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“De interés especial para el médico de clientela con practica a la
cabecera del enfermo, es todavia el hecho de gque las vitaminas pueden
desplegar, ademds de las actividades propias de toda substancia

activa....., otras acciones independientes de las primeras”.

Stepp, Kiinnau y Schroeder (1939).

"Tn fashioning our chemical world nature
created a marvelous chemical structure, the

double bond"”.

"A carotenoid-free world would be crab to

« 8.

behold and a retinoid-free world..... ..., would be

swathed for us in eternal darkness”. (*)
J.A. Olson

(*) "Al modelar nuestrc mundo crgénico, la naturaleza cred ‘una estructura guimica

maravillosa, el doble enlace"”.

"yn mundo sin carotenoides seria mondtono de observar igual que un mundo libre de

-----

retinoides.........., nos sumiria en la eterna oscuridad”. J. A. Clson.
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STATUS NUTRICIONAL DE CAROTENOIDES, RETINQL Y TOCOFEROLES
EN LA DIABETES MELLITUS INSULINO-DEPENDIENTE.

1.- INTRODUCCION.

1.1.- Estado nutricional. Generalidades.

El estado de nutricién (EN) de un individuco puede definirse
come el equilibrio entre el ingreso y el gasto de nutrientes. El
resultado entre las necesidades nutriciocnales y el grado en que estas
son satisfechas serd el indice de un buen o mal estadec nutricional y
su valoracién metéddica en grupos de poblacidén la que proporciona
datos objetivos para detectar situaciones con escasas manifestaciones
clinicas (Rojas-Hidalgo, 1990) vy establecer programas de intervencidn
(Fidanza, 1994}). |

El presente trabajo se centra en el estudio del status
nutricional de carotenoides y vitaminas lipcosolubles {retinol, o- y

y-tocoferol) en sujetos con diabetes mellitus inéulino-dependiente.
El concepto de vitamina es mas fisioldgico que quimico, y engloba una
serie de compuestos organicos responsables de diversas actividades
biolégicas en el organismo. En cuanto a los carotencides, constituyen
un grupo de pigmentos liposolubles (> 600 en la naturaleza)
relacionados con la vitamina A al funcionar algunos de ellos como
precursores de retinol. E1 hombre no los puede sintetizar vy los
ingiere a través de los alimentos, encontrandose en sangre sélo

algunos de los presentes en la dieta.
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Hoy dia, el i1nterés en los micronutrientes {sustancias
esenciales para la actividad wvital cuyas Recomendéciones de Ingesta
Diaria - RDA - v presencia en la diefa se estiman en Jg o mg) se
basa en el destacado papel de algunos de ellos como antioxidantes,
asi como su intervencidén en la proliferacién, diferenciacidédn celular
v funcicones inmunolégicas, lo gque ha dado un nuevo impulso sobre la
importancia de su estudioc y valoracidn en el organismo (Van den Berg,
1993a) y su posible papel en la prevencién de enfermedades
degenerativas (cataratas, afeccicnes cardicvasculares, céncer,
complicaciones tardias de la diabetes, etc). !

FEl estado nutricional es un concepto fundamental cuando se
aplica a poblacicnes. No obstante, su validez en el ser humano
implica el estudio de un determinado nutriente, asl como las
complejas interacciones con otros nutrientes y no nutrientes de la
dieta. En este contexto, el desarrolle de métodos analiticos
validados para la identificacidén de biomarcadores de riesgo - como
medida de exposicién frente a un estado fisiopatoldgico- y de
conceptos como biodisponibilidad - proporcién de nutriente que se
absorbe y llega a las células para su uso o almacenamiento- vy
bioconversidn - transformacidén a compuesto fisioﬂégicamente activo-
resultan fundamentales para establecer el papel de los
micronutrientes en la salud y su relacidén con ciertas enfermedades,

asi como para evaluar la necesidad de intervencidn: terazpéutica.
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1.2.- Métodos para la determinacion del estado nutriciocnal de

carotencides, retinol v toccferol.

1.2.1.- Generalidades.

El EN puede valcorarse a partir de informacidn extraida de los
siguientes métedos:, 1) examen clinico v/o lantropométrico, 2)
evaluacién dietética vy 3) determinacién de marcadores biloguimicos
y/o inmunolégicos. En la evaluacién del estado nutricional
vitaminico, se plantean ademas cuestiones como 'qué métodos estan
disponibles, como interpretar los resultados y qué "puntos de corte™

deben establecerse {Rojas-Hidalgo, 18280).

Los métodos dietéticeos y clinicos, aungque sch muy utilizados en
la evaluacién de riesgos nutricionales a nivel de poblaciones o para
detectar la presencia de deficiencias, en general, son menos
especificos y poco sensibles, por lo que son inadecuados a la hora de

determinar estados "marginales" de vitaminas (Van den Berg, 1993a).

En epidemiologia nutricional, la estimacién de la ingesta de
alimentos y nutrientes es de gran importancia; Mediante métodos
dietéticos puede obtenerse informacidén sobre la cantidad y calidad de
alimentos consumidos por un individuo o poblacién. Estos métodos
aunque s6lo aportan dates sobre habitos alimentarios, bien a corto
plazo o en épocas pasadas (incluso afos), pueden ser de utilidad a la
hora de clasificar individuos de una determinada poblacién segun la
ingesta de un nutriente. Cada método de evaluacidén de consumo de
alimentos tiene distintas limitaciones Yy, hof dia, no existen
"métodos de referencia" (Alberti-Fidanza vy Porrini, 19%4). La
exposicién a un nutriente se puede basar en medidas de ingesta
dietética a partir de alimentos (y/o suplementos nutricionales), o en
la determinacién de marcadores bioquimicos de nut;ientes en muestras

de tejidos disponibles.
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Los métodos analifticos tradicionales wutilizados para la
determinacién de carotencides, vitamina A y vitamina E no permitian
la caracterizacidn y cuantificacidén de los distintos compuestos que
presentan actividad vitaminica de forma individualizada {(Nieremberg y
cols, 198%a). Convencilonaimente, las muestras eran sometidas a
extraccién con scolventes organicos (con ¢ sin saponificacién),
seguida de reacciones quimicas (reaccidn de Carr-Price para vitamina
A; reaccidén de Emmerie-Engel para tocofercl) vy medicién del extracto
por espectrofotometria. En los afios 70, la aplicacidén de la
cromatografia 1liquida de alta eficacia (HPLC} - como método no
destructivo, reproducible y de gran resclucidn- hé hecho posikle la
determinacién individualizada de estos compuestbs permitiendo el
estudio de su distribucién en alimentos y tejidos bioldgicos vy

contribuyendo al conocimiento de su metabolismo en el hombre.

Los diferentes enfoques para la evaluacién del status de
carotenoides, vitamina A y E se muestran en la tabla 1. De elios, la
identificacién de marcadores bioquimicos se considera objetiva vy
especialmente 0til para identificar individuos en situaciones de
"riesgo™ en estadios tempranos - bajos depdsitos corporales sin
sintomas de enfermedad o marcadores de toxicidad vitaminica- (Van den
Berg,1994). Entre los métodos bioquimicos, se puéden distinguir dos

grupos diferentes (Sclomons y Allen, 1983):

1) Méteodos directos o estdticos.— Miden la:concentracién del

micronutriente © sus metabolitos en un medio bioldgice accesible

{células sanguineas, suero, orina ¢ tejidos):;

2) Métodos indirectos, funcionales o dindmicos.- Se mide "in
vitro" o "in vivo"™ la respuesta de un pardmetro/funcién fisioldgica
dependiente del micronutriente. :

Estos dos tipos de pruebas pueden reflejar dos aspectos
diferentes del estado nutricional vitaminico; el <cuantitativo
relacionado con el contenido corporal y el cualitativo de la funcién
dependiente del micronutriente a nivel celular, tisular o del
organismo. (Van den Berg, 1993a).
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1.2.2,- Métodos recomendados.

En la Tabla 2 se muestran los diferentes métodos disponibles vy
recomendados. La eleccidén del método apropiado depende de factores
como el objetivo del estudio, accesibilidad de la muestra, tamafio de

los grupos o pcbiaciones, etc.

Las pruebas estaticas se consideran utiles y sensibles para el
muestreo rutinaric y para la evaluacién del estado deplecién
/replecién de depdsitos corporales (de Pee vy cols, 1997). Asi,
concentraciones hepaticas de vitamina A son consideradas como el
mejor indicador de status de vitamina A corporai, aunque no es un
método aplicable a poblaciones. Los métodos bicquimicos - retinol
sérico y MRDR - e histolégicos (CIC), no proporcionan estimaciones
cuantitativas de reservas de vitamina A y no pueden ser utilizadas
para clasificar individuos en el rango completo de status de vitamina
A (Haskell vy cols, 1997). En el caso de la vitamina E, la relacidén

vitamina E/lipidos constituye un indicador mas fiable ya que ajusta
la influencia de los lipidos sobre los niveles de a-tocoferol en

suero (Morrisey y cols, 1893).

Por tanto, la evaluacién mediante métodos estaticos puede no
ser totalmente adecuada en términos de salud ptblica, especialmente
cuando se aplica a individuos que presentan deficiencias preclinicas
o marginales (ej. vitamina A) (Olson, 1997). La fiabilidad dependera,
en parte, del método utilizado y variabilidad analitica e inter-
individual, aunque los ériterios de interpretacién (puntos limite o
de corte) vy la variabilidad intra-individual ' juegan un papel
importante (Van der Berg, 1993a, 1994; de Pee y cols, 1997).

Por su parte, el enfogque funcional requiere de una mayor
informacién scbre la cinética y metabolismo ‘de los distintos
micronutrientes bajo diferentes condiciones dietéticas y situaciones

fisicloegicas (Van den Berg, 1993a; Piertzik, 1994). En este sentido,
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las pruebas funcionales utilizadas (ver tabla 1) requieren una mayor
validacidn dade que no son aplicables de forma rutinaria o en
estudios de campo y que algunos métodos (RDR, CIC)'sélo son utiles en
determinados rangos de reservas hepaticas de vitamina A {(Olson,
1997} .

En general, las pruebas funcionales son dificiles de
estandarizar, presentan gran variabilidad intraindividual y suponen
un ¢osto econdmico excesivamente elevado. Estas pruebas serian utiles
para confirmar alteraciones detectadas con métodos estaticos,
validacién biolégica de "puntos limite o de corte" de indicadores
estaticos y para definir estados vitaminicos "éptiﬁos" (Van den Berg,
1993a}. Por ultimo, dada la ausencia de parémetios fisioldgicos o
bioquimicos funcionaies Y cuantificables que respondan
especificamente a carctencides, hoy dia no hay indicadores formales
del status de estos compuestos, el cual se considera sindonimo de

concentraciones en suero ¢ tejidos {(Parker, 1997).

1.3.- Carotencides, retinol Y. tocoferoles.

En 1909, Stepp observd que los ratones blandos, sometidos a un
régimen completo pero carente de sustancias solubles en alcohol vy
éter, no podian sobrevivir. McCollum vy Davis (1913} describen un
factor liposoluble en la grasa de mantequilla, posteriormente
caracterizado como vitamina A, necesario para estimular el
crecimiento de las ratas alimentadas con una dieta incompleta. Dado
que algunos extractos de plantas coloreadas tenian:efectos similares,
se pensd que estos pigmentos - mads tarde definidos como carotencides-

poedian ser transformados biolégicamente en vitamina A (retinel).

Esta conversidén bioldgica fue demcstrada por. Moore en 1930,
coincidiende con la elucidacién de las estructuras del retinol y los
carotencides por Karrer (Stepp v cols,., 1939; Machlin, 1984; Olson,
1992) .
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Evans vy Bishop describen, por primera vez (1922), un factor
dietético 1liposoluble -denominado en 1924 por Sure, vitamina E-
necesario para el desarrcllo del embarazo en la rata (Stepp vy cols.,

1936; Machlin, 1984)., En 1936, Evans y cols. lodgran el aislamiento de

des factcres quimicamente homogéneos (a-= vy B-tocoferol), con

actividad de vitamina E, procedentes del aceite de germen de trigo y

en 1938, Fernholz establece la estructura quimica del a-tocoferol

(Stepp v cols.,1939; Machlin, 1984).

Desde el puntce de vista quimico, 1los carotenoides (y
retincides naturales) y tocofercles pertenecen a la fraccidn
insaponificable de los lipidos. Forman parte del grupc de los
terpenos clasificandose como tetraterpencs (Csg, carotencides) vy
diterpencs {C;;, tocofercles). Por su parte, los retinoides naturales
derivan de los carotenoides por rotura de éstos a nivel del enlace

15-15" pudiendo sufrir posteriores modificaciones en su estructura.

1.3.1.- CAROTENOILES.

1.2.1.1.- Nomenclatura y estructura quimica.

El término carotenoides responde a un grupo de pigmentos
liposclubles presentes en plantas y microorganismos que no pueden ser
sintetizados por los animales. Formados en su mayoria por 8 unidades
de 1isopreno, poseen una estructura de dobles -enlaces conjugados
(alternancia de simples y dobles enlaces) y las moléculas estén
caracteristicamente invertidas en su mitad (Zechmeister, 1944, 1962;

Isler, 1971; Bauerfeind, 1981; Weedon, 1995) (figura 1).

Se han descrito m&s 600 carcotencides en la naturaleza con méas
de 60 grupos funcionales (Straub, 1987). Dentro de los carctenoides

se diferencian dos grupos: carotenos. o compuestos hidrocarburados
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(menos del 10%) y xantofilas u oxicarotenos, que presentan oxigenc en
su estructura, generalmente en los anillos. terminales. Los
carotencides objeto de este estudic se muestran en las figuras 2-4.
Debidc a la presencia de dobles enlaces, los carctenoides presentan
isomeria "cis-trans” o “Z/E“ (isdmeros geométricos), los cuales
pueden ser Iinterconvertidos mediante la luz, énergia térmica o
reacciones quimicas (Zechmeister, 1944). Recienteménte, el interés en
las formas "cis" se debe al papel biolégico de lés "cis-retinoides"
(Mangelsdorf, 1994) vy la posibilidad de semejante funcién en les

carotencides o su actividad como precursores de aquellos.
1.3.1.2.- Fuentes dietéticas e ingesta.

De los carotenoides presentes en la naturaleza, sdlo alguncs
llegan al hombre a través de la cadena alimentaria, vya sean
inalterados o parcialmente metabolizados (Bendich y Olson, 1989). En
la dieta de paises occidentales, las principales fuentes de
carotenoides son 1las frutas, hortalizas y verduras (Chug-2huja vy
cols., 198%3; Block, 1994; Varela y cols, 1995), aungue otros
alimentos de origen animal {mantequilla, leche, huevo, salmdn, etc),
asi como aditivos alimentarios también contribuyen al aporte total en

la alimentacién (Block, 1994).

La ingesta de carotenocides - cuali y cuantitativamente- varia
segin las poblaciones. En Espafia, segun los distintes estudics, la
ingesta oscila entre 3.5-8.5 mg/persona/dia (Varela y cols, 1995;
Granado y cols, 1996; Olmedilla y «cols., 1997¢c) y presenta
importantes variaciones estacicnales (Granado y cols., 1996;
Olmedilla 1997c, 1997d). |

Aunque no suelen darse recomendaciones de ingesta de
carotenoides, éstos se tienen en cuenta al determinar la actividad
vitaminica A de los alimentos/dietas y estimar los requerimientos de
vitamina A (Food and Nutrition Board, 1991). Segun establece 1la
Organizacidén Mundial de la Salud (WHO, 1988), la actividad

23



provitaminca A (Equivalentes de retinol -RE-) de un alimento a partir

de los carotencides viene dada por:

ug RE= 1/6 ug P-caroteno + 1/12 ug oﬁros carotenoides

provitaminicos.

Asimisme, para alimentos con cierto contenido de grasa (p.e.

leche), la tasa de conversién del  B-caroteno a retinol se considera
mas eficaz y se establece en 1/3 (Brubacher ¥y ﬁeiser, 1985). 8Sin
embargc, estos factores parecen estar sobreestimadces proponiéndose
los siguientes factores de conversién dependiendq de la matriz del
alimento (West, 1996): 1/2 para alimentos grascs (¢grasas, margarina);
1/10 para frutas y batata; 1/25 (1/15-1/50) para hortalizas de hoja
verde; 1/2% (1/15-1/50) para zanahorias. Por otro.lado, dado que el
factor de conversidn de B-caroteno en retinocl es menor conforme

aumenta su contenido en la dieta, la WHO (1988) ha propuesto factores

de 1 pg de retinol equivalente a 4 ug , 6 g o 10 ug de B-
caroteno segun que la ingesta de carotenoides totales en la comida

sea, 1 mg, de 1-4 mg o > 10 mg, respectivamente.

1.3.1.3.- Funciones y actividad bioldgica.

En el hombre, la unica funcién probada de algunos carotenoides
- que actualmente explica su consideracién como micronutrientes— es
su papel como precursores de retinol (vitamina A) (Parker, 1997). Del
total de <carotencides descritos, menos del 10% pueden ser
metabolizados a retinol y funcionan como precurscres de vitamina A en
mamiferos (Bauerfeind, 1981; Olson, 1989) (tabla 3}. El1 requisito

estructural para la capacidad provitamica A supone la presencia de
anillo de P-ionona intacto unido a una cadena poliénica de 7-15

Atomos de carbono.
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En 1960, Glover sugirid gque podrian existir dos vias de
|

conversién de P-carotenc a retinol: 1) rotura central a nivel del

enlace 15-15' del P-carcteno y 2) rotura excéntrica a nivel de algun
otro enlace central vy posterior acortamiento de la cadena hasta

formar retinol.

A favor de la rotura central se aportaron pruebas por Olson y
Hayaishi (1965) y Goodman y cols. (1966). E1 enzima, denominado
B-carotenoide-15-15'~dioxigenasa (E.C: 1.13.11.21) requiere oxigeno

molecular come co-sustrato y su actividad, sin embarge, no es

especifica para el B-caroteno va que otros carotencoides

provitaminicos tambien son convertidos & retinol. Por otro lade, la
rotura excéntrica de P-caroteno, bajo ciertas circunstancias, puede
generar otros productos de oxidacién como f-apo-13'-carotenona, fB-

apo-8'-carotenal Y otros ~apo-carotenales (10", 12, 1471}
identificados en homogenizados de tejidos (Tang y cols, 1991; Wang y
cols, 1991).

Aunque la deficiencia en vitamina A sigue siendo un problema
de salud publica prioritaric en paises en desarrollc, en el mundo
industrializado el interés se ha dirigido hacia otras actividades
biolégicas y sus efectos promotores de la salud (Tabla 4), asi como
su potencial uso en la prevencidén de enfermedades crénicas (Parker,
1996a) . |

Los resultados de numerosos estudios epidemiolégicos y de

laboratorio sugieren la importancia del B-caroteno y otros
carotenoides (tanto en la dieta como en niveles séricos) frente a
distintos tipos de <céncer (Peto y cols, 1981; Ziegler, 1993;
Garewall, 1995; Van Poppel y Goldbohm, 1995; Mayne, 1996; Steinmetz y
Potter, 1996). Esta asociacién inversa parece estar condicionada,

entre otros factores, por el estado nutricional de 'la poblacién
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objeto de estudic. Asi, estudios de suplementacién:en Linxian (China)
(Blot v cols, 1993; Li vy cols, 1993) redujeron la incidencia de
cancer gastrointestinal (tracto superior) vy 1la n@rtalidad total en
una poblacidén con status marginal de vitaminas y minerales. Sin
embargo, 1los resultados de tres grandes estudios de intervencién con
B-caroteno, sdlo o en combinacidén con otras susténcias {retinol, o-
tocofercl, aspirina) (ATBC Study; Physicien's Heélth Study; CARET)
parecen indicar que en perscnas con un estado nutricional adecuado

{aunque considerados “grupo de riesgo” -fumadores 'y trabajadores con

exposicién al asbestc-), la suplementacidén con - B-carcteno incluso
provoca un aumento sobre la mortalidad total y deﬁerminados tipos de
cancer (ATBC, CARET) y no tiene ningin efectec sbbre la mortalidad
total (Physician's Health Study) vy enfermedad cardiovascular (PHS's;
ATBC, CARET) (Hennekens, 1996; Rowe, 1996; Mayne, 1996) .

Actuaimente, los datos disponibles parecen indicar que la
suplementacidén con B-caroteno no ejerce ningun 'efecto beneficioso
sobre la incidencia de los principales tipos de céncer en los paises
industrializados, aunque si reduce lesiones precancerosas en otros
tipos menos frecuentes (cuello uterino y cavidad oral) {(Mayne, 1996).
La principal conclusién es que el beneficio, .a nivel de salud
piblica, debe conseguirse mediante el consumo de: frutas y verduras
(ricas en carotenoides y otros compuestos con actividad protectora)

(Steinmetz, y Potter, 1996; Mayne, 1996; Rowe, 1996), y que el uso de
suplementos de B-caroteno no es recomendable, especialmente en

fumadores {Mayne, 1996; Hathcock, 1997).

Asimismo, estudios epidemiolégicos sugieren que dietas ricas en

B-caroteno y otros carotencides pueden tener un efecto protector
frente a las enfermedades cardiovasculares (Gey y cols.,1987; Gaziano
y Hennekens, 1993; Gerster, 1992; Kolhmeier vy Hastings, 1995), aungue
esto no ha podido ser demostrado en estudios de intervencidn con
carotenoides aislados (Physician's Health Study), observandose

incluso un aumento de la mortalidad por enfermedad isquémica, infarto
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cerebral y otras enfermedades cardiovasculares (ATBC, CARET) (ATBEC

Study Group, 19%94; Cmenn y cols, 19%6).

Por otro lade, algunos carotenoides de la dieta sin actividad
provitaminica A {luteins, zeaxantina) pueden jugar un papel
importante en la prevencidén y retraso de dos enfermedades cculares
asocliadas con el envejecimiento {catarata y degeneracidén macular)
conforme a lo observado en estudios epidemiclégicos (Jacques y cols;
1988; Gerster, 1989; BRunce y cols., 1990; Taylor vy cols, 1995;
Snodderly, 1995).

Aungue los carotenoides han sido  "popularizados" como
antioxidantes, existe poca evidencia de que dicha actividad explique
sus efectos anticarcinodgenos (Krinsky, 19894; Stahl y cols, 1994).
Diferentes carotenoides, con y sin actividad provitaminica A, ¥
metabolitos (p.e 2,6-ciclo-licopeno-l,5,-diel) presentan actividad
antitumoral "in vitro" la cual podria ser mediada a través de efectos
inmunomoduladores, regulacién génica de proteinas para comunicacién
intercelular, inhibicion de factores de crecimiento vy detencién del
ciclo celular (Prabhala y cols, 1993; Bertram vy cols, 1995, 1996;
Stahl y Sies, 1996a; Sharoni y cols, 1996; Levi y cols, 1896). Este
efecto lo ejercerian actuandc bien como moléculas intactas, como
metabolitos con efectos <celulares similares a los retinoides
(Bertram, 1994; Bertram y cols, 1996) o como precursores de

retinoides activos (Stahl y Sies, 199%6a;.
1.3.1.4.- Absorcién y metabolismo,.

1.3.1.4.1.- Aspectos cualitativos de la absorcién.

El hombre no parece presentar diferencias cualitativas en la
absorcién de carotenoides de la dieta aunque la cinética y transporte
en plasma difiere entre ellos, posiblemente, debidc en parte a su
polaridad (Van Vliet, 1996). Una cantidad apreciable puede ser

absorbida mediante difusién pasiva por la mucosa intestinal, siendo
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incorporada sin modificar en 1los quilemicrones Yy secretada al
terrente circulatorio (Erdman v cols, 1993; Bowen y cols, 1993;
Farker, 13%96a).

Alrededor de 40-50 carotenoides estan dispconibles en 1la
alimentacidén para ser absorbidos, metabolizados o utilizadeos por el
organismo humano (Khachick y cols, 1991). En el suero humanc, se han
identificado alrededor de 34 carotenoides, incluyendc 13 isémeros y 8
metakolitos (Khachick v cols, 1992; Khachick y cols, 1997). De ellos;
luteina , zeaxantina, licopeno, B«criptoxantina; o- y P-caroteno,
representan cerca del 90% o més de los carotengides circulantes en el
hombre (Bieri, 1985). Sin embargo, no todos los carotenoides de la
dieta se encuentran en plasma (p.e epoxi-carotenoides: violaxantina,
neoxantina) (Khachick y cols, 1991). Asimismo, la ausencia de ésteres
de xantofilas en plasma y en quilomicrones (Khachick y cols, 199i;
Wingerath y cols, 1995) tras dietas habituales, sﬁgiere que éstas se

absorben tras sufrir hidrdlisis.

Se han descrito distintos factores gue afectan tanto a la
absorcién como a su conversién a retinol de los carotenoides de la
dieta (El Gorab y cols, 1975: Hollander y Ruble, 1578; Erdman y cols,
1993: De Pee y West, 1996). Recientemente revisados (De Pee y West
,1996), West ha acufiado el término SLAMANGHI para hacer referencia a

estos factores que, en su opinidén, condicionan la absorcibén vy

conversién a vitamina A de los carotenoides: eSpecies de
carotenoides (p.e. B-caroteno), uniones mogeculares (presencia de
ésteres), cAntidad de carotenoides consumidos ' (mayor respuesta

relativa a menores concentraciocnes), Matriz del alimento (inclusion
en gotas lipidicas, cloroplastos), modificadoreé de la Adbsorcidn
(grasa, pectina), status Nutricional del sujetec (p.e. mnivel de
retinol, proteinas), factores Geneticos (p.é. sindromes de
malabsorcién), factores relacionados con el Huésped (p.e.parasitos
intestinales), e Interacciones (p.e. matriz compieja de alimento +

paradsitos + medicamentos). i
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Unco de los factores que méas afecta la biodisponibilidad de los
carotencides es su liberacidén de la matriz fisica (alimento) en la
cual son ingeridos v su disolucién en la fase lipidica (Parker,
1996a). El tratamiento térmico de hortalizas y verduras, parece
mejorar la biodisponibilidad de los carotenoides é&n muchos alimentos
(Micozzi y cols, 1992; Granado vy cols, 1992; Olmedilla y cols, 1996b;
Hart y Scott, 1985; Stahl y cols, 1992a; Rod#iguez—Amaya, 1997;
Gartner vy cols, 19%87), probablemente al disoéiar los complejos
proteina-carotenoide {Parker, 1996a) y promover lé rotura de paredes

celulares inducida por tratamiento térmico (Stahl y Sies, 1996b).

Existen diferentes pruebas scbre interacciocnes entre
carotenoides durante la absorcidén e incorpecracién a quilomicrones. En
humanos, el p-caroteno reduce la respuesta a la: administracién de
cantaxantina (White y cols, 1994) y de luteina (Késtic y cols, 1995)
mientras que aumenta la de a-caroteno y licopeno (Wahlquist y cols,
1994; Johnsen y cols, 1997). Por su parte, Vaﬁ den Berg vy cols
(1996a) han descrito una menor respuesta plasméatica a B-caroteno
cuando se administra de forma conjunta con luteina aunque éste efecto
no se produce con licopenic. Respecto a la chriptcxantina, sus
niveles séricos no parecen alterarse tras 4 meses de administracién
de B-+a-caroteno, sdlo o en combinacién con a-tocoferol (Olmedilla y

cols, 1997d) vy , posiblemente, tampocc se afecte por otros

carotenoides aportados por una dieta mixta {(Yeum y cols, 1996).

En conjunto, 1los resultados sugieren gque  las interacciones
entre carotencides se reducen a las presentadas entre carotenoides
hidrocarbonados y oxicarotenoides (xantofilas) vy éue ésta se produce
durante la absorcién intestinal en humancos, bien sea a nivel de lumen
intestinal o© de enterocito (Paetau y cols, 1997). Aungque se ha
descrito una absorcidn y/o incorporacién . en lipoproteinas
preferencial de isdmeros "trans” (Stahl v cols, 1993a; 1995; Gaziano
y cols, 1995; Parker 1996b; You y cols, 1996) y de luteina vy

zeaxantina (Gartner y cols, 19%6), el hechc de qué el hombre absorba

29



una gran variedad de carotenoides con diferentes clases
estructurales, sugiere la ausencia de un transporte discriminatorio

aunque si saturable (Parker, 1996a; Van Vliet vy cols, 1996).

1.3.1.4.2.- Aspectos cuantitativos de la absorcidn.

|
1

Dado la ausencia de modelos animales apropiados para estudiar
todos los aspectos del metabolismo de carotenoideg en el hombre, la
informacién disponible proviene de diferentes enfoques, entre los que
cabe sefialar estudios de balance (ingesta vs contenido en heces),
respuesta en plasma, respuesta en gquilomicrones vy estudios de

"aclaramiento" en plasma.

En la mayoria de los casos, las estimaciones cuantitativas de
la eficacia de absorcién de carotenoides se basan en valorar la
cantidad de carotenoides que entra en plasma o© se incorpora en
gquilomicrones durante la absorcidén (frente al tiempo) en estudios de
respuesta a dosis Unicas - test de tolerancia- o© mnmiltiples -

administracion diaria- (Solomons y Bulux, 1993; Parker, 1997).

La eficacia de abscrcién, segun los diferentes tipos de estudio
v dosis utilizadas, varia entre 5-80% vy decrece marcadamente al
aumentar la ingesta (Blomhoff y cols, 1992; Erdman y cols, 1993;
Bowen vy cols, 1%93; Parker, 19%6a; Van den Berg, 1993b). Esta
variabilidad puede deberse, de un lado, a que los valores de "area
bajo la curva" (AUC) plasmaticos, no son proporcionales a la dosis
empleada (Parker, 1996b, 1997). De otro, a que eﬁ tiempo necesario
para alcanzar la concentracidn maxima (C—méx:) en suero tras
suplementacidén puede estar relacionade con la estructura quimica vy
polaridad del carotenoide (Kostic y cols, 1995; Van Vliet, 19926}. En
muchos casos, no se tiene en cuenta la conversién en retinel, la cual
puede modificarse por un status bajo de retinol (Solomons y Bulux,
1993; De Pee y West, 1996) pero no si éste es adecuado (Parker,

1997).

1
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Mucho de lo que sabemos hoy dia sobre el metabolismo del -
caroteno en humanos proviene de dos estudios de los afos 60 en
pacientes hospitalizados y canulados en el conducto toracico (Goodman
vy cols, 1966; Blomstrad y Werner, 1867). En ellos; se serialaba a los
eésteres de retinilec ccmo el principal producto del metabolismo del

B-caroteno en el sistema linfatico (61-88% de marcaje recuperado),
encontrando cantidades variables de B-caroteno iﬁalterado {hasta el
30%}). En sujetos contrel, utilizando curvas de respuesta en
lipoproteinas ricas en triglicéridos, Van Vliet 'y cols (1995) han
estimade la conversidn de B-caroteno en retinoi en un 35-71% -
asumiendo un rendimiento de 2 mol de retinol por mol de B-caroteno.
Novotny vy cols (1995) utilizando B-caroteno ﬁarcado y modelos
multicompartimentales - con una relacidn de converéién de p-caroteno
a retinol de 1:1 - estimaron que el 20% del B=caroteno absorbido

(22%) se transformaba en retinol. La utilizacién de B-caroteno
marcado con °C (Parker y cols, 1993 y 1996b; Yoiu y cols, 1996) vy
deuterio (Hoppe vy cois, 1996) ha permitido estudiar este aspecto a
dosis tipicas de la dieta (1 mg/dia). Asi, se observa que,
practicamente, todos los individuos "responden" a la dosis
administrada y gue la eficacia de conversién de Prcarcteno a retinol
es similar en dosis entre 1 y 15 mg. A dosis farmacoldgicas (p.e. 50
mg) el porcentaje de conversidén decrece y es muy variable segun los
sujetos, lo que sugiere que la capacidad de conversién a retincl es
saturable (Parker, 1996b). '

En general, diversos factores pueden intervenir en la
interpretacién de la respuesta plasmatica - en estudios de
biodisponibilidad (Parker, 1997): por un lado, bajas respuestas (baja
concentracién plasmatica) pueden indicar una alta 'tasa de conversidn
a retinol; por otro, la presencia de concentraciones enddgenas de
carotenoides hace necesario utilizar dosis elevadas lo gue puede

alterar el balance endégeno vy provocar saturacidn de procesos
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3

metabdlicos o© de transporte. Per ultime, el - B-caroteno no se
transfiere de forma rapida entre lipoproteinas (pogiblemente al estar
en el nucleo) mientras gue las =xantofilas (pésiblemente en 1la
superficie) prcbablemente sufran una transferencia mas rapida,
resultando en un equilibrio entre LDL y HDL. El rapido intercambio
entre lipoproteinas influye sobre las concentraciones en plasma y
lipoproteinas frente al tiempo, hecho utilizade para evaluar la
biodisponibilidad de carotenoides.

1.3.1.4.3.~ Metabolismo "in viveo”. Eliminacidn.

Actualmente, no se conoce el grado de metabolismo post-

absortivo de pB-carotenc a vitamina A (hepatico o extrahepatico) vy se
dispone de poca informacién sobre los carctenoides no-provitaminicos

que se absorben intactos (Parker, 1997). !

Algunos de los carotenoides presentes enf el suerc humano
parecen corresponder a metabolitos formades "in vivo". Se ha
detectado la presencia de posibles metabolitos pér oxidacidén de 1la
luteina, caracacterizados como mono-ceto-mono-hidroxi y di-ceto-
carotenocides (Khachick y cols, 1992; 1995a; Khachick y cols, 1997).
La escasa presencia de estos compuestos en la dieta Yy su aumento en
plasma tras suplementacién con luteina y zeaxantina (Khachick y cols,
1995a; Olmedilla y cols, 1997a) sugiere su formacién "in wvivo".
Asimismo, se han identificado productos de deshidracién de luteina
(anhidroluteina I vy II}) {Khachick y cols, 1992;;1995b; Khachick vy
cols, 1997) sintetizados en condiciones &cidas similares a las
encontradas en el estémago (Khachick y cols, 1995b), mientras que el
aumento de zeaxantina tras suplementacién con luteina sugiere la
posibilidad de que ésta se forme "in vivo" a partir de luteina de la

dieta (Bertram, 1996).

Metabolitos oxidativos (derivades hidroxilados) de licopeno en

suerc se han caracterizado como 2,6-ciclo-licopeno-1,5-dicles
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(Khachick y cols 1995a, 19296), los cuales podrian provenir del
licopeno-5-6-epdxido de la dieta {tomate v derivados) tras
modificacién enzimatica o quimica en el organismo (Stahl y Sies,
1996b) . '

Asimismo, en estudios administrando 9-cis-P-caroteno marcado
(**C), la ausencia de marcaije en 9-cis-fB-caroteno y 9-cis-retinol del

suero y su presencia en "trans"- B-carotenc y "trans"-retinol, indica
que nc se trata de absorcidén preferencial sinc de isomerizacién "in
vivo"™ durante la ingestién, absorcidén y/o secreéién. al torrente
circulatoric (Parker, 19%6b; You y cols, 1996).

1

Respecto a las vias y cinética de eliminacién de carotenoides,
existen pocos resultados en el hombre. Los caroténoides ng parecen
ser eliminados en orina (Bowen y cols, 1993) y son eliminados, sin
modificar, en la bilis tantoc en condiciones normales como patoldgicas
(Leo vy cols, 1995). Asimismo, todos los carotenoides descritos en
suero, incluyendo posibles metabolitos e isémeros, se han

caracterizado también en leche materna (Khachick y cols, 1997).

En ausencia de ingesta de carotencides,. los niveles de
carotenoides en plasma caen al 10-75% de su valor inicial en 2-3
semanas dependiendc del carotenoide vy, posiblemenfe, de los valores
iniciales (tabla 5). Se observa una intensa bajada tras 2-4 dias la
cual es mas lenta posteriormente (Rock y cols, 19§2a). Estoc sugiere
la existencia de dos reservas corporales con diferente velocidad de
recambic (Rock y cols, 1992a; Micozzi y cols, 1992). Basados en este
tipc de estudios, Rock y cols (1992a) estimaron:la vida media en

plasma de distintos carotenoides (Tabla 6). i

En estudios de suplementacidn (con dosis Unicas 0
intermitentes), se han determinado distintos parémetros biocinéticos
(vida media, tiempo de permanencia en el organismo), y el tiempo

necesario para recuperar los niveles iniciales (tabla 6). La vida
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media en plasma depende de la estructura quimica del carotencide
{Kilbler vy von Renersdorf, 1993; Paetau y cols, 1997}, varia con la
cantidad administrada (Dimitrov vy Ulley, 1989), es maAs rapido en
hembres que en mujeres (Kibler, 198%) y en fumadorés (Masaki vy cols,
1993). No obstante, parece que la disminucién de los niveles de
carotenocides en plasma en ausencia de ingesta . es similar a la
observada tras administrar dosis unicas (Kibler, 1989). En general,
cabe sefialar que no existe informacidn respecto é los factores que
determinan su velocidad de recambic asi éomo las vias de

eliminacién (Parker, 1996a).
1.3.1.5.- Transporte y distribucién en tejidos.

En humanos y animales, los carotencides son transportadcs en
plasma en lipoproteinas. La distribucién de carotenoides entre
distintas fracciones de lipoproteinas parece estar influida por su
polaridad, siendo los carotenoides hidrocarburados'{p.e. B-caroteno,
licopeno) transportados fundamentalmente por las LDL, mientras que
los mas polares (p.e. luteina, zeaxantina) estarian mas uniformente
distribuidos entre las distintas clases de lipoproteinas (Krinsky y
cols, 1958; Parker, 1996a; Traber y cols, 1994; Eidman y cols, 1993;
Clevidence vy Bieri, 1993; Vogel y cols, 1997).

Aunque la cinética de transferencia de carotenoides entre
lipoproteinas no se ha establecido, estudios de suplementacién
parecen sefialar que cilerta cantidad de B—caroteno es transferide
desde los quilomicrones hacia las HDL (Traber y cols, 1994) mientras
que el aumento en LDL - tras 24-48 horas de administrar la dosis-
parece indicar el recambio hepdtico a través de las VLDL o miltiples

compartimentos hepaticos (Parker, 1996a).

