de mantequilla vy Purina solas gue no
fue litogénica (Grupo G).

9. La Purina adicionada de 10% de mantecuilla (Grupo I), pro-
dujo una miy baja incidencia de colelitiasis (6.25%).

10. La adicidn de zanahoria a la dieta de Purina y 102 de
mntecquilla {Grupo J), produjo un porcentaje de colelitiasis (6.25%)
igual al producido por la dieta sin la adicidn de zanahoria (Grupo I).

De igual medo, los datos suministrades en la Tabla 2, respec—
te al pesc pramedio de los cilculos en cada grapo, muestran cue fueron
mayores los pescs pramedios de los grupos que recibilercon las dietas con
los niveles de mantequilla de 25, 20 v 15% adicicnados de zanahoria
{Crupos D, F y H, respectivamente) que los que recibieron las mismas
dietas sin zanahoria (Grupcs C, E y G). Los animales que recibieron la
dieta de Purina adicionada de 10% de mantequilla con y sin zanahoria
{Grupos I y J) exhibieron pesos promedio similaves entre si, los cuales

fuercn apreciablemente infericres a los de los grupes que
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recibieron niveles mayores de mantequilla c¢oh ¥ sin zanaho-
ria (Grupcs D, E, F, G y H), pero similares al peso prome-
dio de los animales que recibieron Purina con 25% de mante-
guilla (Grupo ().

Los resultados de este experimento muestran que:
1. Lz zanahoria a un nivel de 25% en la racidn b&sica no es
litogénica; Z.La adicién de zanahoria a este mismo nivel
potencializa la accidn litegénica de la mantequilla adicio-
nada a la Purina a los nivelezs de 25, 20 y 15%; 3. Esta accién
potencializadora de la zanahoria no ze chserva cuando la
dieta litcogénica contiene s&lo 10% de manteqguilla.

La comparacidn estadiIstica de los resultados res-—
pecto al porcentaje de animales con cilculos, muestra que
los grupos gue no presentarcon colelitiasis (Grupos A, B y G)
exhibieron diferencias sigificativas al nivel de 0.01, con
los grupos que presentaron altas frecusncias de animales
con ¢&leoulos {Grupos C, D, F v H), pero no con los que tu-
vieron bajos porcentajes de colelitiasis (Grupos E, I v J).
Asimisme, existieron diferencias significativas entre el
grupo gue recikis 20% de mantequilla (Grupo E} y el gue re-
¢ibid este mismo nivel de mantequilla m3s zanahoria (Grupo
F}; al mismo nivel de significacidn, tambi&n hubo diferen-
cias entre los grupos con 15% de mantegquilla =sin y con za-
nahoria {Grupcs G y H, respectivamente); sin embargc, no se
observaron diferencias significativas entre 1los grupos gue
recibieron 25% de mantequilla =in ¥ con zanahoria (Grupos C
y D, respectivamentc).

Respecto al crecimiento, los resultados del segun-
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do experimento pueden verse en la Tabla 4 y Figura 2, gue
muestran 1o siguiente:

1. El grupc gue recibid Purina sola (Grupc A} tu-
vo un crecimiento bajo (incremento firnal, 66 g), pero lige-
ramente superior al del grupo con Purina adicicnada de za-
nahoria {Grupc B), el cual exhibid el crecimiento mas bajo
en este experimento (incrementc final, 62 o).

2. Los grupos a los gue 22 leg suministrd Purina
adicicnada de 25 y 20% de mantequilla (Grupos C vy E, respec-—
tivamente) mostraron crecimientos similares entre si {incre-
mentos finales, 83 y 85 g, respectivamente}, los cuales fue-
ron los mds altos en este experimento.

3. Los animales qgue recibieron Furina mezclada con
25% de manteguilla (Grupo C) presentaron un crecimiento alto
{incremento final, 83 g}, el cual fue superior al del grupo
con el misme nivel de mantequilla v con zanahoria (Grupo D,
incremento final 76 g), siendo la diferencia de 7 g.

4. La Purina adicionada de 20% de mantsguilla (Gru-
pc E} indujo el mds alto crecimiento {(incremento final, 85 q},
el cual fue muy superior al inducido por la dieta con 20% de
mantequilla y c¢on zanahoria (Grupo ¥, incremento final, &7 g},
siendeo la diferencia de 18 g.

5. Los jamsteres gue recibieron la Purina con 15%
de mantequilla (Grupo G) exhibieron un crecimiento alto
{(incremento final, 79 g), el cual fue superiocr al de los
jé&msteres que recibieron Purina v 15% de mantequilla con
zanahoria {(Grupo H), siendo la diferencia de 6 g.

6. La Purina adicionada de 10% de manteguilla {Gru-



mi3LA 4

2

Tacrementa d2 crecimisnts, en gramos, del Zejunds “xnariwmis

| Semana Frupos

A 3 c I Tﬁ “ﬁﬂF T i 1

i ~1 14 1? 13 9 14 7 13
> e1 |12 | e | 13 s |30 | 3v | 28 | 2a | 2o
3 2 | 28 50 49 50 | a4 | 54 | 2z | 43 37
4 w7 s | 62 |1 | 62 |57 | &5 [ 53 | 57 | 43
5 54 | 51 { 70 | 65 | 89 | &0 | af | sz | 582 | =
6 60 | w5 [ 73 {72 [ 72 ] s | 73 w9 | s
7 g6 | a2 | 23 {76 | %5 | 57 | 73| M | 75 | 65

TESSCON
FALLA DE CRIGEN




GRAMOS

70

60|

50
40
30§
|
i .
| GRUPD A
] RUPOQ B ——
- 5
20 I GRUPD tC —————
‘ o
E —_—  —
F J— E— —
'O G -+ = - -+
H coongGod
I
J B e O
o

SEMANAS

Tig. 2. Curvas de incroemento de crecimiento de los grupos del Sequnde Exgeeri-
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po I) produjo un crecimiento medio (incremento final, 75 g},
el cual fue superior al producide por la Purina y mantequi-
lla con zanahoria (Grupo J, incremento final, 65 g), siendo
la diferencia de 10 g.

Los resultados muestran lo siguiente: a) La adicidn
de mantequilla a la Purina induce un crecimiento mis alto
gue la Purina scia; b) La adicién de 25% de zanahoria a la
Purina sola y con mantequilla a los niveles de 25, 20, 15 vy

10%, reduce ceonsistentemente el crecimiento.

Tercer Experimento

Los resultados de este experimento presentados en
la Tabla 5, son los siguientes:

1. La dieta bd&sica de Purina sola (Grupo I) no pro-
duio colelitiasis.

2. La adicidn de 15 000 UI% de vitamina A a la Fu-
rina (Grupo IT) indujo cdlcules en todes los animales (10G%).

3. Tres altos niveles de beta-carotenc en forma
hidrodispersable adicionados a la Purina {(Grupos III, IV y
V) no tuviercn accidn litogénica.

4. Los grupos que recikiercn tres altos niveles de
beta-carctenc en suspensidn olecsa adicionados a la Purina
{Grupos VI, VII y VIII) tampoco exhibieron cidlculos.

Los resultados de este experimento muestran gue
el beta-carcotenc tanto en suspensidn oleosa como en forma
hidrodispersable adicionados a la Purina a altos niveles, no
ez litogénico.

En lo que se refiere al crecimiento los resultados

de este experimento pueden verse en la Tabla & y Figura 3,
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gue mucstran lo siguiente:

1. La Purina sola {(Grupc I} indujc un crecimiento
(incremento final, 84 ¢) précticamente igual al inducido por
la Purina adicionada de 4.0% de pketa-caroteno en suspensisdn
cleosa {(Grupe VIII, incrementc final, 84 g), 0.9% de beta-
carotence tambidén en suspensidén cleosa (Grupo VI, incremento
final 86 g) ¥ 5.0% de bheta-caroteno en forma hidrodispsrsa-
ble (Grupo IV, incremento final 83 qg).

2. Los animales que recibiercn Purina adiconada
de 15 000 LI% de vitamina A {Grupo II) exhibieron £l més ba-
jo crecimiento (incremento final, 76 g}, 21 cwal fue infe-
rior al mostrado por los animales alimentados con Purina so-
la (Grupo I, incremento final, 84 g}, siendo la doferencia
de 8 g.

3. Log grupos gue recibieron la Purina mezclada
con beta-caroteno en suspensidn. oleosa al nivel de 2.0%
(Grupo VII) v en forma hidrodispersabie a los niveles de
2.7 v 10.0% (Grupos III v V, respectivamente}, mostraron
crecimientos iguales entre si (incrementos finales, 81, 80
vy 80 g, respectivamente), los cuales fueron s8lo ligeramente
inferionres al presentado por el grupo alimentado con Purina
sola {Grupo I, incremento firal, 84 g), siendo las diferen-
cias de 3 vy 4 g.

Egtos resultados muestran qgue el beta-caroteno,
tanto en suspensidn colecsa come en forma hidrodispersakle,
adicionado a la Purina, a altos niveles,; produce un creci-
miento précticamente igual al producido por la Purina sola.

Por otro lado, ellos tambié&n muestran gue la vitamina A al
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GRAMOS

SEMANAS

Fig. 3. Curvas de incremonto de crecamiento de los 8 gruvos del Tercer Trperimentos

Grupe T, Purina (F); Grupe II, T+ 15 000 UL: Vitamina A; Grupe IIT, P + 2.7% heta—
carotenc hidrodispersable: Grupo IV, P+ 5.0% beta-carcleno hidrodispersable; Grigo V,

r

+ 10.0% beta-carotenc hidrodisporsable; Grupo Vi, P 4 0.9% beta—carctono suspensidn
Olensa; Grupo VII, P + 2.0% Leta-carolenc suspensidn oleosu; Grupo VIIT, T + 4.0% beta-

caroteno suspensiin oleosa
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nivel de 15 000 UI% en la racidn bidsica, indujo en la Glti~
ma parte del experimento un crecimiento inferior al induci-
do por la Purina sola.
I} Discusién:

Primer Experimento

Los resultados de este experimento confirman plena-
mente los obtenidos por nosctros anteriormente (1,83), en
cuanto al nivel mayor (15 000 UT%) al cwal la vitamina A
produce colelitiasis pigmentaria, asi como la ausencia de
accifn litogénica del menor {1 500 UI%) ensavade de esta vi-
tamina. Ademis, este experimento muestra que la litogenici-
dad de la vitamina A va disminuyendc preogresivamente confor-
me se reducen los niveles dietéticos de ella, i.e., hay una
relacidn directamente proporcional entre el nivel dietético
de esta vitamina y su litogenicidad.