Presumiblemente, los carotenoides apolares (licopeno, B-
caroteno) se sitidian en el nucleo hidrofébico mientras que los polares

(xantofilas) se dispondrian, al menos . en parte, en la superficie de
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las lipoproteinas (Parker, 1996a). Esta orientacidn puede influir en
la transferenclia de carctencides entre lipoproteinas, aunque ésta

parece escasa vy muy lenta (Traber vy cols, 19294),

En sujetos bien nutridos, los carctensides se distribuyen
principalmente en tejido adiposo (80-85%), higado.(8—12%) ¥y musculo
(2-3%) con concentraciones menores en ofros tejidoé (Bendich y Olson,
1989; Parker, 1988; Stahl v cols, 1992b; Kaplan vy éols, 1990; Schmitz

y cels, 1991). Del contenide total corporal, el suerc contiene
alrededor del 1% siendc los mayoritarios los siguientes: B-caroteno,

luteina, licopeno, B-criptoxantina, =zeaxantina y «-caroteno, con
concentraciones mencres de otros carctencides oxigenados y polienos
(fitoenc y fitoflueno) {Bendich y Olson, 1989; Khachik y cols, 1991,
1992; Granado y cols, 1991}. '

Aunque el p-caroteno y el licopeno son' los carotenoides
predominantes en suero, las concentraciones y pofcentajes relativos
de carotenoides para un mismo &érganc varian considerablemente entre
individuos (Parker, 1988; Nieremberg, v Nann, 1392; Stahl y cols,

1992b; Schmitz y cols, 1993) . En términos relativos, se detectan

niveles altos de P-caroteno y licopeno en higado, Qlandulas adrenales
vy testiculos, con concentraciones menores en pulmén y rifidn. A pesar
de que los carotenoides hidrocarbonados son muy lipofilicos, sus
niveles en tejido adiposc son relativamente bajos, en comparacidn con
otros tejidos comc higado y testiculo (Stahl y Sies, 1996b). Sin
embargo, dado qﬁe el tejido adiposo representa' el 20% del peso
corporal total, su contribucién al contenido tetal de carotenoides es
considerable, constituyendo, junto con el higad@, los principales
depésitos en el organismec (Parker, 1989). Por jotro lado, parece
existir una distribucién preferente de carotenoides segun los
tejidos. Asi, mientras que en testiculo, el carotenoide principal es
el licopeno (Stahl y cols, 1994), en la retina se ha detectadoc una
acumulacién selectiva de luteina vy zeaxantina con distribucién

diferente segun la proximidad al polo central (Bone y Landrum, 1992).
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La proporcidén de isémeros "cis/trans" en tejidos tambien varia.
El p-caroteno se encuentra principalmente en forma "trans"” en sangre
(90-95%), mientras que una mayor propcrcidén de jisémeros "cis" se
detecta en tejidos periféricecs (10-40%) (Stahl y ccls, 1992k, 1993b:
Tamai v cols, 1995; Van Vliet, 1996). El1 9-cis- B%caroteno, presente
en tejidos, se detecta a muy bajas concentraciones en plasma lo gque
sugiere su formacién o acumulacién preferencial en tejidos (Stahl vy
cols, 1992b). De igual modo, la forma "trans™ de licopenc que supone
el 95% del licopeno presente en alimentos, represénta alrededor del
65% en gquilomicrones y un 45% en suero, mientras. que en testiculo
estd en cantidades 3-5 veces mayores que las formas "cis". Esto
sugiere que es iscomerizade "in viveo" rindiendo el patrén tipico

encontrado en sangre y tejides (Gartner y cols, 1997).
1.3.2.- RETINCL
1.3.2.1.- Nomenclatura y estructura quimica

El términc Vitamina A es empleado genéricamente para los

compuestcs derivados de la B-icnona que poseen la actividad biolodgica
de all-trans-retinol, o) estan estructuralménte relacionadoes
{(Nomenclature Policy, 1987) (figura 5). Asi, el término incluye al
all-trans-retinol ({(vitamina A preformada}, sus andlogos sintéticos vy
ciertos carotenoides que se pueden convertir en retinol en el
organismo. El término Retinoides es més amplio y hace referencia

tanto a los compuestos naturales como a los anélogbs sintéticos (con

o sin actividad de wvitamina A).

El all-trans-retinol es un alcchol de cadena larga due se
encuentra en la mayoria de los tejidos animales en forma de ésteres
de acidos grasos {(Blomhoff, 1994). Los metabolitos activos derivados
de retinel incluyen: retinal (1l-cis-retinal éomo croméforo de
pigmentos visuales en retina) (actividad biolégicé del 75% frente a

retinol), 3-dehidro-retinol (wvitamina AZ, 30~-40% de actividad),

36



ésteres de retinol (actividad 100%) y derivados &cidos {(acido all-
trans-retinoico vy &cido 9-cis-retinoico). Estos ultimos no cubren
todas las necesidades metabdlicas del organismo dado gue no protegen
contra la ceguera nocturna ni la disfuncidén reproductora (Machlin,
1891). !

|

1.3.2.2.-Fuentes dietéticas e ingesta recomendada.

i

Con fines nutricionales, la actividad vitaminica A de los

alimentos se expresa como Eguivalentes de retinoi (ER}). Se define

como 1lpug de all-trans-retinol (3.33 Unidades Intérnacionales) y es
equivalente a 6 pg de all-trans- f-caroteno o' 12 pg de otros
carotenoides provitaminicos (Food and Nutrition Board, 1991).

La vitamina A preformada (ésteres de retinilo, retinol,

retinal, 3-dehidro-retinol y acido retinoico); se presenta en
alimentos de origen animal, fundamentalmente como ésteres de retinol.
Se encuentra en forma de compuestos precursores . (carotencides con
actividad provitaminica A), principalmente en gl reino vegetal.
Fuentes dietéticas de vitamina A preformada incluyen a la leche vy
productos lacteos (quesos, mantequilla,etc) huevds, higado y otras
visceras (rifiones, corazdn) asi como diétintos pescados,
especialmente en aceites de higado de pescados imarinos (bacalao,
tiburén). Entre las fuentes de origen vegetal (carotencides
provitaminices), cabe destacar la zanahoria, espinacas, acelgas, apio
verde, pimiento rojo, nispero y manadarina (Olmediila y cols, 199ec).

A nivel mundial, alrededor del 60% de la vitamina A de la dieta
es aportada en forma de carotencides provitaminicds, mientras que en
paises en desarrollo, este procentaje llega al 82% (Rodriguez-Amaya,

1997). En la dieta espariola, la ingesta media de retinol preformaco

es de 686 Ug/persona/dia. Los carotenoides provitaminicos
contribuyen a la ingesta media total de vitamina A (equivalentes de

retinol} en un 45% (Varela y cols, 1993) ¥y son aportados por un
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namero reducido de frutas v hortalizas, tanto anual como
estacionalmente (Granado y cols, 19926;).
Las recomendaciones de vitamina A se basan en estudios dque

sugieren que el mantenimiento de un nivel plasmét;co supericr a 20
ng/dl parece ser esencial, mientras que una concentracion de 30 png/dl

podria ser adecuada para asegurar unas reservas corporales modestas

de esta vitamina (Food and Nutrition Board, 1991). Diferentes
estudios han confirmadoc la necesidad de 1ingestas de 1200 ug de
retinol o 2400 pg de P-carotenc para mantener unds niveles séricos

superiores a 30 upg/dl {de Pee y West, 1996). Basados en estudios de
deplecién en adultos, el "requerimiento funcional” (ingesta minima

para prevenir signos de alteracidn funciocnal) minimo se ha estimado

en 500-600 pg/dia (Nutrition Working Group, 1990}. Asimismo, basados
en datos epidemiolégicos sobre el papel de los carctenoldes como
antioxidantes y frente a determinados carcinégenos,. se recomienda que
1/3 de la actividad total de vitamina A sea ingerida como
provitamina. En Espafia, la cantidad recomendada enfindividuos adultos
es de 1000 pg ER para hombres y de 800 pg ER para mujeres (Moreiras y
cols, 1997). '

i

1.3.2.3.~ Funciones y actividades bioclogicas

El papel de la vitamina A en la visién, reproduccidn,
crecimiento y procesos de epitelizacién se conoce;desde hace décadas
(Stepp y cols, 1939). Recientemente, han surgido ﬁtras funcionhes que
implican el mantenimiento de la integridad de la respuesta inmune y
la diferenciacién y proliferacién celular (p.e. modulacién de la
expresién génica), indicando un efecto "anti-infeccioso™ y un papel

anticarcinogénico para esta vitamina (Van den Bergé 1996b) .

En la visién, el papel de la vitamina A, se centra en la
actividad del ll-cis-retinal como grupo prostético (croméforo) de la
rodopsina en células retinianas, el cual se convierte en all-trans-
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I
retinal durante la absorcidn de luz (conversidn dq rodpsina a meta-
rodopsina I (Machlin, 1984; Blomhoff, 1994).

Sin embargo, con excepcidn del proceso vis@al, lecs mialtiples
efectos de la vitamina A son mediados por sus deriv%dos acidos (Pfahil
y Chytil, 1996). Estos derivadocs afectan a una Qran diversidad de
sistemas biolégicos incluyende células embrionérias, linfoides,
nerviosas y musculares, asi como programas de desarrollo. La
actividad del &cido retinoico esta mediada por reteptores nucleares
(RAR's y RXR's), los cuales forman parte de un cémplejo sistema de
seflales que permiten interacciones receptor—receptor, receptor-ADN
asi como con otros sistemas reguladores como hoqmonas tiroideas y
vitamina Ds; (Petkovitch, 1992; ©Pfahl vy Chytil, 1996; Hendricks,
1996) .

Asimismo, otro derivado, el Acido 9-cis-retinoico, interacciona
y activa receptores nucleares RXR (Mangelsdorff y cbls, 1990G; Levin y
cols, 1992), lo que suglere que la isomerizaciodn pdede ser importante
no s6lo en la visidén, sino en la regulacidn de 1la transcripcidn

génica. En este contexto, se ha demostrade gque el &acido retinoico

puede derivarse a partir de PB-caroteno en varios'tejidos (Napoli y
Race, 1988) vy gue los cis-carotenoides podiian actuar como

precursores de &acido 9-cis-retincico (Wang y cols, 1994).
I

Diferentes estudics epidemioldgicos sefialan una asociacidén
entre ingesta de vitamina A y riesgo de cancer. Hoy dia, parece
existir evidencia sobre un "efecto protector" entre carotenoides y
fuentes de vitamina A e incidencia de cancer dé pulmén. Hay una
asociacién mas discreta con el cancer de mama y poco convincente para
el de célon, mientras que en el cancer de préstaté podria tener una

incidencia mayor (Hunter y Willet, 19%4).



|

1.3.2.4.- Absorcidn y metabolismo

El retinegl (o los ésteres de retinilo trés su hidrélisis)
presente en la dieta es abscrbido por el enterocito y reesterificado,
fundamentalmente con &cide palmitico. Posteriormeéte, incorporado a
los quilomicrones, alcanza la via linfatica. En cantidades
fisiolégicas, el retincl se absorbe, aparentemente por difusidn
facilitada y con mas eficacia que la mayoria de los carotenoides.
Aproximadamente, la absorcidén oscila entre < 75%|(Blomhoff y cols,
1992) y 90% (Machlin, 1991), mientras que a dosis:farmacolégicas es
menor y se realiza por difusién pasiva (Machlin,' 1981; Blomhoff y
cols, 1992). En humanos, no existe evidencia de qﬁe la absorcidén de
vitamin A esté influenciada por el status de Vitémina A del sujeto

{Biesalski, 19297). !

El retinel producido en el enterocito es esterificado para su
transporte hasta el higado. En este sentido,; la presencia de
proteinas celulares que se unen al retinol (CRBP II) parecen jugar un
papel central mediando 1la reduccién de retinal a retincl y su
esterificacién - mediante LRAT vy  ARAT-, a concentraciones

fisiolégicas (Ong, 1994; Hendricks, 1996). '

Durante el transporte de quilomicrones Yy ?su metabolismo a
quilomicrones residuales hacia el higado, los ésteres de retinilo se
mantienen casi totalmente intactos en estas liboproteinas. Tales
ésteres son capturados por las células parenquimatosas del higado vy,
en parte, por tejidos extrahepaticos con intensa proliferacidn
celular (p.e. médula ésea) (Blomhoff, 1994). En higado, los ésteres de
retinilo {(forma de almacenamiento) son hidrolizados y el retinol
transferido al reticulo endoplésmico para ser secretado a la sangre

tras su unién a la RPB,

E1 metabolismo celular del retinol implica! tres grandes vias
(Blomhoff y cols, 1992). En términos cuantitativos, la vitamina A

ingerida se metaboliza siguiendo las siguientes vias (Machlin, 1984;
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Blomhoff, 1994): 1) Aproximadamente, el 20% no se absorbe y es
excretado, 1-2 dilas después, en las heces; 2) Del 80% absorbido,
entre un 20-50% es conjugade u oxXidado a pr&ductos gue seran
excretados en la semana siguiente en heces u oriﬂa; y 3 El resto
(30-60%) de la vitamina A es almacenada, fundamentalmente, en las
células estrelladas del higado (50-80% de los depésitos corporales)

fundamentalmente como ésteres de retinilo.

En el higado, el retinol se metaboliza mé% lentamente para
formar numercsos productes, algunos de los cuales son conjugados con
el acido glucurénico o la taurina y eliminados en la bilis vy la orina
(Blomhoff, 1994). Su catabolismo es lentc con una vida media de 120-
150 dias (Qlson, 1997) vy, probablemente, la mayoria del catabolismo
implica su transformacién irreversible a acido retinoico el cual

puede sufrir posteriores transformaciones (Blomhoff, 1994).
1.3.2.5.- Transporte y distribugidén enftejidos

La movilizacién de la vitamina A desde: el higade y su
transferencia a los tejidos es un proceso altamente regulado. El
retinol que alcanza la sangre es transferido y almacenado (90-95%) en
las células estrelladas del higado (constituyendo una reserva para
varios meses), siendo movilizado cuando la ingeéta de retinol es

baja.

En condiciones de estadc nutricional adechado, el 95% del
retinol en plasma se encuentra unido a la RBP (hOlO*RBP), estando
asociada {95%) a la transtiretina (pre—albﬁmina)b en proporciones
1:1, lo que parece prevenir la filtracidén glomerular del complejo
RBP-retinol (Blomhoff, 1994). La formacién de esteicomplejo es previa
a la secrecién hepatica (Sivaprasadarao y Findlay,; 19%4), vy la unién
del retinol estimula su secrecién. La unién de retinol a RBP es un
proceso muy especifico, siendo el unico liganéo en condiciones

fisiolégicas.
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E1 retinol se recicla en plasma, higado y tejidos
extrahepaticos, de forma que una fraccién del zretincl plasmatico
proviene de tejidos extrahepaticos (Blomhoff, 1994i. La cinética del
retinol en plasma se ha descrito come un modelo &ricompartimental,
representado por el retinol plasmatico, los depdsitos de recambio
lentc (principalmente, higado), vy un tercero de recambio réapido

(tejidcs extrahepaticos) (Green y Green, 1994).

La captura de holo-RBP por los tejldos (p.e. higado, placenta)
parece estar mediada por receptores especificos aunque parece
existir una transferencia no especifica, asi como una captura de
quilomicrones residuales en tejidos (p.e. médula:ésea, leucocitos)
(Blomhoff, 1994) donde el retinol es esterificabo ¢ metabolizado
hasta acido retinoico {(Hendriks, 1996). |

1.3.2.6- Control homeostatico del retinél en plasma.

En humanos, en condiciones nutricionales adeéuadas, los niveles
de retinol se mantienen en un rango muy definido: de concentracion,
inciependientemente de la ingesta de la vitamina | A (Stepp y cols,
1939; Blomhoff y cols, 1992; Biesalski, 1997). So6lo cuando las
reservas hepaticas son muy escasas, las concentréciones plasmaticas
reflejan un cambic (Green y Green , 1994). Los niveles de retinol se
incrementan desde el nacimiento hasta la edad adulta Y, en la mayoria
de las poblaciones, los hombres presentan niveles plasmidticos mayores
que las mujeres ( Murrill vy cols, 1941; Kimble y cols, 1946;
Underwood, 1984; Thurnham, 1988a; Ito y cols, 11990; Olmedilla VY
cols,1994) . i

El control homeostdtico del retinol no: es completamente
conocido y es posible que su regulacidén se derive del equilibrio
entre 8 "pools" diferentes: plasmatico (TTR~RBP—retinol, RBP-retinol

y retinol libre), en fluidos intersticiales (TTR;RBP—retinol, RBP-
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retincl y retinol libre), retinol unido a membranas' y retinel unido a
CRBPs intracelulares (Blomhoff y cols, 1992; Green y Green, 1994).
Esta regulacién también estd mediada por factores que afectan el
balance entre la entrada y la salida de retinol %n plasma. Asi, la
sintesis de RBP por el higado parece ser constitutiva y la vitamina A
no modula su tasa de sintesis ni su ritmo deg degradacidén. Sin
embarge, la sintesis de CRBP si es inducida por retinol y A&cido
retinoico, Jjugando un papel importante en la éaptura celular vy
almacenamiento de retinol (Green y Green, 1994). -

;

Por ultimo, dos érganos tienen un papel clavé en la regulacidn
del retinol plasmatico: higado y rifdén. El higado éomo procesador del
retinol de la dieta, almacén de vitamina A y lugar:de gsintesis de RBP
v TTR, determina la entrada de retinol en el plasmé. £l rifidén, por su
parte, estd implicado en la reabsorcidon de retinol;y en la salida de
retinol y RBP (Blomhcff, 1994}. :

1.3.3. VITAMINA E
1.2.3.1.- Nomenclatura y estructura quimica.

E1 términc vitamina E debe ser usado como déscripcién genérica
de todos los derivados del "tocel" vy "tocotriénol" que muestran
cualitativamente actividad bioldgica de a%tocoferol (figura
6) (Machlin, 1984). |

|

El término tocoferol no es sindénimo de vi%amina E, sino que
indica a todos los mono, di y trimetil tocoles ,iindependientemente
de 1la actividad biolégica. La molécula de tocol, nucleo de
hidroxicromanona unido a una cadena de fitilo saturada (en el caso
del tocol), o con tres dobles enlaces (en el casé del tocotriencl),
constituye la estructura basica de estos compuestos, que se
diferencian por el numerc y situacidn de los grupos metilo fijados en
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!
el nucleo (figura 6). El grupo comprende a-, B-, y%, v d-tocoferol vy

o-, Pp-, y-, v d-tocotriencl. ,
I

Todos estos compuestos se presentan  en funa variedad de

isémeros; la forma isdmera natural con mayor actividad es el RRER- o-

tocoferol (d- a-tocoferol) y supone alrededor del 90% de la actividad

vitaminica E en tejidos (Cohn, 1997), mientras que la forma sintética

es racémica, el all-rac-a-toccferol (dl- a-tocofercl).

El término Unidad Internacional de vitamina E se define como
la actividad de 1 mg de RRR- o-tocoferol, mientras que la actividad

de all-rac-a-tocoferol es del 74%. 8i la actividad bioldgica se

refiere al o-tocoferol (100%), las actividades! relativas de las

otras sustancias serian: P-tocoferol 25-50%; y-tocoferol 10-35% ; a-

tocotrienol 30% (Food and Nutrition Board, 19%91}.

1.3.3.2.- Fuentes dietéticas e ingesta re¢omendada.

i
Con fines dietéticos, la actividad vitamina;E se expresa como
"equivalentes de RRR- a-toccferoi” {(a—-TE) . Para elgcélculo de los a-
TE en dietas que contienen sdélo formas naturaleé, se aplican los
siguientes factores: p-tocoferol (x 0.5); y—tocoferol (x0.1) vy o=

tocotrienoles (x90.3) (Food and Nutrition Board, 19?1).

1,a vitamina E sélo es sintetizada por las|plantas. Los ocho
isémeros de las series del tocol ¥y tocotrignol se presentan
ampliamente distribuidas en la naturaleza. En aiimentos de crigen
animal, casi toda la actividad vitaminica E se 'presenta como o-
tocoferol, mientras gue en alimentos de origen vegétal otros isdmeros

se presentan en cantidades sustanciales (Machlin, 1984).



E1l contenide en tocofercl de los alimeﬁtos varia muacho
dependiendc de lcs tipos de tratamiento (almacenamiento, coccidn,
deshidratacién, congelacién), dado que los tocoferéles naturales son
poco estables frente al calor y el oxigeno. Las pfincipales fuentes
de vitamina E estdn en los aceites vegetales, mafgarinas, cereales
enteros y frutos secos; las carnes, pescados, graﬁas animales vy la
mayoria de frutas y hortalizas presentan poca cantiaad (Stepp y cols,
1939; Machlin, 1984; Sheppard y cols, 1993).

|
. I3 ” . 0 1 l

Las recomendaciones dietéticas de vitamina!E se basan en la
|

cantidad de vitamina E en la dieta (y dgrasa polﬂinsaturada), Yy Ssu

facilidad de almacenamiento en tejidos. La ingesté recomendada para

adultos varia segun el sexo y oscila entre 8-12 ig o-TE (Nutrition
Working Group, 1990:; Food and Nutrition Board, 1991; Moreiras y cols,
1997). En Espafia, la ingesta de vitamina E se hd estimado en 13.3
mg/persona/dia (130% de las RDA) siendo los aceités los que aportan
el 79% de la ingesta, mientras que las verduras contribuyen con cerca

del 7% (Varela y cols, 1995).
1.3.3.3.- Funciones y actividades biclédgicas

La principal funcién de 1la vitamina E  es su capacidad
antioxidante "in vivo" protegiendo especialmente a' los acidos grasos
poliinsaturados en membranas biologicas Yy lipopgoteinas frente al
dafioc oxidative (Machlin, 1984, 1991; Traber y; Sies, 1996). La
vitamina E actua "barriendo" radicales de oxigeno y parando la
reaccién en cadena provocada por estos radicales . (Burtcn y Traber,

1990) . |

El grupo hidroxilo fendlicc reacciona con un radical peroxilo
formando el correspondiente hidroperéxido orgénﬁco y el radical
tocoferoxilo, parande la cadena de peroxidaéién. El radical
tocoferoxilo puede ser regenerado mediante interacciones con

donadores de hidrogeno como ascorbato, tioles, ubiquinol, glutatidn
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reducide y carotenoides (Machlin, 1991; Niki vy lcols, 1995; Rock,
1996; Truscott vy cols, 1996; Traber y Sies, 1996). Los tocofercles,

especialmente el oa~tocoferol, también reaccionan con singletes de

oxigeno y 6xido nitrico (Traber y Sies, 1996). |

Estudios epidemioldgicos y de intérvencién: han senfialade el
efecto beneficioso de una elevada ingesta o niveies plasmaticos de
viCtamina E frente al desarrolloc y curso de enfermedades cronicas vy
degenerativas (aterosclerosis, cardiopatia isquémica, clertos tipos
de cancer, cataratas, diabetes mnellitus, envejeéimiento) ( Gey vy
cols, 1987; Gey, 1994; Xnekt, 1993; Reaven, 1995; Taylor y cols,
1995; Steinmetz y Potter, 1996; Traber y Sies 1996% Giugliano y cols,
1996) vy en la modulacién de la inmunidad celulaﬁ (Tengerdy, 19%0;
Meidany y Tengerdy, 1993; Zhang y cols, 1985; Trabér y Sies, 1986).

Ademas de la accidén antioxidante, se h%n descrito otras
actividades de las distintas formas de vitamiﬁa E. Asi, el y-
tocotrienol aumenta el recambic del enzima limitaﬁte de la sintesis
de colesterol (HMG-CoA-reductasa) (Traber y Sies, 1996), lo que
podria explicar el efecto hipocolesterolemiante dé la fraccién rica

en tocotrienoles del aceite de palma (Qureshi 'y Qureshi, 1993).

Independientemente de la actividad antioxidante, el a~tocoferol
presenta un efecto inhibidor dosis-dependiente dé la proliferacidn
celular en musculo liso a través de la activaciién de factores de
transcripcién (AP-1) . Asimismo, inhibe la protein;quinasa C {Azzi vy
cols, 1995) y la actividad 5-lipooxigenasa. Por &ltimo, actia como
estabilizador y regulador de la fluidez de mémbranas y de la
actividad anticoagulante (Traber y Sies, 199¢6) .
1.3.3.4.- Absorcidén y metabolismo

La absorcién de tocoferoles, a dosis fisiolégicas, varia entre

15-45% (rango 10-95%). El tocoferol y/o sus ésteres se absorben (tras

hidrélisis) posiblemente por difusidn pasiva, decreciendo el
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porcentaje conforme aumenta la dosis (Machlin, 19é4, 1991; Traber y
cols, 1993; Traber y Sies, 1996). El1 procesoc de ébgorcién depende de
los mecanismos de absorcidn de grasas, requﬁriendo esterasas
pancreaticas (para liberar ésteres de toccferilo) & acides biliares.

La grasa en la dieta, especlialmente triglicéridoé de cadena media,

favorece la absorcidn.

En el enterocito, el tocoferol se integra {sin
reesterificacién) en quilomicrones para su transporte hacia el
higado. Posteriormente es liberadc a la sangre en las VLDL. Existe

evidencia a favor de la no biodiscriminacién durante la absorcién

intestinal entre a- y y-tocoferol ni entre esterecisémercs de o-

tocoferol (Traber y cols, 1993).
|

|
La vitamina E se metabecliza escasamente. Menos del 1% de la
vitamina E ingerida se excreta en la orina (denominados metabolitos
de Simon, mayormente conjugados con &cido glucurénico), siendo

principalmente eliminada en la heces (Machlin, 1991; Traber y Sies,

1996) . Las formas de vitamina E no utilizadas préferencialmente (y-
tocoferol, mezclas racémicas), se eliminan durante la formacién de
las VLDL, posiblemente a través de su eliminacién én la bilis (Traber
v Sies, 1996; Leo y cols, 1995). Por via biliar,;la eliminacién es
del 75% de la vitamina E administrada (Cohn, 1997).

El principal producto de oxidacidn es la toc@feril—quinona, que
puede conjugarse comoc glucuronato y ser excretado en la bilis.
También puede ser degradado en el rifidn a écﬂdo tocoferénico vy
procesado para su liberacién en orina (Traber vy Sies, 199%6). La
presencia de otro metabolito (2,5,7,8—tetrametild2&2' carboxietil)-6-

|
hidroxicromanc) en orina, ha sido recientemente descrita en humanos

suplementados con altas dosis de a-tocoferol, sugiriendo gque la

excrecién de éste compuesto indica la saturacién de la capacidad

plasmatica de unidn de oa-tocoferol (Schultz y cols; 1995).
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1.3.3.5.- Transporte y distribucién en tejidos

Durante el catabclismo de 1los quilomicroneé, la lipoprotein-
lipasa juega un papel fundamental como proteina de transferencia de
distintas formas de vitamina E a otras lipop%oteinas {HDL) v,
posteriormente, a los tejidos {Traber Y §ies, 1896} . Los
guilomicrones residuales, que contienen la maﬁor parte de los
tocoferoles de la dieta, son internalizados ;por las células
parenquimatosas del higado mediante diferentes viaé que implican a la
lipoprotein-lipasa, Apoc E, receptor LDL y LRP (Traﬁer y Sies, 1996).

|

El higado juega un papel central en el mantenimientc de las

concentraciones plasmaticas de vitamina E y en la:discriminacién de

los distintos estereoisémeros. Esta capacidad depende de la proteina
ligadora de oa-tocoferol hepatica ("Tocopherol Binding Protein”)
(Traber y Kayden, 1989; Kayden y Traber, 1993; Tréber y Sies, 1996).

De todos los isémeros de vitamina E presentes en la dieta, el o~ y el
|

y-tocoferol parecen ser preferentemente absorbidcé v retenidos. Las
|

VLDL secretadas por el higade estan enriquecidas én RRR~ a-tocoferol
lo que explica que éste isémerc constituya el 90% del contenido en

tejidos (Traber y cols, 1993; Traber y Sies, 1996; Cohn, 1997),
|

No se han descrito proteinas especificasI de transporte en
plasma para la vitamina E, circulando asociad& a lipoproteinas,
fundamentalmente a la LDL. Este hecho determina que los niveles de
vitamina E no dependan exclusivamente de la ingesté dietética sino de
las variaciones en lipoproteinas y que la relaciénivitamina E/lipidos
sea mas fiable para la evaluacidn del status,é especialmente en
situaciones patolégicas (Thurhnam y cols, 1986; Machlin, 1991; Traber
v cols, 1993). Todas las fraccicnes de lipoproteinas contienen a-
tocoferol aungue, en el hombre, las principales ﬁransportadoras SOn
las LDL y HDL. Durante el catabolismo de VLDL d IDL v LDL existe
transferencia de vitamina E a las HDL y de éstas é otras liproteinas

(Traber y cols, 1993). |
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La captura de tocofercl por los tejidos vari; directamente con
el logaritmc de la ingesta y su concentracion enitejidos varia de
forma considerable {Machlin, 1984). Esta transferehcia viene mediada
por diferentes mecanismos: intercambio entre} lipoproteinas ¥y
membranas, transferencia durante 1lipdlisis de Elipoproteinas por
lipoprotein-lipasa, transferencia desde quilomicronﬁs a fibroblastos,
endocitosis mediada por receptor LDL (Apc B/E) y captura tisular y
transporte inverso hacia el higado por HDL (Apo A%I/A—II) (Traber v

cols, 1993; Traber y Sies, 1996). Cabe resaltar, Que lcs tejidos no

poseen mecanismos de regulacidn para la captura dei a-tocofercl dado
que los procesos de transferencia son regulados p@r las necesidades
energéticas del tejido (en el caso de transferenéia catalizada por
lipoprotein-lipasa) y/o de colesterol (transferencia mediada por

receptores LDL) (Traber y cocls, 1993). '

I
1

El tejido adiposc es el principal debésito periférico
coﬁteniendo cerca del 80-90% del wa—tocoferol, jun%o con el higado vy
el musculo. Las g¢glandulas adrenales e hipofisaéia, asi como los
testiculos y plaguetas presentan las concentréciones mas altas
{(Machlin, 1984). Estudios con tocoferol marcado ken ratas}) sefialan
que la velocidad de recambic también varia de foima importante. Es
relativamente rapida en plasma, higado, pulmén y rifidn, mas lenta en
misculo esquelético y cardiaco, y muy lenta en: tejido adiposo VY

nerviose (Burton y Traber, 1990). Sin embargo, ningin organo funciona
como reservorio de oa-tocofercl, liberandose segin la demanda. Asi,

aunque la principal reserva de o-tocoferol esta en'el tejido adiposo,
la vitamina E no se moviliza fécilmente desde este;tejido {Schaefer vy

cols, 1983).

'
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1.4.- Determinantes del status sérico de carétenoides, retinol

Y tocoferoles. :

Mientras que para el retinol y a—tocoferoléexisten rangos de
concentracién generalmente aceptados (Machlin, 1#84; 1991}, se ha
descrito una alta variabilidad intra- e interinaividual para los
niveles de carotenoides séricos en distintas pobléciones (Tangney v
cols, 1987; Thurnham, 1988a; Ito y cols, 199%0; Aschbrio y cols, 1992;
Rautalahti y cols, 1993; Olmedilla y cols, 1994;, Hercberg y cols,

1994; Tee y cols, 1994). Este hecho hace menos fiéble la estimacidén
real del compuesto en caso de una unica determinacién (Tangney VY
cols, 1987) y ©puede llevar a una sobreestimaciénide la prevalencia
de valores altos o bajos al utilizar rangos de cﬁncentracién fijos
(Van den Berg, 1993a, 1994; Olmedilla y cols, 1994,
i
Se han descrito diversos factores die%éticos (tipo de
alimento, absorcién y utilizacidn), fisidlogicos f de estilo de vida
relacionados con los niveles de estos compuesto§ en sahgre y dgue
pueden afectar la interpretacidn de su distribucién en poblacicnes.

1.4.1.- Factores dietéticos.

Aunque la presencia de nutrientes en el orjanismo procedentes
de la dieta depende de su disponibilidad y tas% de absorcidn, su
concentracién en fluidos corporales y/o tejidos puede estar sujeta a
regulacién (p.e. retinol). Esto supone que cambioé en la dieta o el
status sean contrarrestados por cambios en la eficécia de absorcidn o
movilizacién de depdsitos corporales manteniéndose constantes los
niveles para las funciones metabdlicas (Van denEBerg, i993b). Por
otro lado, los marcadores bioquimicos (p.e carotenoides séricos) no
representan medidas directas de exposicidn dﬁetética dada la

presencia de variaciones intra e inter—individuales en la
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biodisponibilidad de nutrientes y en las concentraciones en tejidos
(Bowen v cecls, 1993; Miceozzi y cols, 19%2,; JacqueF v cols, 1893; Van
Vliet, 1996; De Pee y West, 1996). I

La influencia de la dieta como determinante de los niveles
séricos de carctencoides se conoce desde hace décaaas {Boeck v Yater,
1929; Stepp y cols, 1939) v estudios con diétintas peblaciones
demuestran que los niveles plasmaticos de caroteﬁoides reflejan, al
menos de forma cualitativa, su 1ingesta en la% dieta (Stacewicz-
Sapuntzakis y cols, 1987; Thurnham, 1988a; Riboli v cols, 1988;
Shikata y cols, 1989; Ito y cols, 1990; Tee vy cbls, 1994; Scott vy
cols, 1996). Sin embarge, existen factores (tabla 7}  que pueden
determinar la gran variabilidad en la respuestaientre individuos v
hacen que la relacidn entre su ingesta y los hiveles en suero vy
tejidos sea compleia (Rojas-Hidalgo vy Olmedilla,l9?3).

En principio, los niveles en plasma reflejan, la ingesta a corto
plazeo (2-3 semanas) (Bowen v cols, 1993; Rock vy S&enseid, 1992; Yeum
y cols, 1996), mientras que sus niveles eﬁ tejido adiposo,
cualitativa y cuantitativamente, parecen reflejar la ingesta a mas
laxrge plazo {(Parker, 1989; Nieremberg Y éols, 1992} . Las
correlaciones observadas entre carctencides inge#idos en la dieta v
concentraciones plasmaticas (Forman y cols, 1993;EYong v cols, 19%94;
Jarvinen, 1996} - aun ajustados por distintos ﬁarametros {ingesta
calérica, colesterol, triglicéridos, edad, BMI, habito tabiquico,
ingesta alcohélica, suplementos vitaminicos y medicamentos ...)-
varian desde la ausencia de correlacidn (Kardinal & cols, 19295) hasta
valores de 0.63 (p.e. B-criptoxantina; Olmediﬁla y cocls, 1997¢).
Estos resultados parecen indicar no sélo gque lps niveles séricos
reflejan la ingesta a corto plazo, sino que depende del carotenoide
especifico y del método de evaluacidn dietético: utilizado (Yong ¥y
cols, 1994).

, i
Para el retinol preformadc, en sujetos con un status
nutricional adecuado, la correlacidén entre ingesta y niveles en
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plasma es muy débil debido al control homeostéticé en sangre, hecho
constatado en ensayos clinicos donde los niveles dé retincl se elevan
discretamente s6lc si los iniciales son anormalme&te bajos (Willet vy
cols, 1983; 1984).

Para la vitamina E, se han descrito asociaciénes significativas
entre su ingesta total y niveles séricos de wa-tocoferol aunque sclo
en individuos que tomaban suplementos, siendo débiles en caso de
sujetos que no los tomaban (Willet y cols, 1984; Ascheric vy cols,
1892; Vogel y cols, 1997). Asimismo, se han descrito asociaciones
inversas entre y-toceoferol y sujetos que tomaban ;uplementos de o~
rocoferol (Ascherio vy cols, 1992; Behrens vy Madere, 1986) lo que

confirma las observaciones de dque los suplementds de oa—-tocoferol

reducen los niveles de y-tocoferol en suero de huménos (Baker y cols,
1986; Handelman vy cols, 1994; Olmedilla y cols, 1997a).

|

1.4.2.- Factores fisiolégicos.
Entre los factores que pueden modificar el status de
carotenoides, retinol ¥y a-tocoferol asi como su relacién con la
dieta, se podrian diferenciar agquellos propios idel sujete vy leos

asociados a su modo de vida, aunque, a veces, amboé se relacicnen.

|

. . e ]
Como factores intrinsecos al individuo, se incluye el SeX0 COmo

determinante de los niveles de retinol y algunos éarotenoides (Tabla
8). En la mayoria de las poblaciones, independientemente de los
habitos dietéticos de 1la poblacién, 1las mujeres: presentan menores

niveles de retinol y mayores de carotenoides provitaminicos que los
|
hombres, mientras que no parece afectar a los niveles de o~ Yy ¥~

tocoferol ni a carotenoides no provitaminicos. En mujeres, también se

ha descrito la influencia de la fase del cic¢le menstrual como

determinante de los niveles de retinol y carctenoides (Forman y cols,
1996), aungque este efecto no se ha observado 1en otros estudios
(Tangney y cols, 1991; Rock y cols, 1995).
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El efecto de la edad no se ha observado de forma clara en todos
los estudios (Tabla 9) vy es posible que sea un factor determinante
s6lo tras ajustar otras variables como ingesta dietética, colestercl
y BMI {Drewnowski y cels, 1997). |

Asimismo, se han descrito asociaciones nega@ivas entre Indice

de Masa Corporal (BMI) y algunos carcotenoides (Nieremberg y cols,

1989b; Ascherio v cols, 1992; Saintot y cols, 1995; Flagg y cols,
1996; Drewnowski y cols, 1997; Vogel y cols, 1997) ﬁunque nc en todos
los estudios {Jarvinen y cols, 1993). Para eli retinocl, se han

observado tanto asociaciones positivas (Fernandez-Baflares y cols,

1993) como negativas (Nieremberg, 1989%b}, mientras que para o-
tocoferol no se ha encontrado asociacién (Vogel y cols, 1997). La

ingesta de colesterol y alcohol asi como colesterol vy triglicéridos

séricos han sido descritco como factores determinantes en algunos
estudios (Striker y cols, 1988; Roldt y cols, 1988} Jarvinen y cols,
1993; Saintot y cols, 1995). !

1.4.3.- Factores sociales y estilos de! vida.
I
Entre los factores sociales © externos al éujeto, destaca el

consumo de tabacc y alcohol. Estudios "in vitrof han mostrado la

desaparicién progresiva de carotenocides y a-tocoferol séricos al ser
expuestos al humo de tabaco (Handelman y cols, €l996), -aungque las
asociaciones en estudios con poblaciones no son uniformes {Tabla 10}.

La relacién entre consumo de alcohol y niveles de carotenoides,
retinocl vy tocoferoles parecen @ Ser todavia émés complejas vy
contradictorias (Tabla 11). Asi, aunque se ha descrito un efecto
adverso del consumo de alcohol sobre los nivelés de carotenoides
(Lecomte y cols, 1994), Brady y cols (1996} encontraron que esta
relacién puede ser explicada, exclusivamente, por, dlferenc1as en la

ingesta de dietética dado gue el consumo de al¢ohol se asocia de
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forma inversa con la ingesta de carotencides. Mésjaﬂn, estudios con '

animales indican que el alcchol puede ejercer un efecto opuesto al
i

interferir con el aclaramiento del [p-carotenc ({(Leo;y cols, 1992), 1o

que podria explicar sus maycres niveles en grandes ?ebedores (Ahmed vy

cols, 1994). Asimismo, algunos de los resultadQs contradictorics

asociados al consumo de alcohol podrian estar | asociados & una

alteracién del perfil lipoproteico, afectando el t#ansporte de estos
nutrientes en plasma (Drewnowski y cols, 1997). ‘
| |

E1 uso de determinados farmacos tambien se ha asociado a

efectos sobre los niveles plasmdticos de estos. compuestos. Cabe
destacar el aumento de retinol, a-tocofercl m B-caroteno vy/o
carotenoides asociado a la utilizacidn de diuréticos (Nieremberg Yy
cols, 198%b; Coates y cols, 1991; Vogel vy cbls, 1997y y su

disminucién con el uso de hipolipemiantes (Erdman vy cols, 1993).

Niveles de retinol elevados se han asociado al uso de anticonceptivos

orales v hormonas de sustitucién (Nieremberg y cols, 1989b; Hercberg

y cols, 1994; Machlin, 1991} mientras que nho hay de efecto con el uso

de hipoglucemiantes orales (Nieremberg y cols, 1991).

Otros factores asociados © gque pueden alterar los niveles

séricos de carotenoides Yy a-tocofercl son el ;origen geografico
(urbano vs rural), tipo de ocupacién, estado civilQ(Jarvinen y cols,
1993; Jarvinen, 1996) y exposicién al sol (Roe, 1987; White y cols,
1988) . Sin embargo, dado que una menor ingesta de é€stcs nutrientes se
asocia con edad avanzada, Sexo masculinb, ocupaciones manuales,
consumo de alcohol y habito tabdquico (Jarvinen, 1996; Brady y cols,
1996), es dificil difenciar el efecto de estos factores de adgquellos

puramente dietéticos.