Al discutir el posible o posibles mecanismos pato-
l6gicos a través de los cuales la vitamina A produce cdlcu-
los biliares, el problema se presenta en extremc complejo
debido, principalmente a gue, por una parte, afin no estan
bien entendidos los procesos metabdlicos normales en los gue
interviene la vitamina &, v, por otra, alin se estan descu-
briende nuevos procesos patoldgicos aparentemente no rela-
cionados debidos a la alta ingestidn de esta vitamira, como
es €l caso de los célculos biliares mismos.

Por los cambios patolfgicos a la alta ihngestidn de
vitamina A reportados en la literatura, segiin la revisidn
hecha en el presente trabajo, s08lo se pedria sugerir una

accidn de esta vitamina gque provocara un metabolisme anor-
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mal de la bilirrubina ¥ de las sales minerales por altera-
ciones enzimidticas en ¢l hepatocite, posiblemente a nivel
de membrana que condujeran a la formacidn de una bilis 1i-
togénica. TFor otra varte, no s¢ puede descartar la posibi-
1idad de gue la vitamina A intervenga en lz formacidn de
c&lculos biliares, en una u otra forma, a nivel de la vesi-
cula biliar.

En toda forma, a través de &ste v de nuestros es-
tudios anteriores (1,83} gqueda sin duda demostrado gue la
vitamina & a determinados niveles en el jimster dorado, pro-
duce cdlcules biliares plgmentarios, los cuzles pueden ser
considerados come una manifestacién de hipervitaminosis A,
recientemente ocbservada.

De todas maneras, el establecimiento de la accidn
litogénica de la vitamina A en el ja&mster dorade a través
de estos trabojos, tiene una importancia definida no sélo
en el egtudic de la patogenia de los cdlculos biliares, sino
que establece un modeleo experimental muy adecuado para gue
mediante estudios posteriores se llegue a un conccimiento
mds profundo de las funciones y del metabolismo de esta
vitamina.

Por ctyo lado, el presente experimento tambi&én con-
firma claramente nuestras anteriores observacionas (1,83}
en cuanto a la ausencia de signos clinicos y cambios pato-
1dgicos macroscdpicos, a excepcidn hecha de los célculos
piliares, como evidencia de hipervitaminosis & a les nive-
les empleados en este estudio, lo cual demuestra una vez
mis la gran tolerancia del jamster a altas dosis de esta

vitamina.
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Segundo Experimenteo

A partir de la cbhservacidn original realizada por
Granados (8%) sobre la litogenicidad de la leche y/o la za-
nahoria, v de sus posteriores cbservaciones relacionadas
con €l aumento de cdleulos en el j&mster cuande se suplemen-
ta con zanshoria la dieta litogé&nica de Purina y Manteguilla
(84}, se hizo indispensable realizar experimentos que pu-
sieran en claro la influencia real de la zanahoria en la
colelitiasis producida por la mantequilla, para asi estable-
cer de manera definida si se trataba de una accidn litog&-
nica propia o gH5lo de una accidn potencializadora de este
nutrimento vegetal. Los resultados del presente experimen-
to han dilucidado este problema, al demostrar claramente
que la zanahoria per se no tiene accidn litogé€nica pero que
gi posee una definida accidn potencializadora scbre la 1i-
togenicidad de ia manteguilla.

Para explicar esta accidn potencializadora de la
zanahoria se pueden sugerir, entre otras, dos posibles ex-
plicacicnes: 1. Un aumento apreciable de la vitamina A re-~
sultante de la conversifn in vivo a esta vitamina de los
carotenoides contenidos en la zanahoria gque fuese capaz de
aumentar la litogenicidad de la mantequilla. A este respac-
to, existe gran disparidad en los datos suministrados por
diversos autores sobre el contenido eguivalente en vitamina
A presente en la zanahoria en forma de carotencides, siendo
el rango de 2 000 a 47 000 UI de vitamina A por 100g de za-
nahoria {3,86- 89). Asi, si la zanahoria usada en nuestros

estudios {luviese la capacidad vitaminica de los mis altos
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niveles citados, serfa de esperarse gue fuera litogénica
per se, lo cual no es el caso; sin emba:go: a los niveles
inferiores si podria explicarse asi esta accidn potenciali-
zadora de la zanahoria;2.Por la presencia en la zanahoria
de un factor {(factores) desconocidos gue interaccions con
la mantequilla, aumentando la litogenicidad de é&sta. Puesto
gue la accidn potencializadora ¢g muy fusrte a ciertos ni-
veles de mantequilla (20 y 15%) para ser debida al reducido
aumento de vitamina A que proporciona, es méds probable gue
exista otro factor (factores) contenido sn la zanahoria

que sea el causante de la potencializacifn observada, sin
descartar la posibilidad de gue la vitamina A formada a par-
tir de los carotenoides de la zanahoria tambi&n contribuya
en esta accidn.