1.5.- Valores de referencia vy "puntos de corte" ("Cutt-off

goints").

I

|
El objetivo ultimo en la evaluacidén del status nutricicnal

vitaminico es clasificar individuos (o grupos) sSegun la ingesta ©
niveles séricos de vitaminas en marginales, adecuados o téoxicos, ©
bien, en términos de riesgo para desarrollar wuna enfermedad

relacionada con una deficiencia wvitaminica (o +toxicidad) (Van den

Berg, 1994). La fiabilidad de la evaluacidén déi status mediante
métodos bioquimicos depende, en parte, del ' método utilizado
(variabilidad analitica V' metodoldgica), 10s criterios de
interpretacién ("puntos limite o de corte") y la variabilidad

intraindividual (Van den Berg, 1993a; 1994). i

i
Es comin la utilizacién de percentiles (p.e. 2.5 y 97.3) como
"puntos de corte" de una curva de distribucidn Iobtenida de datos
recogidos en una poblacién aparentemente sana, éestableciendo como
zona de "riesgo™ a aquellos individuocs gque caen pn ambos extremos.
Sin embargo, estos valores obtenidos estadisticémente, carecen de
base biolégica o© funcional {(Van den Berg, ' 1994). Dada 1la
arbitrariedad de los puntos de cocrte establecidoé estadisticamente,
se deberian definir 1los criterios de inclusion/exclusién de los
sujetos (tabaco, sexo, edad, estacidn de recogidé de muestra, etc.)

haciendo mas fiable el rango de referencia y su comparacidén entre

poblaciones (Van den Berg, 1993a; Rauthalati vy cols, 1993; Olmedilla
vy cols, 1994). ;

i
|
'
|

|
Para los carotenoides, no existen rangos de concentracion

aceptados en suero. Igualmente, el concepto de deficiencia , en el
sentido c¢léasico, no es aplicable a los carotenbides en nutricién
humana, fuera del uso en términos relatives én un contexto de
evaluacion de riesgo frente a enfermedades crénica? (Parker, 1997).

1

I
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Niveles elevados de carotenoides en suéro (>300 pg/dl)
(hipercarotenemia) (Underwoced, 1984} no son c¢ausa de ninguna
enfermedad aunque pueden estar asoclados a algunos trastornos
(hipotiroidismo, diabetes mellitus, enfermedad ﬁepatica 0 renal,
anorexia nervosa, tumor cerebral) (Stepp V¥ co%s, 1939; Rock ¥y
Swenseid, 1993; Olmedilla y cols, 1995), ingestidn de suplementos y/0o
dietas ricas en carotenoides durante periocdos prolgngados {Bendich vy
Machlin, 1988) o incapacidad de conversidn de B—Faroteno a retinol
{Sharvill, 1970). Asimismo, la hipocarotenemia no determina ninguna
entidad patolégica, aungue en estudios epidemiolégicos se ha seflalado
como factor de riesgo frente al desarrolloi de determinadas
enfermedades {Gerster, 1989, 1992; Ziegler, 1@93; Kohlmeier vy
Hastings, 199%; Van Poppel y Goldbohm, 1995; Mayne, 1996; Steinmetz y
Potter, 1996).

Debido al controcl homeostatico del retinol, sus niveles
plasmaticos tienden a disminuir cuando los depésiios hepaticos caen
por debajo de 20 ug/g de tejido (Maiani v cols, l§93). Los criterios
cominmente aceptados para la interpretacidén delf status sérico de
retinol en adultos son los siguientes {(Machlin, 1984, 1991; Food and
Nutrition Board, 1991; Nutrition Working Group, 1990; Maiani y cols,

19983): :

N ' . 1
Deficiencla severa

l

< 10 ug retinol/dl

|
10-15 ug " /dl = Nivel critico (primeros sintomas

de deficiencia) (Nut. Working Group)

10-20 ug " /dl = Nivel bajo (Deficﬁencia marginal)
20-30 ug " /dl = Nivel marginal

20-80 pg " /dl = Normal o© adecuadp

> 80 pg " /dl = Alto .

> 100 ug " /dl = Toxicidad
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i

Ante un status nutriciocnal de vitamina A normal, los niveles de
ésteres de retinilo suponen 5-10% del retinol circulante (Underwood,
1984) . Porcentaies superiores de formas éster se asécian a toxicidad,
v pueden estar presentes, sin elevacién de retinoi, en determinadas
situaciones patolégicas (ej. cirrosis hepéatica) ?(Maiani y <c¢ols,
1993). La interpretacién de estos valores es complicada dado que los
niveles circulantes rueden estar alterados' bajo diversas
circunstancias (enfermedad aguda o croénica, enf?rmedad hepatica,
sindromes de malabsorcién, uso de ciertos medibamentos, fiebre,

|
malnutricién energético-proteica, etc.).

|

Salvo en casos de deficiencia © toxicidad, el retinol
plasmatico no es un buen indicador de las reservas corporales totales
va que dentro del rango normal de reservas de vitamgna A (20-300 ug/g
higadc), las concentraciones plasmaticas de’ retinol estan
homeostaticamente reguladas (Olson, 1984). No obstahte, se acepta que
niveles > 30 ug retineol/dl, se asoclan a reservas hepaticas adecuadas

(Food and Nutrition Board, 1991}).

La estimacién del status de vitamina E mediante determinaciones

biogquimicas estaticas se basa en estudios de niveles plasmaticos de

a-tocoferol en poblaciones y en el hecho de due niveles de o-
tocoferol en sangre < 0.5 mg/dl se asoclan con ‘un aumentc de 1la
hemdélisis oxidativa de eritrocitos "in vitro" (Maéhlin, 1984, 1991;
Morrisey y  cols, 1993). Los rangos orientativos para la
interpretacién del status de vitamina E en plasma en adultos son

(Machlin, 1981): :

< 0.5 mg/dl = Deficiencia
0.5-0.7 mg/dl = Bajo :
> 0.7 mg/dl = Aceptable '
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Dada la estrecha correlacidn de los niveles de wa-toccofercl con

los lipidos plasmasticos, el valor de o-tocoferol plasmatico como

Unicec criterio es insuficiente (Morrisey vy cols} 1993)., Asi, la
relacién a-tocoferol/lipidos totales, a—tocofero#/colesterol o o-

tocoferol/ colesterol+triglicéridos, es una medida mas fiable que la
simple determinacidén de a-tocoferol (Thurnham, 1986; Machlin, 1984,
1991; Morrisey y cols, 1993; Gey, 1994). Unai relacién de oa-

tocofercl/colesterol >2.5 (ng/mg}, seria considerada aceptable
{(Machlin, 1984), aungque para otros autores (Keller v Salked, 1988) un
valor entre 2.2-3.8 es considerado marginal. ;

Por ultimeo, el hecho de gue un status vitamiﬂico y antioxidante
"optimo" se considera como preféquisito para una éalud "optima'™, ha
llevado a algunos autores a establecer puntos dé corte de estoes
compuestos en suero asociados con riesgo minimo f("niveles optimos
deseables", Tabla 12) de muerte prematurai por enfermedad
cardiovascular, céncer y otras enfermedades degénerativas (Gey V¥
cols, 1987; Gey, 1994; Keller vy Salked, 198é; Diplock, 1993;
Biesalski, 1995). No obstante, aunque de gran intefés en relacién con
la salud, los resultados de los estudics de inteivencién con estas
sustancias no permiten establecer, hoy dia, cuéal e? la ingesta o 1los
niveles séricos adecuados de estos compuestos én relacién a 1la
prevencién de determinadas enfermedades, ni el grédo de aplicacidén a

grupos con diferentes caracteristicas.
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1.6.- Diabetes mellitus insulino-depndienté {tipo I).

|
1.6.1.- Introducciédn. ;

La diabetes mellitus es un sindrome; heterogéneo, de
etiologia variada y cuya signos patoldgicos se: caracterizan por
hiperglucemia, déficit o actividad disminuida de 1la insulina,
alteraciones en el metabolismo de la gluccsa, lipiﬁos y proteinas, ¥y
desarrollo de complicaciones a cortoc y 1largo élazo {ADA, 1996a;
Horton y Napoli, 1996). %

En la diabetes mellitus insulino—dependiénte {(tipo I} se

presenta un déficit de insulina debido a la destrﬁccién de células B
del péncreas y la absocluta dependencia de insdlina exbgena para
prevenir la cetoacidosis y la muerte. Se puede présentar a cualquier
edad, aunque normalmente aparece en la adolescenéia, Yy suele estar
asociada a determinados antigencs HLA, predispoéicién a i1lnsulitis
virica y fenémenos autoinmunes (ADA, 1996a). '

Las complicaciones a largo plazo inCJuyen alteraciones
microvasculares (retinopatia, nefropatia), neuropétia {periférica y
otras afecciones neurcpaticas) Yy macrovascularés (aterosclerosis
acelerada, enfermedad arterial coronaria, cerebrovascular y vascular
periférica) (ADA, 1996b; Horton vy Napoii, 1996): El diagnéstico vy
tratamiento precoz de la diabetes se considera de Qran valor dado que
las complicaciones pueden reducirse de forma importante mediante un
tratamiento adecuado de la enfermedad. El madtenimiento de los
niveles de glucosa proximos a la normalidad es prioritario ya dque
reduce el riesgo de cetoacidosis diabeética, mejoran los sintomas
(poliuria, polidipsia, infecciones, etc.), dismﬂnuye el riesgo de
desarrollo y/o progresién de retinopatia diabé&ica, nefropatia vy
neurcpatia, y se asocia con un perfil lipidicoi menos aterogénico

(ADA, 1996cC).
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Se han desarrollade diferentes hipétesis ipara explicar 1la
patogenia de estas complicaciones, implicando lar via del sorbitol
(Winegrad y cols, 1274}, la glicacidén no enzimédtica de proteinas con
la subsiguiente alteracién de su funcién (Brownlee y cols, 1988), v
la participacién de radicales libres (stress oxidativo)} bien por
exceso de produccién de radicales libres ¢ bien por un reducido
status/ actividad antioxidante en estos sujetos KGiugliano y cols,
1996) . 8Sin ser excluyentes las hipdtesis planteadas, no explican
totalmente los mecanismos implicados en dichas complicaciones ni la
variabilidad en la aparicidén y curso de dichas complicaciones en

sujetos diabéticos.

Parece manifiesta la relaciodn entre el control de la glucemia y
periodo de tiempo de desarrocllc de las complicaciones. El1l estudio
multicéntrico Diabetes Control and Complications Tfial (DCCT Research
Greoup, 1993) evalud en 1441 sujetos la reiacién entre las
complicacicnes de la diabetes mellitus y la hiperglucemia. En los
pacientes asignados aleatoriamente a tratamiento: intensivo (n=711,
con mayor apoyo médico, frecuentes autocontroleslde glucemia, bomba
externa de infusiétn de insulina o bien 3 o ﬁés inyecciones de
insulina/dia), tras un seguimiento de siete afios,' se observd que el
riesgo de desarrollc vy/o progresidén de retinopatia, nefropatia vy
neuropatia disminuia en un 60% en comparacidén con la terapia
convencional { 1 o 2 inyecciocnes/dia y control menos rigurosc). Esta
reduccién era independiente del sexo, edad y duracién de la
enfermedad y se correlacicnaba con el control gluceémico (evaluado por

niveles de HbAlc) producido por el tratamiento inténsivo.

En el tratamiento de la diabetes, la dieta Hebe ser utilizada
como base para integrar la terapia insulinica, la ingesta
(especialmente de carbohidratos) y la actividad fisica (ADA, 1996d).
En sujetos diabéticos, los requerimientos nutricipnales no difieren
de los de la poblacién general. La dieta debe aportar calorias vy

nutrientes suficientes para asegurar el normal crecimientc vy
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desarrolle. Cuando la ingesta dietética es adecuada, no hay, en
general, necesidad de suplementacidén con vitaminas y/0 minerales en
estos sujetos, excepto en casos especiales de uso de diuréticos vy
otros medicamentos que pueden afectar los requerimientos de estos

micronutrientes (ADA, 1897},

1.6.2.~ Carotenocides, retinol y tocofercl en la diabetes mellitus

insulino-dependiente (tipo I}.

La diabetes mellitus insulino-dependiente {DMID) es un
trastorno metabdlicc que puede modificar el status nutricional de
algunos micronutrientes y compuestos relacionados (p.e.carotenoides
ne provitaminicos). Tradicionalmente, los sujetos: con DMID se han
clasificado entre los grupos de riesgo para un status nutricional
bajo de determinados micronutrientes (Stepp y cols, 1939; Mosenthal y
Loughlin, 1944; Mcoradian y Morley, 1987; Schorah y cols, 1988; Basu
y cols, 1989; Gaby y cols, 1991; Tamai y ccls, 1994; Mooradian vy
cols, 1994; Basu y Basualdo, 1997). Ademas, estos sujetos suelen
presentar un status antioxidante bajo y/o un elevado stress oxidativo
(Strain, 1991; Holler y cols, 1993; Carsky, 1993; Wolff, 1993; Tsai vy
cols, 1994; Fauré y cols, 1993, 1895; Farré y cols, 1996; Giugliano vy
cols, 1996; Ndahimana y cols, 1996).

Numerosos estudios han observado una elevéda proporcidn de
diabéticos (tipo I) con niveles séricos de ret_inol subdptimos o
marginales (Tabla 13). Este hecho podria estar asociado a bajos
niveles de RBP (Basu y cols, 1989; Krill y cols, 1997) y de
transtiretina en estos sujetos (Gebre-Medhin y cols, 1985), lo que
impediria la formacién del complejo retinol—RBP—TlTR. Tambien se ha
descrito un status bajo de zinc -cofacter de enzim!as reguladores del
metabolismo del retinol e importante en la sintesis de apo-RBP-,
aunque existen datos contradictorios al respecto (f‘auré y cols, 1995;
Farré y cols, 1996). Asimismo, otro factor posiblemente implicado
seria la mayor excrecién de RBP, por alteracidn ‘de la reabsorcién
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tubular renal en la diabetes, inclusc en ausencia de microalbuminuria

{Catalano y cols, 1993; Dubrey y cols, 1997).

Sin embargo, no se han cbservado correlaciones entre ila
glucemia, glucosuria, acidosis y niveles de retinol (Ralli y cols
1935, Heyman, 1936; Mosenthal y Loughlin, 1944). Tampoco se ha visto
influencia de los niveles de fructosamina vy HbAlc y excrecién de RBP
(Catalano y cols, 1993), aunque si de la glucemia basal y glucosuria
en estudios de "euglycemic clamp" debidos a la baﬁada de glucosa en

sangre (Catalano y cols, 1993).

La elevada frecuencia de "xantemia" {carotenemia) vy "xantosis"
(carctenodermia) én diabéticos ("Diabetische Xanthosis",
"pseudoicterus" en no-diabéticos}) es un hecho . reconocido desde
principios de siglec (Von Noorden, 1904; Hymans vy Snapper, 1913;
Umber, 1916; Solomon, 1919; Boeck y Yater, 19229; Rabinowitch, 1930;
Heyman, 1935; Ralli, 1935; Stepp y cols, 1939; Murrill y cols, 1941;
Mosenthal y Loughlin, 1944; Kimble y cols, 1946; Cbhen, 1958; Hoerer
vy cols, 1974; Gouterman y Sibrack, 1980; Rojas—Hidalgo, 1987). Esta
xantosis fue asociada con la presencia de "lipbcromo o pigmento
carotencide™ en sangre (Hymans y Snapper, 1913) y a "caroteno™ en
mayor proporcién que xantofilas (Solomon, 1919).

Aunque vya se conccia la influencia de lé dieta (Hymans ¥y
Miiller, 1920; Boeck y Yater,19%29; Cohen, 1958) y su estacionalidad
sobre los niveles de carotenocides en sangre (Hymaﬁs van den Bergh vy

Miiller, 1920), la hipercarotenemia - con o sin xantosis- en sujetos

diabéticos se relacionaba con hiperlipemia (Emerson, 1966) y un mal
pronéstico de la enfermedad {(Head, 1921; Rabinowitch, 1930; Cohen,
‘1958). De heche, 1la frecuencia de hipercarotenemia en sujetos
diabéticos disminuia al mejorar el contrecl de la glucemia (Mosenthal,

1944) .

En este contexto, la presencia de menores niveles de retinol,

junto con hipercarotenemia, asi como  mayor frecuencia de
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carotencdermia en diabéticos, incluso en ausencia ae ingesta elevada
de verduras, fue considerada por algunos autores como evidencia de
una alteracién del metabolismo de los carotenoides- conversién a
retinol- en estos pacientes (Ralli, 1935; Heyman, 1936; Stepp ¥y
cols, 1939; Murrill vy cols, 1941; Krall vy Zorrilya, 1971; Hoerer vy
cols, 1974; Krill y ceols, 1997).

Sin embargo, los estudios de respuesta a dosis unica con B-
carcteno realizados en sujetos diabéticos son poco concluyentes.
Ralli y cols (1935) describieron un aumento bruscd de P-caroteno en
plasma, mayor aumento absolutc y bajada mas lenta.'Por el contrario,
Heyman (1936) observd un retraso en la aparicién de [f-caroteno tras
su administracidn, aunque se mantenian elevados durante mas tiempo.
Murrill y cols (1941) no detectaron ningdn retraso en la respuesta
plasmatica tras la administracién de B—caﬁoteno. Asimismo,
Ramachandran (1973) no observa diferencias en la aparicidn de B-
caroteno tras su administracidén, observa maximos eﬂ plasma a las 6-8
horas y no evidencia alteracién alguna durante las 24 horas
siguientes. Para este autor, estos resultados sugieren que nc existe
alteracién durante la absorcién o metabolismo de B-caroteno en

sujetos con diabetes mellitus.

Respecto a los niveles séricos de vitamina E, los resultados

son contradictorios dado que se han descrito tant@ niveles mayocres,
iguales © menores en diabéticos insulino-dependientes (tabla 13). Es
posible que estas discrepancias se deban a la falta de homcogeneidad
de la poblacidn estudiada (p.e. inclusién de sujetos hiperlipémicos)
e incertidumbres metodoldgicas (Vandewoude y cols,:1987; Mooradian vy
cols, 19%4; Nnahimana vy cols, 1996}. De hecho, al relacionar los
niveles de a-tocoferol con niveles de colesteroi, no se detectan
diferencias con controles normolipémicos (Vandewoﬁde y cocls, 1987;

Tsai y ccls, 1994},
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No obstante, aun con niveles normales de vitamira E, es posible
que la presencia de hiperglucemia modifigque la composicién
(p.e.glicacidén) y/o actividad (unién y transferencia de vitamina E a
células endcteliales) de lipoproteinas v antioxidantes en estes
sujetos (Kunisaki y cols, 1993; Kawamura vy cols, 1994).

Por ultimo, basados en el posible papel del éstrés oxidativo en
la aparicién y/o evolucién de las complicacicnes a largo plazo de la
diabetes, diferentes autores han descrito efectos beneficioscs de la
adminstracién de distintes anticoxidantes (Gisinéer y cols, 1988;
Ceriellc y cols, 1991; Baker y Campbell, 1992; Davie y cols, 1992;
Kahler, vy cols, 1993; Fauré y cols, 1995; Reaven, 1995; Fuller vy
cols, 1996). Sin embargo, aungue el papel del estrés oxidativo y la
terapia antioxidante en las complicaciones diab?ticas es de gran
interés (Bloomgarden, 19297) y existan razones teéricas para
suplementar con antioxidantes, hay pocas evidenciaé que confirmen que

dichas terapias proporcionan algun beneficio (ADA 19%7).



TABLA 1.- Métodos disponibles para la evaluacidn del status de vitamina A, E y

carotencides (*%).

VITAMINA A VITAMINA E " CAROTENOIDES
Evaluacién clinica
Ceguera nocturna 5 Carotenodermia

¥erosis conjuntival
Xerosis corneal/

Escaras cbrneas

Indicadores biocldgicos

Estaticos
Retinol sérice/plasma a-tocofercl sérico/plasma Carotenoides séricos/plasma
Retinol en leche materna a-tocoferol en eritrocitos " “ en tejidos
RBP en suero » w en plaquetas

w

Concentracidén en higade » tej. adiposo

Relacién Vit.E/lipidos

Funcicnales .
Adapt.visual a la oscuridad Hemélisis eritrocitaria Metabolitcs en suero
RDR Exhalacién de pentano Proteccién ADN celular
RDR (M) MDA en eritrocitos - Oxidacidn de LDL
+S30DR Oxidacidén de LDL  Inmcnucompetencia
Marcaje isotopico Dienos conijugados ‘Marcaje isotépico

Inmunocompetencia !

Marcaje isotdpico

Histolégicos .
CIC/ICT Biopsia intestino
Mé todos diatéticos
Fvaluacidén dietética Evaluacién dietética Evaluacidén dietética

{*) Adaptado de Maiani et al (1993), Morrisey et al (1993}, Rojas-Hidalgo ¥y
Olmedilla (1993), Piertzik (1994), Van den Berg (1996b), Olson (1997), de Pee y
cols (1997}, WHO (1998).
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TABLA 2.- Métodos disponibles y recomendados para la evaluacidén del status de

carotenoides, vitamina A y E (*).

Micronutriente Método recomendado “Mejor método ?“Método prometedor”
disponible”
Carotenoides Perfil de carctencides i
{3) :
Vitamina A Retinol (3) : RDR
Vitamina E a~tocoferol I

estandarizado con

lipidos (8) i

(*) Tomado de "Flair Concerted Action No. 10 Status Papers" (Van den Berg, 1993a).

(S): Suerc.

TABLA 3.- Actividad Ercvitaminica A relativa de alg:gos carotenoides naturales (*)

Retinol W {1) {2)

{100%) {100%)
B-caroteno all-trans 17 100 100 100
13-cis- P-caroteno - = b= 53
9-cis- P-caroteno 6 50 - 38
p~caroteno all-trans 8-9 50 50-54- 53
p-criptoxantina 8-10 50 50-60 57
y-carcteno - 50 42-50 42
" p-apo-8'-carotenal 12 50-60 72 -
B-apo-10'-carotenal 0 0 - -
a-criptoxantina 0 0 - -
Luteina 0 0 - -
Zeaxantina 0 G - -
Licopeno 0 0 - -
Fitoeno 0 0 - -
Fitoflueno 0 0 - -

(*) Adaptade de Zechmelster, 1962Z; Bauerfeind, 1981; Simpsom, 1983; Khachick y
cols., 1991. (1) Valores de Bauerfeind {1971) y Zechmeister(1944);(2) Rodriguez-
Amaya (1997}.
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TABLA 4.- Actividades biolégicas de los carctenocides (*)

FUNCIONES
Pigmentos accesorios en la fotosintesis
Proteccidn frente a fotosensibilizacidn
Actividad provitaminica A

Mecanismos de proteccidn (mimetisme) y procesos sexuales.

ACCICNES (A menude, inducidas por administracidén de aléas dosis)
Antioxidantes '
Inmunopotenciadores
Inhibicién de mutagénesis y transformacidn

Inhibicién de lesiones premalignas

ASOCIACIONES (Principalmente, estudios epidemiclégicos)
Disminucidén del riesgo de cataratas
Disminucién del riesgo de degeneracién macular
Disminucién de riesgc de algunos canceres :

Disminucién del riesgo de enfermedad cardicvascular

{*)Adaptado de Bendich y Olson (1989) y Olson {19393).
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TABLA 5.- Niveles de carotencides plasmaticos tras dietas pobres o exentas de

'

carotenoides (*).

Carotenoide
"Carotene"

Carotencides
a-caroteno, B-caroteno.
f-cript.,Lut.,Licopeno

fi~carotenc
Carotenoides

Lic., lut., P-cript
a-caroteno, bcarotenc.
Liceopeno .

Luteina

Zeaxantina
p-Cript., licopeno

}-carotenc

{*) Porcentaje frente a nivel basal
Cbservaciones no publicadas.

tras larigquectomia (Olmedilla y cols,

Tiempo % final alcanc ﬁeferencia
1-2 meses Bajan (1) Pearson, 1967
2 semanas 60% Carughi y cols, 1994
3 semanas 18% Bowen y cols, 1988
8%
21 dias 54% Fuller y cols, 1993
7C dias 37% .
21 dias 7%
70 dias 48%
4 dias Bajan (1) Stahi y cols, 1993a
4 dias Bajan (1) Stahl v cols, 1992a
2 semanas Bajan {1} Micozzi, 1992
10-12 dias 65% Clmedilla y cols (2)
" 77% " "
" 72% " "
" 86% " "
(100%). (L) Porcentaje.no especificado. (2)
Pacientes con nutricién enteral (formulas comerciales)
1996a). |
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TABLA 6.- Vida media de carotenoides en plasma segun diferentes tipos de estudios.

Carctenoide Vida media Referencia

Dietas pcbres en carotencides

o~carotens < 12 dias Rock ¥y cols, 1992a
Bf-caroteno < 12 dias
f-criptoxantina < 12 dias
Licopenc 12 - 33 dias
Luteina/Zeaxantina 33 - 64 dias

Dosis dnicas o intermitentes (capsulas o alimentos)

B-caroteno 5 - 6 dias Kilbler y cols, 1993
4 - 6 dias Dimiérov y cols,1989

7 - 14 dias Micozzi y cols, 1992

11 - 15 dias Masaki y cols, 1993

51 dias {(*) Novotny y cols, 1995

13 dias (**)

Licopeno 2 - 3 dias Kibler y cols, 1393
wer Stahl y cols, 1992a

11 - 14 dias Micoézi y cols, 1992

14 dias Brown y cols, 1989

9 dias Oshima y cols, 1997

Cantaxantina 5-6 dias Kilbbler y cols, 1993
Capsantina < 1 dia Oshima y cols, 1987

Recuperacidn de niveles basales

B-caroteno 4 dias Ralli y cols, 1935
7 - 9 dias Stahl y =els, 1993a
<7 dias Jonhson y cols, 1992
10 - 40 dias Dimitreov, 1988
22 dias Paetau y cols, 1997
a~carotenc 7 - S dias Stahl y cols, 1993a
Licopeno 7 dias Stahl y cols, 19%2a
11 - 14 dias Micozzi y cols, 1992
Luteina/Zeaxantina 30 dias (#) Khachik y cols,1995a
Luteina 18 dias Kostic y cols, 1995
Carctencides totales < 42 dias Ye@m y cols, 1996

{*) Tiempo medio de permanencia en el organismo. (**} Tiempo medio de permanencia en

un compartimento. (#)Dosis repetidas durante 18-21 dias.
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TARLA 7.- Factores que afectan la relacidon entre ingesta de carotenoides y niveles

1

en suero/tejidos.

a.~ Durante la absorcién y/o conversién a retinol.

Digestibilidad ( y método de procesamiento) de la matriz del alimente

Tamafio de la particula del alimento

Cantidad, tipe y estado fisico de carotencides ?n ia dieta

Cantidad ( y tipo) de grasa en la comida
pH gastrice
Secrecién biliar (y pancreatica)
Presencia de antioxidantes/prooxidantes en la dieta
Cantidad y tipo de fibra :
Interacciones entre carotenoides y otros componentes de la dieta
Nivel y status de proteinas
Status de retinol, Zn” y Fe’'
Calorias totales y alcchol.
Presencia de determinadas enfermedades (ej. malabsorcién, diarrea)
Presencia de parasitos intestinales. .

|
b.~ Afectan presencia y concentracién en tejidps.

Variabilidad interindividual en la absorcién/respuesta%
Conversién a retinol (Actividad provitaminica A).
Posible metabolismo "in vivo™.
Isomerizacidén "in wvive".
Absorcién y distribucién tisular preferente de carotencides e isdmeros.

Interacciones entre carotencides y otros componentes de la dieta.
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TABLA 8.- Influencia del sexo sobre las concentracicnes séricas de carotenoides,

retinol y tocoferoles (*).

Ref. Retinel o-/y-Toc L/Z p-Cript. Licgggng a-caroteno [-caroteno
Murrill, 1941 - ' +{1)
Kimkle, 1946 - : +{1)
Pearson, 1967 - : +{1)

Olscn, 1984 -

Stacewicz, 1987 - + ! + +
Thurhnam, 1988 - 0 + 0] + +
Shibata, 1989 - + | + +
Ito, 1950 - 0 0 + 0 + +
Hercberg, 1994 - + + +
Olmedilla, 1924 - 0 0 + 0 + +
Biesalski, 1997 -
Vogel, 1997 0 + 0 + o . + +
(*} (+) Mujeres con niveles mayores que los hombres; (-} Mujeres con niveles
mencres que los hombres; {0) No diferencia entre sex¢s.(l) Referido como

"earotenos". L/Z: lLuteina+Zeaxantina.

TABLA 9.- Influencia de la edad sobre los niveles séricos de retinel, tocoferol y

carotencides (*).

Ref. Retinol o-/y-toe L/Z p-cript. Licopeno g-caroteno P-carotenc
Pearscn, 1967 +
Fdez~-Bafares, 1893 +
Hallfrisch, 1994 +
Jarvinen, 1996 - .
Itoc, 19%0 + + =1 - +
Jarvinen, 1993 ' -
Hercberg, 1994 + A : -
Vogel, 1997 0 0 : -
Drenowski, 1997 . 0
(*) (+)Asociados a mayores niveles; (-):Asociados a mencres niveles. (0): No
asociacién.
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TABLA 10.- Influencia del consumo de tabaco scbre los niveles de retinol,

tocofercoles y carotenocides en suero (*).

Ref. Retinol g-/y-toc L/Z B-cript. LiCOPGﬁO a-carotenoc [f-carote
Nieremberg, 1989k - -
Thurhnam, 1990 - 0 -
Ascherio, 1992 0 0 - o . -
Fdez-Bariares, 1993 ! -
Pamuk, 1594
Ross, 1995

Jarvinen, 1993

Hallfrisch, 1994
Riemersma, 1991 o]
Drenowski, 1997 ; -

Vogel, 1997 - a - ' ~ -

o o O o+

{*) (+), asociacién con niveles mayores; {-), asociacién con niveles menores; (0},

no ascciaciédn.

TABLA 11.- ZInfluencia del consumo de alcohol sobre los niveles de retinol,

tocoferoles y carotenoides en suero (*).

Ref. Retinol o-/vy-toc. L/2 f-cript. Licopeno o-caroteno [-carotenc

Rissanen, 1987
Hercberyg, 1994
Haller, 1996
Leconte, 1994
Ascherio, 1992 - : 0

McCauley, 1993 -

Striker, 1988 ' -
Thurhnam, 1988 + -
Ahmed, 1994 + {1}
Vogel, 1997 + 0 0 0 o 0 0]

o + + +

{*) (+), asociacién con niveles mayores; (-], asociacién con niveles menores; {0},

no asociacién. (1) Asociado con mayores niveles en grandes bebedores.
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TABLA 12.- Niveles "éptimos" (recomendados) de f-caroteno, retinol y a-tocoferol

en suero.

Compuesto Deficiente Marginal Adecuado Optimo Referencia
f-carotenc f>2l Gey, 1987
png/dl
<16 16-37 >37 - >64 Keller, 1988
>28-37 Biplock, 1993
>16-21 Gey, 1993
Retinol <28 28-40 >40 57-114 Keller, 1988
pg/dl
a-tocoferol <0.65 0.65-0.86 >0.86 >1.08 Keller, 1988
mg/dl
»1.35 Biesalski , 1995



TABIA 13.- Retinol, a-tocoferocl y carotencides séricos en sujetos con diabetes

mellitus insulino-dependiente (*).

Referencia (sujetos) Retinocl g-tocof. L/Z [(-cript. Licopene g-carot. —carot
Boeck,1929 {(n=100)
Rabinowitch, 1930 {(n=500)
Ralli, 1935 {n=5) .
Heyman, 1936 (n=10} : +(3)
Stepp, 1936 ) +
Murrill, 1941 ({n=186) 0
Mosenthal, 1944 (n=114}
Kimble, 1946 {n=116)
Cohen, 1958 -
Ramachandran, 1973 (n=40) O

Lewis, 1973 {n=36) 0
Hoerer, 1974 {n= 51) ' -
Anderson, 1980 ——— mmm—————— ——0k+{1)- ———————————————
Vatassery, 1983 (n=9) /- (2) '
Karpen, 1985 (n=13) - {3

Vandewoude, 1987 (n=34) +/0 (4)

Collette, 1988 (n=9) 0
Basu, 1989 (n=2%) -
Caye~Vaughien, 1990 (n=10)

Krempft, 1991 (n=35) - +
Martinoli, 1993 (n=60) - +(5)
Holler,1993 (n=20) - 0
Tamai, 1994 (n=26) - ; +

o0
ey

&

+ 4+ o+
o
N
oo

I
=2
o
+
D>
Co
I+ =}

+

Tsai, 1994 (n= 19) 0 —== mmmmTTe =0 (l}== ====—=== —ommmes

Griesmacher, 1995 (n=77)

Ndahimana, 1996 (n=119) +

Krill, 1997 (n=11familias) -

(*} Poblacién no diabética come grupo de referencia. Las citas anteriores a los
afios B0 se refieren a medidas espectrofotométricas y los datos de B-caroteno
corresponden a mediciones a 450 nm, referidas como "carotenos". Valores subrayados
indican % de la poblacién diabética con niveles supericres (+) © inferiores (-) en
diabéticos; (0) no diferencia entre grupos. (1) "total caroténe".(z) Tocoferol mas
bajo en sujetos con mayor edad. (3) Valores en plaquetas. {4) Elevados en sujetos

con hipercolesterolemia (5) Diabétices con mayor edad y/o neffopatia.



CAROTENOIDES

Estructura bdsica (C4UH56) ¥ numeracidn.
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Figura 1.~ Estructura bdsica de carotenoides, numeracidn

y estructura y denominacidn de carotenoides objeto de estudio.
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Figura 3.-
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Figura 4.-
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Figura &.- Vitamina A. Estructura del recincl y derivados.
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2.- OBJETIVOS.

la diabetes mellitus insulino-dependiente  (DMID) es un
trastorno metabélico que puede modificar el status nutriciocnal sérico
de algunos micronutrientes y compuestos relacionadoé {carotenoides no
provitaminicos). Tradicionalmente, los sujetos con DMID se han
clasificado entre los grupos de riesgo frente a un status nutricional

bajo de determinados micronutrientes y un mayor stress oxidativo.

Una alta ingesta o niveles séricos elevados de caroctenoides, o-

y y-tocoferol y, en mencr medida, retinol, estan epidemioldgicamente
asociados como factores preventivos frente a determinadas
enfermedades -ciertos tipos de cancer, enfermedad cardiovascular,
cataratas. Asimismo, se ha propuestc que la suplementacidén con
determinados antioxidantes podria ejercer un efecto "preventivo”
sobre el desarrollo y la progresién de algunas complicaciones a largo

plazo de la diabetes.
Hipbtesis

La diabetes mellitus insulino-dependiente es un factor

determinante de los niveles séricos de carotenoides, retinol, d- Y ¥-
tocoferol, modificando su absorcidn (y/o conversién a retinol},

transporte, metabolismoc y/o utilizacién (aclaramiento;.

OBJETIVOS:

1.- Estudiar, cuali y cuantitativamente, los niveles de
carotenoides, retinol, a- y y-tocofercl en suero de una poblacién de
sujetos con diabetes mellitus insulino-dependiente y su comparacién

con poblacién control no diabética.
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>.- Fvaluar en sujetos con diabetes meﬁlitus insulino-
dependiente posibles factores determinantes de los ﬁiveles séricos de
carctenoides, retinol Y tocoferoles: ingesté dietética, ;
aclaramiento en suero de carotenocides v biodisponiﬁilidad (absorcidn
y conversién a retinol) de carotenoides, con éy sin actividad

provitaminica, tiempo de evolucién de la enfermedad y control de la

glucemia.
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SUJETOS



3.- SUJETOS

La distribucién de los grupcs estudiados en el presente trabajo
se muestra ccmo organigrama en la figura 7. !

Los sujetos no seguian dietas especiales o de adelgazamiento vy
no tomaban suplementos vitaminicos, dietéticos' o productcos de

herbolario que pudieran afectar los niveles de carotenoides, retinol

y/o o-tocoferol, salvo los anticonceptivos orales que no se
consideraron criterio de exclusidén (excepto e? el estudic de

seguimiento) .

En todos los grupeos, los niveles de Folesterol total,
triglicéridos vy colesterol-HDL estuvieron dentro del rango de
normalidad. La distribucién de edades en los grupos se muestra en la
figura 8. Dada la variacién estacional en la ingesta de carotencides
(Granado y cols, 1996) y su impacto sobre los niveles séricos
(Olmedilla y cols, 1994), la toma de muestras en todos los grupos se
distribuyd a lo largo del afio (primavera“verano/otéﬁo—invierno)(Tabla
14). |

3.1.- Grupo Control.

3.1.1.- Valores de Referencia.

Para establecer "rangos de referencia"” de carotenoldes en
suero, se estudiaron un total 450 sujetos (210 hombres, 240 mujeres)
con edades entre 5-79 afios (mediana: hombres 32; mujeres 32,5},
aparentemente sanos, c¢on residencia en Madrid y su provincia (area

metropolitana y rural).

81



3.1.2.- Estudic familiar.

Grupo control "familiar” !

I

Se estudiaron un total de 214 sujetoes apare#temente sancs (97

hombres, 117 mujeres), con edades entre 6-79 afios: (mediana: hombres
28; muieres 26), no diabétices y familiares eni primer gradc de
sujetos diabéticos insulino-dependientes (n=54). El indice de masa

corporal (BMI) fue de 25 +/- 4.8 (hombres) y 23.8 +V- 6 (mujeres). La

proporcién de fumadores fue de 15% en los hombres vy 9% en las

mujeres. |

Grupo control "no-familiar"”. Relacidn &ieta/suero.
|

Se incluyeron 236 sujetos (113 hombres, 123 mujeres), con
edades entre 5-76 afios (hombres: mediana 35 ; mujéres: mediana 35),
con BMI de 26.1 +/-4.2 para hombres y 22.5+/-3; para mujeres. La
proporcién de fumadores fue de 38% en hombres y‘3ﬁ% en mujeres. Para
la comparacién entre ingesta y niveles séricos de;carotenoides, como
grupo control se tomaron 67 sujetos entre 25-45 ahos, no fumadores,
participantes en un estudio de suplementacién con carotenoides Yy
financiado por la Unién Europea {AIR CT/93-0888). En estos sujetos se
evalué la ingesta de carotenoides a partir de frutas vy hortalizas
frescas en la misma época del afc (invierno) utilizando los mismos
métodos (CFS y registros de 3 dias de dieta) q&e en el grupc de

diabéticos y se evalud la "validacidn" y "reproducﬁbilidad" del CFS.

3.2.—~ Sujetos con Diabetes Mellitus Insulino-Dependiente.