Asimisme, como vimos, el presente experimento
mostrd que la zanahoria no tiene accifn potencializadora
cuando se adiciona al nivel mds bajc de amntequilla (10%);
esto seriala cue se requiere un nivel minimo del factor
{(factores) litog€nico contenido en la manteqguilla, para gue
la zanahoria exhiba accién potencializadora. .

En cuanto al crecimiento, en la seceidn de resul-
tados se reportd que la adicidn de zanahoria tankc a la Pu-
rina sola como a ésta mezclada con todos los niveles de man-
tequilla empleados (285 a 10%) disminuyeron consistentemente
el crecimiento, en comparacidn con los correspondientes gru-
pos gue no recibieron la adicidn de zanahoria; estas dife-
rencias de crecimiento se interpretan como debidas princi-

palmente a la notable disminucidn de proteina ingerida cuan-—
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1

do sc reoemplaza parcialmente l1a Purina por la zanahaoria,
va gue el contenido de proteina de &sta es séle de 0.49%
{86}, mientras gque a&n ta Purina el contenido de preoteina
es de 23.00%.

Tercer Experimentc

Este experimento se vealizd teniendo =n cuenta gque
el beta-carctenc, a través de su conversidn in vive en vi-
tamina 2, v considerando tambi&n su alto contenido en la
zanahoria, pudiese exhibir alguna litoganicidad, semejante~
a la comprobada para la vitamina.

Los resultados de este experimento mostraron que el beta-
caroteno a altos niveles, on las dos formas suninistradas (suspensién
cleosa v forma hidrodispersable) no tuvo ninguna accidn litogénica:
esto pudo ser debido a cue el nivel gue se absorbhis v transformd en
vitamina A en «l intestino, no fue suficiente para ser litog@nico. Ade—
més, la ausencla general de pigmentacidn amarilla en los tejidos v &r-
ganos de los animales gue recibieron bpeta-carcteno, indica que muy po-
siblemente no hubo aboorcifn spreciable de carctenn intacto v por lo
tanto tampoco ibo la posibilidad de conversidn en otros Srgancs fuera
del intestino. Esto esta de acuerdo con lo reportado por varios autores
en diversas especies (2,45,68,82), en cuanto al bajo indice de conver—
8idn del beta-carcteno en vitamina & v por lo tanto de sintomas de
hipervitaminosis A, cane consecuencia de la ingestidn de altos niveles
de este carotenc.

Respecto al crecimiento,también se vio en la seccidn de re—
sultados que los altos niveles de beta-carctenc stministrados en las
dos formas indicadas, no modificaron en ningtn sentido el crecimiento

de los anumales en comparacifn con los que no recibiercn este carctenc,
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Esta falta de influencia en el crecimiento unida a la ausen-—
cia de cdlculos biliares v de pigmentacisn crgdnica en los animales
que recibiercn estos altos niveles de beta—caroteno, sugigren que esta
provitamina en los presentes experimentos en el jamster se absorbid v
transformd a un minimo, no habiendo, por lo tanto, exhibide accifn bio-
légica apreciable.

E) Conclusiones:

Las conclusiones béisicas de los tres experimentos que con-
forman el presente estudio sobre colelitiasis pigmentaria en el j&ms—
ter dorado, pueden resunirse asi:

1. Ia vitamina A per se tiene progresivamente, a determina-
dos niveles, accién colelitogénica en el jémster alimentado con una
dieta comercial (Purina).

Z. La zanshoria tiene wna definida accidn potencializadora
en la colelitiasis producida por determinades niveles de mantecuilla,
aunque carece de accifn litogénica propia.

3. El beta-carctenc suministrado a altos niveles, tanto en
suspensidn olecsa como en forma hidrodispersable, no exhibe ningquna

accifn colelitegénica.
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TERCERA PARTE

RESUMEN GENFRAL V BIBLIOGRAFTA
A) Resumen general:

El presente estudio reporta tres experimentos realizadcs
con el chjetc de determinar €l nivel dietftico minimo de vitamina A
que exnibe accidn litog@nica, la posible accidn litogdnica o potencia-
lizadora de la zanahoria cruda v la posible accidn litcgénica del beta-
carcteno. Este estudio consta de las sigquientes partes:

Primera Parte: esta parte consiste de dos seccicnes la pri-
mera contiene una revisidn de los conocimientos actuales sobre la his-
toria, quimica, fisiclogia y deficiencia de vitamina A, asi como lag
manifestaciones de hipervitamincsis producidas por este factor. La se-
gunda seccifn comprende una revisidn historica, quimica, distribucién
v funciones de los carotencides en general, y revisa también el meta—
bolismo en log animales de los carotencides gque pueden ser convertidos
en vitamina A.

Sequrda Parte: corresponde a la seccifn experimental la cual
comprende los objetivos, material v métodos, resultados, discusidn v
conclusiones de los tres experimentos gque reporta este esfuc'iio. En los

tres experimentos se utilizaron jimsteres dorados machos de la cepa

Ch(M recién destetados, alimentados con la racidn bisica Purina Rodent
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ILaboratory Chow 5001 (Purina), a la cual se le hicieron diversas adi-
ciones.