3.2.1.- Poblacién general.
|

| .
Como poblacién global de pacientes con DMID se estudiarcn

123 sujetos (60 hombres, 63 mujeres), con edade$ entre 13-84 aifios

(mediana: hombres 27,5; mujeres 27), con-residendia en la Comunidad
|
i
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de Madrid y atendidos en el Area 6 del INSALUD; Todos ellos son
pacientes externcs del Servicio de Nutricién y Diabetes de la Clinica
Puerta de Hierro, al cual acuden para el contrel yisequimiento de la
enfermedad. ;
|
El tUnico criterio de inclusidn fue la pre%encia de diabetes
mellitus insulino-dependiente, no teniendo en jcuenta el perfil
lipidico, niveles de fructosamina y glicohemoglob%na (Ebd,.), tiempo
de evolucidén de la enfermedad, presencia de complicaciones (micro o
macrovasculares), BMI, héabito tabaguico, hébitos dietéticos (excepto
uso de suplementos) o status socio-econémico. ;
|

3.2.2.- Estudio familiar. E

Se estudiaron 54 diabéticos (DMID) entre 13—67 afios (Hombres:
mediana 27 afios; Mujeres: mediana 30 afos) duranté el periodo marzo
1992/mayo 1993. La influencia del tiempo de evolucién de enfermedad vy
la presencia de retinopatia se evaludé dividiendo el grupo con < de 10
afios de evolucidn (n=26; 14 hombres, 12 mujeres){y > de 10 afos de
evolucién (n=28; 14 hombres, 14 mujeres). Todos ios sujetos fueron
tratados con un promedio de dos injecciones diarias de insulina de
accién prolongada (p.e. Humulina®, Insulatard®) s%la o mezclada con
insulina de accién rapida (p.e. Actrapid®, Velos?linﬂ (50% de los
sujetos). Las caracteristicas de esta poblacién ' se muestra en la
Tabla 15.

3.3.- Estudio de seguimiento.

El estudio de seguimiento, se realizd en 6% sujetos con DMID
sometidos a protocolo de tratamiento intensiv¢ de la diabetes
(miltiples autocontroles diarios y ajuste de las éosis de insulina).
Los criterios de seleccién de estos sujetos a ila entrada en el
estudio fueron edad entre 14-35 afios, menos de 5 afios de evolucién de
la enfermedad, sin remisidén esponténea, sin comp#icaciones clinicas

aparentemente (macro v/o microvasculares), . sin enfermedad
|
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|
|

intercurrente, sin hipertensidén ni hipercolesterclemia, sin presencia
de embarazo ni uso de suplementos vitaminic@s, producteos de

herbolario o anticonceptivos orales. i
i

Todos los sujetos visitaron el Servicio de Nufricién y Diabetes
de la Clinica Puerta de Hierroc cada 3-6 mesesi {dependiendo del
control de la diabetes) coincidiendo con la extracéién de muestra de

sangre vy la evaluacidén dietética. Las caracteristicas de los sujetos
|

a la entrada del estudio se muestran en tabla 16. :
|

Los parametros 1lipidicos y glucémicos, hierro sérico,

I
ferritina, transferrina y cinc fueron determinados por el Servicio
|
de Bioquimica Clinica de la Clinica Puerta de HFerro. Tambien se
registraron microalbuminuria, BMI, frecuencia de hipoglucemias, dosis

de insulina, autocontrcles diarios de glucemia! y aparicidén de
|
infecciones. ?

3.4.-Estudio de aclaramiento y biodisponibilidad.
I
|
Un total de 18 sujetos (10 IDDM y 8 controles) fuercn incluidos

en el estudio de aclaramiento, de los cuales 17 diabéticos y 5
!
controles participaron en el ensayc de biodisponibilidad. El estudio

|
de biodisponibilidad se 1llevdé a cabo mediante doble suplementacidn

con una céapsula de oa+fB-caroteno y luteina en caga sujeto, con un
periodo de descanso de 15 dias entre ambos tratamientos. S0lo 2
controles no pudieron realizar el doble estudioc. qas caracteristicas
de los sujetos a la entrada del estudlo se muestra Pn la tabla 17.
o

El estudio de deplecién de carotenoides e# suero con dieta
“pobre” en carotenoides y las pruebas de respuestaia dosis tnicas se
llevaron a cabo de forma simultanea conforme al siguiente protocclo.
Para el estudio de deplecién, se informd a los participantes sobre la
necesidad de evitar frutas y hortalizas ricas eﬁ carotenoides asi

como otros alimentos y platos preparados que tuvieran carotenoides en
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su composicién {(ver Apéndice II). Los sujetos ;Que realizaron el
estudio de biodipcnibilidad, ademés, evitaron el cénsumo de alimentos

con vitamina A preformada (retinol) durante las 24 ‘horas previas a la
administracién de la capsula de o+f-carotenc. Todos los sujetos

llevaron un registrc del consumo de alimentos dur%nte el estudic, ¥y
se cuantificé aplicando porciones estéandar. !
|
El objetive de la dieta "pcobre" en carotenoidés era conseguir un
aporte de carotenoides totales < 0.5 mg/dia y/o < :10% del consumo de
carotenoides a partir de frutas y hortalizas frescas en la poblacién
general {Granade y cols, 1996). El estudio se llévé a cabo durante
11-21 dias, obteniendo muestras de sangre en ayunas los dias ¢, 1, 2,
3, 6, 11, 15, 16, 17 y 21. f
El estudio de biodisponibilidad con a+B—caroieno se realizé el
dia 1, tras 24 horas de dieta libre de retinol. Loé sujetos acudieron
al laboratoric tras, al menos, 10 horas de ayuno Eogiéndose una via
para la obtencién de sangre a distintos tiempos du%ante las 8-9 horas
siguientes a la administracién de la cépsula. Se ﬁomé una muestra de
sangre en ayunas (basal) e, inmediatamente desbués, los sujetos
tomaron un desayuno estandar cconsistente en leché desnatada, pan y
aceite de oliva {40 g} Jjunto con la capsula coﬁteniendo extractos

naturales de carotencides, equivalente al aporta&o por a) 100g de

zanahorias cocidas (a+B-caroteno) y b) 200g de espinacas cocidas

|
{luteina) . ;
i
|

Las capsulas fueron las utilizadas en el Proﬁecto AIR CT93-0888

de la UE. Los extractos fueron preparados por Uniléver y encapsulados

t

tabla 18. Tras el desayuno, se tomaron muestras @e sangre cada hora

por Scherer R.P. North America y su composicién, se muestra en la
durante un periodo de 8-9 horas. Dadas las caracteristicas especiales
de los sujetos diabéticos, todos los sujetos tomaron una pieza de
fruta (pera o manzana, pelada) a media mafiana y una comida esténdar

|
(sin carotenoides ni retinol) a las 5 horas de iniciar el estudio.
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El estudio de biodisponibilidad con lutelna!se realizé el dia

15, tras 14 dias de dieta "pobre" en carotenoides;y 13 dias después
de la administracién de a+B-carctenc. E1 protécolo sequide fue

. 4 . . f
idéntico al de a+P-carotenc, obteniendo muestras de sangre cada hora,

a las 24 vy 48 horas y © dias despues de la toma deila capsula.

3.5.- Consentimiento informado.

Los procedimientos utilizados en los diferéntes ensayos (AIR
CT93-0888 y FIS 97/0966) estan de acuerdo con las:normas éticas del
Comité de Ensayos Clinicos de la Clinica Puerta Qe Hierro y fueron
aprobados por el Ministerio de Sanidad. Todos %os sujetes fuercn
informados y dierxon su consentimiento por escrito, con la aprobacién

del padre ¢ tutor en caso de menores de edad.



TABLA 14.- Grupos de poblacién (*) v distribucién anual (%) de la toma de muestras.'

Poblacion_referencia
Control DMID
H M HM

n 210 240 60 63
Edad
{mediana) 32325 27527
(rango) (5-79 (13-84)
P Y 0 I
POBLACION CONTROL:
Hombres 31 13 18 38
Mujeres 37 15 18 3t
POBLACION DMID:
Hombres 25 25 27 23
Mujeres 30 24 22 24
ESTUDIO FAMILIAR
Farniliares en 17 grado:
Hombres 50 14 17 19
Mujeres 64 11 16 9
Controles no familiares:
Hombres 11 12 20 57
Mujeres 16 16 20 48
DMID:
Hombres 52 3 24 21
Mujeres 56 28 8 8

DMID (tiempo de evolucién de la enfermedad)
< 10 aiios (n=28) 43 21 18 18
> 10 afios {(n=26) 63 8 15 12

Estudio familiar

Familiares Nofam. DMID

H M HM HM
|
i
97 117 113123 28 26
i
!
2 2 3535 2730
(6 -79) G-76)  (1367)
(0-6 /7-12) (P+V/ O+D)
|
|
t
69/31 | 44/ 56
68/32 52748
|
48/52 £ 50/50
54746 ' 54/46
|
69/31 . 64/36
73127 | 75125
!
68/32 | 23477
64736 | 32/68
!
73127 | 55745
64 /36 . 84/16
|
|
|
61/39 | 63137
77123 L 73727
|

(*) Hombres (H), Mujeres (M), primavera (P), verano (V), otofio (O), invierno (). Distribtixcién conforme al primer (0-6) y

segundo (7-12) semestre del ario.
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TABLA 1S.-Caracteristicas de los pacientes diabéticos incluidos en el estudio familiar (Media (Desv.

Standard)).

Edad (afios)
BMI (Kg/m’)
Colesterol (mg/dl)

c-HDL (mg/dl)

Fructosamina (mmol/L)

HbA,. (%)

Tiempo de Evolucion

(%o sujetos) < 10 afios
> 10 afios

Retinopatia (% sujetos)

Fumadores (% sujetos)

Creatinina sérica (pmol/L)

Acido trico (mg/dl)

Urea (mg/dt)

Albimina (g/L)

Insulina (Ul/kg/d}

Dosis Total Insulina / dia

HOMBRES (n=28)
32.3(14.6)
22.9(2.9)

186 (58)

53 (18)
3.61(2.72)
981 (2.72)

50%

50%

25%

21%

1.02 (0.11)
4.1(0.8)
36 (7)

4.6 (0.4)
0.60 (0.21)
40.1(10.5)

MUJERES (n=26)
i3 1.9(12.5)
243 (3.9)
209 (46)

64 (22)
1.84.(0.56)
i10.42 2.14)
!

'54%

46%

127%

46%

' 0.83 (0.09)
i3.3 (1.1)
134(7)

| 4.4(0.4)

i 0.68 (0.22)
40.5 (13.9)
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No. sujetos incluidos 32 " 31

No. sujetos excluidos 2 ! 4
Causas: Uso de suplementos vitaminicos 1 2
Anticonceptivos/embarazo - . 2
Sin determinacion basal 1 i -
|
No. sujetos para seguimiento 30 I 27
Tiempo medio de scguimiento (meses) i
Media (rango) 15 (0-30) | 17(0-33)
No. de abandonos (%) |
a 12 mescs 42417 : 4/22 (18)
a 24 meses 13721 (62) ; 7/19 (37)
No, de fumadores (%) ' 507 i 11 (41)
Tiempo en Tto. intensivo hasta
1* determinacion (meses) 0-8 0-6

|
Caracteristicas de sujetos DMID a la entrada del estudio de &;’mientb {media (SD)).

Hombres ' Mujeres
Edad (media) 207 66 | 203 57)
BMI 24 27) ' 220 (2.3)
HbA,. (%) 7920 | 86 (L6)
Fructosamina (mmol/L) 2709 | 2806
Glucemia (mg/dl) 151 (69) 193 (86)

|

Colesterol (mg/dl) 168 (18) | 175 24
Triglicéridos (mg/dl) 62 a7 | 60 (7
Cing (pg/dl) S99 a4 | 98 (D
Ferritina (ug/mi) 86 (37 | 38 29M
Creatinina (mg/dl) 0,97 (0,13) 0,84 (0,10)*)
Insulina/dia (u.i) 2315 | M4 (16)
Retinol (pg/dl) 39 (9) ' 5 (@)
artoc./col (pg/me) 61(10) ' 62 (1,0)

(*)p<0.01 |



I
TABLA. 17.-Caracteristicas de los sujetos a la entrada en el estudio de aclaramiento ¥ biodisponibilidad (media.SD.

rango).
Contactados
Incluidos:
" Aclaramiento”
"Biodisponibilidad”

Edad (afios)

Sexo

IMC (kg/m’)(*)
Tiempo de evolucion
(afios;, mediana (rango))
Colesterol (mg/dl)
c¢HDL (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
Glucemia basal (*)
(mg/dl)

HbA,, (Y0)(**)
Fructosamina (*)
(mmol/L)

21 [DDM

10 IDDM
7 IDDM
DMID (n=10

24 (6)
TH/2M
22.6 (1.6)
6

(< 1-23)
168 (44)
58(13)
94 (49)
227 (105)

7702
1.9(0.5)

H:Hombres: M:Mujeres; (*) p<0.01; (**) p<0.005,

Compuesto
a-tocoferol

y-tocoferol
All-+trans-luteina
13/15-cis-luteina
Zeaxanting
Licopenc tofgl
o-caroteno total
f-caroteno total
all-trans-f-caroteno

9-cis-f-caroteno

(*) Determinacion por HPLC ( Unidad de Vitaminas. Clinica Puerta de Hierro).

sapontificados.

8 controles

5 controles
Control (n=8)

27(3)

6H/ IM

25.7(L3)

178 (20)
61 (18)
85 (48)
95 (5)

48(0.5)
1.3 (0.12)

TABLA 18.- Composicion de carotenoides v tocoferoles (mg/cipsula del_as capsulas administradas

en log estudios de biodisponibilidad (*).

o+Hi-caroteno
175 ()

3.70
8.20
498
242

Larteina (1)
33
12.12
3.17
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Fig. 7.- STATUS SERICO DE CAROTENOIDES, VITAMINAS AY E

FAMILIARES SIN
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Fig. 8.- DISTRIBUCION DE EDAD EN GRUPOS DE POBLACION
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|
4.- MATERIAL Y METODOS |
I

4.1.- Cromatografia Liquida de Alta Eficacia {HPLC) .
|
4.1.1.- Equipo de cromatografia

El equipo cromatografico consistidé en un crématégrafo ALC/GPC
{modelo 201, Waters Associates, Milferd, MA) equipédo con dos bombas
(modelo 6000A y M45) e injector manual (modelos U6Kfy Reodhyne) . Para
la deteccién se utilizaron detectores UV/VIS , n@delo 440 ({filtro
fijo), 490 E (longitud de onda variable y programabie en el tiempo) y

990 (red de diodos) (Waters Assoclates). Las seﬁalés del detector se
registraron en M730 Data Module y Millenium Station;(version 2.0).
1

La correccién espectrofotométrica de patrones:se realizé con un
espectrofotdémetro de doble haz (Uvicon 930, Kontron!Instruments).

|
:
4.1.2.- Estandares y reactivoé.

|

Licopeno, all-trans o- y P-caroteno, all-trang—retinol, acetato
de retinel, palmitato de retinilo, Dva—tocofergl, y-tocoferol vy
acetato de D-a-tocoferol se obtuvieron de Sigma khemical Co. (St.
Louis, MO). P-apo-8'-carotenal se obtuvo de Fluka i Chemie AG (Buchs,
Switzerland). Luteina, zeaxantina, Yy-caroteno, caﬁtaxantina, 9-cis,
13-cis y 15-cis-P-caroteno, PB-criptoxantina, fitéeno, mutatocromo,
10'-, 12'- y 14'-B-apo-carotenal fueron suministrédos generosamente
por Hoffmann-La Roche (Basilea, Switzerland). Muestras de patrones
puros de d-criptoxantina, &-caroteno , anhidroluéeina I, II vy IIIL
fuercn donados por el Dr. F. Khachick (USDA, Belstville, MD, USA).
Violaxantina, neoxantina, 13-cis-luteina (neolut%ina A) y 13-cis-
zeaxantina (neozeaxantina A) fueron cedidos por el Dr. Toéth (Pecs,
Hungria). Patrones de ésteres de luteina (monopalm%tato, dipalmitato,
dimiristato y miristato-palmitato) fueron suminisﬁrados por el Dr.
Stahl (Diisseldorf, Alemania). |
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Tetrahidrofurano {TEF) se obtuvo de Schérlau {Barcelona,
Espafia), Hidroxibutiltclueno (BHT) vy diclorometaﬁo de Carlc Erba
{(Barcelona, Espana), metanol, etancl, n-hexanc vy aéetonitrilo {gradc
HPLC) fueron suministrades por Merck (Espafa} vy abetato aménico se
obtuve de Sigma Chemical (Esparfia). :

i

4.2.- Método de andlisis.
|

4.2.1.- Condiciones cromatogréficas

Los andlisis se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) en fase reversa conformeia las condiciones
descritas por Olmediila y cols (1990, 1992, 1997bﬂ y Granado vy cols
(1991). El sistema cromatografico consistid en col@mnas C-18 Spheri-
5-RP-18 (monofuncional) y Spheri->5-0DS (polifunciogal) (5 pm, 250 x
4.6 mm) , vy precolumna Aquapore ODS RP-18 (7 uﬁ) (15 x 3.2 mm)
(Applied Biosystems, Inc., San José. CA). i

1

|
Cocmo fase moévil se utilizaron tres sistémas de solventes

binarios y ternarios premezclados y elucidn en; isocratico o en
gradiente. El sistema I, consistié en iuna mezcla de
acetonitrilo/diclorometanc/metancl (70/20/1C) a flujo 1.8 ml/min y el
sistema II , en acetonitrilo/metanol (85/13) en grabiente de flujo de
1.8 a 3.5 ml/min. El sistema III, consistié en un gradiente lineal
mezclando los sistemas II/I (98%, 2%) a tiempo ce%o hasta el minuto
gseis (sistema II/I ; 2%, 98%) el cual se mantuvo hasta el minutoc 15
retornando a condiciones iniciales. El tiempo totél de analisis fue
de 20 minutos més un tiempo de reequilibrado de columna de 10
minutos. Se afladié acetato aménico (0.025 M) a aﬁbas fases méviles
para mejorar la recuperacidén de carotenoides eﬁ columna (Craft,
1993) . i
!

El sistema III separa los siguientes combuestos de forma
simultanea: retincl, acetato de retinol (estandar interno) y
palmitatc de retinilo, o-, y- ¥ é-tocoferol, luﬁeina, zeaxantina,
13/15-cis-luteina, cis-zeaxantina, cantaxantina, ﬁ~apo—8'—carotenal,
anhidroluteina I y II, a- y B-criptoxantina, licopéno trans, 5/7 o 9
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5
cis-licopeno, 13/15-¢cis-licopeno, neurosporeno, . Yy-carotenc, £~
caroteno, a-caroteno, all-trans-f-carcteno, 9—cis—BFcaroteno vy 13/15-
cis-B-caroteno, fitoflueno y fitoeno (Granado et ai, 1991; Olmedilla

et al, 1997b). E

!

4.2.2.- Preparacion de la muestra.

!
Las muestras de sangre cbtenidas en ayunas fugron centrifugadas
a 630 x g durante 10 minutos. El suero se separéiy se almacent a -
20°C 6 -~ 75°C hasta el analisis (menos de 5 meses a!—20°C y de un afio
a -75°C) para asegurar la estabilidad de los coméuestos a analizar

(Craft v cols, 1988; Thurnham y cols, 1988b). |

!
Brevemente, 500-1000 pul de etanol conteniendoiacetato de retinol
y/o acetato de tocoferol como estandares internos sé afladieron a 500-
1000 pl de suero. Tras agitar en vortex durante 4555egundos, se hizo
doble extraccién afiadiendo el doble de volumen de Thexano o
hexano/diclorometano (5:1} estabilizado con BHT (O%Ol%) y agitando 3
y 2 minutos, respectivamente. Las fases organicas se separaron,
juntaron y evaporaron bajc atmbésfera de nitrégeﬁo. El residuo se
reconstituyé con 200 pl de tetrahidrofurano (inyeccidén en sistema I},
etanol /tetrahidrofurano (3:1) (inyeccidén en sisﬁema II) o etanol
/tetrahidrofurano (1:1) (inyeccién en sistema II%, gradiente). El

volumen de inyeccién fue entre 5-10 pl. :

|
La recuperacién de los carotencides en lafprimera y sequnda
extraccién asi como el efecto del solvente desnaﬁuralizante (etanol
vs isopropanol), solvente de extraccidn, columné y fase moévil vy
varios ciclos de congelacién/ descongelacién de la muestra sobre la
isomerizacién de carotenocides durante la extraccién, se compard con
el método descrito por Stahl y cols (1992b). iEl porcentaje de
recuperacién fue superior al 95% para todos ios carotencoides. La
recuperacién de retinol y oa-tocoferol afiadidos a lé muestra fue de 96

(£ 8) y 98 (t 9), respectivamente (Olmedilla y colé, 1892} .

|
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4.2.2.1.- Separacidén de la fraccidn de "lipoproteinas ricas en
triglicéridos (TRL)".

En el estudio de biodisponibilidad, la cuantif%cacién de ésteres
de retinol y carotenocides se realizd en fracciones de TRL segun el
protocolo descrito por Griffiths y cols, 1994. Las muestras de sangre
se recogiercn en tubos con EDTA (5%) y se centrifugaron a 2000 x g
durante 20 minutos dentro de los 30 minutos siguienﬁes a la obtencién
de la muestra. Alrededor de 0.5-1 ml de plasma ée separd para la
cuantificacién de carctenoides y ésteres de retinolfen plasma total y
2.5-3 ml de plasma se utilizaron para la separacién de TRL. Ambas
muestras se congelaron a - 20°C hasta su analisis (% 20 dias).

Para el aislamiento de TRL, las muestras ; se descongelaron
lentamente a 4°C, y agitando suavemente. Las muestras se prepararon
por duplicado transfiriendo 0.5 ml de plasma a tubés eppendorf a los
cuales se afiadidé 0.8 ml de solucidén de NaCl 0.9% ! (densidad = 1.006

kg/L) y se sometieron a centrifugacién {12.600 x g) durante 2 horas.
La fraccién "TRL" de cada duplicado era recogida me?iante aspiracidn,
lavandc las paredes del tubo, y se juntaron para ;su extraccién. La
validacién de éste protocolo se realizé comparando los resultados con
la técnica de aislamiento de TRL descrita por Van Viiet y cols (1985)
consistente en ultracentrifugacién a 100.00 x g durante 30 minutos
(rotor flotante SW40 Ti (Beckman)), tanto en sujetos control vy
diabéticos para muestras obtenidas durante 8 horas hel estudio.

En sujetos control, los coeficientes de Variécién, en el dia y
entre dias, del método de aislamiento de TRL rindiéron valores de 1%
y 6% para a-caroteno, 1% y 2% para all—trans—B—cardteno, 9% vy 4% para
palmitato de retinilo y 16% y 8% para luteina, r@spectivamente. En
sujetos diabéticos, los coeficientes de variacién, en el dia y entre
dias, fueron de 5% y 1% para oa-caroteno, 3% Yy 9%ipara all-trans-f-
caroteno, 9% y 10% para palmitato de retinilo y 2% iy 4% para luteina,
respectivamente. |
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4.2.3.- Deteccidn e identificacién de compuestos en suero.
|
Los carotenoides se detectaron a 450 nm {excepto para fitoeno a

286 nm, fitoflueno a 370 nm y &-caroteno a 402 nm)% retinol, retinol
acetato vy palmitato de retinileo a 325 nm, a- 'y fy-tocoferol se
detectaron a 294 nm. La identificacidén de caroten&ides en suero se
realizd comparando los tiempos de retencidn con los; mostrados por los
patrones, <co-elucidén al inyectar suero con pétrones ariadidoes,
determinacién del espectro de absorcidn y longituqes de onda maxima
(principal y mayor longitud de onda) y relacién %IFI/II (Longitud de
onda mayor/Longitud de onda méxima). Los datos Fe compararon con
patrones disponibles y datos aportados en 1la b}bliografia {Tabla
19). l

|
La deteccién e identificacidén de formas "cié" se realizé por

lectura simultédnea del pico a 330-340 nm para ia. mayoria de 1los

carotenoides - 360-370 nm para el licopeno, determinando la relacién
de absorbancia en regién "cis"/436 nm vy P-ratio (longitud
maxima/regién "cis") y su comparacién con datos de patrones vy
bibliografia. |

4.2.4.- Cuantificacidén. Pureza de patronés y curvas de
Calibrado. i
|

Las concentraciones de las soluciones stéck se calcularon
corrigiendo las medidas‘gravimétricas sobre la basé de los valores de
absortividad (E 1% 1lcm) publicados en la bibliografia (Tabla 20) vy
por inyeccién individual en el sistema de HPLC par% su correccién por

presencia de isdémeros y/o otros picos presentes en el cromatograma.

Las soluciones stock de cada carotenocide se prepararon
disoclviendo 1-3 mg del compuesto en 50 ml de THF eétabilizado con BHT
(0.01%), las cuales se almacenaron protegidas de ﬁa luz a - 20°C vy
bajo atmésfera de nitrégeno. Estas soluci?nes se diluian
posteriormente hasta las concentraciones préxima$ a las detectadas
- en suero. Las soluciones de retinoides, d—a—tocofeﬁol.y acetato de d-
96
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a-tocoferol se disclvieron en etanol hasta obtener concentracicnes de
0.05-1 mg/ml. Estas solucicnes eran desechadas cqando las lecturas
espectrofotométricas mostraban una disminucién de la pureza y, en
cualquier caso, mezclas de todos los compuestos se preparaban cada
mes {2 meses al utilizar Milleniun Station). Dilucibnes de acetato de
retinol (estandar internc) se prepararon semanalmen#e.

La determinacidén de las concentraciones de carotenoides en suero
se realizd en base a curvas de patrones (externd) conteniendo los
carctenoides mayoritarios presentes en suero (luteiha, zeaxantina, fB-
criptoxantina, licopeno, o- y Pcaroteno) y determinando area del pico
frente a concentracién inyectada. Para la ¢uantificacién de
retinoides y tocoferoles, se prepar0 una curva conteniendo retinol,
palmitato de retinilo, a- vy y-tocoferol. Ambas: curvas contenian
acetato de retinilo y/o acetato de toccferilo come ﬁtandards internos
permitiendo la correccién de las concentraciones de todos los
compuestos por pérdidas o concentracidn de volumeﬁ y variaciones en
la inyeccién. La cuantificacién de cetocarotenoiqes, cis-luteina vy
palmitato de luteina se realizaron frente al patﬁén de luteina. La
cuantificacién de isémercs de p-caroteno vy licoﬁeno se realizaron
frente al patrén de all-trans—-P-carcteno vy ali-trans-licopeno,
respectivamente, mientras gque para anhidrolut?ina (I vy II,
cantaxantina, P-apo-carotenales y fitceno se realizaron con curvas
individuales. |

| |

Para generar las curvas de calibrado en i ambos casos, se
inyectaron 6-8 puntos a diferentes concentracionés que cubrian un
rango suficientemente amplioc al observado en suero} Los coeficientes
de correlacién entre 4rea de cada pico Yy %la concentracién
correspondiente del compuesto en la curva de caliﬁrado variaba entre
r = 0.990 - 0.999. |

|
I
|
!
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4.2.5.- Limite de deteccién en suero.

Utilizando 0.5 ml de suero y siguiendo el método de preparacién
de muestra descrito, las cantidades minimas cuantificables {relacidn
altura de pico/ruido de base =3} expresadas en Qg/dl de suero en
sistema III scon: luteina 1,22; zeaxantina 0,88; B—cFiptoxantina 1,29;
licopeno 1,40; oa-caroteno 0,38; [p-caroteno O0,56; Eretinol 2,76; o-—

tocofercl 55,94; y-tocoferol 17,5 y palmiteto de retinilo 1,74.
4.2.6.- Control de calidad.

El control de calidad de los analisis se réaliza mediante la
participacién en el "Quality Assurance Programﬁe on Fat-Soluble
Vitamins" dirigido por National Institute of Standaids and Technology
(NIST) (Gaithersburg, MD ,USA). Las muestras so# analizadas tres
veces al afio e incluyeron muestras "ciegas" para controlar la
precisién y exactitud, asi como reproducibilidacﬂ a corto y largo

|
plazo del métode analitico.

|
|

4.3.- Método para la evaluacidn de la ingesta.
1

4.3.1.- Desarrollo de un Cuestionarioc de Frecuencia% Semicuantitativo
para la evaluacién de la ingesta de carotenoides.
|
4.3.1.1.- Objetivos. i
|
Los carotenocides son micrcnutrientes con unagelevada variacidn

intraindividual (Tangney vy cols, 1987; Ascherilo y cels, 1992;

Hercberg y cols, 1994}, aunque esta variacidn en!la dieta se puede
atenuar al utilizar métodos que evalian el co#sumo habitual de
alimentos {historia dietética, cuesticnarios . de frecuencia)
(Bloemberg y cols, 1989). Los carotenoides tienen ﬁelativamente pocas
fuentes dietéticas importantes. Asi, un grupo red?cido de alimentos
puede explicar mas del 90% de la variabilidad intgrindividual en la
ingesta de carotenoides en paises occidentales (Byers y cols, 1985;

Striker y cols, 1991; Block, 1994). En nuestro.péis, el consumo de
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frutas y verduras contribuye en mas del 90% ;a la ingesta de
carotenoides (Varela v cols, 1995) siendo un nﬁmero reducido de
frutas v hortalizas los que aportan > 95% de la ing?sta individual de
carctenocoides a partir de frutas y verduras (Granado!y ceols, 19%¢6).
|
En el presente estudio, se decididé utilizar como método de
evaluacidén dietética un cuestionario de frecuenciag semicuantitative
(asignando porciones estandar) debido a: 1) que' la frecuencia de
consumo explica la mayor parte de la variaciéné ocbservada en el
consumo de alimentos (Willet, 1994), 2} la escasa #ejora obtenida al
introducir el tamafio de las porciones ccnsumidas en los coeficientes
de correlacién para la validacidén con otros métodos de evaluacién de
ingesta (Willet, 1994) y evitar errores en la %stimacién. de las
porciones por los participantes (Garrow, 1995), vy 5) la facilidad de
cumplimentacién,; entrada de datos y bajo costo. i
|
El cuestionario perseguia los siguientes objeﬂivos:
‘1.- Obtener informacidén (retrospectiva) Esobre la ingesta
reciente (15 dias) de carotenoides a partir de frutas y hortalizas.
2.- Establecer rangos de ingesta de élos carotenoides
mayoritarios en suero y aplicarlo a la clasificaciéh de individuos.
3.- Estudiar las relaciones entre ingeéta de frutas vy

hortalizas, carotenoides especificos y sus niveles en suero.

4.3.1.2.- Seleccidén de frutas y'hoftalizas
|
La seleccién de alimentos para su inclusidén en el Cuestionario
de Frecuencias Semicuantitativo {(CFSC) se reali%é en base a los
siguientes criterios:
1.- Alimentos que fueran consumidos por un po#centaje elevado de
la poblacidn. I
2.- Alimentos cuyo consumo varia en frecuencia y cantidad entre
la poblaciébn. i
3.- Alimentos que contribuyen significativameﬁte a la ingesta de
carotencides a la dieta por su elevado contenido en carotenocides (e]:
zanahorias), alta frecuencia de consumo (e]. naraﬁjas) O Cconsumo en

|
gran cantidad (ej. patatas). |
|
|
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La inclusién de alimentos se basd en datos dé éonsumo Yy Ccompra
en Espafia obtenidos de las siguientes fuentes: Enéuesta Nacional de
Alimentacién vy Nutricidén {INE, 1985, 1994), estudiocs basados en
"cesta de compra" (MAPA, 1988, 1893), Evoluciéh de los Habitos
Alimentarics en Esparfia {(Moreiras y cols, 1990), Red de Distribuciédn
Nacional de frutas y verduras (MERCASA, 1993) y Encuesta de Nutricién
de la Comunidad Auténoma de Madrid {(Aranceta y cols, 1994).

|
4.3.1.3.- Disenio del Cuestiocnario (ver ﬁpéndice I)

Un total de 35 verduras y 17 frutas fueron incluidas en el
cuestionario como preguntas "cerradas" (consumo individualizado} asi
como preguntas "abiertas" scobre consumc de otras no especificadas y
cuyo contenido de carotencides pudiera ser significativo (ej.
nisperco). En conjunto, los alimentos incluidos suﬁonen mas del 97%
del consumo total de frutas y hortalizas en Espafia; tanto anual como
estacicnalmente (INE, 1995). Las hortalizas se agruparon segun el
color de la porcién comestible siguiendo la clasif;cacién en alguncs
estudios epidemiclégicos (Le Marchand y cols, 1989), la posible
utilidad en posteriores estudios nutricionales, asi como la mayor
facilidad al cumplimentar los cuestionarios, ; procesamiento e
interpretacién de los datos.

El cuestionario incluyd preguntas generales (fecha, sexo, edad,
peso, altura, suplementos, tabaco...}, cuestioﬁes sobre consumc
general y relevante que pudiera condicicnar la bibdispcnibilidad de
carotencides (ej. consumo de grasa, proteinas, rétinol preformado,
alcohol, ...) (Haraldsdéttir, 1993), ademads de lai especifica sobre
fuentes dietéticas de carotenoides. l

4.3.1.4.- Contenido en carotenocides en frutas y verduras.

E1 contenido de carotencides de frutas (n=17):y verduras (n=22)
utilizado para la cuantificacién de la ingesta corresponde a los
anadlisis realizados en alimentos espafioles (Granado y cols, 1992;
Olmedilla y cols, 1993, 1996b). Los valores utilizgdos en el calculo
de la ingesta fueron corresponden a alimentos crudos o hervidos en
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agua - cuando se consumen tras procescs culinarios% y saponificados,
con el fin de estimar la ingesta total de carctenoides disponibles
para su absorcidn. i

La calidad de los dateos utilizados, evaluados bor la Universidad
de Wageningen (Holanda) en cuanto a representatividad de la muestra,
manejo de muestras y control de calidad de los hnélisis, ha sido
calificada como "altamente aceptables" ( 3% "top scored") (Poorvliet
and West, 1993).

4.3.1.5.- Control de calidad, validacidén y reproducibilidad del

cuestionario de frecuencias.

Como criterios de control de calidad y validécién del CFSC, se
utilizaron los siguientes: ‘
1.~ Control de calidad (Haraldsdéttir, 1993):
l.a.- Informacidén complementaria: Pesco, talla,
consumo excesivo o rechazo de deterhinados alimentos,
consumo de carne, pescado, lacteos, ‘huevos.
1.b.- Preguntas de calibracién y ve#ificacién no
cuantitativa: ;
1.b.1.- Calibracién: Preguntas. "cruzadas"
(consumo general vs consumo especifico).
1.b.2.- Verificacidén no cuantitativa: ej. fecha,
consumo estacional y disponibiiidad en el
mercadc. :
1.b.3.- Fiabilidad de las respuestas: Preguntas
"irrelevantes" (ej. dificultad para responder el
cuestionario.) i
2.- Validacién del cuestionario: |
1) Se utilizé como método de validacién del CFSC
correlacién con registros de 3 diasi(prospectivo)
llevados a cabo dentro de la siguiehte semana a la
cumplimentacién del Cuestionario, ya que ambos
métodos comportan distintas fuentes) de error (Garrow,
1995) y se asumen como representativos de la ingesta
"habitual" {Freudenheim, 1987).
j 101



2) Correlacidn con niveles sérices de carotenoides en
muestras obtenidas dentro de la semaaa, anterior o
posterior, a la cumplimentacién del Euestionario.
Aungue son valides cuando estos compuestos responden
a la dieta (Jacques, 1993), se ha de asumir gque
dichos niveles responden de manera dosis-dependiente
{(Freudenheim, 1987). !

3) Medias y distribucién de ingestaé frente a niveles
séricos (referencia) asi como % de pbblacién que se
asigna a cada cuartil, en el mismo cuartil y en

quartiles cpuestos (Garrow, 1995).

La reproducibilidad del método dietético en diferentes
intervalos de tiempo, se llevd a cabo en sujetos éontrol (n=67) los
cuales cumplimentaron los cuestionarios vy registro§ de 3 dias con un
intervalo de tiempo de 3 meses (n=55). :

4.3.1.6.- Procesamiento de los datos de ingesta.
;

Para cuantificacidén de la ingesta de carotenoides se utilizaron
los siguientes criterios:

1.- El ntumero de piezas /raciones consumidas por semana se
refirié a consumo diario tanto en el Cuestionario comc en registros
dietéticos. !

2.~ Se utilizaron racicnes estéandar aplicandd el porcentaie de
porcidn comestible. ;

3.- Distintas variedades de algunos alimentos se computaron
promediando los valores de aquellas variedades con: datos disponibles
(ej. lechuga de "hoja alargada"/ "iceberg") o se redujeron a una
tinica categoria tomando datos de la variedad diéponible de mavyor
consumo (ej, manzana Golden, pera de agua, tométe de ensalada).
Variedades cuyo contenido en carotenocides es significativamente
distinto (pimiento rojo y verde) se cuantificaron ibdividualmente.

4.- Alimentos especificos normalmente consumidos Como platos
mixtos o multicomponentes {ej. zanahorias, cebollaé, lechuga, tomate

natural),

1
I

!
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se les asignd un valor cuantitativo medio obteﬁido a partir de
medidas caseras vy recetas.

5.- Los cuestionarios evaluados como "inconsiétentes" en base a
las preguntas "cruzadas" o cumplimentados de formi "incompleta™, no
se computaron.

6.- Como control de calidad , las entradas de datos de todos los
cuestionarios y registros de dieta fuerocn realizada$ por duplicado.

1

4.4.- Métodos estadisticos

Debido a que las distribuciones de concentracién de carotenocides
en la poblacién no cumplian los criterios de no#malidad (Test de
Kolmogorov), se utilizarcen métodos no paramétricos (U de Mann-Whitney
para datos no emparejados y T de Wilcoxon para @atos emparejados)
para evaluar diferencias entre sexos Yy grupos, influencia del tiempo
de evolucién de la enfermedad y presencia o no de retinopatia, dieta,
efecto del control metabdlico y presencia de infecciones. La relacidn
entre variables se establecidé mediante el coeficie@te de correlacidn
de Spearman. El grado de significacién se establecié en p<0.05.

|
Para el analisis de las interacciones éntre variables vy
contribucién relativa de cada variable, asi como la evolucidén en el
tiempo de las variables estudiadas se utilizaron moaelos de regresidn
maltiple y logistica ("paso a paso" y "emparejado™), ajustando © no
por la variable sexo. Debido a la gran variacién entre sujetos en las
variables evaluadas en el estudio de seguimiento, }a variacién en el
tiempo de estos paradmetros se evalué mediante 'ANOVA de medidas
repetidas. El estudic de biodisponibilidad de B-caroteno y luteina
asi como la desaparicién de carotenoides en suero tras dietas pobres
en carotenoides, se evalud mediante el célculo de érea bajo curva de
concentraciones frente al tiempo {AUC) -tras corréccién por valores
basales- mediante la regla de la suma trapezoidal. Las diferencias
entre grupos se estudié mediante métodos no paramétricos para datos
no emparejados (U de Mann-Whitney). El estudioi se llevé a cabo
mediante los programas BMDP (BMDP Statistical Software, Los Angeles,

CA, USA) y SPSS versién 7.5 (SPSS Inc. IL, USA).
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TABLA 19.- Caracteristicas espectrales utilizadas para la identificacion_de carotencides, retinol v tocoferoles en

Suero.

|
|

Ref. Compuesto A maxima (nm) Solvente %I/ (Q-ratio) A maxima (nm)
' HPLC (Sist. ) (*)

1 Retinol 325 Etanol . 326

1 Acet. retinol 326 Etanol ' 328

i Palm. retinol 126 Etanol | 328

2 y-tocoferol 297 Etanol , 300

2 a-tocoferol 292 Etanol ! 295

3 ge-caroten-3,3'-diona 420, 442,472 418, 442, 473

3 3“OH-ee-caroten-3-ona 423, 442,472 418, 442, 471

3 3-OH-P,s-caroten-3'ona 423, 448, 476 ; 449, 476

5  Luteina 422, 445,474 Etanol 60 447,476

4  13<is-luteina 423,453,483 Hexano (2.06) (333),342, 469

5  Zeaxantina 428, 450, 478 Etanol 26 454, 481

4 13<is-zcaxantina 433, 458, 487 Hexano 2.02) (343),450, 474

5 B-apo-14'~carotenal 392 Eter petroleo Q 406

5  B-apo-12'<arotenal 413 Eter petréleo } 428

5 B-apo-10'- carotenal 434 Eter petroleo 452

5  p-apo-8'-carotenal 452 Eter petroleo | 459

5  Cantaxantina 474 Etanol ! 476

3 Anhidroluteina I 446, 476 : 449, 476

3 Anhidroluteina IT 448, 476 450, 478

3 Anhidroluteina IT{ 466 ' 467

5 o-ctiptoxantina 421, 445, 475 Hexano © 60 449 478

5  p<riptoxantina 425, 449, 476 Eter petroleo b oa2s 457,484

5  Licopeno 444, 470, 502 Eter petroleo .65 476,507

5  Neurosporeno 416, 440, 470 Hexano Lo- 418,444,474

5  yaroleno 437,462, 494 Eter petrdleo 40 467,496

5  E-caroteno 377, 399, 425 Hexano ' 103 382,404,428

5  o-caroleno 422, 445,494 Eter petrleo | 55 449,478

5  p-caroteno 425, 450, 477 Eter petroleo P25 457483

5  Fitoflueno 331, 348, 367 Hexano C %0 335, 353,370

5  Fitoeno 276, 286, 297 Hexano 10 286,300

i

+

Refs.- (1) Machlin, 1984; (2) Merck Index, 1983; (3} Khachick y cols, 1992, 1995b; ( 45 Valores proporcionados por Dr.
Téth (Hungria); (5) Britton, 1995, (*) MAxima en regién ultravioleta. '

104



1

TABLA 20.- Valores utilizados para la correccion espectrofotométrica de carotenoides. retinoides v tocoferoles.