En el primer experimento se estudiaron diferentes niveles
de vitamina A para establecer el minimo nivel litogénico: se montarcn
5 grupos de 14 animales cada uno, los cuales fueron alimentados duran-
te 114 dias ewperimentales con la racifin bdsica a la cual se le agre-
garon las adicicnes sigquientes:

Grupo 1, Purina + 15 000 UI% de vitamina 2 (acetato de vitamina 2);
Grupo 2, Purina + 10 000 UI% de vitamina 2; Grupc 3, Purina + 5 000 UI%
de vitamina A; Grupc 4, Purina + 2 500 UI% de vitamina A; Grupo 5,
Purina + 1 50C UT% de vitamina 2, Este experimentc se llevd a cabo en-
tre agosto y noviembre de 1978. Ios resultades de este experimento mos—
traron que la vitamina A a los niveles de 15 000 y 10 000 UI% adicio-
nada a la dieta bisica, produce wna alta frecuencia de animales con
cllculos, la cual va disminuyendo conforme se reduce el nivel de esta
vitamina en la dieta, hasta cque al nivel de 1 500 UI% la vitamina A no
tiene accidn litogénica.

En el sequndo experimento se puso a prueba la posible accidn
litogénica o potencizlizadora de la zanahoria sobre la accidn 1litogé-
nica de la mantecuilla: se estableciercon 10 grupos de 16 animales cada
wo, los cuales fusron alimentados durante 50 dias experimentales con
la misma racifn bisica a la cual se le agregaron las siguientes adiciones:
Grupo A, Purina secla; Grupo B, 75% Purina + 25% zanahoria; Grupo C, 75%
Purina + 25% mantequilla; Grupe D, 50% Purina + 25% mantequilla + 25%
zanahoria; Grupo E, 80% Purina + 20% mantequilla; Grupo F, 55% Purina
+ 20% mantequilla + 25% zanshoria; Grupo G, 85% Purina + 15% mantequi~
fla; Grupo H, 60% Purina + 15% mantequilla + 25% zenahoria; Grupo I,

90% Purina + 10% mantequilla; Grupc J, 65% Purina + 10% mantequilla +
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25% zanahoria. Este experimento se llevd a cabo entre enero v febrerc
de 1979. Los resultados de este experimento senalaron que la zanzhoria
a un nivel de 25% en la racidn bisica no es litogénica, pero si poten-
cializa la accidn litogénica de la mantequilla cuandc ést;a se adiciona
a la Purina a los niveles de 25, 20 vy 15%; sin embargo, no se cohserva
accldn potencializadora de la zanahoria cuando la dieta litogénica con-
tiene s8lo 10% de mantequilla.

El tercer experimento se realizd para probar la posible ac-
cién litogénica del beta-carcotenc: se formaron 8 grupos de 20 animales
cada wo, los cuales fueron alimentados durante 68 dias experimentales
con la misma racifn bésica, a la cual se le agregarcn las adiciones
sicuientes:

Grupo I, Purina sola; Grupo II, Purina + 15 Q00 UI% de vitamina A (ace-
fato de vitamina A); Grupo III, %7.3% de Purina + 2.7% beta-caroteno
hidrodispersable (polve granvlado con 10% de beta=-caroteno); Grupo IV,
5% Purina + 5.0% beta-caroteno hidrodispersable; Grupo V, 90.0% Puri~
na + 10.0% beta-carcteno hidrodispersable; CGrupo VI, 99.1% Purina +
0.9% beta-caroteno en suspensifn oleosa (suspencifn con 30% de beta-
caroteno microcristalizado); Grupce VII, 98.0% Purina + 2.0% beta-caro-
teno en suspensidn cleosa; Grupo VITI, 96.0% Purina + 4.0% beta—caro—
teno en suspensidn oleosa. Este experimento se realizd entre febrero y
abril de 1979. Ios resultados de este experimente mostraron gue el beta-
caroteno usado en forma hidrodispersable v en suspesifn olecsa adicic-
nado a la Purina a zltos niveles, no tiene accifn litogénica.

Los resultados de los tres experimentos, que incluyen su
andlisis estadistico en cuanto a la colélitiasis, tambigén reportan los
estudios scbre el crecimiento de los diferentes grupcs. Ademfs, se dis-

cutiercon varics aspectos de los problemas planteados por los resulta-
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dos  de estos experimentos.

De este estudic se concluye lo siguiente: 1. La vitamina A
per se tiene progresivamente, a determinados niveles accifn colelito-
génica pigmentaria en el jémster dorado alimentado con wna dicta comer-
cial (Purina); 2. la zanahoria tiene una definida accidn potencializa-
dora en la colelitiasis pigrentaria producida por determinados niveles
de mantequilla, aunque carece de accidn litogdnica propia; 3. El beta—
caroteno a altos niveles, tanto en suspensifin cleosa como en formma hi-

drodispersable, carece de accifin celelitogénica.



- 48 -

B) Biblicgrafia:

1. Cérdenas, R.: Estudio scbre la accitn colelitog®nica pigmentaria
de la vitamina A en el jimster dorado. Tesis de licen-
ciatura., Facultad de Ciencias, U.N.A.M., 1978,

2. Pike, R. L. y Brown, M.L.: Nutrition an integrated approach. John
Wiley & Sons, Inc., 1975.

3. Wochi, M.G. y Goodhart, R. S.: Modern nutrition in health and disease.
lea & FPebiger, Filadelfia, 1968.

4. Dam, H.: The biochamistry of fat-soluble vitamins. En: Progress in
the chemistry of fat and other lipids. Pergamon Press
Limited, Londres, 1955.

5. Pitt, G.A.J.: X. Vitamin A. En: Carotenoids (ed. Otto Isler). Bir-
khauser Verlag Basel, 1971.

6. Lehninger, A.L.: Biogquimica. Ed. Omega, S.A., Barcelona, 1972.

7. Pitt, G.A.J.: The biochemistry of the visual cycle. Biochemical So-
ciety Transaction 551st Meeting, St. Andrews, 2: 1220-
1224, 1974.

8. Smdth, J.E. v Goodman, D.S.: Metabolismo v transporte de vitamina A.
En: Conocimientos actuales de nutricitn. Inst. Nutr.
Centro Amer. Panamd, Guatemala, 1978.

9. De Luca, L.M.: The direc involvement of vitamin A in glycosyl trans-
fer reactions of mammalian menbranes. Vitam. Horm.,
35: 1-57,1977.

19. Morley, J.E., Damassa, D.A., Cordon, J., Pekary, A.E. y Hershman,
J.M.: Thyroid function and vitamin A deficiency. Life
Sci.: 22: 1901-1906, 1978.

11. Mutrition Reviews: Vitamin A and thyreid, 37: 90-91, 1979,

12. Ganguly, .T.: Bbsorption of vitamin A, Awer. J. Clin. Nutr., 22:
923-933, 1969.

13. Olson, J.A.: The metabolism of vitamin A. Phammacol. Rev., 13:
559-506, 1967.

14. Ames, 8.R.: Pactors affecting absoption, transport and storage of
vitamin A. Amer. J. Clin. Nutr., 22: 934-935, 1969.

15. Goodman, D.S.: Retinol transport in hisman plasma. Amer. J. Clin.
Nutr., 22: 911-9i2, 1969.

16. Kanai, M. et al: The transport protein for vitamin A in lumsn plas—
ma. J. Clin. Invest., 47: 2036-2055, 1968.



i9.

20,

1.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

- 49 -

. Nutrition Reviews: Cellular retinol and retinoic acid binding

prioteins, 35: 146~148, 1977.

. NMutrition Reviews: A cellw-surface receptor for plasma retincl-bin-

ding protein on pigment epithelium and intestinal mu-
cosal cells. 35: 220-222, 1977.

Nutrition Reviews: Retinol binding protein in man and rat. 35: 253~
254, 1977,

Nutrition Reviews: Vitamin A and retinol binding protein in fetal
growth and development of the rat. 35: 305-30%, 1277,

White, G.H., Weston, S.M. v Glover, J.: Carboxy-terminal secuence
of retinol-binding protein from human plasma. Febs
Iett., 27: 107-110, 1972,

Glover, J., Jay, C., Kershaw, R.C. y Reilly, P.E.B.: Seasonal chan-
ges in the plasma retinol-binding holoprotein concen—
tration of sheep. Br. J. Nuotr., 36z 137-141, 1976.

Goodman, D.S.: Vitamin A transport and retinol binding protein re-
tabolism. Vitam. Horm., 32: 167-180, 1974,

Muto, Y., Smith, F.R. v Goodman, D.S.: Comparative studies of re-—
tinol transport in plaswa. J. Lipid Res., 14: 525-
532, 1973.

Ehidoji, Y. y Muto, Y.: Vitamin 2 transport in plasma of the non-
mamnalian vertebrates: isolation and partial charac—
terization of piscine retinol-binding protein. J. Lipid
Res., 18: 679-691, 1977.

Muhilal, H. y Glover, J.: Effects of dietary deficiencies of pro-
tein and retinol on the plasma level of retinol-bin-
ding protein in the rat. Br. J. Nutr., 32: 549-558,1974.

Glover, J. y Muhilal, H.: Nutritional factors affecting the kio-
synthesis of retinol-binding protein in the liver and
its release inte plasma. Internat. J. Vitamin. Nutr.
Res., 46: 239-243, 1976.

Venkataswamy, G., Glover, J., Cobby, M. v Pirie, A.: Petinol-bin-
ding protein in senim of xercphtalmic, malnourished
children before and after trestment at a nutrition
center. Am. J. Clin. Nuotr., 30: 1368-19%73, 1977.

Smith, J.C.,, Brow, R.D., Mchaniel, E.G. vy Chan, W.: Alterations

in wyitsmin A metabolism during zinc deficiency and



- 5 -

feod and growth restriction, J. Nutr., 106: 569-574,
1976.

30. Carney, S.M., Underwood, B.A. v Loerch, J.D.: Effects of zinc and
vitamin A deficient diets on the hepatic mobilization
and urinary excretion of vitamin & in rats. J. Nutr. .,
106: 1773- 1781, 1976,

31. Duncan, J.R. ¥ Hurley, L.S.: &n interaction between zirc and vita-
min 2 in pregnent and fetal rats. J. Nutr., 108: 1431-
1438, 1978.

32. Wolf, G.: Retinol-linked sugar in glycoproteins synthesis. Nutr.
Rev., 35: 97-99, 1977. )

33. Juneja, H.S., Murthy, S.K. y Ganguly, J.: The effect of vitamin A
deficiency on the biosynthesis of stercid hormones
in rats. Biochem. J., 99%: 138-145, 1966.