Compuesto
Retinol

Acetato de retinol
Palmitato de retinol
a-tocoferol
y-tocoferol
Lufeina
Zeaxantina
Cantaxantina
B-apo-8’~carotenal
f-criptoxantina
Licopeno
y-caroteno
o-caroteno
B-caroteno

Fitoeno

Refs.- (1)Merck Index . 1983: (2) Machlin, 1984; (3) De Ritter y Purcelt, 1981.

Soivente
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol

Eter petroleo
Eter petrdleo
Eter petroleo
Eter petroleo
Hexano
Eter petroleo
Eter petroleo

Hexano

A (nm)

3258
326
328
292
297
45
450

457
452
472
462
444
453
285

1835
1550
975
7
91
2550
2540
2200
2640
2?86
3450
3100
2800
2592
1250

W W W W W W W W W W N

105



RESULTADOS



5.- RESULTADOS. :

5.1.- Control de calidad de los datos. precisidén v exactitud.

La variabilidad, reproducibilidad vy precisién del método
cromatografice se muestran en las tablas 21-23; La precisién y
exactitud del método para lcs compuestos con valorés certificados en
material de referencia (SRM 968b) (retinol, a~tocoferol, B-caroteno,
luteina y palmitatoc de retinilo) (NIST) es calificada con valores de 1
y 2, lo que corresponde a las desviaciones estén@ar de los wvalores
asignados por el NIST. La variabilidad intra-laboratoric frente a la
mostrada inter-laboratorios (F..q) en analisis de dﬁplicados "ciegos”
fue < 0.05, lo gque implica un control "excelenée" a corto plazo
(NIST, Report RR XXXVIII, 1996). :

5.2.- Status sérico, cuali vy cuantitativo, de carotenoides, retinol Y

tocoferol en una poblacidn de pacientes con DMID.

5.2.1.- Analisis cualitativo.
|

Utilizando la metodologia descrita (sistema IiI}, los pacientes

diabéticos mostraron un perfil de carotenoides, retinol, palmitato de
retinilo, o=, y- y o6-tocoferol en suero, cualitativﬁmente idéntico al

observado en sujetos control.

Los carotenoides presentes (sistema TIII) en:la mayoria de los
sujetos, se muestran en la tabla 24 y en la figurai9. En general, un
total de 25-30 picos, incluyendo formas "cis" y poéibles metabolitos,
fueron detectados en la mayoria de los sujetos,;aunque algunos no
pudieron ser identificados. Determinados com@uestos sblo  se

detectaron en algunos sujetos tras concentrar la muestra (p.e

cantaxantina, fitoeno, fitoflueneo, &-tocoferol |, y palmitato de
retinilo). El1 perfil de carotencides y su identificacién en suero se

confirmé utilizande otros sistemas cromatogréficos} a) Stahl y cols,
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1993b y b) elucién en gradiente con columnas C;o. Né obstante, debido
a la ausencia de estéandares para algunos carotenoid%s ¥ a la falta de
otros métodos de identificacidn (MMR, LC-MS), la présencia de algunos
compuestos debe ser considerada @ como tentativa (p.e.. ceto-

carotencoides) .

En las condiciones ensayadas, no se detectd la presencia de
otros carotencides presentes en la dieta como epoxircarotenoides (es.
neoxantina, violaxantina, licopeno-1,2-epdtxidc), anhidroluteina III y
formas éster de xantofilas. A excepcidén de B}apo—B'—carotenal,

identificado de forma tentativa en algutn sujeto, 'no se observé la

presencia de otros B-apo-carotenales.

La presencia de retinol se atribuyd a la forma trans ya que la

posible presencia de cantidades minimas de formas c¢is no eran
resueltas por ninguno de los sistemas ensayados. y-tocoferol fue
|

detectado en la mayoria de los sujetos, mientras que 8-tocoferol (297

nm) s6lo se presentd en algunos individuos.

Artefactos e interferencias analiticas.

Esta valoracién se llevé a cabo utilizando el método descrito
por Stahl y cols, (1992) y el utilizado para el presente trabajo
(Olmedilla v cols, 1994; Olmedilla y cols, 1997). lLos resultades
muestran un perfil de carotencides (formas trans y cis) cuali y
cuantitativamente iguales en ambes métodos,'excluyehdo la posibilidad
de formacién de artefactos debido al métode utilizado. S6lo en el
caso del fB-caroteno se detectd la formacidén de un;2—3% de 13-cis-B-

caroteno durante el analisis cromatografico.

Se han observado posibles interferencias de . P-criptoxantina a
elevadas concentraciones sobre a-tocoferol al co-eluir en la bajada
del pico de a-tocoferol, lo que ha podido !contribuir a la

sobreestimacién de concentraciones bajas de «o-tocoferol. Otras
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posibles interferencias por co-elucién de distintos compuestos
fueron: 5,6-dihidroxi-5,6-dihidro-licopeno (metabolito descrito en
plasma; no pudo ser detectado, posiblemente al co—éluir en la regidn
de los ceto-carotenoides; 9-cis-iuteina vy all—tréns—zeaxantina; G-

cis-zeaxantina tampoco se detectd al no ser resﬁelto de la forma
trans; 13-cis-zeaxantina vy cantaxantina, cis-o-cardoteno y all-trans-
B-caroteno, 9-cis—PB~caroteno y fitoflueno, y palmitato de retinilo

con 13/15-cis-P-carotenc. No se observd interferencia entre fitoeno y

ésteres de colesterol.

5.2.2.- Analisis cuantitativo

5.2.2.1.- Poblacidén diabética. Comparacién con valores de referencia.

En la tabkla 25 se muestran los valores de los percentiles 5, 25,
50, 75 y 95 para la poblacién diabética y el grupo'control {(poblacién

de referencia).
Diferencias entre sexos.-

Se obtuvieron diferencias significativas entre sexos para
retinol (mayor en hombres) y para o- y P-caroteno (mayor en mujeres),

tanto en diabéticos como en controles. P-criptoxantina fue mayor en

mujeres sdélo en el grupo contrel, y luteina en mujeres diabéticas,

mientras que la relacién a-tccoferol/colesterol fue mayor en hombres

control.

Diferencias entre diabéticos y controles. -

Los diabéticos, tanto mujeres como hombres, mostraron menores
niveles de retinol y mayores de B-caroteno mientras que a-tocoferol,

B-criptoxantina y licopeno fueron significativamente distintos sdélo
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en hombres. El analisis multivariante (tabla 26), incluyendo todos
les compuestos vy la edad, entre el grupo conﬁrol y diabético,
identificdé retineol, B-caroteno vy licopeno como las variables
significativamente diferentes entre ambcs grupos. Cuando el andlisis
se llevd a cabo ajustando por sexo, retinol Y B-caroteno se

asoclaron a ambos sexos mientras que licopeno entrd en la ecuacidén

s6lo en el caso de los hombres.

Correlaciones entre compuestos en suero. -
i

Independientemente del grupo y sexo, los mayoges ceceficientes de
correlacién se obtuvieron para luteina vy zeaxanﬁina, Yy o~ y B-
carotenc (r=0.63-0.74). Valores de r entre 0.0l—b.l se observaron
para retincl y carotenoides provitaminicos, mientras que a-tocofercl
y retinol mostrarcn coeficientes entre 0.31-0.52, excepto en mujeres
diabéticas. o-tocoferol presentd correlaciones significativas con
luteina y zeaxantina de 0.32-0.44 excepto para luteina en hombres

diabéticeos. Las mujeres diabéticas mostraron correlaciones altas
entre PB-criptoxantina y zeaxantina (r=0.54}) y entre B-criptoxantina
Y B-caroteno (r=0.59). Por ultimo, los hombres diabéticos

presentaron correlacién entre a-caroteno y licopeno (r=0.58).

5.2.2.2.- Estudio familiar.
En la tabla 27 se muestra la media (interva%o de confianza al

95%), mediana v centiles 10 y 90 de los compuestos estudiados.
Diferencias entre sexos.-

Diferencias entre sexos, para ambos grupos, se observaron para

retinol vy «-caroteno, mientras dque para B-caroteno vy B-

criptoxantina s6lo fueron significativas en controles. No se
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I
obtuviercon diferencias entre sexos para a—tocoférol, y-tocofercl,

a-tocof./colesterol o carotencides no-provitaminicos,
Diferencias entre controles familiares y no-familiares. -

El anadlisis univariante no emparejado entre ambcs grupos mostrd

diferencias para la mayoria de los compuestos, excepto para licopeno
en ambos sexos, retinol vy zeaxantina en hombres y fy-tocofercol en
mujeres. No ocbstante, cuando se aplicé el andlisis multivariante,

todas las diferencias desaparecieron excepto para d-caroteno.

Diferencias entre diabéticos y controles no-familiares.-

Hombres vy mujeres diabéticos mostraron niveles menores de

retinol que sus respectivos controles. Sin embargo, mientras que las
mujeres mostraron diferencias en fy-tocofercl, los hombres diabéticos
presentaron niveles menores de a-tocoferol y a-tocof./colesterol y

mayores de PB-criptoxantina.

Diferencias entre diabéticos y controles familiares. -

La comparacién (datos no emparejados) entre diabéticos y sus

familiares en primer grade mostrd diferencias significativas en

retinol {menores en diabéticos) y carotenoides provitaminicos
(mayores en diabéticos). No se observaron . diferencias para
carotenoides no-provitaminicos, a-tocoferol, r y-tocoferol y o~

tocof./colestercl, en hombres ni en mujeres.

EL andlisis de regresiéon miltiple (hombres + mujeres) (tabla 28)
entre diabéticos y sus familiares mostrd al retingl, B-caroteno y PB-
criptoxantina como variables asociadas. Al ajuStar por sexo, el

modelo reveld que retinol vy PB-caroteno estaban asciadas de??ggmbos
L
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sexos mientras que P-criptoxantina sélo se ascciaba en hombres (tabla
28). Al aplicar este modelo a los controles no-familiares (hombres +
mujeres), so6lo retinocl (y el sexo) aparecieron en el, modelo. Al
ajustar por sexo, el retinol se asocié en ambos sexos mientras que
los carotenocides provitaminicos mostaron diferenciaé s6lo en hombres.
Los pacientes diabéticos se compararon con sus familiares dentrc de
cada familia {(andlisis emparejado). Tras ajustar por sexo y edad, se

observarcn las mismas diferencias excepto para a-caroteno en hombres

(no significativo) y o-tocoferol en mujeres (p<0.05). El analisis de

regresién logistica (condicional emparejado) sdlo mostrd retinoi y

B-caroteno como variables asociadas a la diabetes en ambos sexos.
Duracién de la enfermedad y presencia de retinopatia.-

Cuando los resultados se evaluaron en funcién del tiempo de

evolucién de la enfermedad (< 10 afios, > 10 afios), sd6lc a-tocoferocl
mostrd diferencias (p=0.037), aumentande con el cursc de 1la
enfermedad, mientras que licopeno mostrd un ligero descenso (p=0.09)

en este grupc.

La presencia de retinopatia (n=14) estaba asociada a personas de
mayor edad {(todos con > 10 afios de evolucidn), aungue los niveles de
retinol no mostraron diferencias significativas en funcién de la

presencia de esta complicacidn.
5.2.2.3.- Estudio de seguimiento..

A la entrada del estudic el retinol mostrdé correlaciones
positivas Dbajas, aunque significativas (p<0.05), con la edad
(r=0.44), ferritina ({(r=0.37), y creatinina {(r=0.39), mientras gque
fueron negativas con la dosis de insulina (r= —0440) y HbAlc (r= -
0.35). La relacién a-tocoferol/colesterocl no mostrd correlacidn
significativa con ninguno de los parametros evaluados, excepto con

los lipidos. Correlaciones establecidas a lo largo del estudioc entre
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retinol y los parametros evaluados, mostraron valdres significativos
para edad (r=0.36), BMI (r=0.13),"triglicéridos (r=0.16), HbAlc (r= -

0.16), cinc {r=0.26), ferritina (r=0.34), urea {r=0.26), creatinina

((r=0.27) vy la relacién oa-toc./col. ({r=0.19). Por su parte, la

I

relacidén a-toc./col. se corrélacioné con la edad (r=0.17), HDL

(r=0.14) vy y-tocoferol (r=0.17).

El analisis de regresidén miltiple a la enﬁrada del estudio,
incluyendo las variables correlacionadas, mostrd la edad como unico
paradmetro que entraba en la ecuacidén. Al excluir la edad, ninguna de
las variables mostrd ascciacién significativa cén los niveles de
retinol, hecho observado para‘el estudio global durante el tiempo de

seguimiento.

El efecto del control de la glucemia en la diabetes se evalud
atendiendo a parametros bioquimicos (HbAlc, fructosamina y glucemia)
conforme a los objetivos establecidos como “rézonables” por la
American Diabetes Association (1996c) (glucemia <155 mg/dl, HbAlc
<7.2%). Dada la estacionalidad y variabilidad de la ingesta vy niveles

séricos de carotenoides, el efecto del contrel glucémico se evalud
sobre el retinol y la relacién a-toc./col., utilizando todos los
valores .obtenidos a lo largo del estudio. Retinol v la relacidén o-

toc./col. no mostrarcon diferencias significativas conforme al

“control” de la diabetes segun estos criterios. Tampoco se observd

ningin efecto cuando se evalud segun niveles de retinol + 30 pg/dl.

Durante el seguimiento, 5 sujetos presentaron micrecalbuminuria
intermitente (>20 pg/min/dia). En el rango normal (microalbuminuria
<20 pg/min/dia), el retinecl sérico no mostrd correlacién con el
retinol. Asimismo, varios sujetos presentaron diversas infecciones
durante el estudio (Candidiasis, vaginitis, etc}) asociandose con
niveles menores de retinol (intra-sujeto), aunqué éstos no fueron

significativos.
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La evolucién en el tiempo de los pardmetros evaluados mostrd una
tendencia (no significativa) &a mejorar los valores de HbAlc ¥y
fructcsamina (figura 10), sugiriéndo un mejor control de la glucemia
a nivel de grupc. No se observd ninguna variacidén en los niveles de
retincl sérico ni en la relacién a-toc./col. (figuré 10}, ni relacién
de ambos compuestos con parametros de control glucémico (figura 11).
El analisis intra-sujetc (ANOVA de medidas repetidas) sdle mostrd
variaciones en el BMI ({tendencia a aumentar, p<0.05), fructosamina

(tendencia a disminuir, p<0.05) vy HbAlc (tendencia a disminuir,

p<0.06), sin afectar al retinol sérice ni a la relacién a-toc./col..

5.3.- Ingesta dietética y niveles séricos de carotencides.

1

5.3.1.- Relacién ingesta/suero.

En el grupo de diabéticos a lo largo del seguimiento durante 2,3
afios, se recogieron un total de 236 cuestionarios de frecuencia y 176
registros de 3-dias distribuidos a lo largo de todo el afio. De estos,
fueron excluidos del andlisis estadistico aquellos que presentaron
"inconsistencias"™ en su cumplimentacién, no tenian registros de 3-
dias o CFS en alguna de las medidas y/o no se dispbnia de muestra de
sangre para el analisis, quedandc un total de 145 casos con las tres
medidas. En el grupo control, tras aplicar estos criterios de
exclusién, se analizaron 67 casos en invierno de los cuales 55 fueron

validos en medidas repetidas (reproducibilidad).

La tabla 29 muestra los cuartiles de ingesta (mediante el CFS) y
los niveles séricos de carcotenoides en ambos grupos, ajustado por
estacién del afio (invierno). Se muestran los resultados de hombres y
mujeres de forma conjunta dado el bajo numero de sujetos para el
analisis al ajustar por sexo. Aungue las diferentes ingestas de
carotenoides se reflejan en los niveles séricos entre ambos grupos,

estas diferencias sélo mostraron significacién estadistica para la

ingesta de a-caroteno y los niveles séricos de luteina y zeaxantina.
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5.3.2.- vValidacién del cuestionario de frecuencias semicuantitativo.

Los coeficientes de correlacidn, porcentaﬁe de individuos
clasificados correctamente en cuartiles extremo$ y asignades a
cuartiles opuestos, en ambas poblaéiones, se muestra en la tablas 30
y 31. Tomando los niveles séricos de carotenoides como "valor de
referencia', se observaron correlacicnes significativas para todos
los carotenoides, aungque estas dependieron del método utilizado,
grupo de poblacidén y la estacidén del ano. En genefal, se observaron
mayores correlaciones, frente a niveles séricos y;entre métodos de
evaluacién de ingesta, en diabéticos que en contﬁoles y en mujeres
en ambos grupos (datos no mostrados). |

De forma global, el CFS mostrdé mayores correiaciones frente al
“método de referencia” (niveles séricos) que los registros de 3-dias,
siendo la pB-criptoxantina el qarotenoide que mayor coincidencia
rostréd con los niveles séricos, independientementeidel sexo, dgrupo y
método de evaluacion. En general, el mismo hecho se observé al
asignar a los sujetos a cuartiles extremos y opuestos de ambas
distribuciones (ingesta y suero), siendo clasificédos correctamente
un mayor numero de diabéticos que de controles, especialmente en el
cuartil inferior. El porcentaje de sujetos clasificados en cuartiles

cpuestos fue similar en ambos grupos en el 'casc de luteina,
zeaxantina y a-caroteno, mientras que en el grupo de diabéticos menos

sujetos se asignaron erréneamente en el caso de B+caroteno y mas en

el de licopeno.

5.3.3.- Reproducibilidad del método. Variacionés estacionales en
la ingesta.

La reproducibilidad del método se evalud en medidas repetidas de
ingesta en el grupc control con un intervalo de 3 meses (invierno y
primavera). Los niveles de carotencides en suero no mostraron
correlacién en medidas repetidas para ningunoc de lgs carctencides, ni
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tampoco entre las medidas de ingesta por ambos métodes, excepto para

a-caroteno al utilizar el CFS (tabla 32).

Aunque la ingesta individual de carotencoides no mostro
correlacidn entre ambas medidas, alrededor de 45-70% de 1los

individuos fuercn asignadcs a 1iguales cuartiles éxtremos en ambas

ocasiones {tabla 33). El porcentaje menor correspondid a B-

criptoxantina y el mayor a B-caroteno. El numerc de sujetos

clasificados en cuartiles opuestos.en medidas repetidas varid entre
|

0% (luteina y PB-carotenoc) y 7% (licopeno).

La ingesta de carotenoides en diferentes estacicnes del afio
mostrd variaciones estacionales en ambos grupos (fabla 34}, siendo
s6lo significativas para p-criptoxantina (en amﬁos grupos) y od-
caroteno (en diabéticos). En el grupco de diabéticos, se evaludé la
incidencia de variaciones estacionales en los 'niveles séricos,
observandose diferencias significativas so6lo para licopeno vy B-

criptoxantina.

5.4.- Dieta “pobre” en carotenoides. Aclaramiento de

carotenoides en suero.

1

La ingesta de caroteﬁoides en ambos grupos, a partir de frutas vy
hortalizas durante la dieta “pobre” en carotencides, se muestra en la
tabla 35 y en la figura 12. El porcentaje de ingesta de carotencides
a partir de frutas y verduras fue < 5% en ambos grupos respecto al
grupo control (Proyecto AIR, EU) vy diabético respectivamente
(ajustado por estacidén del ano), excepto para zeaxantina. Los
niveles séricos de carotenoides (expresados como:porcentaje frente
a concentraciones basales), tras seguir una dieta “pobre” en
carotenoides, se muestran en las figura 13.? Los porcentajes
finales alcanzados y la “vida media” estimada para los distintos

carotencides se muestran en la tabla 36.
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El porcentaje para P-carcoteno se estimé a parﬁir del dia 7 del

estudio, una vez que se recuperaron los niveles séricos previos a

la administracién de la capsula. Para a-caroteno, se utilizd
también el dia 7 como basal inclusc aunque la maycria de los
sujetos no recuperaron las concentraciones iniciales. Para los
carotenoides evaluados, diabéticos y controles mostraron curvas de
“aclaramiento” superpuestas, no observandose diﬁerencias entre
grupos en ningun punto a lo largo del tiempc 'ni en las AUC
(negativas) calculadas frente a valores basales.;ﬁn ambos grupos,
y para todos los carotenoides evaluados, las curvés mostraron dos
pendientes distintas reflejando dos ritmos de';desaparicién en
suero; uno rapido al inicio de la dieta (dias 0-7) y otro més
lento {dia 7 en adelante). En ningunoc de los grupoé, se observaron
cambios en las concentraciones séricas de retinol tras la dieta

“pobre” en carotenoides.

5.5.- Biodisponibilidad de a- + B—carotenoly luteina.

5.5.1.- Respuesta en “TRL”.

De los sujetos que realizaron el estudio, s6lec un control no

mostrd respuesta en TRL tras administraciodn de o-+B-caroteno,

aunque no se le excluyé del anidlisis final al responder a la

administracion de luteina. En el estudic con a-+f-caroteno, dos
sujetos (un control y un diabético) fueron excluidos del analisis
estadistico final al presentar hiperlipemia en ayunas mientras dgue
en el estudio con luteina, un sujeto’ diabetico fue excluido por la

misma causa.

Tras la administracién de a-+f-caroteno, se observdé un
retraso en la aparicién de carotencides y ésteres de retinilo en
TRL en ambos grupos que, juntc con el hecho de que la mayoria de
los sujetos de ambos grupos mostraran el mayor -incrementc en TRL

tras la ingestién de la comida (a las © horas), determindé que no
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se recuperaran los niveles basales, especialmente en el grupc de
digbéticos (figuras 14-16). Ambos grupos mos?raron una grah
disparidad en las respuestas en TRL, la cual se.correlaciond con
los niveles de triglicéridos basales en los diabéticos, en ambos

estudics (r>0.8, p<0.01).

En ningunc de los sujetos (diabéticos y controies), a ninguno de

los intervalos de tiempo de recoleccidn de muestrés, se observd la
presencia de B-apo-carotenales, indicativos de rotura excéntrica de
o-/ P-caroteno, ni aumento de 9-cis- [-caroteno (suministrado en

capsulas) .

La respuesta en TRL (AUC (-8 horas) a a-carcteno y B-caroteno
fue similar entre grupos, obteniéndose incrementos relativos para B-

caroteno y o-caroteno parecidos a su concentracién en la cépsula,
aunque los diabéticos “reflejaron” mejor la composicién de la céapsula
mientras que los controles mostraron una absorcién relativa mayor

para B-caroteno. Los diabéticos mostrarcn AUC de ésteres de retinilo

(palmitato y totales), a-caroteno Y B-caroteno: mayores queA los
controles aunque no se observaron diferencias significativas para
las respectivas AUC entre grupos, independientemente de 1la
inclusién o no de los sujetos con hiperlipemia en ayunas y/o del
control gue no mostrxd respuesta con a—+B—caroteﬁo (tabla 37). El
palmitato de retinilo fue la forma éster pred@minante en ambos
grupos, contribuyendo alrededor del 65% al total de ésteres

cuantificados (periodo 0-8 horas) (figura 16).

Las curvas de concentracién en TRL frente al tiempo mostraron
perfiles distintos en ambos grupcs con un aumento continuo en el
grupo de diabéticos (figura 14-16). Las concentraciones maximas

fueron alcanzadas de forma simultdnea en ambos ¢rupos (excepto para

a-caroteno) y fueron mayores en controles que en diabéticos (excepto

para o-caroteno) . :

118



El porcentaje de absorcién de la dosis total (a-+P-carotenc) se
estimé asumiendo una bioequivalenéia en la capacidaﬁ de conversidén a
retinol igual para ambos carotenoidés, un factor de:conversién de 1:1
para P-caroteno y un volumen piasmético de 3.5 i para todos los
sujetos. Este porcentaje de absorcién fue similar para ambos grupos
(6,7% en ccntroles, 9% excluyendo el sujeto sin respuesta, y 8,4% en
diabéticos). De ésta proporcién, aproximadamente un 58% en controles
(49-72%) y un 62% en diabéticos (51-74%) ce convirﬁié a retinol. La
absorcién de a-carctenco intacto (sin transformar) fue del 1,6% y 2,6%

para controles y diabéticos, respectivamente. ' Para [-caroteno

(calculado frente al f-carotenc total, 8,2 mg), ‘el porcentaje de
absorcién (sin transformar) fue, aproximadamente, del 3% en ambos

grupos.

La actividad relativa de conversién a retinol se estimdé mediante

la relacién BUC de ésteres de retinol totales / AUCTde o-+B-caroteno,
considerandose una relacién alta como indicativo ?e una conversién
eficiente (Van Vliet vy cols, 1995). Se obtuvieron valores similares
en ambos grupos (1,53 en controles, 1,77 en diabéticos). ARungue el
porcentaje de absorcién total de la dosis mosfré relacién con
parametros de control glucémico (mayor AUC a mayore% valores de HbAlc
y fructosamina), la eficacia de conversién no se, relacioné con el

control de la diabetes.

La administracién de Iluteina (en forma de ésteres) provocd un
aumento de trans-luteina y de la relacidn luteina/cetocarctenoides,
durante las 8 h posteriores a la administracion de. la capsula. No se
detectaron formas éster y no se observaron cambios-significativos en
los niveles de anhidroluteina en ninguno de' los grupos. La
concentracién maxima y AUC para luteina fueron mayores en controles
que en diabéticos aunque ambos Jrupos Sse comportaron igual frente al

tiempo (figura 17). Comparativamente, a lo largo del pericdo evaluado

(0-8 horas), se obtuvieron AUC para luteina menores que para B-
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caroteno (en ambos grupos) , aungue la cantﬂdad, de luteina
t

suministrada fue mayor gque la PB-carcteno. Asumiendc un volumen
plasmatico de 3.5 L, el porcentaje de absorcidn de:la dosis durante
el periodc de 8 horas fue <1,5% en ambos grupos. Aunque el AUC para
luteina se correlaciondé con los niveles de triglicéridos basales
(r>0.9,p<0.01), no se relaciond con el control dé la diabetes. En
ninguno de los grupos, la respuesta en el primeér estudio (a-+f-
caroteno) tuve valor predictivo sobre la respuesta en el segundo

(luteina) . |

5.5.2.- Respuesta en plasma.

Las concentraciones (AUC) de carotenoides, palmitato de retinol
y triglicéridos frente al tiempo mostraron una gran variabilidad
entre los sujetos en ambos gruposi{tabla 38). En el pericdo de 0-8
horas tras administrar la cépéula, los sujetos diabéticos mostraron

valores de AUC mayores para oa-caroteno y palmitatofde retinilo, algo

menores para P-caroteno e iguales para luteina, aungue en ningun caso
las diferencias alcanzaron significacidn estadisticé (figuras 18-21}.
En este periodo, los diabéticos mostraron conceﬁtraciones maximas
mayores de ¢-caroteno y luteina, y menores de p-caroteno y palmitato

'
I

de retinilo. '

La respuesta de triglicéridos en plasma fué muchc menor en
diabéticos que en controles (p<0.05) durante el: estudio con a+f-
caroteno, mientras que fue similar en el caso de la 1luteina.
Asimismo, las respuestas de triglicéridos intra-sujeto en ambos
estudios fueron similares en los controles, mientrés que en el grupo
de diabéticos, tres tuvieron AUCs negativas durante el estudio con
o+P-caroteno y los seis mostraron AUCs positivas en el estudio de
luteina. La mayoria de los sujetos, en ambos grupos, mostraron una
mayor respuesta de triglicéridos en el segundo estudic {luteina) que

en el primero (a-+P-caroteno). Asi, al relacionar, las AUCs (periodo
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0-8 horas) para cada unc de los compuestes y el AUC de triglicéridos
en cada caso, los diabéticecs mostraron valores muy éuperiores para o-

caroteno, PB-caroteno y palmitato de retinol, vy fueron similares para

la luteina. '

La relacién AUC o-carcteno / AUC B-caroteno en plasma asi como
de las concentracicnes maximas alcanzadas fue mayorgen diabéticos que
en controles. Durante el estudic con a-+B-carotenc, en ningun Jgrupo

se observaron cambios en los niveles séricos de retinol mas alia de

los atribuibles a las variaciones del método.

'

Durante el periodo 0-6 dias después de la suplementacidn con

dosis unica, las concentraciones maximas en suero se alcanzaron a la

vez en ambos grupos para luteina, B-carcteno (24 horas) y a-caroteno

(48 horas} (Eiguras 22-24) . Tras ajustar por ~ concentraciones

iniciales, los diabéticos mostraron incrementos mayores de a-

caroteno, menores de B-caroteno e iguales de luteina.

El perfil en plasma/suero a lo largo del Fiempo mostré una
subida continua para luteina hasta alcanzar los méximos {24 horas) en
ambos grupos, mientras que para a-caroteno y B-caroteno se observaron
bajadas en plasma, especialmente en controles, y posterior subida
hasta las 24-48 horas. A los seis dias tras la administracién de la

céapsula, los niveles de B-caroteno retornaron a valores basales

mientras que los de a-caroteno y luteina permanecieron por encima de
los basales, aunque sin mostrar significacidn estadistica.
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TABLA 21.- Control de calidad de los analisis. Precisién (réproducibilidad entre

afios) y exactitud frente a Material de Referencia Certificado (*).

Compues to

Retinecl

a~tocoferol

B-carcteno (total)

Luteina

Palmitatc de retinol

Licopeno (total) (#)
(trans) (#)

a~caroteno (#)

f-criptoxantina (#)

h\}

Zeaxantina (#)

y-tocoferol (#)

"

pg/di
34.0
51.6
84.5

860

1¢19
1786
24.9

66.6
5.6
8.7
35.3
17.3
3.9

5.8

18.0
5.7
233

381

C.V (%)

oy & = Co

w

17

19

10

(*)Material de Referencia SRM 968b (NIST, EEUU;.

(#) Valores no certificados en el SRM 968b.

% Desviac. frente SRM

+15
+0.4

+20
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TABLA 22.- Variabilidad

(*).

(CV) "en el dia”

analitico (sistema III)

"en el dia"

matodo

y a large plazo:(l afio) del

Reproducibilidad (1 afio)

Compuesto Media (n=2) DT CV (%) Media (n=2) DT oV (%)
Retinel 55 0 0 52 4.6 8.8
Palm. retinecl 10.5 0.7 6.7 9 2.0 29
a-tocoferol T2 2 758 23 3
y-tocoferol 161 2.1 1.3 169 15 8.8
S—tocoferol 17 1.4 8.3 18 2.5 14
B-carotenc 15 0 0 15.3 0.5 3.7
B-caroteno 14.5 0.7 4.9 14.7 0.5 3.9
{trans) !

c—carotenc 2.1 0.9 a5 2.0 0.6 32
Licopeno 64.5 0.7 1 59.3 '8 15
Licopenc (trans) 31.5 2 6.7 29.3 4 13.8
p-criptoxantina 4,8 0.4 10 4.5 0.5 12.4
a~criptoxantina 1.4 0.3 26 1.2 0.3 26
Luteina 11 0 0 10.7 0.6 5.4
Zeaxantina 3 6.1 4.7 3.6 1.1 3l.6
Lut.+ Zeax. 13.5 0.7 5.2 14 1 7.1

{*} Resultados de muestras "ciegas" por duplicado "en el dia" (Round Robin 38)

distribuidas por el NIST.

Para evaluar la reproducibilidad -"entre dias"- el mismo

suers fue analizado meses después (Round Robin 39} . Concentraciones expresadas

en pg/dl de suero.
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TABLA 23.- Esquema twral de analisis de muestras X grochicibilidad entre anos
(CV %) del método analitico para muestras "cigas" distribuidas en distintos afios

("

Distribucién temporal del estudio

i992 1993 1994 1995 1996 1997 1998
|
« Poblacién de referencia / Poblacién diabética -
«  Estudio Familiar -
«— Estudio de Seguimiente : -

+«Biocdisponibilidad—

Reproducibilidad (media (DS), CV% (*)

1992/1996 1993/1696 1594/1995 1997
Retinol 71 (4), 6% 60 {2), 5% 87 (1i6), 17% 27.4 (-), -6%
a-tocoferol 690 (38), 6% 630 (28), 5% 2006 (87), 4% 688 (-), —3%
y-toceferol 214 (40), 19% 290 (49), 17% 36$ {4y, 1% 179 (=), 5%
B-caroteno (total) 62 (0.3), 0.5% 44 (3), 6% 108° {12), 11% 24,3 (=), 1%
w {trans) 61 {(2), 3.5% - 965(9), 10% 21,7 (=), -2%

(¥} Fat-Soluble Assurance Programme (NIST). Concentraciones expresadas en upg/dl de

s5uero.
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TABLA 24.- Identificacién de carotenoides en suero. Absorcién maxima segan su orden

de elucién en sistema III (*).

ngeuesto

£,8-caroten-3,3'-diona

oo g,

3'-0OH-¢,g—caroten-3-ona
3 3-0H-p,e-caroten-3'-ona
4 {all-E)-Luteina

5 (all-E)-Zeaxantina

S {13~2Z)-1luteina

7 (13-2) zeaxantina ?

8 No identificado

9 No identificado

10 (all-E)-Anhidroluteina I
11 {all~E})-Anhidroluteina II
12 No identificadec

13 No identificade

14 (all-E)-o—-criptoxantina
15  (all-E)-P-criptoxantina
16 (all-E)-licopenc

17 {9~Z)- & (5-Z)-licopeno
18 (13-2Z)-licopeno

19 {15-Z)-licopeno

20 Neurosporeno

21 y-caroteno

22  i-caroteno a)

b)

¢)

23  (all~E}-a~caroteno

24  (all-E)-f~caroteno
25 Fiteflueno
26 13-cis-P-caroteno

27 Fitoenc

(*) Maximos mostrados durante

A maxima (nm)

418,

418,
423,
423,

442, 471

442, 471
447, 472
447, 476

454, 481

{333),

442, 469

(343), 447
447, 471
{352}, 430, 4537,
447, 476
447, 476
445, 473

428,
423,

428,
450,

449, 476
449, 478

457, 481
476, 507

{367), 450, 47s,
{363), 449, 471,
{363), 442, 469,

418,
440,

382,
382,
382,
420,

425-430, 457, 483

335,
{340},

445, 469
467, 496

404, 428
404, 428
404, 430
449, 478

352, 370

422, 4483,

288, 300

analisis

cromatografico

SIII/II

57
25

101
88
61
16

132
28
65
20
86
65
44

103
36
93
5
&l
70

108

(éistema

IIT).

A'cis"/Amax

0.06
6.0%
0.43
0.47

.06
.09
.08
.09

.41
.57

o o o O o QO

0.04
0.09

(all-E)

refiere forma "all-trans®; ( -Z} isémerc "cis" en la posicién especificada. Valores

entre paréntesis indican absorcién maxima en regién ultravioleta.
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TARLA 25.- Valores de referencia (ug/dl) para retinol, a-tocoferocl y carotencides

en suerc de sujetos control y diabéticos insulino-dependientes.

Retinel
a-tocof .
a-toc./col.
B-carcoteno
a-carotenc
f-criptox.
Luteina
Zeaxantina

Licopeno

Retinol
a~tocoferol
a-toc./col
f-caroteno
a~caroteno
B-criptox.
Luteina
Zeaxantina

Licopeno

790

5%

23.5

570

HOMBRES

25% 50%

CONTROL

75% 95%

44.7 53.3

990 1230
5.01 5.2
6.98 11.59
2.68 2.52
9.95 15.2

7.40 10.6

61.90 75.3

1480 1980
5.36 7.56

le6.1 29.6

26.90 55.6

14.8 24.9

2.27 3.47 4.55 7.50
12.3 18.8 26.3 47.1
DIABETICOS
HOMBRES
25% 50% 75% 95%
34.9 41.8 49.0 63.3
g70 1015 1340 1746
4.63 5.17 6.36 8.84

9.66 14.8

11.1 18.9

7.4 10.2

14.0 22.5

24.2 34.4

33.7 86.7

14.2 17.8

31.7 75.3

760

MUJERES

|
25¢ s 758 sss
37.8 44.1  53.3  69.9
1010 1200 1440 1780
4.83 5.46  6.03  7.13
0.66 14.9  23.6  43.9
2.15 3.44 5.37 12.1
11.6 21.7 35.9  79.8
7.96  10.5 15.3  25.1
2.27 3.13  5.11  8.30
12,3 19.3  30.1  49.5
MUJERES

25% 508  -75% 95%
29,5  36.7 42.7  53.0
1000 1134 1440 1810
t.40  5.34  6.20  7.32

|
12;9 19.3  29.5 53,0
2.68  3.49 6.44 14.6
11.6 24.2  55.3  84.0
8.53 11.0 15.9  26.8
2.27  3.35  4.55  6.93

| 22,7  31.1  49.9
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TABLA 26.- BAnalisis de regresién logistica condicional entre sujetos control ¥y

diabéticos insulino-dependientes.

HOMBRES  MUJERES

fi-Coef. SE Sig. p-Coef. SE Sig.
Retinol -0.076 0.01 <0.,0001 -0.085% 0.01 <0.0001
B-caroteno 0.033 0.02 0.066 0.024 0.01 0.012
Licopeno 0.021 0.010 0.046 ,
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TABLA 27.- Niveles de retinpl. a-toceferol v carotencides (ug/dl) en diabéticos (DMID),

familiares no diabéticos (F) y controles no familiares !NF!.

HOMBRES . MUJERES
Media Mediana 10% 90% Media Mediana 10% [90%
(95% 1C) (95% 1C)
RETINOL :

DMID  |43.5(38.4-48.4) |40 »t#  |321 |633 36.0 (33.2-39.0) 164 5% 266 [433
NF-control | 547 (527-57.0) | 550 392 |69.6 48.1 (45.8-50.1) 167 349|627
F-control SL8(@8.1-544)  |sp74 127 |72 43.0 (40.4-45.0) 407§ 295 |59.9
-TOCOF.