34. F. Hoffmann-La Roche & Cia.: Compendio de vitaminas. Basilea, 1972.

35. Comen, H.A.P.C.: Vitamin & deficiency, merophtalmia and blindness.
En: Fresent Knowledge in Mutrition. The Nutrition Fun—
dation Inc., New York, pp. 04-72, 1976

36. Patwardhan, V.N.: Hypovitaminosis & and epidemiclogy of xerophtal-
mia. Amer. J. Clin. Nutr., 22: 1106-1118, 1969,

37. Mejia, L.A., Hodges, R.E. v Bucker, R.B.: Fole of vitamin A in the
abscoption, retention and distribution of iron in the
rat. J. Mutr., 109: 129-137, 1979,

38. Mutrition Reviews: Vitamin A deficiency and anemia. 37: 38-40, 1979,

39. Saffiotti, V.: Role of vitamin A in carcinogenesis. Amer. J. Clin,
Nutr., 22: 1088, 1969.

40. Sporn, M.B.: Retinoids and carcinogenesis. Nutrition Reviews, 35:
65-69, 1977,

41. Sporn,M.B., Squire, R.A., Brown, Ch. C. y Smith, J.i.: Beta—cis
retinoic acid: inhibition of bladder carcinogenesis
in the rat. Sci., 195: 487-48%, 1%77.

42, Rodahl, K. vy Meore, T: The vitamin A content and toxicity of bear
and seal liver. Biochem. J., 37: 166-168, 1943,

43. Di Palma, J.R. y Ritchie, D.M.: Vitamin toxicity. &mn. Rev. Pharmacol.
Toxicol., 17: 133-148, 1977.

44, Xnudscn, A.G. y Rothman, P.E,.: Hypervitaminosis A. Am. J. Dis. Child.
85: 316-324, 1953.



45,

db.

48.

49,

50.

51.

52.

56.

517.

58.

- 51 -

Hayes, R.C. y Mark, D.H.: Toxicity of the vitamins. En: Toxicants
courring naturally in foods. MNat. Acad. Sci., Washing-
ton, 1973.

Hatuvheocok, J.N.: Nutrition, toxicology and pharmacology. Nutrition
Reviews, 34: 65-70, 1976.

. Eaton, H.D.: Chronic boviene hypo- and hypervitaminosis A and cere-

broespinal fluwid presswre. Zmer. J. Clin. MNutr., 22:
10/6-10680, 1969,

Russell, R.M., Boyex, J.L., Bagheri, S.A. y Hruban, Z.: Hepatic
injury from chronic hypervitaminosis A resulting in
portal hypertensicn and ascites. Wew FEngland J. Med.
291: 435-440, 1974,

Arerican Acadetny of Pediatrics: The use and abuse of vitamin A.
Pediatrics, 48: 655-656, 1271,

Nutrition Reviews: The effect of oral contraceptive agents on plas-—
ma vitamin 2 in the mman and the rat. 35: 245-248,1977.

Bafez, E.5. ¥ Dyer, I.A.: Animal growth and nutrition., Lea & Febiger,
Filadelfia, 1969.

Mock, D. vy Main, J.H.P.: The effect of vitamin A on hamster check
pouch mucosa in organ culture. J. Dent, Res., 58: 635-
637, 1979.

¥Moore, T. vy Vang, ¥,L.: Hypervitaminosis A. Biochem. J., 3%: 222-
228, 1845,

Moore, T.: Imbalance of fat-scluble vitawins. Brit. J. Nutr., 2:
437-410, 1949,

Robens, J.F.: Teratogenic effect of hypervitaminosis & in the hams-
ter and the guinea pig. Toxdicol. Applaid Pharmacology,
16: §8-9%, 1970,

Dileepan, K.N., Singh, V.M. y Ramacpandran, C.K.: Early effects
of hypervitaminosis & on gluconeogenic activity and
amino acid metabolizing enzimes of rat liver. J. Nutr.,
107: 1809-1815, 1977,

Singh, V.N., Singh, M. y Dileepan, E.N.: Farly effects of vitamin
A toxicity on hepatic glycolysis in rat. J. Nutr.,
108: 1959-1962, 1978.

Dingle, J.T., Glavert, A.M., Da.niei, M, y Luey, J.A.: Vitamin A
and membrane systems.l. The action «f the vitamin &



59.

60.

61.

62.

63.

64,

a5,

66.

67.

68.

69,

70.

71.

72

73.

- 52 —

an the merbranes of cells and intracellular particles.
Bicchem. J., 84: 76 pp, 1962.

Tucy, J.A. v Dingle, J.T.: Vitamin A and membrane systems.2. Mei-
brane stapility and protein-vitamin A-lipid interac-
tions. Bicchem. J., 84: 76 pp, 1962.

Dingle, J.T. vy Lucy, J.A.: Vitamin A, carctencids and cell function.
Biol. Rev., 40: 422-4561, 1965.

Roels, C.A., Anderson, 0.R., Iad, N.5.T7., Shah, D.O. y Truot, M.E.:
Vitamin A and mepbranes. ZAmer. J. Clin. Nuotr., 22:
102G-1032, 1969.