DMID 1163 (1025-1296) | 1098 ¥ 810 | 1559 1240 (1120-1365) | 1249 848 | 1589
NF-control {1339 (1279-1413) | 1270 952 |1761 1326 (1266-1374) | 1292 982 | 1701

F-control 1180 (107-1249) | 11115 801 | 1675 1128 (1068-1187) | 10728 |762 | 1718
¥ -TOCOF.

DMID 55 (43-68) 53 2 |87 56 (46-65) 50 ¥ 31 |85
NF-control |43 (37-49) 36 23 |74 33 (2640) 33 17 |54
F-control 53 (47-58) 49 23 |89 54 (47-60) 493 % |2
LUTEINA

DMID 10.8 (9.1-12.5) 9.7 63 |153 12,5 (9.7-15.3) 114 57 |216
NF-conrol | 13.6(11.9-148) | 11.4 57 {227 13.6 (12.5-15.3) 125 68 |216
F-control 102 (9.1-11.4) 9.13 s1 [170 114 07-13.1), 9.1 57 |1838
ZEAXANTIN

DMID |34 (2.84.0) 14 23 |51 3.4 (2.8-4.6) 4.0 11 |63
NF-control | 4.0 (3.4-4.5) 3.4 11 |68 4.0 (3.4-4.5) 3.4 17 |80
F-control 3.4 (3.4-4.0) 3.4 % 17 157 34 (2.8-3.4) 288 SR EY;
[ICOPENO ;

DMID 22.5(183-268)  |23.6 89 381 21.5 (17.2-26.3) 20.9 107 |38.7
NF-.conrol  |22.0(19.9-252) | 18.8 75  |376 24.1 (22.0-27.4:) 22.0 70 |45.1
F-control 204(172:225) 188 75 408 209 (17.7-22.0) 183 75 |408
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[6-CRIPTOX.

| DMID 30.4(22.7-38.7) 260t % 9.9 54.2 31.0 (23.2-38.7): 27.6 ¥ 1.1 [59.7
NF-control 21.6 (18.8-24.3) 177 # 6.1 39.8 332 (25.4-37.6)’ 24.9 10.0 [63.0
E-control 18.8 (14.4-21.6) 133 %3 5.5 36.5 26.0 (21.6-31.0)? 17.13 55 1619
a-CAROT.

DMID 3.2 (2.7-3.8) 3.2 % 16 |54 4.8 (3.8-64) ! 4.3 % 27 |97
NF-control 4.4(3.2-4.8) 3% 1.1 7.5 48(43-54) 3.8 1.6 197
F-control 2.7(22-2.7) 2243 1.1 4.3 3.8(3.2-4.3) 2.7% 1.1 |64
B-CAROTENO i

DMID 16.6 (13.4-19.9) 15.6 ¥ 7.5  |284 23.6 (18.3-29.5): 22.0% 7.0 |505
NF-control 14.5 (12.9-16.6) 12.9 48 263 20.4 (17.7-22.5) 16.6 7.5 |413
F-control 11.8(10.2-13.4) 10.2 % 4.3 21.5 17.2 (15.0-19.9)' 12.9§ 48 |327

Mann-Whitney U test: p<0.05. *Diferencia significativa entre sexos dentro del grupo. ¥ Diferencia significativa

frente grupo no-familiar, ajustado por sexo. ¥ Diferencia significativa frente a grupo familidr, ajustado por sexo.

§Diferencia significativa frente al grupo no familiar, ajustado por sexo.
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TABLA 28.~ Analisis multivariante entre grupos (estudio familiar).

Andlisis de regresién lggistica condicional emparejada (Dates emparejados).

Familiares vs DMID '

Hombres . Mujeres
~Coef. SE 8ig. ~Coef. : SE Big
Retinol -0.067 .028 .018 -0.127 . 048 . 009
p-carot. 0.186 .070 .008 0.079 ; .039 .042

Analisis de rggresién mﬁltiEle (gaso a gaso)

(Datos no emparejados) :

Familiares vs DMID

Hombres Mujeres
p- Coef. SE . Big. -~ Coef. SE Sig
Retinol -0.048 .019 .012 -0.073 .026 . 005
B-Caroteno 0,064 .033 . 054 0.037 . .016 .020
B~Criptox. 0.029 .013 .021 - ; - NS

No-familiares vs DMID :

Hombres . Mujeres
p- Coef. _SE _Sig. - Coef. _SE _Sig
Retinol -0-106 .028 .000 -0.175 .039 .000
B-Caroteno 0.097 .045 .032 - : - NS
B-Criptox. 0.043 .016 .007 - E - NS
-0.545 .204 .008 - j - NS

a-caroteno
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obtenida mediante

TABLA 29.- Ingesta de carotenocides {ug/pexrsona/dia) CFS
{invierno) y niveles séricos en sujetos contrel (n=67) y diabéficos {(n=44) .
INGESTA '
Control Eggg
Q25 Q50 Q75 Q25 Q50 Q75 P
Luteina 721 1343 2100 584 1570 2048 NS
Zeaxantina 87 148 205 68 ?3 181 NS
Licopeno 765 2216 3291 1275 1785 3236 NS
B-criptoxantina 359 700 1077 431 7;79 1186 NS
a-caroteno 207 416 666 64 223 424 <0.03
p-caroteno 1409 2112 3326 967 1668 2657 NS
[
NIVELES SERICOS i
CONTROL _Dggi P
Media t SD Mediana Media * SD Mediana
Luteina 15,9 + 8,7 i5,5 i1,5 + 5,4 10,9 <0.001
Zeaxantina 4,9 £ 2,5 4,7 3,6 + 1,7 : 3,5 <0.001
Licopeno 29,0 % 16,7 32,1 21,5 + 14,5 25,0 NS
B-criptoxantina 22,3 + 17,3 22,8 27,7 + 23,8 ' 26,8 NS
a-caroteno 3,7+ 2,6 3,1 2,6 + 3,8 3,2 NS
p-caroteno 19,8 + 12,4 18,7 15,8 + 13,0 16,4 NS
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TABLA 30.- Correlacién entre ingesta de carotencides y nivelés séricos en sujetos
control y DMID(*)

CFS/Suero 3-dias/Suero ’ CFS/3-dias
Control DMID Control DMID Control DMID
Luteina 0.12 0.39%++ C.14 0.18* :0.05 0.43%+>
(-0.02) {(-0.22) 1 40.11)
Zeaxantina -0.11 0.31%* 0.13 0.10 ‘0.22 0.37***
(-0.14) {0.05) ©{0.15)
B-criptox. 0.59** 0.70%** 0.55**+ 0.60*** :0.62*** 0.59%**
(0.49%%*) (0.37%*) L 0,70%**
Licopeno 0.29* 0.20% 0.37** 0.20* 0.28* 0.22%
(0.22) (0.25) 0,22
a-carcteno C.26* 0.51*** 0.02 0.21* . 0.19 0,23+
(0.42%%) (~0.12) ' (0.01)
B-caroteno 0.00 0.4B*** -0.05 0.15 ' 0.05 0.28%**
(0.29+) {0.18} - (0.03)

1
(*}) Coeficiente de correlacién de Spearman; Grupc control .evaluado en invierno

(n=67) y, entre paréntesis, evaluado en primavera (n=50); Grupo DMID evaluado a leo
largo de tode el afio (n=135);*<0.05; *H<G,01; *++<0,001. !

[
1

TABLA 31.,- Porcentaje de sujetos asiﬂados al m:i.smo/gﬂesto cuartil de las

distribucicnes (niveles séricos como referencia) mediante CFS en el grupo control
b4 DMID (*). i
Q-1 (%) Q-4 (%) | Cuartiles

Control DMID Control DMID Control DMID
Luteina 18 46 47 47 13 10
Zeaxantina 29 40 18 40 16 14
p-criptoxantina 53 58 39 67 3 1
Licopeno 29 54 47 31 6 15
a-caroteno 47 47 47 51 7 4
p-carotenc 12 57 41 44 13 3

(*)Grupo control {(n=67); Grupo DMID (n=143).
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TABLA 32.- Reproducibilidad entre ingesta

v niveles séricos de

sujetos control

(n=55) en medidas rsgstidas {*).

CF3-1/CFS-2

Luteina -0.07
Zeaxantina -0.03
f-eriptoxantina 0.16
Licopeno -0.02
a-caroteno 0.41 **
0.20

pf-carotenc

A-dias-1/3-dias-2

|
0.02
-0.03
-0.02

.26
-0.13

0.00

1
|
'
i
1
1

Suero-1/Suero-2

-0.22
0.03
0.07
0.32
-0.16
0.1¢0

(*) Coeficiente de correlacién de Spearman; *+*<(0.01 ; Inviernc!(l), primavera (2)}.

TABLA 33.- Porcentaje de sujetos (n=55) asignados a

1
1
1
1
1
|
|

cuartiles extremos de ingesta

en medidas Esgstidas utilizando CFS.

o-1 (%)
Luteina 67
Zeaxantina 58
f-eriptoxantina 29
Licopeno 43
a-caroteno 62
75

p-caroteno

Q-4 (%)

Cuartiles opuestos

57
47
60
64
64

o N

64

=

0
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TABLA 34.- Variaciones estacionales en la ingesta (gg/ggrsona/dia) y niveles

sericos (ug/dl) de carotenocides en sujetos con DMID vy controleé ().

INGESTA SUERO (DMID, mediana)
|

(mediana) : ;
Primav. Verano Otoiio Inviernc Primav. Véranoi Qtorio Inviernc

Luteina 883 724 873 1370 11,3 10,8 | 11,1 10,9
(1587) (1343) !

Zeaxant. 106* 62 82 93 4,4 3,0 . 3,0 3,5
(149} (148)

licopeno 1785 2073 1785 1785 27,3 39,0115 27,0 25,0
(2981) (2216) |

B-cript. 450 152 428} 779 17,2 16, 4 | 13,6 26, 8t
(288) (700)1 j

a-carct. 215 217 2859 223 3,1 3,1 3,5 3,2
(439) (416) '

B-carot. 1251 1235 1687 1667 20,3 17,2 | 16,0 16,4
(2652) (2112) ’

Poblacién diabética: Primavera (n=38); Verano ({n=2Z); Otofic {n=45); Invierno

(n=44}; * Diferente de inviernc;| Diferente de primavera, verano Yy otofio; i

Diferente de veranc; ] Diferente de verano;t Diferente de primavera, verano y otofio

:t* Diferente de otofio e inviernc.

I
TABLA 35.- Ingesta de carotencides (mediana; ug/persona/dih) durante la "dieta

_pobre" en carotencides (*). |

DMID (n=10) : Controles (n=8)
Luteina 72 (5%) : 51 (4%)
Zeaxantina 18 (19%) ' 16  {11%)
f-eriptexantina 12 (2%3) E 5 (2%)
Licopeno 0 {0%) I 0  (0%)
a-carotenoc 0.2 (0%) E 0.7 (0%)
33 (23) 18 (2%)

f-carotenc

(*} % frente a grupo diabétice y control ()}, respectivamente, ajustado por estacidn

del afo (invierno) (Tabla 29). !
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TABLA 36.- Carotenoides en suero (%) tras una dieta “Eobre“ én carotenoides {(#).

Luteina
Zeaxantina
f-criptox.
Licopeho
{total)
a-caroteno
p=carotena

(total)

(#) Contrel (n=8), DMID (n=10).(*) Porcentaje frente a concentracién a la

entrada del estudio.

Dias de dieta

% final

alcanzado{*)

Control DMID Control DMID
15 15 62 &5
15 15 66 58
21 21 44 46
21 21 35 33
11 11 59 55
11 11 52 57

B Vi&a media (**)
{dias)
Conérol DMID
NS 521 >21
NS >21 >21
NS 17-18 17-18
NS 10 10
NS 12%13 12-13
NS 12-14 12-14

partir de ajuste exponencial o curvas de regresién logaritmica.

TABLA 37.- Concentracién frente al tiempo en “TRL"” (*).

a=-caroteno

B-caroteno

Palm.Retinol

Total esteres

retinecl

Luteina

CONTROL
AUC Cmax. (t)
{pg/dl h) {ng/dl)
0.21% 0.19 0.73 (7h)
(0.009-0.41)
0.85 £ 0.80 2.45 (7h)
(-0.21-1.68)
122+ 1.08 4.41 (7h)
(0.0-2.,52)
1.72 £ 1.69 6.59 (7h)
(0.0-3.96)
049+ 0.20 1.27 (8h)
{0.30-0.82)

DMID
AUC ; Cmax.
{ug/dl h}
034+ 0.38  0.92
(0.05-1.02) .
0.92 £ 0.83 5 1.95
{0.20-2.34) f
1.55 + 2.0  3.40
(0.32-5.55) :
231+ 2.99 ; 5.25
(0.49-8.29)
034+ 0.22 | 0.93
{0.08-0.69)

(**) Tomado comoc 50% de concentraciones!basales.

(£)

{8h}

(7h)

(7h)

(7h)

(8h)

{*) Sujetos con hiperiipemia excluidos (Contrel (n=4 con u—#ﬁ—caroteno '

luteina),

DMID

(n=6 en ambos estudios)).

P

NS

NS

NS

Estimada a

n=5 con
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TABLA 38.- BiodisEonibilidad de caroternocides en glasma/suero.

Niveles

basales

(1)

AUC (*)

Triglicer.

AUC (¥*)

0~-8 horas

{0-8
horas)
)

suero

AUC/AUC
{trigl.)}
{0-8 h)

(##)

DMID

CONTROL
a-car. [-ear. Palm.ret Luteina g-car. fi-car. Palm.ret Luteina
0.82 8.77 1.72 5.60 2.11 14.0 0.72 9.76
36 20 5 . 23
i
i
0.36 0.76 0.69 1.18 0.57 0.67 @ 2.91 1.21
+0.34 +1.22 +£1.93 +£0.78 £ 0.50 = 1.36f + 2.7 + 0.82
1.58 3.68 6.17 3.39 1.75 2.93 5.47 5.21
{8h) {(7h) (7h) {9h) (8h) (8h) .  {7h) {9h)
!
2.79 6.80 - 8.74 3.34 4.96 | - 9.00
{48 h} (24 h) 124 h) (48 h) {24 h)'! (24 h)
10 21 19 59 114 134 ! 582 52

Sujetos con hiperlipemia excluides (Control {(n=4 con a-+B—c?roteno, n=5 con

luteina), DMID (n=6 en ambos estudios. {1) Concentracién (ub/dl) en ayunas,

antes de la ingestién de la cépsula ; (*) mg/dl.h; (**) ug/al.h; (#) pg/dl,
i

corregido por valer basal; (##) ng/mg. AUCs no significativés entre grupos,

excepto pata triglicéridos en el estudic de wat+f-carotenoc (p<0.05) .
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Fig. §9.- Cromatograma de un suero, obtenido mediante sistema III.(ver seccidn Mstodos).
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8 No identificado
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Fig. 10.- Evolucién en el tiempo
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Fig. 11.- Retinol y Vitamina E/colesterol en relacion con HBA1C y
Fructosamina
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Fig. 12.- DIETA POBRE EN CAROTENOIDES
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Fig.13 . - Carotenoides séricos durante una dieta

o, frente a valor basal

% frente a valor basal

pobre en carotenoides.
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Fig. 14.- Respuesta de a-carotenc en “TRL"
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Fig. 15.- Respuesta de b-caroteno en "TRL"
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Fig. 16.- Respuesta de esteres de retinilo en G £
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Fig. 17.- Respuesta de luteina en "TRL"
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Fig. 18.- Respuesta de b-caroteno en suero

(AUC 0-8 horas)
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Fig. 20.- Respuesta de palmitato de retinilo en suero
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Fig. 21.- Respuesta de luteina en suero
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Fig. 22.- Respuesta de b-caroteno en suero
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Fig. 23.- Respuesta de a-caroteno en suero
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6.- DISCUSION

6.1.- Control de calidad de los anélis%g;

Para interpretar correctamente las coﬁcentraciones de
carotenoides, retinol y o-toccoferol, establecer rangos de referencia
y detectar grupos de riesgc en una poblacién, se. debe utilizar un
método validado vy conocer la distribucidn de los:compuestos en la
poblacidn.

i

La utilidad del método analitico depende de l; incertidumbre de
la medida (variabilidad del método) y de la :distribucidén del
“analito” en la poblacién (Sharpless y Duewer, 1995). La precisidn y
exactitud del métode empleado en este trabajo, a lo largo del tiempo
del estudio, a concentraciones tipicas de la poblécién donde pueden
tener un significade clinico (valores altecs o bajos), estadn en

general calificadas por el National Institute 'of Standards and
Technology (NIST) (EEUU) como “excepcional” y “acéptable" (+ 1 o 2
Sp) para los compuestos con valores certificédos (retinol, a-

tocofercl, P-carotenc, luteina y palmitato de retinilo).

E
La distribucién de concentraciones de estos compuestos en dos
poblacicnes es una combinacién de artefactos de medida, muestreo de
la poblacidén y diferencias intrinsecas de las poblaciones (Sharpless

y Duewer, 1995). El método analitico utilizado mostrd para retinol y

o-tocoferol una variabilidad muy baja en el rango completo de
concentraciones. No obstante, la exactitud (% désviacién. frente a
valores certificados) mostrd valores de entre +15~20% a
concentraciones bajas de ambos compuestos en materiales de
referencia. Dada la distribucidén observada de estos compuestos en las
poblaciones, este hecho afectaria a un porcentaje bajo de sujetos
control mientras que en sujetos diabéticos provocaria una

subestimacién de la prevalencia de valores marginales de retinol (<

30 pg/dl) en la poblacién diabética. En el caso del o-tocoferol,
esto afectaria a un porcentaje bajo de ambas pobiaciones (percentil
52 . _ o }

I
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Para el P-caroteno, la exactitud frente al valor certificado
fue -2% vy la variabilidad dentro del afic < 4% é concentraciones
proximas a la mediana de teodos los grupos. Aungue él coeficiente de
variacién entre anos fue >10% a concentraciones: proximas a las
medianas de los grupcs, su posible efectc podria éestar atenuado al
afectar a una proporcidon de sujetos similar en ambos grupos
(ajustados por sexo) y por el analisis aleatorizado de los grupos a

I

lo largo del tiempo.

A concentracicnes bajas tante la reproducibilidad como la
exactitud mostraron valores altos para determinados compuestos. Asi,
para a-caroteno, a-criptoxantina Y zeaxantiné se obtuvieron
coeficientes muy variables (5-45%). Este hecho se puede relacionar
con las bajas concentraciones encontradas en los suéros certificados,
proximas al limite de deteccidn, dque fueron: utilizados para
establecer la reproducibilidad, a interferencias con otros compuestos
y, en algunos casos, a pérdida de resolucidén de los:compuestos a esas
concentraciones (ej. luteina/zeaxantina). Aungque esto parece afectar
por igual a todos los grupos, sin embargo, la presepcia ¢ ausencia de
diferencias estadisticas pueden ser debidas, al ﬁmnos en pafte, a
efectos de medida y no necesariamente a diferencias propias de las
poblaciones. i

£l analisis aleatorizade de las muestras (controles y
diabéticos) y los valores de reproducibilidad y exactitud analitica
obtenidos, permiten establecer, con un grado de certidumbre
razcnable, que las diferencias observadas para la mayoria de los

compuestos analizados son debidas a variacicnes intrinsecas de las

poblaciones estudiadas excepto, posiblemente, ﬁara a-caroteno Vy
zeaxantina. En el estudio familiar, dade que la :recoleccién de 1la
muestra v el analisis se realizd el mismo dia para;cada familia, las
diferencias observadas dependen sblo de la baja variabilidad
analitica en el dia vy, por tanto, estas diferencias reflejan
variaciones intrinsecas en la distribucién de los compuestos entre

grupos.
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6.2.- Grupos de poblacidn.

Independientemente de los artefactos de medida, sesgo en el
muestreo y diferencias propias de la poblacidn (Sharﬁless y Duewer,
1995), la variabilidad intraindividual es otro factor qué determina 1los
niveles de carotencides en sujetos y su distribucidn en la poblacién,
afectando su interpretacién y comparacion con OTIcs grupos (Van den
Berg, 1993a, Olmedilla y cols, 1994}. |

En el estudio descriptivo (controles VS diabéticos), las
poblaciones se establecieron mediante muestreo aleatorio simple
(voluntarios}. Los sujetos en ambos grupos de poblacién.pertenecian a la
misma localizacién geografica {(Madrid) y presentaban una distribucién de
edad similar. Asimismo, los sujetos fueron seleccionados aleatoriamente
a lo largo del afio, ajustando la estacionalidad como factor determinante
de los niveles de carotenoides en suero (Olmedilla y cols, 1994) . Aungque
la proporcién de fumadores no se pudo ajustar entre grupos Yy Sexos, las
diferencias cbservadas sugieren que este no fue un factor determinante
en la distribucién de las concentraciones en los grupos (ver mas

adelante) .

Por otro lado, el hecho de que diferencias similafes entre sexos ¥y
entre grupos (controles Vs diabéticos) han sido descritas en otros
grupos de poblacidn (“walidacién externa”) (Thurnham Yy cols, 1988; Ito y
cols, 1990; Rojas-Hidalgo Yy Olmedilla, 1993; Basu vy cols, 1989; Krempf v
cols, 1991; Martinoli y cols, 1993) vy la ausencia de crlterlos estrictos
en la inclusién de los sujetos, hace que los grupos estudlados puedan
ser considerados representativos v, posiblemente, ilas diferencias

observadas extrapolables a una poblacidén mayor.

|

Fn el estudio familiar, se asumié la existencia de caracteres
genéticos compartidos ¥y patrones alimentarios similares. Ademas, se
realizé la extraccién y analisis de sangre tanto del diabético como del
familiar en la misma época del afio y dia, lo cual anula practicamente la
variabilidad analitica. Asi, el efecto del muestreo d§ la poblacidn se
comprobé al estudiar el grupo control no-famil#ar y controles
familiares. Al comparar ambos JIrupos, el analisis univariante mostrd
diferencias en la mayoria de los compuestos mientras que el estudio

i

140



multivariante eliminé estas diferencias excepto para el a-caroteno.
Asimismo, al comparar el grupo no-familiar con los diabéticos,

desaparecen las diferencias en los carotenoides provitaminicos (excepto

B-criptoxantina en hombres) lo que puede relacionarsé, dada la baja
variabilidad analitica, con factores poblacionales (mayor desviacién
estandar en el grupo no-familiar). Al igual que en el eétudio de valores
de referencia, el analisis multivariante reveld mayores niveles de
carotenoides provitaminicos asociados a la diabetes, especialmente en
hombres. |

6.3.~-Prevalencia de valores marginales y wbptimos” en sujetos con

diabetes mellitus insulino-dependiente.

En el estudio de los grupos de referencia, se evalud en 123 sujetos

diabéticos 1la prevalencia de niveles marginales V¥ “4ptimes” para
retinol, o-tocoferol /colesterol vy B-caroteno, compuestos para los

cuales se han sugerido niveles "éptimos o adecuados™ para la prevencidn

de deficiencias y enfermedades crodnicas.,

No se encontraron niveles deficientes de vitaminé.A y BE (< 10 ug
retinol /dl; < 0.5 mg a-tocoferol/dl) ni en controles hi en diabéticos.

Concentraciones marginales de retinol (20-30 png/dl) se observaron en el
723 de hombres control y 5% de las mujeres control, algunos de los cuales
pertenecian a individuos muy jévenes en los cuales se pueden considerar
normales (Machlin, 1984; 1°91). Por el contrario, :en el grupo de
diabéticos, una mayor proporcidn de sujetocs se encuentran en estos
rangos, siendo las mujeres el grupo de mayor riesgo (aproximadamente el
9% de hombres y el 23% de mujeres). Es posible que estos porcentajes
sean algo mayores dada la sobreestimacién de los niveies de retincl en
el rango bajo de la distribucidn. '

En el rango bajo de vitamina E (0.5-0.7 mg a}tocoferol/dl) se
hallaron aproximadamente el 10% de hombres diabéticos y el 3% de las

nujeres diabéticas y de controles (hombres vy mujeresﬁ. No obstante, al
considerar la relacién a-tocoferocl/colesterol, précticamente todos los
sujetos presentaron relaciones > 2.5 (pg/mg), valor considerado en
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general como adecuado {Machlin, 1984, 1991). Sin embargoﬂ de acuerdo con
Keller v Salked (1988), cocilentes entre 2.2 v 3.8 son con51derados Como
marginales, por lo gque soOlo un 2-3% de los controles y el 5% de las
mujeres diabéticas estarian en este rango, mientras fque los hombres

diabéticos tendrian valores >3.8. '

lLa asociacién entre una ingesta y/o niveles séricos elevados de
estos compuestos y un riesgo relativo minimo de muerte prematura por
enfermedad cardiovascular, cancer y otras enfermedades degeneratlvas, ha
llevado a algunos autores a proponer valores de concentracién “optima'
deseable para estos compuestos en sangre (Keller y Salked, 1988; Gey,
1994).

Sequn la distribucién de retinol en estos grupos, sélo el 2% de
hombres y mujeres diabéticas mostrarian niveles cénsiderados Como
"sptimos™ (>57 ug/dl) frente al 35% de hombres y 15% de mujeres control.
Respecto al f-caroteno, un mayor porcentaje de la poblacidn diabética
(303 hombres, 42% mujeres) frente al grupo control (13% hombres, 30%
mujeres) mostrarian concentraciones séricas "oOptimas” i>21 ng/dl) segun
Gey y cols (1994). Por el contrario, menos del 4% en ambos Jrupcs
estarian dentro de esta categoria de acuerdo a los valores de Keller vy
Salked (1988) (>64 pg/dl). Respecto a la relacidén a-tocoferol/colesterol
(parametro que muestra de forma mas consistente la correlac1on inversa
con enfermedad corcnaria), VY tomandc como referenc1a el valor de 5.2
(Keller y Salked, 1988; Gey, 1994), aproximadamente 250% de los sujetos,
tanto controles como diabéticos, presentan relaciones guperiores a este

valor, indicando que mas de la mitad de la poblacidn estudiada presenta

una situacién de bajo riesgo cardiovascular conforme a éste parametro.

6.4.- La diabetes mellitus como determinante del status sérico de

carotenoides, retinol y tocoferoles.

lLa concentracién de carotenoides en suero esta determinada tanto
por la ingesta dietética como por factores no dletetlcos Los estudios
de prevalencia llevados a cabo (valores de referencia, - 'estudio familiar)

muestran, en general, niveles mayores de carotenoides prov1tam1n1cos en

i 142



la poblacidén diabética y menores de retinol, mientras ‘que carotenoides

no-provitaminicoes, o- Y y-tocoferol v la relacidn o

tocofercl/colesterol, no se diferencian. Asimismo, el anadiisis
multivariante mostrd de forma consistente al retinol vy P-caroteno como

variables asociadas a la diabetes, mientras gue o-caroteno, B-
criptoxantina y licopeno sélo se asocilaron a lia diabetés en hombres. En
general, estcs resultados coinciden con ic descrito por otres autores en
sujetos con DMID (ver tabla 13). :

Teniendo en cuenta que los pacientes con diabetes 'y sus familiares
comparten factores genéticos vy, posiblemente, patrones dietéticos, las
diferencias entre grupos pudieran indicar una alteracién del metabolismo
de carotenoides en estos sujetos como se apuntdé en los afios 1930-1940
(Ralli y cols, 1935; Murrill vy ceols, 1941). Sin embargc, los mayores
niveles de carotenoides provitaminicos en diabéticos piieden reflejar un
mayor consumo de determinadas frutas y verduras (p.e. zanahorila,
naranjas), incluso dentro del mismo hogar. No obstante, mientras que
esto pudiera explicar las diferencias en p-criptoxantina (dado que el
85% de su ingesta depende del consumo de naranjaé en invierno ¥y
primavera), no parece probable en el caso de B-caroteno, determinado en
la poblacién espafiola s6lo en un 25% por el consumo de zanahorias y en
mas del 50% por verduras y tomate (Granado y cols, 1996). Asi, el hecho
de que los niveles de luteina Yy licopeno (aportados por verduras y
“tomate) no varian entre estos grupos, sugiere que la ingesta dietética
no es tan distinta entre grupcs como para explicar todas las diferencias
encontradas en las concentraciones séricas de carotenoides. Por otra
parte, los analisis multivariantes mostrarcn a B—criptoxantina Y
licopeno como variables asocladas a la diabetes s6lo en hombres, lo que

sugiere la presencia de patrones dietéticos distintos entre sexos.

F1 habito tabaquico se ha asociado con menores niveles de
determinados carotenoides en suero (ver tabla 10). Sin embargo, éste no
parece ser un determinante de las diferencias encontrédas en el estudio
familiar puesto que Llos menores niveles de o-, P-caroteno y B-
criptoxantina no se presentan en 1los Jgrupcs con mayor proporcién de

|
fumadores como seria de esperar.
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Los mayores niveles de carotenoides en diabéticos pueden reflejar
mayores concentraciones de lipoproteinas (especificamente, LDL} como sus

transportadores en sangre. S5in embargo, no se observaron diferencias en

los niveles de lipidos entre grupos y la relacidn B—baroteno/LDL fue

nmayor en diabéticos que en sus familiares contrcl, ajustados por sexo,

lo que indica que mayor cantidad de B-caroteno pof mg de LDL se
transporta en diabéticos. Asimismo, si los mayores niveles fueran un
efecto paralelo de los niveles de lipidos, cabria esperar gque OTLIOCS
compuestos transportados de forma preferente en las mismas lipoproteinas

(p.e. licopeno, a-tocofercl) también mostraran diferencias entre grupos,

hecho que nc se observd en el presente estudio.

El grupo de pacientes diabéticos presentan niveies mas bajos de
retinol (aunque no valores de deficiencia) como se ha déscrito desde los
afios 40 (Murrill y cols, 1841; Mosenthal y cols, 1944; Kimble y cols,
1946). Este hecho no parece determinade por una mNenor ingesta de
retinol-equivalentes dada la presencia de mayofes niveles de
carotenoides provitaminicos en este grupo. Asi, podria estar asociado a
una alteracién en el metabolismo de carotenoides (Ralii y cols, 1935;
Murrill y cols, 19941; Krill y cols, 1997), deberse a una alteracidn de
la sintesis de RBP (Basu y cols, 1989; Basu y Basualdo, 1997) y/o
menores niveles de transtiretina {Gebre-Medhin vy colé, 1985) la cual
podria afectar la formacion del compleio con RBP-retinol y/o aumentar la

excrecion de RBP.

Aunque en el estudio familiar no se evalud la presencia de
microalbuminuria en los sujetos, ninguno de los diabéticos estaba en
hemodialisis o mostraba signos de retencién de nitrdgeno, presentando
niveles de creatinina sérica, urea y urato dentro de la normalidad. De
acuerdo con otros autores (Martinoli y cols, 1993; Ha y cols, 1996}, si
los pacientes diabéticos hubieran presentado macroalbuminuria o fallo
renal, seria de esperar que mostrasen niveles méas alt@s de retinol dque

los controles.

Por otro lado, como se cbservd en el estudioc de seguimiento, con
valores normales de microalbuminuria, el retinol no mostrd relacidén con
ésta variable. Es posible que en los estudios de referencia y familiar,

algunos de los pacientes desarrollaran signos tempranos © intermedios de

1
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nefropatia -con microalbuminuria intermitente depehdiente de 1la
hiperglucemia- mostrando niveles menores de retincl Dbajo estas
condiciones (Martinoli y cols, 1993). Sin embargo, cabe seflalar que la
excrecién urinaria de albumina y RBP son indicadores'distintos de 1la
funcién renal (funcién glomerular y tubular, respectiv%mente) y que la
diabetes insulino-dependiente puede afectar la funciodn' tubular incluso
en presencia de una funcidn glomerular normal (Dubrey y cols, 1997),
pudiendo existir una mayor excrecién de RBP, incluso en ausencia de

microalbuminuria (Catalano y cols, 1993; Dubrey y cols, 1997).

Las concentracicnes de retinol menores en diaﬁéticos pudieran
reflejar una respuesta de fase aguda, episodios de fiebre o infecciones,
las cuales disminuyen las concentraciones de albumina y transtiretina
séricas y aumentan la excrecién de RBP (Thurhnam, 1990; Stephensen Yy
cols, 1994). En los estudios de prevalencia, no se determinaron
proteinas de fase aguda (p.e. proteina C reactiva), aunque los sujetos
estaban, aparentemente, libres de infeccién y fiebre y mostraron niveles
de albumina en el rango normal. Asimismo, aunque en el estudio de
seguimiento, la presencia de infecciones (con o sin periodos febriles)
se asocid, con valores de retinol sérico intra-sujeto ﬁés bajos, parece
poco probable que los menores valores de retinol observados se puedan
relacionar con una mayor presencia de infeccicnes en pacientes

diabéticcs.

Respecto al o-~tocoferol, en sujetos- diabéticos .se han descrito
tanto niveles elevados como normales (ver tabla 13) lo que puede
reflejar la inclusién de sujetos con hiperlipidemia y/o heterogeneidad
de los grupos analizados, y un mal control de la diabetes (Holler y
cols, 1993; Mooradian y cols, 1994; Ndahimana, 1995), dado que al
estandarizar con colesterol, los niveles no son diferéntes de aquellos

mostrados por sujetos normolipémicos (Vandewoude y cols, 1987; Tsai y
cols, 1994). En el presente estudio, a-tocoferol, y-tocofercl y la

relacién a-tocoferol/colesterol no fueron diferentes éntre los sujetos
diabéticos y sus familiares en primer grado, ni fueron asoclados a la

diabetes mellitus en los meodelos de regresién miultiple.
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6.4.1.- Tiempo de evolucidén de la enfermedad y presencia de

retinopatia. ‘

Los sujetos con mas de 10 afios de evolucion de la enfermedad
mostraron niveles de o-tocoferol ligeramente mas elevados y menores de

licopeno. Concentracicnes elevadas de a-tocofercl, jﬁnto con niveles
altos de retinol, han sido descritos en diabéticos; con nefrcopatia
(Martinoli y cols, 1993) vy menores de licopenc en sujetos con fallo
renal crénico (Ha y cols, 1996). Aunque los resultados obtenidos en
nuestro estudio pudieran relacionarse con la presencié de alteraciones
renales en estos sujetos, esto no parece probable ya que no presentaron
concentraciones séricas elevadas de retinol asociadas a nefropatia
(Martinoli y cols, 1993).

Mientras que diferencias en el perfil lipidico podrian explicar

los mayores niveles de oa-tocoferol en el grupo con mas de 10 afos de
evolucién, esto no explicaria los menores de licopenb dado que ambos
compuestos presentan una distribucién similar en lipoproteinas. En
nuestro estudio, los menores niveles de licopeno podrian ser debidos a
un sesgo estacional en la seleccién de los sujetos dddo que una mayor
proporcion de sujetos fueron seleccionados en primavera en el grupc de
mas de 10 afios, mientras que en el grupo de menos 'de 10 afios, mas
sujetos se seleccionaron en verano, coincidiendo con una mayor ingesta
de alimentos ricos en licopeno (Granado y cols, 199¢6). .
i
Por otro lado, la presencia de retinopatia se asocié a sujetos de
mayor edad y tiempo de evolucién de la enfermedad, aungque no Sse

observaron cambios significativos en el retinol sérico.

6€.4.2.- Control de la glucemia en la diabetes mellitus insulino-
dependiente. ;

A lo largo del tiempo en tratamiento intensive, los valores de
fructosamina y HbAlc mostraron una tendencia a disminuir, acercandose a

valores de referencia, aunque los niveles de retinol y la relacién o-
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tocoferol/colestercl no mostraron cambios significativos. Aunque el
retinol sérico mostrd una correlacién negativa con HbAlc y la dosis
total de insulina/dia, pero no con la fructosamina, al establecer puntos
de corte basados en objetivos razonables de control de la enfermedad
(glucemia <155 mg/dl y HbAIc <7.2%) (ADA, 199%6c), ﬁo se observaron

cambiocs significativeos en los niveles de retinol ni en la relacidn a-
tocoferol/colesterol, y ninguno de los parametros se asocié al retinol
en modelos de regresién multiple. Estos resultados sugieren que el
control glucémico en la diabetes, seglin estos parametros y los puntos de
corte establecidos, no parece ser un factor determinanfe de los niveles
de retinol ni de la relacién a-tocoferol/colesterol en suero en este
grupo.

por otro lado, los niveles mas bajos de retinol en diabéticos
podrian relacionarse con un status bajo de proteinas, hierro o zinc
(Machlin, 1991; Basu y Basualdo, 1897). En el estudio de seguimiento,
los sujetos diabéticos no mostraron signos Dbioquimicos de status
nutricional deficiente aundque, de forma individual y temporalmente,
algunos presentaran valores bajos en suero de cinc y/o ferritina.
Bunque, el retinol se relacioné con ferritina (indicador de status
nutricional de hierro) y cinc (cofactor en la sintesis de RBP), ninguna
de estas variables se asocid como determinante de los niveles séricos de
retinol en modelos multivariantes. ;
i

pPor ultimo, la ausencia de variaciones significativas en la
relacién a-tocoferol/colesterol, en funcidn del controlide la enfermedad
vy a lo large del tiempo, puede deberse a la utilizazién de ésta
relacién, como medida mas fiable del status de vitqmina E, v a los
criterios de inclusién establecidos para este estudio;y que han podido
contribuir a una mayor homogeneidad del grupo de diabéticos evaluados,
lo que coincide con lo descrito por otros autores (Mooradian y cols,
1994; Vandewoude y cols, 1987; Tsal y cols, 1994).
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6.5.—- Correlaciones entre compuestos en suero.

Fn el analisis de 1las poblaciones controcl v diabética, se
encontraron correlaciones altas (»0.6, p<0.0001), indepehdientemente del
Sexo Y de la presencia de diabetes, para o-/B-caroteno %
luteina/zeaxantina, siendo similares a los observados eh otros estudios
(Ascherio y cols, 1992). Estas correlaciones pueden ser debidas a la
presencia simulténea de estos carotencides en frutas y verduras de
frecuente cconsumo (Granado y cols, 1992; Hart y Scott, 1995; QOlmedilla vy
cols, 1996c). Sin embargo, luteina y p-carotens, carotenoides presentes
de forma invariable en verduras (Granado y cols, 1992; Olmedilla y cols,

1996), presentaron una correlacidn baja (<0.30) lo gue puede estar

relacionado con la capacidad provitaminica A del B—cardteno.

Valores relativamente altos (r>0.50) se observaron:para licopeno/a-

caroteno en hombres diabéticos y P-criptoxatina/ B—caroﬁeno y zeaxantina
en mujeres diabéticas. Correlaciones similares a las ‘observadas entre
licopenc/B-caroteno han sido descritas por Ascherio (1992} quien
sugiere, dada la ausencia de correlacién dietética, un nexo absortivo o
metabélico entre ambos carotencides. No obstante, en nuestra poblacidn,
el consumo de tomate contribuye de forma significativa'a la ingesta de
ambos carotenoides (Granado y cols, 1996) . Este hecﬁo, junto con el

aumento de absorcién de licopeno en presencia de f-carotenc (Johnson Yy

cols, 1997), pueden explicar, en parte, la correlacidn 6bservada.