Mallia, A.K., Smith, J.E. vy Gocdman, D.S.: Metabolism of retinol
binding protein and vitamin A during hypervitaminosis
A in the rat. J. Lipid Res., 16: 180-188, 1375,

Karver, P. y Jucker, F.: Carotenoids. Llsevier Publishing Co., New
York, 1950.

Isler, O. en: Carotenoids (ed. Otto Isler). Birkhauser Verlag Basel,
1971,

Weedon, B.C.L. en: Carotenoids (ed. Otto Isler). Birkhauser Verlag
Rasel, 1971.

Olson, J.A.: The biosyrthesis and metabolism of carctencids and

retinol. J. Lipid Res., 5: 281-298, 1964.

Braithwaite, G.D. v Goodwin, T.W.: Studies in carctenogenesis.26,
The incorporation of J'4C acetate, 14(2 mevalonate and
14002 into beta-carotene by the fungrs Phycomyces
blakesleeanus. Biochem. J., 76: 5-8, 1360.

Thamnen, H. en: Carctenoids (ed. Otto Isler). Birkhauser Verlag
Basel, 1971,

Krinsky, N.I. en: Carotenoids {(ed. Otto Isler). Birkhauser Verlag
Basel, 1971.

Goodwin, T.W.: Algal carotenoids. En: Bspects of terpenoids chemis-—
try and biochemistry. Academic Press, New York, 1971.

Mathews-Roth, M.M., Humrel, D. y Crean, C.: The carotenoid content
of varicus crugans of animals administered large amounts
of beta-carctene. Mutr. Reps. Int., 16: 419-423, 1577,

Mathews-Foth, M.M., Crean, C. y Clancy, M.: The phytoene content
of varicus organs of animals administered large dosis
of phytcene. Nutr. Reps. Int., 17: 581-584, 1978.

Karnaukhoy, V.N.: Distrilbution of carotenoids in tissues of alpine



75.

76.

77.

78.

9.

80.

81.

82.

83,

84.
85.

rodents. Biol. Abstracts, 63: 4484-4485 (resuren No.
45568), 1977.

. Bavernfeind, J.C., Brubacher, G.B., Klaul, H.M. ¥ Marusich, W.L.:

Use of carotencids. En: Carctencids (ed. Otto Isler).
Birkhauser Verlag Basel, 1571.

Olson, J.A.: The conversion of radicactive beta—carotene into vi-
tamin A by the rat intestine in wvive. J. Biol. Chem.,
236: 349-356, 19a1.

Zachman,; R.D. y Olson, J.A.: The uptake of Clq—beta—cartjtene and
its conversion to retincl ester by the isclated per—
fused vat liver. J. Biol. Chem., 238: 541-546¢, 1963.

CGlson, J.A.: The alpha and the omega of vitamin A metabolism. Amer.
J. Clin. Nutr., 22: 953-962, 1963,

Glover, J. y Redfesrn, E.R.: The mechamism of the transformation
of beta-carotene into vitamin A in vivo. Biochem. J.,
58: 15 pp, 1954.

Sharma, R.V., Mathwr, S.N., Dmitrovskii, A.A., Das, R.C. y Ganguly,
J.: Studies on the metabolism of beta-carctere and
apo-beta-carotenoids in rats and chickens. Biochem.
Biophys. Reta, 486: 183-154, 1977.

Pidge, N.H. ¥ Goodman, D.S.: The enzimatic reduction of retinal
to retincl in rat intestine. J. Bicl. Chem., 243:
4372-4379, 1968,

Olscm, J.A.: The effect of bile and bile salts on the uptake and
cleavage of beta-carotene into retinol ester by intes-
tinal slices. J. Lipid Res., 5: 402-406, 1964.

Bagdon, R.E.: Studies on the toxicity and metabolian of heta-apo—
8'-carotenal in decgs. Toxicol. Appl. Pharm., 4: 444-
456, 1962,

Granados, H, CArdenas, R. vy Soriano, M.: C8lculos biliarses en el
jamster dorado. XV. Accifin litogEnica de la vitamina B.
XIII Congr. latinocamer. Cien. Fisiol., v XX Congr.
Nal. Cien. Fisiol., México, D.F., Restmenes de Comua-
nicaciones, pi 173, 1977,

Granados, H.: Istudios no publicados.

Granados, H.: Gallstones in the gélden hemster. IV. The effect of
supplamenting a stock commertial ration with mitk and

carrots. XXVI Internat. Congr. Physiol. 5ci., New



- 54 -

Delhi, Abstracts of Volunteer Papers (Vol. X1), abstract
285, p. 95, 1974.

86, Hernandez, M., Chavez, A., Bowrges, Ii. y Mendoza, E.: Valor nutri-
tivo de los alimentos. Divisitn de Nutricidn del
Instituto Nacicnal de la Mutricidn, México, D.F.,1971.

87. Kutsky, R.J.: Handboor of vitaming and hormones. Van Nostrand
Reinhold Co., New York, 1973,

88. PBogert, L.J., Briggs, G.M. vy Callcway, D.H.: Nutrition and physi-
cal fitness, W. B. Saunders Co., Filadelfia, 1966.

8%. Booth, V.H. v Dark, 5.: The influence of snviroment and maturity
on the total carotinoids in carrots. J. Agr. Sci.,

39: 226-236, 1949,