Correlaciones entre 0.01-0.1 para retinol vy cada uno de los
carotenoides provitaminicos se pueden explicar a partir del control

homeostatico del retinol en plasma (Gey ¥y cols, 1994; Ascherio y cols,
1992). Retinol y a-tocoferol mostraron valores de 0.31-0.52, excepto en
mujeres diabéticas, ligeramente superiores a las observadas por otros

autores (Tee y cols, 1994). a-tocoferol se correlacionéd con luteina vy
seaxantina en todos los grupos excepto con luteina en Hombres diabétices
(0.09, p<0.5). Dado que tocoferoles y carotenoides sonitransportados por
lipoproteinas, aunque con distinta distribucidn (Jonhson y cols 1992;
Traber y cols, 1994}, se podrian esperar similares cprrelaciones para
otros carotenoides vehiculizados por las mismas particulas, aunque éstas
fuercon menores.
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En general, las correlaciones observadas entre sex@s y entre grupos
(ajustados por sexo) parecen indicar gque la relaéién entre estos
compuestos en Suero no estd asociada con problemas metodolégicos
(Sharpless y Duewer, 1995) sino due reflejan diferencias entre grupos
debidas a habitos dietéticos y/o efectos metabdlicos. '

6.6.- La dieta como determinante del status sérico de.carotenoides.

!
6.6.1- Validacién y reproducibilidad del CFS.

fn la validacién de los métodos de ingesta, se utilizd como

referencia los niveles séricos de carotenoides - considerados como
marcadores bioquimicos- ya que presentan errores de medida
independientes (Van't Veer, 1293), y aungue estos marcadores no

representen medidas directas de exposicidn dietética dada la variacién
intra- e inter-individual en la biodisponibilidad de ' nutrientes (Van
Vliet y cols 1996; De Pee y West, 1996; Parker, 1997).

Las correlaciones obtenidas con ambos métodos indican, globalmente,
una mejor relacién entre niveles séricos e ingesta evaluada con el CFS
que con registros de 3 dias, en ambos grupos, lo que puede deberse a un
ntmero insuficiente de dias registrados. Diferentes estudios han
encontrado correlaciones significativas entre ingesta de algunocs
carotencides y suero usando cuestionarios de frecuencia (Coates, 1991;
Ascherio, 1992) mientras dque otros no evidenciaron relacién para
licopeno, B-caroteno y luteina Yy zeaxantina (Coatesé 1991; Ascherio,
1992; Forman, 1993; Kaardinal, 1995). Las correlaciones observadas
fueron mayores en diabéticos y en mujeres (en ambos grupos) lo que
pudiera relacionarse con una mayor fiabilidad en la evaluacién de la
ingesta en estos sujetos y/o una diferente blOdlSponlbllldad debido al
consumo de distintos alimentos en estos grupos. ' Asi, las bajas
correlaciones para licopeno podrian estar relacionadas con la menor
biodisponibilidad de este carotenocide a partir de fuentes no procesadas
(Stahl y cols, 1992a) asi comc con una mayor variabilidad en el
contenido de licopeno de las principales fuentes en la dieta (Granado ¥y
cols, 1997; Olmedilla y cols, 1998). '
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Ademas de los factores implicados en la relacién dieta-suero
{variacién inter-individual en la absorcidén v entré carotenoides,
diferentes matrices de alimentos, tipo de procesamientq, etc), la gran
variabilidad intra e inter-individual tanto en el consumc Como en los
niveles séricos de vitaminas, hace que las correlaciones entre ingesta y
suero sean, en el mejor de los casos, modestas (RBolton-Smith y cols,
1991). En el presente estudio, se obtuviercn valores' “aceptables” de
correlacién (»0.5-0.6; Jarvinen, 1996) para B—criptoxéntina, en ambos
sexos y grupos, mientras que para otros carcotencides sélc se obtuvieron
en el grupo de diabéticos utilizando el CFS. En general, la menor
correlacién para P-caroteno y luteina puede relacionarse con el mayor

numerc de frutas y verduras dque aportan estos carotenoides, asi como con
la capacidad provitaminica del B-carcteno, mientras que para d-carcteno

y B-criptoxantina, la mayor correlacidén se deba, p081blemente, al menor
numerc de alimentos que aportan estos caroten01des. Asimismo,
variaciones estacionales en el consumo de frutas y verduras también
afectan las correlaciones con suero debido a dque las fuentes son

distintas y pueden afectar la biodisponibilidad de 1los carotenoides

(Scott, 1996), hecho observado para f-caroteno, o-caroteno y licopeno en

el grupo control.

En general, el CFS asigndé correctamente en cuartiles extremos un

mayor numero de diabéticos que de controles, especialmente en el cuartil
inferior, excepto para B-criptoxantina la cual mostréd la mejor

correlacién con el suero, coincidiendo con lo descrito por Forman Y

cols. (1993). En el caso de luteina, zeaxantina,  B-carotenc (en
controles) vy licopeno (en diabéticos), el porcentaje de sujetos
asignados a cuartiles opuestos fue el esperado por el azar (Garrow,
1995). Este hecho puede indicar tantc que el método utilizado no es
valido para estimar la exposicién real a estos compuestos, discriminando
los sujetos segin su ingesta, comoc a que los niveles séricos no reflejan

la ingesta real de manera dosis—-dependiente.

Fn la evaluacién de la reproducibilidad del ‘CFS (ingesta en
invierno y primavera en el Jrupo control), se obsprvé ausencia de
correlacién entre las medidas repetidas de la ingesta lc que puede
indicar una baja reproducibilidad del método utilizado, incapacidad de
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los sujetos para reflejar su consumo de alimentos vy/o vériaciones en el
consumo de alimentos {(Jarvinen, 1996). Sin embargo, estas variaciones se
presentaron tanto en la ingesta como en los niveﬁes séricos de
carotenoides lo que parece indicar que esta falta de repﬁoducibilidad se
debe a cambios dietéticos que se reflejan en los nivgeles séricos de
carotencides. f

Aunque, no se puede descartar un “efectoc de apre@dizaje” en este
grupo, que implicaria un aumento de la variabilidad intra-individual,
aumento de errores y correlaciones disminuidas (Goldbohmm y cols, 1995),
la baja proporcién de sujetos asignados a cuartiles opuestos en medidas
repetidas, parece indicar tanto que una elevada proporéién de sujetos
mantienen sus patrones dietéticos a lo largo del tiempo;asi como que el
método (CFS) es razonablemente util para identificar sujetos en rangos
extremos de ingesta, independientemente de las variaciones estacionales
en el consumo de determinados alimentos. ;

1
k

|
6.6.2.- Ingesta dietética y niveles géricos de cafotenoides.
|

Los CFS suelen sobreestimar la ingesta, especialménte de frutas vy
hortalizas, aungue son validos para clasificar ingesta}dietéticas entre
grupos Yy sujetos (Block, 1992). Asi, los resultadés observados no
proporcionan necesariamente medidas cuantitativas %ino, mas bien,

"cualitativas de ingesta entre grupos. !

Los sujetos control mostraron ingestas de carotenéides mayores que
los diabéticos, excepto para luteina vy B—criptoxantina y los niveles
séricos reflejaron los patrones dietéticos entre grupos, excepto para
luteina. La falta de coincidencia en las diferencias significativas
entre dieta y suero pudiera estar relacionada con eirores de medida
dietética (especialmente en controles), interferenciaé en suero (p.e.
luteina/zeaxantina), el bajo numero de sujetos en loé grupos y/o una

alta variabilidad en las concentraciones séricas.

Los valores de consumo individual de carotenoides sugieren una
ingesta diferente de determinados alimentos en ambos grupos (p.e
naranjas, zanahorias) e igual de otros (p-.e. verduras)! aungue su efecto
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sobre los niveles séricos no parece dosis-dependiente. Sin embargo, los
mayores niveles de carotenoides en suero indican un mayor aporte en la
dieta, independientemente de la sobreestimacién de la ﬁngesta mediante
el uso de CFS, la menor correlacién entre ingesta ¥ suero en el grupo
control vy/o la diferente biodisponibilidad a partﬁr de distintos
alimentos. Asimismo, en el estudio con diabéticos a lo largo del tiempo,
las variaciones en la ingesta de carotencoides en dlstlntas épocas del
afic se reflejaron en los niveles séricos, coincidiendo con observaciones
previas en nuestra poblacién {Granado y cols, 199¢6; Olmedllla y cols,
1994) .

Por otro lado, tras dietas “pobres” en carotenéides, tanto los
sujetos diabéticos como controles presentaron descensos significativos
de todos los carotenoides en suero, coincidiendo con 10 descrito por
otros autores respecto a que los niveles séricos reflejan la ingesta a
corto plazo {(Rock y Swenseid, 1992a; Bowen y cols, 1993; Yeum y cols,
1996). E1l ritmo de desaparicién en suero presentd édos velocidades
distintas y coincide con lo descrito en otros estudies (Rock y cols,
1992a; Stahl y cols, 1992a), sugiriendo la presencia'de dos reservas
corporales con velocidades de recambio diferentes (Rock y cols, 1992a).

El1 ritmo de desaparicién en suero fue distinto para los diferentes
carotenoides y se relacioné, en parte, con las concentraciones séricas
iniciales (mas rapido a mayor concentracidén). No presenté diferencias
entre diabétices y controles, alcanzandose porcentajes flnales similares
para todos los carctenoides y valores de vida media d? carotenoides en
suero iguales para ambos grupos Yy similares a los descritos en la
bibliografia (ver tabla 8b). ;

I

En conjunto, estos resultados indican la dietd como un factor
determinante de las diferencias en carotenoides serlcos entre los grupos
analizados, sin descartar el efecto de otros: factores (p.e.
biodisponibilidad) en la relacién dosis-dependiente ! entre ingesta ¥y
suerc. Asimismo, en ausencia de su aporte en la dieta, el ritmo de
desaparicién de carotenoides en suero, Yy recambio !de las reservas

corporales, es independiente de la presencia de d%abetes insulino-

dependiente.
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6.7.- BiodisEonibilidad de carotenoides.

!

Fn los estudios de biodisponibilidad, el area de%concentraciones
frente a tiempc (AUC) proporciona una medida de la cantidad de nutriente
absorbido a partir del tracto gastrointestinal (Kostid y cols, 1995),
especialmente en fraccicnes de lipoproteinas ricas en, triglicéridos -
wWTRL”- (Van Vliet y cols, 1995). Asimismo, el perfil dezla curva frente
al tiempo puede proporcichar informaciédn sobre velocidad de absorcién,
mientras que la concentracién maxima alcanzada y el fiempo requerido
para alcanzarla dan idea del momento en que la ve1001dad de absorcién y
desaparicién se igualan. sin embargo, cabe resaltar que; estos parametros
(AUC, concentracién méxima y tlempo para alcanzarla, vida media) son
farmacolégicos vy que su aplicacidén al estudio de ﬁutrientes no es
totalmente comparable dada la presencia enddgena de esos nutrientes.

{

La respuesta en TRL a la administracidn de carotenoides mostrd una
gran variabilidad entre sujetos en cada Jgrupo, coincidiendo con lo
descrito en otros estudios (Stahl y cols, 1995; Van Vl%et y cols, 1995;
Kostic y cols, 1995; Wingerath vy cols, 1995; Jonhsop. y cols, 1997;
Gartner y cols, 1997; Pateau y cols, 1997). Como ha sido sefialado por
vVan Vliet y cols (1995), la comparacién cuantitativa he los distintos
estudios de biodisponibilidad descritos en la bibliogréfia es poco util
debido a la gran variabilidad en los disefios utilizados (dosis, patrdn
de comidas, cantidad de grasa, esquema de la toma de muestras,
caracteristicas de los sujetos, tipo de muestra evaluada (TRL, suero)).

|
En el presente estudio, la ausencia de 9-cis-Prcaroteno, [-apo-

carotenales (indicadores de rotura excéntrica) o formasééster de luteina
en TRL y plasma durante el periodo de 8 horas tras la administracién de
las céapsulas, coinciden con lo descrito por otros autores (Khachick y
cols, 1991; Stahl y cols, 1993a; Stahl y cols, 1995; Wingerath y cols,
1995; You y cols, 1996). ‘

1
Cualitativamente, ambos g¢grupos se comportaron de forma similar

|
aunque los diabéticos mostraron una mayor absorcién relativa de oa-
caroteno frente a P-caroteno (AUCs Yy C.méx), tanto en TRL como suero,

reflejando mejor la composicién de la capsula administrada. Aungque estas
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diferencias no fueron significativas, pueden estar relacionadas con una
absorcién, incorporacién a quilcmicrones y/o utilizac%én preferencial
como sustratos precursores de retinol. Asimismo, el laumento de all-
trans-luteina y de la relacidén luteina/cetocarotenoidesiobservada en TRL
en ambos grupos parece indicar que los cetocarotenoidés no se forman
durante la absorcién de luteina y/o ‘preparacidén de 1a muestra sino
posteriormente “in vivo”, lo dque concuerda con lo ob%ervado en otros
estudios de suplementacién con luteina (Khachick & cols, 19%85a;
Olmedilla y cols, 1997a).

Al comparar con estudios de biodisponibkilidad simiiares, se observd
un retrasoc en la respuesta en la mayoria de los sujetosjde ambos grupos,
posiblemente relacionado con el protocolo utilizado (batrén tipico de
comidas y sin periodo de ayunas durante las 8 horas de estudio),
provocando un retraso en el vaciamiento gastrico y en la lipemia
postprandial debido a la cantidad y tipo de grasa (40 g de aceite de
oliva) administrada con la capsula (Fielding y cols, 1996; Borel y cols,
1997). La concentracién méaxima de carotenoides, ésteres de retinilo vy
triglicéridos coincidié en el tiempo y se presentd, ?n ambos grupos,
inmediatamente después de ingerir la comida coincidiendo con lo descrito
por Fielding y cols (1996) quienes apuntan que este tipo de respuesta
sugiere la liberacién de quilomicrones preformados * (en la primera
comida), méas que el procesamiento completo de la gr%sa en el lumen
intestinal. ;
i

El porcentaje estimado de absorciéon de a+B-carotego en TRL durante
el periodo de 8 horas no se diferencid entre grupos (8-9%, excluyende al
sujeto contrel gue no respondi6), y coincide con lo deécrito en sujetos
con diabetes (tipo. MODY) (Ramachandran, 1973) . Siﬁ embargc, este
porcentaje es algo menor: al descrito en otros estudlos (Van Vliet ¥y
cols, 1995; Novotny y cols, 1995) debido, posiblemente, al retraso
observado en la respuesta. De la cantidad absorbida, abroximadamente un
60% apareci6 como ésteres de retinol (% de conversién):' en ambos grupos.
Aunque estas estimaciones son meras aproximaciones ¥y eren considerarse
como tentativas, los valores son bastante similares a.los descritos en
otros estudios (Goodman y cols, 1966; Blomstrad y Werner, 1967; Van

Vliet y cols, 1995).
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i
El perfil de la curva de concentraciones frente al tiempo fue
diferente para oa-+p-caroteno y luteina. La menor absorcién relativa de

luteina frente a o-+P-caroteno y el perfil de absorcién;frente al tiempo
observado (en ambos grupos), indica diferentes cinétiéas de absorcidn
para estos carotenocides (Kostic y cols, 1995; Van Vliet, 1996; Pateau y
cols, 1997) y puede estar relacionado con la capacidad provitaminica A,
estructura gquimica vy transferencia entre 1ipoprote%nas para ambos
carotenoides (Kilbler y von Renersdorft, 1993; Pateau y cols, 1997;
Parker, 1997). i

!

La respuesta con luteina (en TRL ¥ plasma) fue similar en ambos
grupos mostrando un aumento continuo a lo largo del estudio lo que
coincide con lo observado en suero por Kostic ¥y cols ({1995) . Sin
embarge, la respuesta con o-+B~-caroteno en TRL mostrd un perfil a 1lo
largo del tiempo distinto segun los grupcs. LoOS diabéticos mostraron un
aumento constante durante las 8 horas mientras qué los controles
presentaron una curva de absorcion mas definida en el tiempo, retornando
a valores préximos al basal al final del periodo de 8 héras. Aungue esta
diferencia pudiera indicar una velocidad mas lenta de absorcidén y/o
incorporacién en sangre de los carotenoides provitéminicos en los
diabéticos, es posible que este perfil en el tiempo refleje el
aclaramiento mas lento de quilomicrones en sujetos con diabetes mellitus
insulino-dependiente (Georgopoulos, 1994; Georgopoulos ¥y Saudek, 1994).

Estos autores, utilizando ésteres de retinilo como marcador de
lipoproteinas de origen intestinal, observaron un aumento de particulas
de origen intestinal (correspondientes a quilomicrones re51duales) hasta
10 horas en el periodo post-prandial {Georgopoulos Yy Saudek 1994}, Este
efecto es independiente del control glucémico de la enfermedad y estaria
relacionado con la via de administracién de insulina (subcutanea)
provocando una mayor insulinemia periférica y una menoi estimulacién de
receptores LDL o LRP hepdticos (Georgopoulos, 1994). Por otro lado, el
comportamiento similar de ambos grupos en el estudio cén luteina, podria
deberse a la diferente cinética de absorcidn de este;carotenoide, asi
como su posible transferencia a otras lipoproteinas; que no reflejan

directamente el metabolismo lipidico post-prandial (p.e. HDL).

1
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La velocidad de absorcién condicicna el tilempo; necesaric para
alcanzar la concentracién maxima asi como la recuperacién de niveles
basales. Esto podria explicar, en parte, las mayores AUCS con menores
C.max observadas en fracciones TRL de diabéticos y hace Iprobable que las

AUC para o-+f-carotenc y ésteres de retinilo en éiabéticos estén
subestimadas, lo que implicaria gue estos sujetos presentan mayor
absorcién en comparacidén con los controles. \
i
En plasma, las AUCs observadas durante el periodoi0~8 hcras fueron
diferentes a los encontrados en TRL. Sin embargo, hay:que sefialar que
los niveles plasmaticos, inclusc en el periodo 0-8 horas, no reflejan
fenémenos de absorcién y/o conversidén a retinol (Van Vliet, 1996). Por
otro lado, mientras las C.madx alcanzadas a las 24—4é horas para o-

caroteno y luteina entre grupos coinciden con lo observado en los

estudios de prevalencia, esto no ocurre con el fB- caroteno No obstante,

las Cmax observadas a las 24-48 horas reflejan nlveles alcanzados tras

suplementacién con dosis unica y es posible due para-el B-caroteno no
sean totalmente comparables a los niveles alcanzadés tras ingestas
prolongadas (p.e. dieta habitual). Cabe seflalar due lag concentraciones
séricas a las 24-48 horas tras la administracién de tépsulas, indican
el recambio hepatico a través de las VLDL © nﬂltiplés compartimentos
hepaticos (Parker, 1996a) y due los niveles plasmaticos reflejan
variaciones en diferentes puntos del metabolismo de carotenoides -
absorcién intestinal, liberacién y aclaramientc en plasma, distribucién
a tejidos y liberacién de depdsitos corporales- que pu#de ser diferente

entre carotenoides (Jonhson y cols, 1997) . :

La respuesta en plasma se asocld con los niveleslde triglicéridos
en ayunas. Aunque en ambos estudios el protocolo seguido fue igual, la
lipemia post-prandial en los diabéticos durante el estudlo de a-+B-
caroteno fue baja debido a las AUC negativas en algunos sujetos. Asi, al
relacionar la AUC de a-, P-caroteno y ésteres de retinilc con el AUC
para triglicéridos, esta relacién fue superior en diabéticos mientras
que ambos grupos se comportaron igual en el caso de lutelna. Este hecho,
juntc con la presencia de respuesta de o-, B—caroteno y ésteres de
retinilo en diabéticos incluso con lipemias “negativas”, pudiera indicar

una mayor eficacia de absorcidén de estos carotenoides en diabéticos.

1
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En este sentido, el contrecl de 1la glucemiai puede sSer un
determinante de la mayor absorcidn de carotenoides: provitaminicos,
posiblemente, a través de su repercusién sobre el metabolismo lipidico
post-prandial (Georgopoulos, 1994; Georgopoulos ¥ ;Saudek, 19%4),
coincidiendo con lo observade en diabéticos con un mal control de la
enfermedad (Head, 1921; Rabinowitch, 1930; Mosenthal, 1941; Cohen, 1958;
Emerson, 1966). Sin embargo, 1C0s menores niveles de retinol, en el grupo
de diabéticos evaluado, no parecen estar relacionados con el control
glucémico ni deberse a una alteracidn en la conversﬁérl a retinol de
carotenoides (Ralli, 1935; Murrill y cols, 1941, Hoerér y cols, 1974;
Krill y cols, 1997) sino, posiblemente, asociados a factores genéticos
(Krill y cols, 1997) y a fendmenos de transporte y/o eliminacién (Basu y
cols, 1989; Gebre-Medhin y cols, 1985; Catalano y'colé, 1993; Dubrey ¥y
cols, 1997) . |

i

Por ultimo, la biodisponibilidad de algunos carétenoides implica
tanto su absorcién como su conversion a retinol (Parker, 1997). En
conjunto, los resultados sugieren posibles diferencias en la absorcidén
de carotencides provitaminicos peroc noc en su conversidn a retinol o en
carotenoides sin actividad provitaminica A. El difere@te comportamiento
de los diabéticos pudiera indicar una diferente bio&isponibilidad. de
carctenoides con o sin actividad provitaminica A} respecto a los
controles, coincidiendo con lo reflejado en los estu@ios descriptivos.
Aunque el numero de sujetos es comparable al de otros estudios de
biodisponibilidad, la gran variabilidad ocbservada y el reducido numero
de sujetos por grupo hace due estos resultados deban}considerarse Ccomo

tentativos y pendientes de confirmacién en un numerc mayor de sujetos.
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CONCLUSICONES

1.- Los sujetos <con diabetes mellitus insulino-dependiente
presentan un perfil de carotenoides en sueroc icualitativamente

. . L ,
igual que los sujetos control. De forma cuantitativa, presentan
mayores niveles de carotenoides provitaminicos; (a-caroteno, B-

caroteno vy PB-criptoxantina) e iguales de no-provitaminicos

(luteina, zeaxantina y licopeno).
5 - Las diferencias en el perfil de carotenoides entre grupos no
se deben a variabilidad analitica o sesgo en el muestreo sino, mas
bien, relacionadas con patrones dietéticos distintos.

|
3.- El1 cuestionario de frecuencias semicuantitétivo disefiadc es
util para clasificar sujetos en rangos extremos' de ingesta y en
distintas épocas del afio. La mayor correlacién? entre ingesta ¥
niveles séricos de carotenoides en diabéticos puede estar en
relacién con la mayor fiabilidad de las respuestas asi como con
una mayor biodisponibilidad en estos sujetos. ?
4.~ La diabetes insulino-dependiente no modifica la tasa de
aclaramiento de carotenoides y/o el recambio <d§ carotencides de
depdsitos corporales ni la vida media en suero, aungue estos
sujetos parecen presentar una mayor eficacia | de absorcién de
carotenoides con actividad provitaminica A, iposiblemente, en

relacién con el control de la glucemia.

5.- La diabetes mellitus insulino-dependiente coﬁstituye un facter
de riesgo para un status sérico marginal (pero ino deficiente) de
retinol, especialmente, e€n mujeres. Este hechoi no se debe a un
menor aporte en la dieta ni a una alteraciodn en la capacidad de
conversion de carotenoides provitaminicos h retinol sino,
posiblemente, relacionade con fendmenos d¢ transporte y/o

1

eliminacidn.
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6.~ TLa normalizacién de los parénetros de control glucémico,
tiempo de evolucién de la enfermedad y presencia de retinopatia no

modifican el status sérico de retinol. !

7.- La diabetes mellitus insulino-dependiente no parece ser un

determinante de indicadores del status séricol de vitamina E
(relacién oa-tocofercl/colesterol) y no constituye un factor de

riesgo para un status bajo de vitamina E.

8.- La mayor frecuencia de status sérico marginal de retinol en
diabéticos puede estar relacionado con una mayor prevalencia vy

severidad de infecciones en este Jrupo.

9.~ Las concentraciones de carotenoides y la relacién a-toc./col.

observada en diabéticos, como parte del status sérico de
|

antioxidantes, no apoyan la hipdtesis de un status antioxidante

liposoluble bajo en estos sujetos.

10.- En base a estos resultados, la utilizacién de algunos de
estos compuestos en la prevencidén de las complicaciones a largo
plazo de la diabetes parece, cuando menos,: prematura. Cabe
sefialar, sin embargo, que los niveles séricos dé estos compuestos
pueden no reflejar de forma fiable la situacidn en tejidos y que,
tanto la hiper—- como hipoglucemia en esto§ sujetos, puede

modificar la actividad de estos compuestos.
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APENDICE I.- Cuestionario de frecuencias semicuantitativé para la evaluacidn

de la ingesta de carotencides.

CF-CAROT { Encuestador....... /Auto-administrado.......}

P

Nombre y apellidos:

Fecha: Edad: Sexo: .
(QC-2) (Si es mujer, indicar si toma
anticonceptivos orales)(CE)
Peso: Talla:
A) :
;Toma vitaminas de algin tipo? SI/NO
,Cudl ? ;Con qué frecuencia?

.Toma algin medicamento? (NO CONTESTAR)

(Evita algin alimento en especial? . cudl/es?
i

o ha hecho recientemente algin tipo de

. Estd haciendo
¢ Cual ? (NO CONTESTAR)
{

dieta? SI/NO  (CE)

I
. Tiene preferencia o consume mas frecuentemente algin tipo

de alimento? SI/NO ¢ Cudl/es?
¢ Cuantas piezas de fruta suele tomar al dia? (QC-2)
;. Cuantas veces suele tomar verduras.,hortalizas o ensaladas
(QC-1)

a la semana?
1

. Toma a diario o habitualmente vino/cerveza u otro tipo de

bebidas alcohélicas? {S1/X0)
(SI/NO) '
i Cudntas veces por semana come menestra, ?panaché. sopa de
: (QC-1)

verduras o puré de verduras?
i

. Fuma? SI/NO ¢ Hace cudnto tiempo?
iCudnto {aprox.) al dia? .

191



B) Por favor, complete el siguiente cuestionario. Subraye el
alimento/s y marque con un circulo la frecuencia de consumo de

cada ¢erupc (considerados en su conjunto]

1) HORTALIZAS/VERDURAS Frecuencia semanal
{QC-1) {Nimero de veces por semanaj)

- De color verde

t Espinacas (1) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mis de 7

# Acelgas (2) 0,1, 2, 3, 4,5, 6, 7, mds de 7

# Judias verdes,alcachofas,

coles de Bruselas, lechuga,
espdrragos trigueros, o, 1, 2,
pimientos verdes.(3)

3, 4, 5, 6, 7, més de

OTROS: guisantes (4) .
Bréccoli (5) o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mds de
escarola (6) o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mds de

apio(7), Habas (9) o0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mis de

-De color rojo-anaranjado !
I

Zanahoria (BM) (10) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mds de 7

Tomate natural (ensalada) (11) o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, més

" Frito o ketchup (12) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mis
(BM) ;

Pimiento rojo,{(13) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, més

OTROS: Lombarda(14}...... O, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mis.

1
calabaza{l®).ec.ooss 0, 1
1

CRCRE BN BT B N B N N B B ]

2' 3'. 4, 5)

-De color blanco-amarillento
3, 4, 5, 6, 7, mis.de

{ Coliflor, repollo, cebolla, 0. 1, 2,
calabacin, pepino) {106} .
Patata (cocidas, fritas etc..) 0, 1, 2, 3, 4; 5, 6, 7, mas de
(17} (BM) ;
MJaiz (cnsaladas, mazorcas...) 0, 1, 2, 3, i, 5, 6, 7, mds de
(18) {BM) !
OTRAS: Puerros, nabos, o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, més de
endivia, cardo, o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 17, més de
berenjenas(19) o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, méds de

Aguacate (20)

Setas, champifion, nfscalos...{21) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, nés de

’ 6
, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mds de
’ 6" 7' .‘s de

7

-3 =) =3}

de

de

de
de

bt |

bt )

-3 =3 =3

192

-b -} -t

- = -y



i

2) FRUTAS Numero de piezas/porciones a la semana
(Marque SOLC las frutas que consume en estas fechas)

(QC-2)
Naranja BM (22) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, més de 7
|
MandarinaBM? (23) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, nds de 7

Plitano (24) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, T, mis de 7

Manzanas (25) o, &, 2, 3, 4, §, 6, 7, mds de 7

Peras {28) 0, 1, 2, 3,
0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, s de 7

4, 5, 6, 7, mds de 7

Melocotén (27)

Albaricoque (28) o, 1, 2, 3, 4,f5. 6, 7, mds de 7

Fresén/Fresa {(29) 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mds de 7

(ne de veces/semana)

Sandfa (30) ] 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mas de 17

Cerezas (31) 0, 1, 2, 3, 4, 53, 6, 7, mdas de 7
{No de veces/semana) ;

OTRAS: Melén (32}, pina o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mds de 7
(33), ciruelas {34) 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, pég de 7
Granada(35), kiwi (36) o, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, nds de 7

pomelo(37), kaki (38),

3) LACTEOS (Subraye el tipo de leche/queso y la frecuencia)

Leche (desnatada (239), dlarzo/frecuente/alguna vez/(casi)nunca

semidesnatada (40),
entera (41))

Yogures o similares diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca

(42])
Queso diario/frecuente/alguﬁa vez/lcasi)nunca
(fresco, normal,curado) ,
(43) (43) (435) ;
Mantequilla diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca
O margarina '
(46)
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4) OTROS {Subraye el tipo de alimento ¥y marque??a frecuencia)

diario/frecuente/alguﬁa vez/(casi)nunca

Carne

Pescado: azul diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca
blanco diario/frecuente/alguna vez/{casilnunca

Salmén o trucha diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca

(incluido patés) '

(BM) (47) 3

Aceite de Oliva (48) diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca

Qtros aceites

'R I N

diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca
diario/frecuente/alguna vez/{casi)nunca
diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca

IS B L N BN I B

Huevos (¢ Cudntos a la semana?) Ceesssessaeusere

(49)

Visceras diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca
(Higado, rifiones, sesos...)

50}

Zumos envasados
(Indicar de qué fruta)

e P F A S E RN

diario/frecuente/alguﬂa vez/(casi)nunca
diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca
diario/frecuente/alguna vez/(casi)nunca

“ * 4 4 S B B A A e BN

I R R R R I B B L

‘ Le ha parecido dificil/complicadoj rellenar este

cuestionario? :
SI (mucho / poco ) (QC)

NO ;

GRACIAS POR SU COLABORACION
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APENDICE II.- Reccmendaciones diet&ticas durante el estudio de Biodisponibilidad.

DIETA POBRE EN RETINOL (solo durante el primer dia)

Se EVITARAN los siguientes alimentos: '
visceras (higado, rifidn, etc), leche entera o semidesnatada,
yogures, quesos, mantequilla o margarina, otros derivados
lacteos, huevos o derivados, croquetas, empaﬂados, .......

DIETA POBRE EN CAROTENOIDES (durante los 12 dias del estudio)

Se EVITARAN los siguientes alimentos (en general, todos los
que tienen colores):

Hortalizas: espinacas, acelgas, judias verdes, alcachofas, coles
de Bruselas, berza, lechugas, esparragos trigueros, pimientos

(verdes, rojos © amarillos), guisantes, br@coli, egcarola, apio
(blanco o© verde), habas verdes, zanahoria, tomate ({natural,
frito, =zumo, salsas, en sopa, ...), grelos, cardo, calabaza,

maiz, puerros, endibia, nabos, berenjenas, perejil, berros.

Frutas: naranja, mandarina, platano, melocoton, nectarina,
albaricoque, sandia, meldn "francés' (interior anaranjado)}, pifia,
frambuesas, arandanos, ciruelas (de cualquier «color), kaki,

nisperos, granada, pomelo, aguacate, mango, lichi, frutas secas ©
en mermelada o confituras. :

Otros: helados o sorbetes (de colores), yema de huevo, quesos (de

color amarillento o anaranjado), yogures © derivados lacteos con
frutas, natillas, flanes, mantequilla, :visceras, gazpacho,
chorizo, sobrasada, patés, mariscos, salsa para céctel, ketchup,
pizzas, empanadillas, 2zumos comerciales de frutas, refrescos

(tipo Fanta o Trinaranjus), trucha, salmoén,....

Complejos vitaminicos (excepto los expresamente recomendados por
su médico), productos de herbolarioc, alimentos suplementados con
vitaminas o carotenoides. i

8T ALGUNA VEZ COMEN ALGUNO DE ESTOS ALIMENTOS, POR FAVOR,
ANOTELO Y COMUNiIQUENOSLO. !

Alimentos que SI puede comer: ‘
Hortalizas: coliflor, repollo, lombarda,',cebolla, pepino (sin
piel), calabacin (sin piel), patatas, niscalos, setas, champiiidn,
esparragos blancos, rabanos,.

Frutas: peras (sin piel), manzanas (sin piel), 1limon, freson,
cerezas, meldn (tipo Villaconejos), Kiwis, chirimoya, uva blanca.

Otros: arroz, pasta, pan blanco o integral, queso fresco, leche,
yogur natural, cuajada, requesdn, nata, clara de huevo, ajo,
garbanzos, Jjudias blancas o pintas, lentejas, carnes {(todas,
excepto 1las adobadas), aves, caza, pescados '"blancos © azules",
sepia, calamares, atin o bonito, bacalao, ostras, chirlas, pulpt
(no afiadir pimenton), embutidos (sin pimentén), croquetas, crema:
de esparragos o de champifion, frutos secos (no frutas secas),
vinos, cerveza, refrescos (tipo "Gaseosa'', tdnicas (
similares),....
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Reference values for retinol, tocopherol, and main
carotenoids in serum of control and insulin-
dependent diabetic Spanish subjects

Becora OLMEDILLA,* FERNANDO GRANADO, ENRIQUE GIL-MARTINEZ, INMACULADA BLANCO,
and ENRrRIQUE Rojas-HipALGO '

To establish reference ranges for use in clinical and
cpidemiological studies, we determined concentrations
of retinol, a-tocopherol, -carotene, w-carotene, B-cryp-
toxanthin, lutein, zeaxanthin, and lycopene in 450 Span-
ish control subjects and 123 Spanish patients with
insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM). Results
were grouped according to sex, and samples were col-
lected throughout the year. Concentrations of retinol
were significantly lower and B-carotene and a-carotenc
were higher in women than in men, both in controls and
IDDM subjects, whereas f-cryptoxanthin concentra-
tions were higher only in control women. Conditional
logistic regression analysis showed that retinol, fi-caro-
tene, and lycopene were the variables associated with
diabetes. In comparison with other populations, our
controls showed, in general, ordinary concentrations of
retinol, comparatively low B-carotene and high f3-cryp-
toxanthin concentrations, and a relatively high «-to-
copherol/cholesterol ratio.

INDEXING TERMS: nutritional status « B-cryptoxanthin .
lutein » zeaxanthin « lycopene « vitamins « antioxidants

Carotenoids, retinol, and tocopherol are among the most
widely studied compounds in various populations, for
both serum concentrations and dietary intake f1-8], be-
cause of their inverse relationship with the development
of several diseases, c.g., cancer, cardiovascular discase,
and cataracts [9-12].

Several factors have been duescribed as intluencing
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t
serum concentrations of carotenoids, and 1o o lesser
ealent, the concentrations ol tocapherol and retingls sey,
age, dictary intake, smoking and drinking habits, and
seasonadity [1, 2, 13=16/. In the literature, a great variabil-
ity s cvident in caratenoid serame caneentrations from
various populations [1=4, 17, 18], a fact that has made it
difficult to establish consensus cutoff points for applica-
tion to different populations and tor interpretation of
carotenaid concentration in the context of discase preven-
tion. ,

Subjects  with inaulin-dbpvndvnl diabetes  mellitus
(UDDM) are among the groups at rish of having low
vitamin concentrations {19, 20/, Despite the large amount
of literature dealing with the role of dictary composition
in controb of diabetes mellitiis, relatively few studies deal
with the effects of the discase on micronutrient status in
these patients. Those that do are inconclusive 21, 221

The present study was designed to establish reference
values tor these compounds in our pupulation for use in
comparisons with other control populations, tor interpret-
ing values in different clinical conditions, and for appli-
cation in dict and in heaith and discase epidemiological
studies. In addition, studv ot the fat-soluble antioxidant
status in 1DDM patients shouid allow us to assess, in the
futtre, the possible relatiopn of antionidants o the devel-
vpment of late complications of diabetes.

Subjects and Methods

SUBJECTS |

Recruited as controb subjects were 450 [ree-living, appar-
ently heaithy people from Madrid, ages 5-79 years (me-
dian: males 32 vears, females 325 vears), They had
ordinary cating habits, with none on a special dict or
taking vitamin or carotenoid supplements. Their choles-
terol and triglveeride condentrations fell within normal
reference ranges. Groups were established according to
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sex (210 males and 240 females), and serum samples were
taken and averaged throughout the vear (spring-summer
and autumn-winter), given that scasonality may influ-
ence the concentrations of several of the analvtes being
investigated [16].

Also recruited were 123 insulin-dependent diabetics,
ages 13 o 84 yoears (median: males 27.5 yvears, females 27
years), Groups were established according, o sex (60
males and 63 females) and sample collection was evenly
distributed throughout the vear,

The age distributions and proportions of smokers were
similar in both groups. Blood samples were collected after
an overnight fast and centrifuged at 630g for 10 min; the
serum was removed and stored at =24 °C until analyzed
{within 5 months). The procedures used were in accor-
dance with the ethical standards of the Ethical Committee
of Clinical Investigation of Clinica I'uerta de Hierro,

SAMPLE PREFARATION AND CHROMATOGRATIY

The HPLC method and sample preparation used in this
study were slightly modified from those previously de-
scribed [18). Briefly, 800 ul of ethanol containing retinyl
acetate (0.4 my/L) and tocopheryl acetate (0.1 g/L) as
internal standards was added to 800 pL of serum. After
vortex-mixing for 45 s, we extracted the sera hwice with
hexane (2 mL, stabilized with 0.1 g/ L butylated hydroxy-
toluene), vortex-mixing the extracts for 3 and 2 min,
respectively. The organic phases were removed, pooled,
and evapoerated under nitrogen atmosphere, reconstituted
with 300 uL of an equivolume solution of tetrahydro-
furan:ethanol, and injected (7.5 pd) onto the HPLC sys-
tem.,

The chromatographic system consisted of a Spheri-5-
RP-18 or Sphert-3-0DS (5 pm) column (Applied Biosys-
tems, San Jose, CA) used with gradient elution at 1.8
mi/min from ammonium acetate, 0.2 g/L in acetonitrile:
dichloromethane:methanol (85:15 by vol), for 5 min to
ammonium acetate, 0.2 g/ L in acotonitrilesmethanol (70:
20:10 by vol), for 20 min.

The following compounds were analyzed: carotenoids
(lutein, zeaxanthin, p-cryptoxanthin, lvcopene, o-care-
tene, and B-carotene), re-tocopherol, and retinol. Other
identificd compounds  included  y-tocopherol,  retiny!
palmitate, a-crvptoxanthin, phytoene, phytofiuene, can-
taxanthin, and isomers of g-carotene and Ivcopenc.

A Model 490 programmable multiwavelength detector
and Model 996 photodiode array detector with a Milie-
nium data station woere used (all from Waters Associates,
Milford, MA). Carotenoids were delected at 450 nm,
retinol and retiny] acetate at 313 nm, and tocopherol and
tocopheryl acetate at 294 nm.

The precision of the analytical methods used was
evaluated periodically through our participation in the
Quality Assurance Program conducted by the National
Institute of Standards and Technology (NIST; Gaithers-
burg, ML),

1067

STATISTICAL METHODS |

Statistical comparisons between the results for males and
females, in both the control and the diabetic groups, were
carried out with nonparametric methods (Mann-Whitney

Results
ble 1 shows the median values and the 5th, 25th, 75th,

acrording to sex. Significant sex-related differences were
found for retinol (higher in males), both in the controls
= 0.001) and the diabetic group (P = 0.01), whereas
ales had higher concentrations of @-carotene {control,
= (L001; IDDM, P = 0.008) and «-carotene (control, P =

re also higher in females but only in the control group
= 0.001). Lutein was statistically higher in diabetic

0.022) only in the control group males.
Statistically significant differences between controls
ahd diabetics were observed for retinol (P = 0.001) and
Brcarotene (P = (.001), in both sexes. In addition, control
and diabetic males had significantly different concentra-
tioms of a-tocopherot (P = 0.001) and B-cryptoxanthin and
lycopene (P = 0.05). '
The highest correlation coefficients (r = 063-0.74)
rere obtained for lutein vs zeaxanthin and for B-carotene
vs c-carotene, regardless sex or group. Correlations (r =
(.01-0.1) were very low between retinol and each of the
provitamin carotenoids (B-carotene, a-carotene, B-cryp-
toxanthin). Retinol and a-tocopherol showed correlations
(Lf r = 0.31-0.52 in all cases except in IDDM women (r =
(.01). «-Tocopherol showed correlation coefficients of
{1.32-0.44 with lutein and zeaxanthin (except for lutein in
‘(inbelic men, ¥ = 0.09).
High correlation coefficients were also observed (in
ILDDM women only) between B-cryptoxanthin and zea-
anthin {r = 0.54) and between B-carotene and B-crypto-
xanthin (r = 0.59) or zeaxanthin (r = 0.51). Finally, IDDM
men showed a correlation between lycopene and o-caro-
cne (r = 0.58). ,
Conditional logistic regression analysis (including all
analytes and age) between control and diabetic groups,
selected retinol, B-carotene, and lycopene as the variables
}most significantly different between these groups. When
the analysis was carried 'out according to sex, the entry
order (3 cocfficient} in the equation was retinol (males:
=0.076 = 0.01, P <0.0001; females: —0.085 = 001, P
<0.0001) and B-carotene (males: 0.033 = .02, P = 0.066;
females: 0.024 = 0.01, P = 0.012) in both sexes, followed
by lvcopene only in males (0.021 = 001, P = 0.046).
Discussion
To correctly interpret the serum concentrations of fat-
soluble vitamin-related compounds, establish reference

4




Table 1. Reference values {pumol/L) for retinol, a-tocopherel, and main carotenolds in serum of Spanish subjects (450 controts and 123 1IDDM patients).

1DDM

Controls

Males {n = 210)

Femates (h = 63)

Mdies (n = 60)

240)

Females {n

85
1.49 185
33.44 42,03

75

25
1.03 1.28

23.22 26.24

95

25 75

95

1.86 2.44
33.44 41.33 13.23

75

50

1.32 154
23.45 27.86

25

95

75

25

5°
1.13

18.34

85

Q.
31.11 40.54 18B.34

1.71 221

122 146
20.20 23.57

82

0.

1.01

213 283
34,36 4597 1765

1.56 1.86

22.99 28.56

Retinol

Tocopherol
Toc/Chot®

6.20 732

4.40 5.34

3.60

6.36 B8.84

4,63 5.17

4.13

0.44 0.818 0.045
0.10 0.225 0.008
0.65 1.443 0.059
0.27 0.442 0.054
0.09 0.146 0.014
0.56 0.922 0.077

6.03 7.13

4.83 5.46

06

6.36 7.56 4.

501 5.62

0.13 0.216
0.05 0.047
0.18 0.275
0.13 0.1%1
0.04 0061
0.23 0351

385

0.55 0.988
0.12 0.271
0.75 1519
028 0.472
0.08 0.122
0.58 0.929

0.24 0.358
0.05 0.065
0.21 0.438
0.15 0.193
0.04 0.059
0.24 0.423

0.45 0640 0.124
0.09 0.153 0.014
061 1569 0.118
0.25 0.313 0.081
0.08  0.123 0.022
0.59 1.403 0.147

0.18 0.276
0.03 0.055
0.20 0.342
0.13° 0.180
0.04 0.054
0.26 0.419

0.18 0.278
0.04 0.064
0.21 0.392
0.14 0.184
0.04 0.055
0.23 0.360

0.30 0.553 0.087
0.07 0.146 0.018
0.47 1.005 0.096
026 0.438 0.094
0.08 0.132 0.010
0.49 0.877 0.107

0.067

B-Carotene

0.016

a-Carotene

0.087

B-Cryptoxanthin

Lutein

0.078

0.020
0.112

Zeaxanthin
Lycopene

? Percentiles.

v Tocopherol /cholesteral ratio.

{

ranges, and detect groups al risk ina population, one
must know the distribution of cach analvte in control
subjects as well as validate the methodology  used.
Through our participation for several years in the Fat-
Soluble Vitamin Quality Assurance Program conducted
by NIST, we have determined that the accuracy and
precision of our analytical methods for retinol, a-tocoph-
crol, and B-carotene have béen within acceptable valucs
(performance rated as 1 or 2, meaning, within 1 or 2 SDr of
the assigned NIST values).

As reported by other adthors [23-26] using the de-
scribed methodology, one can identify in all sera not only
the above-quantified compounds, but also the following
compounds: a-cryptoxanthin, cis-g-carotene (13-cis), cise
lycopene (at least three isomers), cis-lutein/ zeaxanthin;
y-tocopheral, 2,3-anhydrolufein, &carotene, and three ke
tocarotenoids {24 several unidentified peaks are also
visible, Other compounds pot always present, or that
need o be concentrated i the sample for detection,
include cantaxanthin, y-carotene, phytoene, phytofluene,
retinyl palmitate, and echinenone.

When determining, these compounds, the presence of
interfering substances can Tead to overestimation of the
concentration of a given compound. This depends not
only on the analytical method used but also on the
relative concentrations of the analyte and the interferent.
In our contral groups, we have observed possible inter-
ferences between a-tocopherol and normal concentrations
of B-cryptoxanthin on the downslope of the a-tocopherol
peak that, given the absorbance of B-cryptoxanthin at 294
nm, can lead to overestimation of a-tocopherol when
quantified by peak arca. Khachik et al. {271 described a
lack of interference between y-tocopherol and g-cryptox-
anthin, despite the coincidence of the peaks; this may be
due to the low concentration of B-cryptoxanthin.

REFERENCE VALULS IN CONTROL OPULATIONS

Table 2 summarizes data reported for studies from differ-
ent countries, when snmpl? size was >100 subjects and
results were differentiated Iby sex. For vitamins A and E,
for which accepted “normal” ranges exist, 7 of the 10
populations in Table 2 have.mean or median values in the
upper part of the reference range for retinol. A consistent
sux-dependent effect (male higher than females) in reti-
nol concentrations was seen in ali the populations listed,
as well as in the diabetic group in this study.

With regard to a-tocophérol, the mean values observed
in all populations fall within a narrower range than for
retinol and is the same for both sexes. The carotenoids,
however, show differences of two- to fivefold in the
values reported, as well as variability in the valucs
reported for a given countfy; this may reflect differences
between and within populations/countries, seasonality,
and interlaboratory analytical variability.

As was the case for our controls, higher concentrations
of provitamin A carotenoids in women than in men (Table
2) are also reported in otI:wr populations, regardless of

|
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Table 2. Medlan or mean (*) carotenoid, retinol, and a-tocopherol concentrations (pmbI/L) in serum [7, 2, 30, 34] or
plasma [1, 28, 29, 31, 32, 33, 35] in different populations.

Lutein® Zeaxanthin Lycopene fLCryptaxanthin  n-Carotene f+-Carotens Retinol a-Tocopherol

Country {ref.}* M F M F M F M F M F iM F M F M F
France {7) 0.64 072 1.85 168 235 243
442M/552F, 6-9Ty
Germany {28] 0.43 051 29.2 29.2
862M/1144F, 18->50y : .
Japan [29]* 028 054 168 150 166 18.3
65M/60F, 22-86y f
Japan (2] 0.62’0.69 0.38 050 036 060 0.12 0.18 035 064 291 2.33 23.0 241
618M/1196F. 7-86y '
Malasia {30} 0.56 0.56 0.31 040 053 051 014 0.16 0.40 0.52 2.67 2.46
S8M/42F, 17-78y
Spain (present study) 0.19 0.18 0.06 0.06 €35 038 0.28 0.39 0.05 0.06 0.22 028 1.86 154 286 279
210M/240F, 5-79y .
Spain {31 * 041 055 191 166 26.0 2486
52M/62F, 18-82y :
Switzertand (32 0.53 0.69 2.34 1.76 30.0 26.5
75M/T5F, =18y i
UK. (England) {1] 0.29 0.29 025 0.25 013 0.16 0.06 007 0.24 032 221 1.80
944M/938F, adults :
UK, (Scotland) [33 * 0.48 0.52 0.1 0.1 0.54
100M, 50-59y '
USA [34]* 0.31 0.34 0.39 0.35 0.15 ©.18 0.05 0.07 031 044 260 2.29
55M/55F, 49-69y .
USA [35]* 0.28 0.27 0.07 0.06 082 0.76 0411 0.12 046 058 213 191 27.1 26.2

121M/186F, 45-65y

« Population studied is described by sex (male, M, and female, F) and age range (years. y).
v Lutein + zeaxanthin, except for references that repornted separate values for each.

dictary habits [17]. For lutein/zeaxanthin and lycopene
(nonprovitamin A carotenoids), other studies reported no
differences in cither among control groups.

1IDDM GROUP V§ CONTROL GROUP

IDDM subjects seem to behave ina different way. Al-
though retinal is consistently higher in our IDDM males
than in the IDDM females, both sexes have lower concen-
trations than their sex-matched controls, as has been
observed previously [36-381. This appears to be associ-
ated with low concentrations of retinol-binding protein
and (or) reduced mobilization of vitamin A from the liver
in IDDM patients {36/. Results reported for vitamin E are
confusing, having been stated as higher or similar in
diabetes patients in comparison with controls, possibly
because of inclusion of hyperlipemic subjects or inhomo-
geneity of the sample (or both) {22, 39}, when normalized
with respect to cholesterol concentrations, the a-tocoph-
erol concentrations in diabetics were not different from
those of normolipemic controls [40].

Sex-related differences for retinol and provitamin caro-
tenoids are similar to those observed in controls, except
for B-cryptoxanthin, although lutein is distinetly present.
Total lycopene concentrations differed only between con-
trol males and IDDM males, as was also seen in the
conditional logistic regression analysis. Morcover, lyco-
pene is the only carotenoid that seems to be affected by

i
1

the duration of diabete:s {41]. However, the difference is
only quantitative and not qualitative, the profile of lyco-
pene isomers in IDDM subjects being the same as in our
controls and also described in other studies {26].
CORRELATIONS AMONG ANALYTES
Regardless of sex and diabetic condition of the subjects,
we obtained high correlation coefficients (r >0.6, P
<0.0001) between a- and B-carotene as well as between
lutein and zeaxanthin, and the correlations were very
similar to those described earlier [35). This may be due to
their simultancous occurrence in several vegetables and
fruits—although this explanation is not equally reflected
in the case of lutcin and B-carotene, both of which are
invariably present in green vegetables. A similar correla-
tion between lycopene and B-carotene has been described
by Ascherio et al. (35], who, on finding no correlation with
dietary intake, suggested a metabolic or absorptive link.
As would be expected, the lowest correlations were
obtained between retinol and cach of the provitamin
carotenoids, agreeing with those reported by others
19, 35]. Nevertheless, as described by Gey et al. [9], retinol
and a-tocopherol slmv!vcd correlation coefficients, except
in IDDM females, of between 0.31 and 0.52 (P <0.0001 in
controls; P <0.02 in IDDM males), slightly higher than
_previously described [30).
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In summary, considering the possible implication in dis-
case prevention of several compounds analyzed in this
study, IDDM subjects can be considered as an at-risk
group for low-retinol status, a situation specifically linked
to diabetes. That concentrations of f-carotene and lyco-
pene are higher in the patients than in the controls also
shows a strong association of these compounds with
diabetes. On the other hand, the a-tocopherol/ cholesterol
ratio is as high as in IDDM as in controls and is not
affected by the disease. From these data, we conclude that
IDDM subjects, although classically considered as a group
at risk for cardiovascular disease, do not differ from
matched controls with regard to antioxidant status, a poor
antioxidant status being associated with a high risk for
several chronic and degenerative discases. The normal
concentrations of retinol, relatively high a-tocopherol/
cholesterol ratio, and comparatively low f-carotene status
shown by our control group in comparison with other
populations could be compensated or influenced, in part,
by higher concentrations of other carotenoids (i.c., B-cryp-
toxanthin).

This work has been partially funded by a grant from
Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS no. 92/0720),
Spain. We acknowledge Pilar Martinez and Teresa Motilla
for their efforts in recruitment of volunteers and blood
drawing and Isabel Millan for her statistical advice and
work. We are also in debt to Marta Messmann for
preparing the manuscript. Several carotenoid standards
were a gift from Hoffmann-La Roche (Basle, Switzerland).
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1. Patients with insulin-dependent diabetes mellitus
are classified among the groups at risk for low vita-
min status, and recent studies suggest that some
degree of supplementation with antioxidants may be
beneficial in helping to prevent certain long-term
complications of diabetes mellitus. Our objective
was to compare the status of the fat-soluble vita-
mins and antioxidant-related compounds in
patients with well-defined insulin-dependent dia-
betes mellitus with that of their first-degree rela-
tives, controlting seasonal and anaiytical variability
as factors influencing the interpretation of the data.
2. Fifty-four patients with insulin-dependent  dia-
betes mellitus, 214 non-diabetic, first-degree rcla-
tives (controls) and 236 unrelated controls were
analysed for retinol, tocopherols (« and y) and main
carotenoids in serum (f-carotene, «-carotene,
p-cryptoxanthin, lutein, zeaxanthin and lycopene)
by means of a validated HPLC method.

3. Insulin-dependent diabetes mellitus was associ-
ated with lower retinel levels and higher levels of
p-carotene, «-carotene and p-cryptoxanthin than
sex-matched, first-degree relatives. a-Tocopherol, the
a-tocopherol/cholesterol ratio, y-tocopherol, lutein,
zeaxanthin and lycopene showed no differences.
Retinoi and f-carotenc were the variables most
closely associated with diabetes.

4. Patients with insulin-dependent diabetes mellitus
showed lower serum rctinol status together with
higher concentrations of provitamin-A carotenoids.
Serum fat-soluble antioxidant levels were greater
than or equal to those in controls. According to the
serum status observed, individuals with diabetes do
not require supplementation with a-tocopherol or
carotenoids, although the need for retinol supple-
mentation in patients with marginal serum levels
should be evaluated.

INTRODUCTION

Diabetes melilitus is a metabolic disorder that can
modify the nutritional status of affectcd paticnts,
traditionally classificd among the groups at risk for
low vitamin status [1-4]. Hyperglycacmia-induced

oxidative stress has been related to the actiology of
diabetic complications through different biochemical
pathways (glucose auto-oxidation, the polyol path-
way, protein glycation) [5] which may be affected by
an’ impaired nutritional status. Reeent studies sug-
gest that some degree of supplementation with anti-
oxidants may be beneficial ‘in helping to prevent
certain long-lerm complications of diabetes mellitus
[6=9]. although there is little evidence 1o confirm
that such therapy has any benefits [10).

Although there is a large amount of literature
dealing with the role of dictary composition in the
control of diabetes mellitus) few studies deal with
the effect of the discase on the micronutricnt status
in these patients, and the reports that do exist arc
not conclusive [11-15]. Différences in paticnt popu-
lations and methodological  uncertainties  may
account for the discrepancies in most reports (5, 15].

In this regard, although dict is an important factor
influencing the presence and proportions of carote-
noids, tocopherols and retindl in serum, other deter-
minants such as scx, scasonality, smoking and
drinking habits, drug and' supplement usc, body
mass index, ete., may also affect micronutrient status
[16-19]. '

Given that scveral of these compounds may act
simultancously, in this report we focus on the levels
of the major carotenoids. retinal, a-tocopherol and
v-tocopherol in serum, controlling scasonal and ana-
lytical variability as factors, that may influcnce the
intcrpretation of the data. for the purpose of assess-
ing the cffect of diabetes metlitus on carotenoid and
fat-solublc vitamin status in a well-defined group of
paticnts with insulin-dependent  diabetes mellitus
(IDDM), and comparing it with the status observed
in first-degree relatives.

A portion of this work was presented at the
Sccond International Confcrence: ‘Antioxidant vita-
mins and beta-carotene in discase prevention’ held
in Berlin, Germany on 10-12 October, 1994,

SUBJECTS AND METHODS .

The characteristics of the diabetic population,
according to sex, arc shown; in Table 1. A total of 54

Key words: carotenoids, insulin-dependent diabetes mellitus, first-degree relatives, retinol, tocopherols. :
Abbreviations: [DDM, insulin-dependent diabetes mefitus; LDL, low-density lipoprotein; RBP, retinol-binding protein; 2-T/C, z-tocopherol/cholesteral ratio.

Correspondence: Or F. Granado.
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Table |. Characteristics of the patients with I1DDM. Values are means
{S0).

Men (n = 28) Women (n = 18)

Aga (years) 323(148) 1.9(125)
Body mass index {kg/m’) 22929 14309
Cholesterol {mmolfl) 480 (1.5) 54201
High-density lipoprotein 137 {051} 1.66 (0.57)

cholesterol (mmelll)
Fructosamine (mmel/l) 361 (0,69 184 (0.56)
HbAi (%) 981 272 1042 (2.14)
Duration of the disease (% subjects)

< |0years 50 54

> 10 years 50 46
Retinopathy (% of subjects) 15 7
Serum creatinine (umol/l) 89.9(3.9) 73309
Urate (amol/fl) 246.1 (49.4) 194.5 (68,5}
Serum urea (pmolfl) 129 (2.4 12.2(24)
Albumin (2A} 464 (39 441 (41)
Smokers (% of subjects} il 46
Insulin (iu. day~' kg™") 0.60 (0,11} 0.68 (0.22)
Total insulin dose/day 401 (105) 405 (139

patients with IDDM between 13 and 67 years of age
(men: mean 32.3 years and median 27 years; womcrn:
mean 31.9 years and median 30 ycars} werce included
in the study. All subjects were treated with, on aver-
age, two daily injections of long-acting insulin
(Humulina™, 'Insulatard™) alonc or in combina-
tion with short-acting insulin (Actrapid™, Vclosu-
lin™) (50% of the subjects).

Two-hundred and fourtcen non-diabetic, first-
degree relatives of the diabetic patients (97 men and
117 women), aged between 6 and 79 ycars (men:
mean 34.9 years and median 28 ycars; women: mean
328years and median 26 ycars), were used as
“familial’ controls. Fifteen percent of the men and
9% of the women were smokers. The mcan body
mass index was 25+4.8 for men and 23.8+46 for
women.

Two-hundred and thirty-six subjects (113 men and
123 women), aged between 5 and 76 years (men:
median 35 years; women: median 35 ycars) werc
cnrolled as non-related or ‘non-familial’ controls. In
this group, 38% of the men and 31% of the women
were smokers. The mean body mass index was
26.1+ 4.2 for men and 22.543 for women.

Total cholesterol, triacylglyccrol and high-density
lipoprotein chotesterol fell within normal ranges in
all groups. None of the paticnts was taking vitamin
or carotenoid suppiements. .

The procedures used were in accordance with the
ethical standards of the Ethical Committee of Clini-
cal Investigation of Clinica Puerta de Hierro, and
informed consent was obtained from all the subjects.

Given the seasonal variation in the carotenoid
intake and serum levels in our country [19, 20}, sub-
jects from the threc groups were screencd similarly
at different times of the yecar, two-thirds during
winter and spring and the remaining third during
summer and autumn. The patient and all members

|
of the family were sampled on the sume day, so the
seasonal cffect could be avoided. No seasonal bias
was detected between sexes in any of the groups.

Biood samples were collected after overnight fast-
ing using Vacutainer tubes containing no anticoagu-
lant. All samples for cach family were analysed the
samec day and within 5 months after collection
(stored at —20°C). :

The HPLC mecthod and sample preparation uscd
in this study have been described previously [15].
The following compounds were analysed: provita-
min-A carotenoids (fi-carotenc, x-carotenc, fi-cryp-
toxanthin), non-provitamin-A carotenoids  (lutein,
zeaxanthin, lycopene); a-tocopherol, y-tocopherol
and retinol. f

The accuracy and  precision of the analytical
method employed was checked periodically through
our participation in the ‘Quality Assurance Pro-
gramme’ conducted by the National Institutc of
Standards and Technology  (Gaithersburg, MD,
U.S.A.). We have tested our analytical method for
retinol, a-tocopherol and fi-carotene over scveral
ycars and the results 'were rated, according to the
National Institute of Standards und Technology, as 1
or 2 (meaning exceptional or acceptable values).

1
Statistical analysis ;

Univariatc analysis,. for comparison between men
and women and among groups, and to study the
influence of the duration of the discase and the
presence of retinopathy, was carricd out using non-
paramctric mcthods | (Mann-Whitncy U-test for
unpaircd data and Wilcoxon’s r-test for paired data).
Multivariate analysis, forward stepwise logistic mul-
tiple regression analysis and matched conditional
logistic regression analysis were also used both in
the group as a whole (men plus women) and adjus-
ted for sex. i

The statistical study was carricd out by the BMDP
Programme (BMDP  Statistical  Software, Los
Angcles, CA, US.AL)!

RESULTS
Table 2 shows the-mean (95% confidence inter-
val), median and 10th and 90th percentiles of all

compounds in paticnts with IDDM, first-degrec
rclatives and non-related controls, according o sex.

-

Sex-related differences,

Differecnces betwéen men and women  were
observed for retinol'and z-carotenc in all groups,
whercas for f-carotenc and f-cryptoxanthin, differ-
cnces were not statistically significant in the patients
with IDDM. No sex-related differences were
observed in any of; the groups for a-tocopherol,
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y-tocopherol, the a-tocopherol/cholesterol {«-T/C)
ratio or non-provitamin A carotenoids (lutein, zca-
xanthin and lycopenc).

Related versus non-related controls

Univariate analysis to compare relatives and non-
related controls (unpaired data) showed diffecrences
(P <0.05) in most of the compounds except for lyco-
pene in both scxcs, for retinol and zcaxanthin in
men and for y-tocopherol in women (Table 2).
Nevertheless, when multiple regression analysis was
used, statistically significant differences  were
observed only for a-carotenc (results not shown).

IDDM versus non-related controis

The men and women with IDDM showed signifi-
cantly lower levels of retinol than their sex-matched,
non-related  controls (P <0.001). However, while
women differed only with regard to y-tocapherol,
men with IDDM showed lower z-tocopherol levels
and »-T/C ratio and higher levels of fi-cryptoxanthin
(P <0.05). !

IDDM versus relative controls |

On comparing the diabetic group and their first-
degree relatives (unpaired’ data), the men and
women with IDDM showed significantly lower levels

Table 2. Scrum retinol, tocopheral and carotenaid levels in patients with IDDM, first-degree relatives {R-~ontrol) and non-related controls {NR-control). Cl,
confidence interval. Mann-Whitney U-test: P < (05 *Significant difference berween sexes within group. TSignificant difference versus sex-matched non-relative group.
$Significant difference versus sex-matched relative group. §Significant difference versus sex-matched non-relative group.

Men | Women
Mean {95% CI} Median 0% 0% Mean {35% C)) | Median 10% %0%

Retinol (pmeld) f

iDDM 1,52 (1.34-1.69) 1.40%t% L2 1.1 1.26 (1.16-1.36) L2171t 0.93 1.51

NR-control 1.91 (1.84-1.99) 1.92¢ 137 4] 168 {1.60-1.75) 163 .22 .19

R-control £.81 (1.68-1.90) 1.77* 114 2.52 1,50 (1.41-1.57} EY] 1.03 .09
a-Tocopheral (gmol/l) '

1DDM 27.0(23.8-30.1) 8.5¢ 1868 362 288 260-31L.7) ; 190 19.7 369

NR-contrel 3.1 (29.7-32.8) 9.5 Py 409 30.8 (29.4-31.9) -+ 300 28 395

R-control 274 (25.7-29.0} 25.88 18.6 89 26.2 (24.8-27.6) 49§ 17.7 9.9
y-Tocopherol (umokl} !

IDDM 1.32 {1.03-1.62) .27 0.51 108 1.34 (1.10-1.57} . 120t 0.74 105

NR-control 1.03 (0.89-1.47) 0.86 0.54 1.77 0.79 (0.63-0.95) - 078 0.40 1.30

R-control 1.26 (1.13-1.39 118 0.55 213 1.29 (1.13-1.45) ¢ L.1Bg 0.58 1.9
Lutein (umolfl) i

1DDM 0.19 (0.16-0.22) 0.17 (A} 0.27 0.22 (0.17-0.27) 1 0.20 0.10 0.38

NR-control 0.24 (0.21-0.2¢) 0.20 0.10 0.40 0.24 (0.22-0.27) b 012 0.38

R-control 0.18 (0.16-0.20) 0.168 0.09 0.30 0.20 (0.17-0.23) } 0.16§ 0.10 0.33
Zeaxanthin (umelfl) :

IDDM 0.06 (0.05-0.07) 0.06 0.04 0.09 0.06 {0.05-0.08) ©0.07 0.02 o

NR-control 0.07 (0.06-0.08) 0.06 0.02 0.12 0.07 (0.06-0.08) ©0.0§ ¢.03 0.14

R~ontrol 0.06 (0.06-0.07) 0.06" 0.03 0.10 0.06 (0.05-0.06) . 0.05§ 002 0.10
Lycopene (pmolfl)

1DDM 0.42 {0.34-0.50) 0.44 016 0.7 0,40 {0.32-0.49) s 039 0.20 0.72

NR-control 0.41 (0.37-0.47) 0.35 0.14 0.70 0.45 (0.41-051) 041 0.13 0.84

R-control 0.38 (0.32-0.42) 0.35 014 0.76 0.39 (0.33-0.41) - 034 0.14 0.76
f-Cryptoxanthine (amol/) .

IDDM 0.55 (0.41-0.70) 04711 0.18 0.98 0.56 {0.42-0.70} '504 0.20 1.08

NR-control 0.39 (0.34-0.44) 0.31* ol 0.72 0.60 (0.46-0.58) . 045 0.18 1.14

R-control 0.34 (0.26-0.39) 0.24%% 0.10 0.66 0.47 (0.39-0.56) L0315 0.10 112
a-Carotene {molfl) f

IDDM 0.06 (0.05-0.07) 0.06*% 0.03 Q.10 0.09 (0.07-0.12) | 0.08% 0.05 Q.18

NR-~control 0.08 (0.06-0.0%) 0.05" 0.02 0.14 0.09 (0.08-0.10) -007 0.03 0.18

R<ontrol (.05 {0.04-0.05) 0.04%§ 0.02 0.08 0.07 (0.06-0.08) I 0.05§ 002 0.12
B-Caratene (umalfl) i

DOM 0.31 (0.25-0.37) 0.29¢ 0.14 0.53 0.44 (0.34-0.55) . 04l% 0.13 0.94

NR-contrel 0.27 (0.24-0.31) 0.24* 0.0% 0.49 0.38 (0.33-0.42) C0di 0.14 0.77

R-contral 0.22 (0.19-0.25) 0.19%§ 0.08 .40 0.32(0.28-0.37) 0.24% 0.09 0.61
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of retinol (P<0.005) and higher levels of provita-
min-A carotenoids (o-carotencg,  f-earotenc and
f-cryptoxanthin) (P <0.05). No differences in non-
provitamin A carotenoids. a-tocopherol, j-tocoph-
erol or the a-T/C ratio were observed among cither
men or women.

The findings in patients with IDDM and their
first-degrec relatives werc compared within cach
family by paircd data analysis; after adjustment for
sex and age, the same differences were found cxcept
with respect to a-carotene in men (not significant)
and a-tocopherol in women (P <0.05) (results not
shown). In this case, on applying matched condi-
tional logistic rcgression analysis (Table 3), only rcti-
nol and f-carotene were shown to be associated with
diabetes.

Multiplc regression analysis to comparc paticnty
with IDDM and their first-degree relatives (men
plus women) showed retinol, f-carotenc and fi-cryp-
toxanthin to be associatcd variables (results not
shown). When the analysis was performed according
to sex {Table 3), the model showed rctinol and
B-carotene to be significant variables in both scxes,
whercas f-cryptoxanthin showed significance only in
men. On applying this analysis to the non-related
group (men plus women), only rctinol (and sex)
appearcd to be significant in the model (resuits not
shown). After adjusting for sex (Table 3), retinol
showed statistical significance in both sexes, whereas
provitamin-A carotenoids (a-carotenc, fi-carotence
and fp-cryptoxanthin) were significantly diffcrent
only in men.

Tabie 3. Multivariate analysis between groups. Sig.. significance; NS, not significant.

Duration of the diabetes mellitus and presence of
retinopathy '

When the results were assessed in terms of the
duration of the disc:asc (<10 ycars, n=29; >10
years, n=25), only, x-tocopherol was found to
increase signilicantly (P <0.037) over the course of
time. while ltycopene showed a slight decrcase
(P <0.09). | .

Retinopathy was present in - older individuals
(n = 14, all of whom 'had had IDDM for more than
[0 ycars), but there were no differences in retinol
levels between IDDM patients with and without
retinopathy.

DISCUSSION i

Previous results from our group [15] showed the
status of fat-soluble vitumins and antioxidant related
compounds to be altered in the serum of paticats
with 1IDDM when compared with a reference popu-
lation. Thus, we decided to carry out a prevalence
study using non-diabetic, first-degree relatives of the
population with IDDM in order to control more
closely certain factors  (shared  genetic  factors,
dictary habits, scasonal intake and analytical varia-
hility) that could affect the interpretation of the sta-
tus of the compounds and the reliability of the data
generated. We also compared the study patients
with an unrclated . non-diabetic population as a
sccond control group for which thesc variables were
not adjusted. '

Matched conditional legistic regression analysis (paired data)
Relatives versus [DDM

Men Women
fi-Coeflicient SE Sig. fi-Coefficient SE Sig.
Retinol -0.067 0.028 0.018 -0.127 0.048 0.009
f-Carotene 0.186 0.070 0.008 0079 - 0.039 0.042
Forward stepwise multiple regression analysis {unpaired data) I
Relatives versus iDDM
Men - Women
f-Coefficient SE Sig. {-Coefficient SE Sig.
Retinol —0.048 0.019 0.012 -0.073 i 0.026 0.005
fi-Carotene 0.064 0.033 0.054 0 0.016 0.020
B-Cryptoxanthin 0.029 0013 0.021 — ) - NS
Non-related contrals versus IDDM '
Men ‘Women
f-Coeficient SE Sig. Ji-Coefficient SE Sig.
Retinol -0.106 0.028 0.000 —0475 0.039 0.000
B-Carotene 0.097 0.045 0.032 _ — NS
f-Cryptoxanthin 0.043 0016 0.007 — : _ NS
a-Carotene —0.545 0.204 0.008 _— . — NS
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Serum carotcnoids are known to be affected by
several dictary and non-dictary factors [15-19]. In
Spain, the scasonal consumption of several fruits
and vegetables that contribute 10 carotenoid intake
[20] is refiected in the serum levels of some of these
substances [19]. In the present study, becausc the
distribution throughout the year of the screencd
subjects was the same in all the groups, the differ-
ences in carotenoid levels observed among them do
not seem to be duc to a seasonal bias in sample
coilection. Taking into account that paticats with
IDDM and their relatives share genetic traits and, to
some extent, dietary patterns, the differences found
between the two groups might reflect an underlying
abnormality in the carotenoid metabolism of indi-
viduals with diabctes, as was proposed in the 1930s
and 1940s [21, 22]. In this respect, higher levels of
‘carotene’ [21-25) and, specifically, f-carotenc {15,
26, 27 have been reported in IDDM.

Despite this, the higher levels of a-carotene,
fi-carotcne and f-cryptoxanthin in paticnts  with
IDDM when comparcd with their first-degree rela-
tives could also be due to differences in their con-
sumption of specific fruits and vegetables  (ie.
carrots and oranges), cven within the same housc-
hold. However, while this might be true for f-cryp-
toxanthin, given that the Spanish diet is largely
dependent (85%) on a singic contributor in winter
and spring (oranges), the relationship is less clear in
the case of f-carotene, only 25% of which is
supplicd by carrots, with over 50% being provided
by green vegetables and tomato {20]. In this respect,
the fact that the levels of lutein and lycopenc, which
are mainly provided by green vegetables and tomato
respectively [28], do not differ significantly among
these groups, suggests that the amounts consumed
by each group do not vary to the extent that differ-
ences in their f-carotene concentrations would be
determined by distinct dictary intake. Morcover.
when paired data within each family (IDDM paticnt
versus relative) were adjusted for sex and compared,
nearly the same carotenoids remained significantly
different in both scxcs, rcgardless of whether the
relative was age-matched or sclected at random
from among the family. In the multiple regression
analysis, retinol and f§-carotenc were associated with
diabetes, whereas the comparison between groups
disclosed contrasts in the fi-cryptoxanthin levels
observed in men and women which may indicate dif-
fering dietary intakes.

Although smoking is associated with lowcer carote-
noid status [16], this fact is probably not a determi-
nant of the differences found in this study, as the
lowest levels of a-carotene, fi-carotene and f-cryp-
toxanthin do not coincide with the groups with the
highest percentage of smokers, as would be
expected, either among men or women.

Higher levels of carotenoids in IDDM may be a
reflection of higher concentrations of lipids, or
specifically of low-density lipoprotein (LDL), as the
main carriers of carotenoids in serum. In this

respect, there are no differences between the lipid
levels in patients with IDDM and controls, and the
f-carotene/LDL ratio is significantly higher in indi-
viduals with IDDM than in their sex-matched rela-
tives (results not shown), indicating that a greater
amount of fi-carotene is transported per mg of LDL
in the 1DDM group. Similarly, if the higher carote-
noid levels associated with IDDM were a reflection
of the higher lipid levels in this group, the concen-
trations of other analytes which, like fi-carotene, arc
also transportcd mainly by LDL (e.g. a-tocopherol
and lycopenc) would be expected to be clevated. a
circumstance that was not obscrved.

When paticnts with IDDM are compared with
non-related  controls, differences  in fi-carotenc,
a-carotenc and f-cryptoxanthin levels disappear,
with the exception of f-cryptoxanthin in men. While
this finding could be related'to day-to-day analytical
variability and/or greater variability within the non-
related group (as reflected by the standard devia-
tion), multiple regression analysis again reveals a
strong sex-related cltect and indicates that lower
retinol and higher f-carotene and fi-cryptoxanthin
levels arc associated with diabetes in men, but that
only retinol is a factor in women.

In the casc of a-tocopherol, both clevated [3,
29-31] and normal levels 11, 15, 26, 32-34] have
been reported in patients with IDDM. This situation
may reflect the inclusion of hyperlipidacmic subjects
andfor a lack of homogencity in the sample
screcned (3, 11} and poor control [14], given that, on
standardization with cholesterol, the levels are no
differcnt from those of normolipidacmic subjects
[30, 32]. In the prescnt study, neither a-tocopherol
and y-tocopherol in serum nor the «-T/C ratio show
sex-dependent differences in any of the groups or
when compared in patients with IDDM and their
relatives. !

With regard to scrum jretinol levels, those of
paticnts with diabetes are! consistently lower than
those of sex-matched relatives and non-related con-
trols. It is interesting to note that women show
lower levels of retinol and, gencrally, higher levels
of provitamin-A carotenoids than men, regardless of
the group they belong to, a finding that has been
observed before [15, 19, 22, 35].

Low, but not dclicicm(: serum retinol fevels in
paticnts with IDDM have; long been reported by
other authors [15, 25-27, 36, 37] and could reficct
an alteration in synthesis and/or transport by reti-
nol-binding protcin (RBP)' [30], presence of lower
fevels of transthyretin {38] which might affect the
formation of the complex with RBP-rctinol, and/or
increascd RBP excretion rates, ¢ven in the absence
of microalbuminuria {39, 40}. Although in the
present study, microalbuminuria was not measured,
none of the diabetic patients was on hacmodialysis
or showed clinical signs of nitrogen retention, having
serum creatinine, ureca and urate levels within
normal ranges. Nevertheless, some of the subjects
may have developed carly, or intermediate signs of
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nephropathy ~ (with  hyperglycacmia-dependent
micro-albuminuria), although under these condi-
tions, lower retinol levels have been reported [37).
In addition, according to other authors {37, 41].
patients with IDDM would be expected 1o show
higher retinol levels in the presence of macroalbu-
minuria or renal failure.

Lower retinol levels in the paticnts with IDDM
may also be a consequence of an acutc phasc
response, febrile episodes or infections, which also
decrease albumin and transthyretin concentrations
and increase retinol-binding protein cxcrction [42,
43]. In the present study, although acute phasc pro-
teins (i.c. reactive C-protein) were not measured, all
the patients with diabetes were apparently free of
infection and fever, and serum albumin concentra-
tions fcll within the normal range.

Finally, whilc all thc abovec-mentioned mechan-
isms may play a role in determining scrum retinol
levels in IDDM, it is also worth noting that we
found no significant corrclation with glucose meta-
bolic control (HbA., fructosamine), and that a low
dietary provitamin-A carotenoid intakc is probably
not the cause, as reflected by the carotenoid Ievels.
However, the possibility of an altered bioavailability
of carotenoids (including conversion into retinol)
cannot be ruled out, although conflicting results
have been reported in this regard [21, 22, 44, 45].

Along with higher retinol levels, increascd
a-tocopherol concentrations have been reported in
IDDM patients with nephropathy [37] and lower
lycopene levels in individuals with chronic renal
failure [41]. In our study, a history of diabetes of
more than 10years’ duration is associated with
higher a-tocopherol and slightly lower serum lyco-
penc levels. This finding could be related to the
presence of subjects with renal alterations in this
group; however, the patients presented lower rather
than higher retinol levels. Changes in the lipid pro-
file could explain differences in a-tocopherol but, in
this case, both analytes and other carotenoids would
have behaved similarly. In our study, the slightly
lower levels of lycopene might be cxplained by a
small bias in sample collection given that a higher
proportion of subjects were screencd in spring
(group with diabetes > 10 years), whereas samples
were taken from more individuals  (diabetes
< 10 years) in summer, coinciding with a higher con-
sumption of lycopene-rich foods among the Spanish
population [20].

From a clinical viewpoint, the lower levels of reti-
nol in the IDDM group place these subjects at
higher risk for marginal serum retinol status.
Regardless of the underlying rcasons, it scems pos-
sible that retinol may be less available to tissucs
andjor retinol turnover might be altered, affecting
the physiological functions of retinol and retinoids.
In this respect, due to the implications of vitamin A
in cell differentiation, proliferation and immune
response, a marginal serum retinol status could play
a role in, or reflect, the greater predisposition to

1
1

I
infections and skin alerations observed in diabetic
subjects. The increased susceptibility to LDL oxida-
tion and greater oxidative stress reported in subjects
with IDDM [1. 32} arfc not in accordance with the
serum concentrations «of carotenoids and tocopher-
ols observed in this study. Nevertheless, the
presence of hyperglycacmia may have an impact on
LDL composition (i.¢. glycated LDL) [46] and/or
the delivery to tissucs [47], affecting the role of
these compounds in target tissues and contributing
to the accelerated vascular discase obscrved in
patients with diabetes.,

In conclusion, patients with IDDM  showed
normal or even higher fat-soluble antioxidant levels
in serum and tower retinol concentrations than sex-
(and age-) matched relatives and non-related con-
trols. On the basis of these data, we consider that
supplecmentation with fut-soluble antioxidants is not
necessary in these patients, and that retinol concen-
trations should be monitored, and supplemented if
necessary. 5
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